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RESUMO 

 

As doenças renais apresentam um problema de saúde pública mundial, aonde há um 

aumento nos números de incidência de Lesão Renal Aguda (LRA) em pacientes 

hospitalizados. A LRA caracteriza-se por uma redução abrupta da função renal, 

resultando na incapacidade dos rins em exercer suas funções básicas. A lesão por 

isquemia/reperfusão (I/R) pode ser definida como as alterações resultantes da privação 

seguida do re-estabelecimento do fornecimento de oxigênio para tecidos e órgãos. É um 

processo complexo, que resulta na produção espécies reativas de oxigênio (EROs) e 

dano por estresse oxidativo. A Própolis Vermelha brasileira é uma mistura complexa 

coletada e produzida pelas abelhas Apis mellifera, e parece ser promissor nesse 

contexto, atenuando assim o efeito oxidativo e nefrotóxico no rim. Este estudo 

experimental tem como objetivo reproduzir e padronizar um quadro de LRA por 

Isquemia/Reperfusão (I/R) em ratos, e analisar os possíveis efeitos protetores renais do 

Extrato Alcoólico de Própolis Vermelha (EAPV) na dose de 150mg/kg, sobre os 

marcadores e variáveis desse quadro patológico. Foram utilizados ratos Wistar, adultos 

machos, divididos em 4 grupos, utilizado um esquema de indução e de tratamento. 

Foram avaliados os parâmetros bioquímicos indicativos da função renal (creatinina, 

ureia, Clearence de creatinina) função tubular (FENa
+
 e FEK

+
), o perfil oxidativo 

através do MDA (Malonaldeido) e atividade da enzima antioxidante GSH, além da 

análise histológica e imunohistoquímica. O EAPV alterou significativamente quase 

todos os parâmetros investigados. Os resultados demonstraram efeito protetor do extrato 

na dose de utilizada diante dos parâmetros de nefrotoxicidade: diminuiu os níveis 

séricos creatinina (1,8±0,5 vs 2,7±0,9) e uréia (181,1±65,6 vs 274,3±91,81), reverteu o 

aumento da FENa
+
 (0,58±0,30 vs 1,03±0,39) e da FEK

+
(64,74±52,44 vs 134,4±54,94), 

reverteu a diminuição do clearence de creatinina (0,41±0,14 vs 0,073±0,048), diminuiu 

os níveis de MDA (90,22±20,82 vs 133,9±23,36) e aumentou o de GSH (1784±297,4 vs 

1267±229,5), diminuiu o índice de necrose tubular aguda (2,0±0,7 vs 3,6±0,5) a 

aumentou a expressão de eNOS (2,20,4 vs 0,60,5) e Heme-oxigenase (2,60,5 vs 

1,40,5). Portanto, ocorreu proteção da função renal, do dano tubular e do estresse 

oxidativo. Estes resultados relatam pela primeira vez o efeito da Própolis Vermelha 

sobre um modelo de LRA induzido por I/R, demonstrando o efeito protetor do extrato 

na LRA.  

 

Palavras-chave: Própolis Vermelha. Isquemia/Reperfusão. Lesão Renal Aguda. 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Kidney disease remains a public health problem worldwide, where there is an increase 

in the number of incidence of Acute Kidney Injury (AKI) in hospitalized patients. The 

AKI is characterized by an abrupt decrease in renal function, resulting in the inability of 

the kidneys to perform it´s basics functions.  The Ischemia/Reperfusion (I/R) injury can 

be defined as all changes resulting from the deprivation and the re-establishment of the 

oxygen supply to tissues and organs. It is a complex process that results in the 

production of reactive oxygen species (ROS) and oxidative stress damage.  The 

Brazilian Red Propolis is a complex mixture collected and produced by Apis mellifera 

bees, and seems to be promising in this context, attenuating the oxidative and 

nephrotoxic effect in the kidney. This experimental study aims to replicate and 

standardize a framework of AKI by Ischemia/reperfusion (I/R) in rats, and analyze the 

possible protective renal effects of Red Propolis Alcohol Extract (RPAE) at a dose of 

150mg/kg on markers and pathological variables. Wistar rats, adult males, were divided 

into 4 groups, using an induction and treatment regimen. We evaluated biochemical 

parameters indicative of renal function (creatinine, urea, creatinine clearance) tubular 

function (FENa
+
 and FEK

+
), oxidative profile through MDA (malondialdehyde) and 

activity of antioxidant enzyme GSH, in addition to histological analysis and 

immunohistochemistry. The RPAE significantly altered almost all parameters 

investigated. The results demonstrated the protective effect of the extract in the dose 

used against the nephrotoxicity: decreased serum levels of creatinine (1.8 ± 0.5 vs  

2,7±0,9) and urea (181.1 ± 65.6 vs 274,3±91,81), reversed the increase in FENa
+
 

(0,58±0,30 vs 1,03±0,39) and FEK
+
 (64,74±52,44 vs 134,4±54,94), reversed the 

decrease of creatinine clearance (0,41±0,14 vs 0,073±0,048), decreased MDA levels 

(90,22±20,82 vs 133,9±23,36) and increased GSH (1784±297,4 vs 1267±229,5), 

decreased the rate of acute tubular necrosis (2,0±0,7 vs 3,6±0,5), increased the 

expression of  eNOS (2,20,4 vs 0,60,5) and Heme-oxygenase (2,60,5 vs 1,40,5). 

Therefore, occurred protection of renal function, protection of the tubular damage and 

oxidative stress. These results describe for the first time the effect of Red Propolis on a 

model of AKI induced by I/R, suggesting the protective effect of the extract against this 

type of injury. 

 

Keywords: Red Propolis, Acute Kidney Injury, Ischemia/Reperfusion. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Rins e Lesão Renal Aguda 

           Os rins são órgãos complexos, com função principalmente reguladora, essenciais 

para a homeostase do organismo. Dentre as principais funções renais estão a excreção e 

reabsorção de substâncias, regulação do equilíbrio hidroeletrolítico, controle da pressão 

sanguínea, eritropoiese e vitamina D, homeostase do cálcio, manutenção do equilíbrio 

ácido básico, dentre outras (BERNE & LEVY, 2009). No entanto, certas complicações 

patológicas são responsáveis por danificarem a estrutura e diminuírem a atividade 

funcional dos rins, desencadeando uma condição clínica denominada antes de 

insuficiência renal aguda, sendo modernamente referida como Lesão Renal Aguda 

(LRA).  

A LRA é uma síndrome clínica comum caracterizada pela rápida deterioração 

das funções tubular e glomerular, sendo relacionada com um rápido declínio na taxa de 

filtração glomerular (TGF), ocorrendo geralmente ao longo de horas ou dias, e que 

resulta na retenção de compostos nitrogenados resultantes dos processos metabólicos 

orgânicos, tais como a uréia e a creatinina, ou outras manifestações laboratoriais e 

clínicas que podem incluir alteração do volume de líquido extracelular e diminuição ou 

perda dos principais mecanismo reguladores eletrolítico (SINGH et al, 2012), possuindo 

como causas frequentes a isquemia e a nefrotoxicidade associada à alta morbidade e 

mortalidade (BELLOMO et al, 2004).  

         Atualmente, as doenças renais assumiram importância global em virtude do 

crescimento exponencial no número de casos registrados. Essas doenças acarretam, 

considerando maior morbi-mortalidade e uso de terapias de alta complexidade, 

significativo ônus financeiro ao sistema de saúde, tanto público como privado (RAJAN 

et al, 2012). Nesse contexto, a Lesão Renal Aguda é uma complicação importante e 

frequente em pacientes internados em ambiente hospitalar. Seu impacto é resultante de 

maior tempo de permanência no leito hospitalar e terapias de suporte de alto custo, 

retardando o processo de recuperação e expondo-os a sobrecarga circulatória, 

hipercalemia, acidose metabólica, complicações neurológicas e aumento do risco de 

mortalidade (CHAWLA et al, 2011). Em pacientes hospitalizados, em torno de 1-5% 

desenvolvem essa síndrome (KRIBBEN et al, 2003). A significância clínica da LRA 

resulta de sua alta taxa de mortalidade, que atualmente varia de 30-70% (KELLUM, 
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2008). Mesmo com a capacidade de recuperação renal em pacientes que sofreram LRA, 

o evento pode comprometer a sobrevida à longo prazo, elevando o risco individual para 

desenvolver lesão renal crônica, doença cardiovascular e morte (COCA et al, 2009). 

Segundo LAMEIRE et al. (2013) a pré-existência de doença renal crônica e/ou 

situações que manifestem redução da TFG, proteinúria e depleção de volume, são 

fatores de riscos comuns e importantes, tanto em jovens como em idosos para o 

desenvolvimento de lesão renal aguda. Outros fatores que contribuem para a 

manutenção do quadro de LRA são cirurgia vascular, hipovolemia, aterosclerose, 

diuréticos, insuficiência cardíaca congestiva, peritonite, obstrução ileal, cirurgia biliar, 

icterícia, diabetes mellitus, isquemia/reperfusão, sepse, dentre outros (SINGH et al, 

2012). 

           Em 2002, como primeira tentativa de criar uma definição internacional sobre os 

achados clínicos na LRA, criou-se a classificação de LRA segundo critérios abreviados 

como RIFLE (Risk, Injury, Failure, Loss, End-Stage) (tabela 01). Essa classificação 

considera três estágios de severidade (Risk, Injury, Failure), que se referem a critérios 

de diagnóstico e determinação da gravidade da LRA, e baseia-se no aumento da 

creatinina sérica e na produção de urina, bem como dois estágios finais (Loss, End-

Stage), relacionados com critérios de evolução clínica do paciente e são determinados 

pela duração da perda da função renal. (KELLUM, 2011). 

   Este critério foi subsequentemente modificado pelo critério AKIN (Acute Kidney 

Injury Network) (tabela 02), objetivando aumentar a sensibilidade e especificidade do 

diagnóstico, que caracterizou a LRA pela redução abrupta da função renal (dentro de 48 

horas) com o aumento absoluto de 0,3 mg/dL no nível de creatinina sérica e por redução 

na produção de urina (MEHTA et al, 2007). Por causa dessas iniciativas, foi proposta a 

substituição do termo Insuficiência Renal Aguda (IRA) para Lesão Renal Aguda, 

visando enfatizar o espectro clínico inteiro, incluindo desde a presença de estágios 

progressivos de lesão tecidual até a perda da função renal e estabelecimento da doença 

(MEHTA et al, 2007; KELLUM et al, 2011). 
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Tabela 1 Classificação proposta para lesão renal aguda – RIFLE. 
_____________________________________________________________________ 

  

Classificação RIFLE                        Critério TGF                                 Diurese 

______________________________________________________________________ 
Risk                                                   Aumento da SCr x 1.5            diurese < 0,5ml/Kg/h em 6h 

                                                     ou diminuição da TGF > 25% 

Injury                                                Aumento da SCr x 2               diurese < 0,5ml/Kg/h em 12h 

                                                     ou diminuição da TGF > 50% 

Failure                                              Aumento da SCr x 3               diurese < 0,3mg/Kg/h em 24h 

                                                     ou diminuição da TGF > 75%                ou anúria por 12h 

                                                            ouSCr> 4mg/dL 

Loss                                           Perda completa da função renal 

                                                                > 4 semanas 

End-Stage kidney disease          Necessidade de TSR > 3 meses 

_____________________________________________________________________________________

TGF – Taxa de Filtração Glomerular; SCr – Creatinina sérica; TSR – Terapia de Substituição Renal.  

 

 

 
Tabela 2 Classificação proposta para Lesão Renal Aguda (AKIN). 

______________________________________________________________________ 

 

Classificação AKIN                    Critério SCr                                   Diurese  

______________________________________________________________________ 
          1                          Aumento da SCr > 0,3 ou aumento                < 0,5 ml/Kg/h em > 6h 

 > 1,5 a 2 x do valor basal  

          2                          Aumento da SCr > 2 a 3 x do valor               < 0,5 ml/Kg/h em > 12h 

                                                           Basal 

          3                         Aumento da SCr > 3 x do valor                      < 0,3 ml/Kg/h em 24h ou 

                                       basal ou SCr > 4,0 mg/dL com um                         anúria por 12h 

                                      aumento agudo de pelo menos  

                                                        0,5 mg/dL 

______________________________________________________________________ 
SCr – Creatinina Sérica. 
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As causas de LRA podem ser de origem pré-renal, renal (intrínseca) e pós-renal 

(ABUELO, 2007). Falha pré-renal é causada por uma série de eventos que culminam 

com a diminuição do volume circulante e, portanto, do fluxo sanguíneo renal. É uma 

resposta funcional de um rim estruturalmente intacto à hipoperfusão, sendo esta a 

principal causa pré-renal de LRA, contribuindo para a ocorrência de aproximadamente 

50% dos casos da doença (DEVARAJAN et al, 2006). As causas mais frequentes são 

desidratação (vômito, diarreia e febre), uso de diuréticos e insuficiência cardíaca, 

vasoconstrição intra-renal primária e obstrução reno-vascular. O seu diagnóstico é 

imprescindível, já que existe reversibilidade nesses casos, em um a dois dias e, se 

persistir, pode desencadear NTA (BONVENTRE, 2011).  

LRA pós-renal ocorre por obstrução do trato urinário, causando interrupção do 

fluxo urinário, como ocorre em condições de hipertrofia prostática e cálculo renal. A 

importância do diagnóstico nesta patologia é a reversibilidade da insuficiência renal 

quando se utiliza o tratamento apropriado mais precocemente possível (HUMPHREYS 

et al., 2005). 

 A LRA desencadeada por fatores intrínsecos (renal) ao rim é classificada de 

acordo com o principal local afetado (túbulos, interstício, vasos ou glomérulo) que, 

depois da pré-renal, é 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 

isquêmica ou tóxica desencadeando a Necrose Tubular Aguda (NTA). Além disso, 

caracteriza-se por perda quase total, porém reversível, da função renal, que incluem 

todas as formas de lesões ao parênquima renal (tabela 03) (COSTA et al., 2003; 

HUMPHREYS et al., 2005). 

A causa mais frequente de LRA renal em pacientes hospitalizados é de origem 

isquêmica (isquemia reperfusão-IRI) (CHERTOW et al, 2005; LAMEIRE et al, 2005; 

SCHRIER et al, 2004).  
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Tabela 3 Fatores responsáveis pelas LRAs com causas em origens intrínsecas. 

Insuficiência renal aguda: 

(Renal ou intrínseca) 

Causas 

 

1- Hemodinâmicas: 

. 

 

 Politraumatismos, hemorragias, choque séptico, 

pancreatite, gastroenterite. 

 

2-Nefrotóxicas: 

 

 Antibióticos (aminoglicosídeos, tetraciclina, 

anfotericina,  aciclovir) chumbo, ouro, deposição 

tubular de cálcio, ácido úrico, contrastes 

radiográficos, DAINES. 

3- Venenos:  Pesticidas, herbicidas, peçonhas. 

 

4- Agentes nefrotóxicos 

endógenos: 

 Mioglobina, hemoglobina, metahemoglobina. 

 

 

5 – Isquemia                         Transplante renal, cirurgia vascular renal, 

insuficiência cardíaca. 

Fonte: adaptado de PANNU et al., (2008).  

DAINES – Drogas anti-inflamatórias não esteroidais. 

 

1.2  Lesão por Isquemia  

         A isquemia é definida como sendo a fluxo arterial restrito ou insuficiente para 

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

nutrientes tais como glicose, proteínas, vitaminas, dentre outros, constituindo um dos 

mais importantes problemas enfrentados pela medicina, como o infarto agudo do 

miocárdio, a oclusão arterial aguda, a insuficiência vascular periférica e no transplante 

de órgãos (MAXWELL, 1997). 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 

duração da isquemia, da demanda metabólica dos tecidos atingidos e da ausência de 

circulação colateral compensatória (BLANTZ et al, 2007). Os rins, quando comparado a 
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outros órgãos, são particularmente mais sensíveis à isquemia. Dessa forma, a oferta 

limitada de sangue e oxigênio por curtos períodos de tempo pode deflagrar a instalação 

de lesão renal aguda.  

          A lesão renal aguda isquêmica envolve mecanismos fisiopatológicos complexos 

como alterações na hemodinâmica renal, disfunção tubular, lesão de células endoteliais, 

ativação da resposta inflamatória e geração de espécies reativas de oxigênio (EROs). 

Acontece nas várias intervenções cirúrgicas em que a irrigação sanguínea renal é 

interrompida. A lesão ocorre durante transplantes renais, intervenções cirúrgicas 

vasculares na aorta e nas artérias renais e na nefrectomia parcial. Nos transplantes 

renais, a incidência de disfunção do enxerto, rejeição aguda e nefropatias crônicas estão 

relacionadas com o grau de lesão isquêmica e aumenta proporcionalmente com o tempo 

de isquemia. Nas nefrectomias parciais, embora o objetivo seja a preservação da função 

renal, a lesão da isquemia frequentemente ocorre no parênquima renal remanescente, 

devido ao clampeamento da artéria renal, realizado com o objetivo de diminuir 

sangramento e permitir adequada visualização do campo operatório (FOLEY & 

CHARI, 2007; DESAI et al, 2005). Na clínica, a isquemia renal está frequentemente 

associada à disfunção de múltiplos órgãos e à sepse (BONVENTRE & WEINBERG, 

2003). Segundo a definição RIFLE, aproximadamente dois terços dos pacientes 

evoluem com diagnóstico de LRA em unidades de terapia intensiva e de 4 a 5% desses 

pacientes recebem suporte de terapias de substituição renal (TSR).  

           Estudos pré-clínicos em animais reproduzem o quadro de LRA isquêmica por 

meio de um modelo de isquemia/reperfusão (I/R), onde o fluxo sanguíneo renal é 

interrompido com o uso de clamps vasculares durante 20 a 60minutos, seguindo um 

período de reperfusão (HOSTE et al, 2008; HEYMAN et al, 2010). Estudos 

experimentais mostraram que tanto a isquemia como o re-estabelecimento do fluxo 

sanguíneo (reperfusão) nos rins que sofreram esse processo após preservações 

hipotérmicas, ativam uma complexa sequência de eventos que sustenta a lesão renal e 

têm um papel central no desenvolvimento da lesão renal aguda (SECIN, 2008). Estudos 

prévios em modelos animais demonstraram que as consequências da I/R dependem do 

tempo de isquemia e da intensidade, resultando em diversas alterações bioquímicas e 

necrose celular. A Necrose Tubular Aguda (NTA) representa a característica mais 

marcante do dano renal isquêmico, embora seja passível de recuperação completa 
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graças à capacidade de regeneração das células tubulares (TORRAS  et al, 1999). Na 

histologia de tecidos renais, os achados mais evidentes da isquemia são o edema, a 

vacuolização celular, as alterações na “borda em escova” das células do epitélio tubular 

renal e o infiltrado de células inflamatórias (BONVENTRE, 2008). 

            A isquemia leva à hipóxia tecidual e ao metabolismo anaeróbico. A diminuição 

da fosforilação oxidativa leva ao consumo das reservas de ATP e interrupção de todas 

as funções celulares dependentes de energia. Logo, o dano relacionado à privação de 

oxigênio resulta em lesões com rápida perda de polaridade celular e integridade do 

citoesqueleto, alterações na borda em escova no túbulo proximal (Fig. 01), danos no 

funcionamento das moléculas de adesão e em outras proteínas de membrana (Na
+
/H

+
, 

Na
+
/K

+
/ATPase), seguidos de apoptose e necrose. Distúrbios na bomba de sódio-

potássio são causados devido à depleção de ATP, necessário para o seu funcionamento 

normal, que por sua vez é essencial para manter a alta concentração intracelular de 

potássio e baixa concentração de sódio. Quando a bomba de sódio-potássio está 

prejudicada, cloreto de sódio (NaCl) e água difunde passivamente para o interior da 

célula, resultando em edema e dano na membrana citoplasmática (MAXWELL, 1997).  

Muitas das lesões isquêmicas envolvem as células do túbulo proximal, sendo a 

causa primaria responsável pela ativação dos principais mecanismos fisiopatológicos 

que levam à perda da TFG durante as LRAs, como discutido anteriormente. O segmento 

proximal e o ramo ascendente espesso medular da alça de Henle são as regiões do rim 

que são alvos de dano isquêmico (WALKER e ENDRE, 2008). 

 Consideravelmente, parte das lesões que atingem a região do túbulo proximal 

ocorre por NTA. Embora o termo NTA não seja completamente apropriado, é utilizado 

universalmente para designar o quadro clínico de lRA provocado por lesão isquêmica, 

cuja reversão imediata não ocorre após a remoção da causa inicial. A NTA é provocada 

por isquemia em 50% dos casos e por nefrotoxicidade em 35% (COSTA et al., 2003).  
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Fig. 1 Mecanismos envolvidos no dano por isquemia. 

 

Fonte: adaptado: BONVENTRE, (2008) 

 

As mitocôndrias também são alvos importantes de lesões agudas causadas por 

processo de isquemia (KONOPKA, 2007). Dentro desta organela há uma diminuição do 

NADH, ATP e atividade da ATP sintetase, além de aumentar a atividade da fosfolipase 

A2. Além disso, ocorre um acúmulo de cálcio e um aumento na produção de radicais 

livres pela mitocôndria. A associação entre estes eventos pode ser responsável pelas 

lesões e pela morte celular, possivelmente devido ao fenômeno de transição da 

permeabilidade da membrana interna da mitocôndria.  

É considerável a presença de eventos inflamatórios nessa fisiopatologia, onde as 

moléculas de adesão de leucócitos desempenham um papel crítico e, a capacidade dos 

próprios leucócitos ativados em estimular citocinas (BONVENTRE, 2013). É bem 

descrito para lesões isquêmicas o dano tecidual e lesão aos capilares, além de 

extravasamento, o que poderia contribuir para à congestão vascular que é geralmente 

observada (BELLOMO, 2004). 
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          A isquemia causa uma estimulação da produção de neutrófilos, acompanhados de 

radicais livres de oxigênio, sendo os principais eventos que resultam na lesão. Sob 

condições isquêmicas, uma redução no suprimento de oxigênio causa um aumento na 

aderência de neutrófilos em células tubulares endoteliais (MILHOAN et al, 1992; 

LUCCHESI, 1987; GOLDMAN et al, 1991) devido a uma expressão de moléculas de 

adesão aumentada na superfície dessas células, resultando na diapedese dos neutrófilos 

e produção de radicais livres de oxigênio (PATERSON et al, 1989). Adicionalmente 

aos efeitos citotóxicos diretos causados pela hipóxia, a isquemia renal induz uma reação 

inflamatória resultante da síntese de enzimas e citocinas pró-inflamatórias como IL-1, 

IL-6, IL-8 e fator de necrose tumoral (TNF-α), resultante do acúmulo de cálcio 

intracelular (TAKADA et al, 1997; DONNAHOO et al, 1999; DAEMEN et al, 1999; 

KOFLER et al, 2003). 

           Muitas das Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), produzidos por isquemia, 

ativam os mecanismos de sinalização que resulta na síntese de TNF-α (DONNAHOO et 

al, 2000). TNF-α é uma citocina pró-inflamatória capaz de regular a sua própria 

expressão, bem como a expressão de outros genes importantes na resposta inflamatória 

(DONNAHOO et al, 1999). TNF-α, junto com a isquemia, aumentam a atividade da 

enzima iNOS (Óxido Nítrico Sintase induzida) para sintetizar o óxido nítrico 

(SANDERS et al, 2001; MORRISSEY et al, 1994).  

 O óxido nítrico está envolvido na fisiopatologia da LRA por I/R. Expressão 

aumentada da óxido nítrico sintase induzida (iNOS) possui um papel crucial na indução 

da lesão renal, enquanto que uma redução na atividade da Óxido Nítrico Sintase 

endotelial (eNOS) contribui para o dano resultante da disfunção endotelial 

(HEEMSKERK et al, 2009). 

 A Lesão por isquemia também é caracterizada por uma série de eventos 

vasculares, incluindo alterações no tônus vascular, aumento da permeabilidade vascular 

a proteínas plasmáticas, alterações estruturais no túbulo renal e acúmulo de neutrófilos 

ativados devido a expressão aumentada de moléculas de adesão para neutrófilos (RABB 

et al, 1997). As alterações vasculares desencadeadas pela isquemia são decorrentes de 

mecanismo vasoconstritor autônomo envolvendo resposta exacerbada a agentes 
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vasoconstritores como endotelina, angiotensina II, adenosina e resposta diminuída a 

agentes vasodilatadores como acetilcolina, óxido nítrico e bradicinina.  

          Lesão Renal Aguda Isquêmica (LRAi) é o mais frequente tipo de lesão renal 

aguda em pacientes hospitalizados. Embora a hipoperfusão renal primeiramente afeta a 

função e estrutura do epitélio tubular, alterações da microvasculatura e resposta 

inflamatória dentro do espaço intersticial são de particular importância considerando a 

restauração pós-isquêmica da função renal.  

1.3 Lesão por Reperfusão 

         A reperfusão de áreas isquêmicas pode contribuir para o estabelecimento da LRA, 

sendo chamado de lesão por reperfusão, podendo causar um dano maior àquele gerado 

apenas pela isquemia (ABELA et al, 2003). A reperfusão exacerba o processo 

inflamatório iniciado com a instalação da isquemia, correspondente a um infiltrado onde 

predominam leucócitos mononucleados, e também promove a liberação de varias 

citocinas, que estimulam a expressão de moléculas de adesão (ICAM – moléculas de 

adesão intracelular), principalmente as selectinas, que ativam a adesão de leucócitos ao 

endotélio vascular, aumentando a inflamação. Os leucócitos aderidos liberam radicais 

livres e mediadores inflamatórios, incluindo fatores de ativação plaquetários e 

leucotrienos (BONVENTRE et al, 2004).  

          O mecanismo de lesão tecidual mediado por radicais livres, iniciado pelo 

processo de isquemia, acontece principalmente após a readmissão do oxigênio, pela 

reperfusão. Em condições não-isquêmicas, a atividade da enzima xantina oxidase é 

muito baixa. Entretanto, quando o tecido é submetido à isquemia, a atividade dessa 

enzima aumenta rapidamente devido à formação da xantina desidrogenase e do aumento 

da produção de hipoxantina formada pela depleção de ATP no processo de isquemia. 

Logo, a xantina oxidase catalisa a reação que forma xantina e superóxido a partir da 

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

pela ação da enzima SOD (Superóxido Dismutase), forma peróxido de hidrogênio. 

Quando o peróxido de hidrogênio não é transformado em água pela catalase, forma 

facilmente o radical livre hidroxila, que é altamente tóxico e reativo. O acúmulo de 

hipoxantina, decorrente da quebra do ATP, não se traduz na formação do superóxido 

sem a presença do oxigênio advindo da reperfusão. Logo, a lesão tecidual pelo estresse 
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oxidativo só se estabelece com a reperfusão (BULKLEY, 1987). O principal processo 

pelo qual o radical livre hidroxila provoca esse dano é a peroxidação lipídica, que 

ocorre pela reação dos radicais livres com os lipídios que formam as membranas 

mitocondriais e celulares. Espécies reativas de oxigênio, como os radicais livres, 

também danificam estruturas como proteínas, macromoléculas não protéicas e a 

molécula de DNA, que uma vez oxidada, pode sofrer danos irrecuperáveis que levam à 

morte celular (MURPHY, 2009).  

           Dessa forma, a lesão por isquemia/reperfusão (I/R) pode ser definida como todas 

as alterações resultantes da interrupção e do re-estabelecimento do fornecimento de 

oxigênio para tecidos e órgãos, uma vez que a isquemia inicia a lesão por meio da 

privação da energia necessária para a manutenção do gradiente iônico e da homeostase 

celular, enquanto a reperfusão agrava essa lesão exacerbando reações inflamatórias e 

envolvendo radicais livre de oxigênio.  

 Lesão induzida por I/R é o principal fator etiológico de LRA e responsável por 

72% dos casos, afetando significativamente a morbidade e mortalidade dos pacientes 

em diversas situações clínicas, incluindo transplante renal, medicina intensiva, cirurgias 

renais, vasculares e sepse (CONG et al, 2012). Além disso, a isquemia está associada 

com a diminuição 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). 

  

1.4 Estresse Oxidativo 

           Organismos pluricelulares, como os mamíferos, desenvolveram, ao longo da 

evolução, mecanismos de transporte de oxigênio para os tecidos. No meio celular, o 

oxigênio molecular é difundido até as mitocôndrias, onde tem o papel fundamental de 

receber os elétrons extraídos dos substratos, por meio de diferentes reações enzimáticas. 

Estas reações, de oxidação e redução, ocorrem simultaneamente na célula e estão 

acopladas de tal maneira que possibilitam uma transferência eficiente e controlada de 

parte da energia armazenada nas ligações químicas dos substratos para o ATP 

(Adenosina Trifosfato), que quando hidrolisado fornece energia para que ocorram as 

diversas funções celulares (OLIVEIRA et al, 2004). Nesse processo, tem-se sempre a 

formação de espécies intermediárias de oxigênio, com potencial citotóxico, chamadas 
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de espécies reativas de oxigênio (EROs). Na cadeia de transporte de elétrons do 

processo respiratório, grande parte do oxigênio é reduzido à água, em uma reação 

catalisada pela enzima citocromo-oxidase, com produção de energia. Entretanto, uma 

pequena parte (2-5%) deste oxigênio pode sofrer redução univalente sequencial, 

formando EROs e radicais livres (ALESSIO, 1999). 

1.4.1 Radicais livres 

           Radicais livres são estruturas químicas com elétrons desemparelhados, tornando-

os muito instáveis, extremamente reativos e com uma enorme capacidade para 

combinar-se inespecificamente com diversas moléculas integrantes da estrutura celular 

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Radicais livres de oxigênio, assim como os 

de bromo e de nitrogênio, são exemplos de radicais livres. Espécies reativas incluem 

não só radicais livres, mas também não radicais que são agentes oxidantes, ou ainda que 

sejam facilmente convertidos a radicais. Alguns exemplos são: 

             - Espécie reativa de oxigênio do tipo radical livre: superóxido (O2
•-
) e hidroxila 

(OH
•
). 

             - Espécie reativa de nitrogênio do tipo radical livre: óxido nítrico (NO
•
) e nitrato 

(NO3
•-
). 

             - Espécie reativa de oxigênio não radical livre: peróxido de hidrogênio (H2O2). 

             - Espécie reativa de nitrogênio não radical livre: peroxinitrato (O2NOO
-
). 

 

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

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

resultar de: 

              - Diminuição dos níveis de antioxidantes: mutações afetando a atividade de 

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

glutationaperoxidade (GPx), ou toxinas que destroem as defesas antioxidantes. Por 

exemplo, muitos xenobióticos são metabolizados por conjugação com a glutationa 

reduzida (GSH). Altas doses podem esgotar o GSH e causar estresse oxidativo mesmo 

se o próprio xenobiótico não for capaz de gerar espécies reativas. Deficiências na dieta 
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de minerais (Ferro, Zinco, Magnésio, Cobre) e/ou antioxidantes podeM causar estresse 

oxidativo. 

              - Aumento na produção de compostos oxidantes: exposição de células ou 

organismos a elevados níveis de oxigênio ou a outras substâncias que são espécies 

reativas (NO2
•) ou são metabolizadas para gerar espécies reativas (Paraquat), ou 

excessiva ativação de sistemas naturais produzindo tais espécies (ativação inapropriada 

de células fagocíticas em doenças inflamatórias crônicas).   

 O papel dos radicais livres no processo de isquemia e reperfusão, causando lesão 

tecidual, têm sido extensamente estudados nos rins (SOUTHARD et al, 1991) e, 

recentemente, o interesse científico voltou-se para uma possível prevenção dessa lesão 

por agentes farmacológicos, inclusive em pacientes transplantados (FERREIRA et al, 

1994). 

1.4.2 Defesas Antioxidantes 

O oxigênio pode causar danos ao organismo, logo, os organismos aeróbios só 

conseguem sobreviver na sua presença por terem desenvolvido defesas antioxidantes. 

Normalmente, em indivíduos saudáveis, existe um equilíbrio entre a produção de 

espécies reativas e as defesas antioxidantes. As defesas antioxidantes controlam os 

níveis de espécies reativas, permitindo que estas desempenhem seu papel dentro do 

metabolismo normal. Entretanto, há situações que perturbam esse equilíbro, seja através 

da diminuição das defesas antioxidantes, seja pelo aumento das espécies reativas ou 

mesmo da combinação de ambos, resultando no estresse oxidativo (HALLIWELL & 

GUTTERIDGE, 2007). As consequências do estresse oxidativo incluem: 

        - Lipoperoxidação na membrana celular,  

        - Oxidação de proteínas,  

        - Dano celular (este envolve dano em diferentes alvos moleculares: lipídio, DNA, 

proteína, 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 
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oxidativo por reparação ou pela substituição das moléculas danificadas, ou pode 

sobreviver mesmo com o dano oxidativo persistente.  

Os antioxidantes podem ser produzidos internamente (endógenos) ou adquiridos 

na dieta (exógenos), onde destacam-se o β-caroteno (vitamina A), o ácido ascórbico 

(vitamina C), o α-tocoferol (vitamina E), alguns metais como cobre (Cu), zinco (Zn) e 

manganês (Mn) (BELZER & SOUTHARD, 1988).  HALLIWELL e GUTTERIDGE 

(1999) definiram um antioxidante como qualquer substância que, quando presente em 

baixas concentrações em comparação com as de um substrato oxidável, retarda 

significativamente ou impede a oxidação do referido substrato. As principais enzimas 

antioxidantes são:  

          - Superóxido Dismutase (SOD): os eritrócitos são capazes de remover o radical 

superóxido cataliticamente através da enzima SOD contendo cobre e zinco (CuZnSOD). 

          - Catalases (CAT): as catalases catalisam diretamente a reação que transforma o 

peroxido de hidrogênio em oxigênio e água.  

          - Outras peroxidases: contribuem com o sistema antioxidante por prevenirem o 

acumulo de peróxido de hidrogênio. Incluem o citocromo C peroxidase, o NADH 

oxidase, e outras inespecíficas como as mieloperoxidases (MPO). 

 Para proteção celular, o organismo dispõe de um sistema de defesa composto por 

enzimas que atuam desintoxicando os agentes agressores. Dentre os responsáveis por 

exercer essa proteção, através de uma ação antioxidante, temos a enzima GSH 

(PAGLIUSO et al, 2006; KOVACIC et al, 2008).  

A GSH é um tripéptideo (L-γ-glutamil- L-cysteinyl - glicina) que está presente 

na maioria das células. Representa o tiol não proteico mais abundante nas células de 

mamíferos, considerada um dos agentes mais importantes do sistema de defesa 

antioxidante da célula e tem como ação participar das reações redox celulares (LEITE et 

al, 2003; SANTANGELO et al, 2004). 

  Este peptídeo antioxidante é sintetizado no citoplasma e está presente em 

concentrações mais elevadas na matriz mitocondrial. Os baixos níveis de GSH podem 

estar diretamente relacionados com o aumento de EROS, peroxidação lipídica e 

presença de radicais hidroxilas (SAID, 2011). 
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Durante o processo de estresse oxidativo, algumas proteínas exercem um efeito 

renoprotetor contra o dano oxidativo e, entre estas proteínas, o papel citoprotetor da 

heme-oxigenase é enfatizado (BOLISETTY et al, 2010). 

A heme-oxigenase (HO-1) é a enzima limitante responsável pela degradação do 

grupo heme, um complexo de ferro-porfirina derivada de várias proteínas heme, em 

ferro, facilitando a conversão de heme para biliverdina. Essa conversão ocorre com a 

abertura do anel de heme na presença de NADPH, liberando o ferro e monóxido de 

carbono. Subsequentemente, a biliverdina é convertida para bilirrubina sob ação da 

enzima biliverdina redutase (KANWAR, 2001). A indução de HO-1 é considerada 

como modulador da resposta adaptativa e protetora de uma célula na presença de uma 

lesão oxidativa ou inflamatória (AGARWAL et al, 2000). 

             A enzima HO-1 está associada a vários processos patológicos, incluindo a LRA. 

Nos últimos anos, os investigadores foram capazes de demonstrar que a expressão da 

HO-1 é aumentada em condições associadas com o estresse oxidativo, como foi relatado 

no estudo de YANG et al (2013), que relatou um aumento nos níveis de HO-1 após 

LRA por I/R, e que os produtos finais da heme degradação, incluindo a biliverdina e 

bilirrubina, fornecem proteção contra lesão renal por I/R através de suas ações 

antioxidantes e anti-inflamatórias (KIRBY et al, 2006). Logo, uma expressão 

aumentada dessa enzima aumenta a resistência contra a ameaça oxidativa (LEE et al, 

2005).  

 

1.5 Própolis Vermelha 

A palavra própolis é derivada do grego pro-, em defesa, e polis-, cidade ou 

comunidade, isto é, em defesa da comunidade. A própolis brasileira é coletada e 

produzida pelas abelhas Apis mellifera, sendo uma mistura complexa, formada por 

material resinoso e balsâmico de diversas fontes vegetais, como ramos, flores e 

exsudatos de árvores. Além desses materiais, na colméia, as abelhas adicionam 

secreções salivares e enzimas (FRANCO et al, 2000; PEREIRA et al, 2002) 

Ela é usada na colméia para reparar frestas ou danos, no preparo de locais 

assépticos para postura da abelha rainha e na proteção contra a entrada de intrusos e 

predadores (WATSON et al, 2006). A composição da própolis varia de acordo com sua 

origem botânica, contendo, de um modo geral, 50 - 60% de resinas e bálsamos, 30- 40% 
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de ceras, 5 - 10% de óleos essenciais e aromáticos, 5% de grão de pólen, além de 

microelementos como alumínio, cálcio, estrôncio, ferro, cobre, manganês e pequenas 

quantidades de vitaminas B1, B2, B6, C e E (PARK et al, 2002; BURDOCK, 1998; 

FUNARI et al, 2006; WOISKY & SALATINO, 1998). 

Os diferentes tipos de própolis brasileiras são classificadas em 12 grupos, 

baseados nas suas características físico-químicas (PARK et al, 2000). Entretanto, um 

13° grupo, que inclui a própolis vermelha, foi criado, sendo esta encontrada pelo 

Nordeste brasileiro. Possui origem botânica da planta Dalbergia ecastophylum, 

responsável pela cor vermelha desse tipo de própolis (DAUGSCH et al, 2008; 

FRANCHI et al, 2012; PICCINELLI et al, 2011). 

A própolis é usada em várias partes do mundo onde é indicada para melhorar a 

saúde e prevenir doenças como inflamação, doenças do coração, diabetes e câncer 

(KADOTA et al, 2002). Problemas tratados com própolis incluem halitose, eczema, 

infecções na garganta, úlceras e infecções urinárias (PEREIRA et al, 2002). 

Atualmente, a própolis é usada como um medicamento popular e está disponível na 

forma de cápsulas, como um extrato (hidroalcoólico ou glicólico), como enxaguatório 

bucal, na forma de pó, entre outras (CAPASSO & CASTALDO, 2002; SOARES et al, 

2006).  

 

1.5.1 Histórico 

A própolis é um dos diversos produtos naturais que vem sendo utilizado há 

séculos pelo homem (VARGAS et al, 2004). Foi primeiramente reconhecida por suas 

propriedades medicinais por médicos gregos e romanos como Aristóteles, Dioscórides, 

Plínio e Galeno (CAPASSO & CASTALDO, 2002). O uso de extratos de própolis na 

medicina popular data de 300 a.C. (DA SILVA et al, 2006). Na África do Sul, na guerra 

ao final do século XIX, foi amplamente utilizada devido às suas propriedades 

cicatrizantes e na segunda guerra mundial foi empregada em várias clínicas soviéticas 

(DA SILVA et al, 2006). Na metade dos anos 80, a própolis tornou-se um importante 

produto na medicina alternativa e complementar, sendo o Japão o principal importador 

de própolis, com preferência pela própolis brasileira (SALATINO et al, 2005). Em 1908 

surgiu o primeiro trabalho científico sobre suas propriedades químicas e sua 
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“composição”, indexado no Chemical Abstracts. Em 1968 surgiu no Chemical 

Abstracts o resumo da primeira patente utilizando a própolis (Romena®, para a 

produção de loções para banho). Até meados do ano 2000, o número de trabalhos 

publicados citados no Chemical Abstracts totaliza 450, oriundos de 39 países (dos cinco 

continentes), além de 239 patentes (FRANCO et al, 2000). No Brasil, o interesse pela 

própolis aconteceu somente na década de 80 com o trabalho pioneiro de Ernesto Ulrich 

Breyer, demonstrando em seu livro, “Abelhas e saúde”, as propriedades terapêuticas da 

própolis e sua utilização como antibiótico natural (LIMA, 2006). 

1.5.2 Composição Química 

A análise de numerosas amostras diferentes de própolis revela que a composição 

química é bastante complexa e variada, estando intimamente relacionada com a ecologia 

da vegetação de cada região visitada pelas abelhas (PARK et al, 2002) e com o período 

de coleta da resina (ROCHA et al, 2003). Além disso, a variabilidade genética das 

abelhas rainhas também influencia na composição química (PARK et al, 1998). Deste 

modo, um número significativo de trabalhos com a química da própolis foi publicado 

para entender que sua composição varia grandemente e depende da flora local e da 

região de coleta (MOREIRA, 1986; BANKOVA, 2005; SOUSA et al, 2007). 

A composição química da própolis vermelha inclui compostos fenólicos, 

triterpenóides, pterocarpanos, chalconas, isoflavonóides (como a galangina, quercetina, 

pinocembrinae, kaempferol), terpenóides e fenilpropanóides (como os ácidos caféico e 

clorogênico), esteróides, aminoácidos, polissacarídeos, hidrocarbonetos, ácidos graxos e 

vários outros compostos em pequenas quantidades (HU et al, 2005; HAYACIBARA et 

al, 2005; OZKUL et al, 2004; MATSUDA et al, 2002). Há também na sua constituição 

elementos inorgânicos como o cobre, manganês, ferro, cálcio, alumínio, vanádio e 

silício (MARCUCCI et al, 1996). De todos esses grupos de compostos, certamente o 

que vem chamando mais atenção dos pesquisadores é o dos compostos polifenólicos 

(LIMA, 2006).  
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2 JUSTIFICATIVA 

Existem diversos relatos importantes, nos quais o processo de isquemia e 

reperfusão renal estão implicados como uma causa importante para a gênese de LRA 

por NTA, envolvendo numerosos mecanismos de nefrotoxicidade (COLLINO et al, 

2013; SANDHI et al, 2013). Estudos recentes têm identificado uma variedade de 

substâncias 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 eficácia desses 

tratamentos existentes para esse tipo de lesão ainda é limitada e poucos protetores renais 

tem tido sucesso na aplicação clínica. 

O modelo de LRA por Isquemia/Reperfusão como objeto de estudo é 

extremamente valioso, pois proporciona um processo de indução de dano tubular, além 

de desencadear efeitos agudos sobre a função renal em investigação.  

Nas últimas décadas, foi observado um aumento, em todo o mundo, no uso de 

produtos naturais (HAYACIBARA et al, 2005). Dessa forma, a própolis vermelha se 

tornou potencial objeto de estudo farmacológico, demonstrando apresentar diversas 

atividades biológicas, como antibacteriano (BUENO-SILVA et al, 2013; RIGHI et al, 

2011), antifúngico (SIQUEIRA et al, 2009), antiinflamatório (MOSSALAYL et al, 

2013), antioxidante (FROZZA et al, 2013), dentre outros. Esse potencial biológico se 

deve a um sinergismo que ocorre entre os muitos constituintes da própolis 

(MARCUCCI et al, 1996).  No entanto, estas ações ainda não foram completamente 

elucidadas sobre o quadro de LRA desencadeado por I/R, gerando assim um amplo 

interesse na utilização dos mesmos, principalmente no ponto de vista terapêutico. 

        Apesar de diferentes estudos demonstrarem diversos efeitos biológicos da 

própolis, a atividade antioxidante merece especial interesse devido a grande quantidade 

de compostos fenólicos, que são relatados como os mais abundantes e efetivos 

antioxidantes encontrados na própolis (MANI et al, 2006; VICENTINO et al, 2007). Da 

SILVA et al (2006) sugerem que os flavonóides desempenham importante papel na 

atividade antioxidante de extratos de própolis brasileira, mas outros fatores poderiam 

estar envolvidos (CHOI et al, 2006). 

 Nesse contexto, o presente estudo vem na tentativa de demonstrar que algumas 

estratégias farmacológicas, quando adotadas, poderiam proporcionar beneficio para a 
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problemática em questão, tendo como ênfase os agentes fitoterápicos antioxidantes, que 

têm se consolidado nessa procura. Portanto, esse trabalho tem como objetivo padronizar 

o modelo de lesão renal aguda induzida por Isquemia/Reperfusão e avaliar o efeito 

nefroprotetor do extrato alcoólico de Própolis Vermelha, através de sua atividade 

antioxidante. 

. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

 

Estudar o efeito nefroprotetor do extrato alcoólico de Própolis Vermelha na 

Lesão Renal Aguda induzida por Isquemia/Reperfusão em um modelo animal in vivo. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Padronizar o modelo de LRA por Isquemia/Reperfusão em ratos. 

 

 Verificar os possíveis efeitos protetores na função renal de ratos submetidos à 

indução de LRA por Isquemia/Reperfusão. 

 

 Verificar os biomarcadores tradicionais de lesão tubular. 

 

 Avaliar o perfil oxidativo da lesão renal por Isquemia/Reperfusão em ratos tratados 

com o extrato alcoólico de Própolis Vermelha. 

 

 Verificar as possíveis alterações histológicas na presença do extrato alcoólico de 

Própolis Vermelha em ratos submetidos ou não à LRA por Isquemia/Reperfusão. 

 

 Verificar o efeito do Extrato alcoólico de própolis vermelha na expressão da eNOS e 

Heme-Oxigenase. 

 

 

 

 

 

 



33 

 

4 MATERIAIS E MÉTODOS                                    

4.1 Animais de Experimentação 

           Foram utilizados ratos adultos machos Wistar (250-300g), fornecidos pelo 

biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do 

Ceará. Os animais receberam água e alimentação ad libitum. Todos os esforços foram 

feitos para minimizar o número e o sofrimento dos animais utilizados. Os ensaios com 

os animais seguiram os padrões exigidos de ética e biossegurança. Os animais foram 

mantidos em gaiolas metabólicas para coleta da urina de 24h. Esse trabalho foi 

aprovado pelo comitê de ética do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da 

Universidade Federal do Ceará sob protocolo n° 39/13. 

 

4.2 Modelo Isquemia/Reperfusão Renal 

           Todos os animais foram anestesiados com pentobarbital sódico (50mg/kg i.p.). 

Durante a cirurgia, os animais foram colocados em uma manta térmica aquecida, para 

manter a temperatura controlada de aproximadamente 36°C. Uma laparotomia 

abdominal (Fig. 01) pela linha média foi realizada, e ambos os rins foram localizados 

visualmente (Fig. 02). Para induzir a isquemia, foi feita uma oclusão renal unilateral no 

rim esquerdo por 60min, por clampeamento da artéria renal, onde foi confirmada a 

isquemia pela mudança de cor no rim (Fig. 03). No rim direito foi realizada uma 

nefrectomia, logo após o início da isquemia. Após o término da isquemia, os animais 

foram imediatamente submetidos à sutura da incisão abdominal feito em duas camadas, 

músculo e pele, com fio de polipropileno 4.0 (PolipropyPoint®). O período de 

reperfusão foi iniciado após o tempo de isquemia por liberação da circulação pela 

artéria renal (Fig. 04), e durou por 48h. O tempo escolhido para I/R foi o capaz de 

causar disfunção renal significativa e lesão do rim do animal, além de produzir uma 

característica patofisiológica reconhecida de insuficiência renal aguda (CHATTERJEE 

et al, 2000). 
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Fig. 2 Protocolo de indução da Lesão Renal Aguda por Isquemia/Reperfusão. 

 

4.3 Substâncias utilizadas 

 O extrato alcoólico de própolis vermelha foi comprado na empresa 

PharmaNectar® (Minas Gerias, Brasil), na concentração de 0,25g/ml. Para a realização 

dos experimentos, foi utilizada a dose de 150mg/kg/dia. Todos os produtos químicos e 

reagentes aqui mencionadas foram obtidos pela Sigma-Aldrich
®
 (St Louis, MO, USA) e 

pela Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA).  

 

4.4 Grupos experimentais 

Os animais foram distribuídos aleatoriamente em 4 grupos, cada um contendo 6 

animais: 

- SHAM + veículo (SHAM): animais foram submetidos à administração oral de 

veículo (solução alcoólica) por três dias. No quarto dia, foi administrada a última dose, 

e então, 1h depois, os animais foram sujeitos à laparotomia sem isquemia e sem 

nefrectomia. 

- SHAM + Própolis Vermelha (GPV): animais foram submetidos à administração oral 

de Extrato Alcoólico de Própolis Vermelha por três dias. No quarto dia, foi 
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administrada a última dose, e então, os animais foram sujeitos à laparotomia sem 

isquemia e sem nefrectomia. 

- I/R + veículo (GIR): animais foram submetidos à administração oral de veículo por 

três dias. No quarto dia, foi administrada a última dose, e então, 1h depois, os animais 

foram sujeitos à laparotomia com isquemia e nefrectomia. 

- I/R + Própolis Vermelha (GPVIR): animais foram submetidos à administração oral 

de Extrato Alcoólico de Própolis Vermelha (150mg/kg/dia) por três dias. No quarto dia, 

foi administrada a última dose, e então, os animais foram sujeitos à laparotomia com 

isquemia e nefrectomia. 

         O tempo de reperfusão nos grupos que sofreram isquemia (GIR e GPVIR) foi de 

48h. Os grupos SHAM e FPV4, uma vez que não há isquemia/reperfusão, simularam as 

48h de reperfusão. Os animais ficaram em gaiolas metabólicas nas últimas 24h do 

experimento, por onde foi coletada a urina de 24h. Logo após a obtenção do volume 

urinário, os animais foram anestesiados com pentobarbital sódico (50 mg/kg) e, em 

seguida, foi conduzida uma laparotomia e dissecção da veia cava abdominal, por onde 

foi coletado o sangue através da punção deste vaso. As amostras sanguíneas foram 

coletadas em microtúbulos (2 mL) contendo 20µL de heparina a 10% e, posteriormente, 

centrifugadas a 3.500 rpm a uma temperatura de 4 ºC durante 15 minutos. As amostras 

de plasma obtidas foram armazenadas em um freezer a -80ºC para dosagens 

bioquímicas. Seguidamente à coleta sanguínea, foi coletado o rim que sofreu a lesão por 

Isquemia/Reperfusão, no qual foi armazenado em formol tamponado 10% para o 

posterior estudo histopatológico. O restante do tecido foi mantido no gelo e rapidamente 

conduzido a -80ºC para serem utilizados nos protocolos do dano oxidativo. 
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Fig. 3 Representação esquemática do protocolo experimental.  

 

4.5 Avaliação da Função Renal 

         Para avaliação da função renal, amostras de sangue foram coletadas ao término da 

reperfusão, 48h após a isquemia. Também foi coletada a urina nas últimas 24h de 

reperfusão. As amostras de sangue coletadas foram centrifugadas a 1500rpm por 10min, 

a 8°C. Em seguida foi extraído o plasma, e este foi usado nas dosagens de Creatinina, 

Uréia, Sódio, Potássio e Cloreto. Essas dosagens também foram feitas na urina de 24h. 

Uréia e creatinina foram medidos através de método colorimétrico por um aparelho 

semi-automático (LABQUEST®), usando kits de diagnóstico (LABTEST®, Brasil). A 

determinação de sódio, potássio e cloreto foi feita através de um aparelho eletrodo íon-

seletivo (Rapid Chem 744, Bayer Diagnostic). 

 

 Dosagem de creatinina plasmática 

     A dosagem de Creatinina plasmática foi realizada, através do kit comercial 

Creatinina K (Labtest®, Brasil). Adicionou-se 0,1ml de Padrão ou amostra (plasma) a 
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1ml de Picrato Alcalino (NaOH + Acido pícrico), e foi feito a leitura no 

espectrofotômetro a 520nm. Os resultados foram expressos em mg/dl. 

 

 Dosagem de creatinina urinária 

      Para dosagem de creatinina urinária, foram adicionados 0,2ml de urina em 4,8ml de 

água (diluição 1:25). Em seguida, foram realizados os mesmos processos descritos 

anteriormente para mensuração de creatinina plasmática. 

 

 Clearence de Creatinina 

      O Clearance de creatinina (Clcr) foi calculado para determinar a função renal dos 

animais, calculando-se a taxa de filtração glomerular (TFG). Este foi utilizado para 

determinar a função renal dos animais e calculado por meio da seguinte fórmula 

Clcreat = CU x V/ CP 

Sendo:  

CU = creatinina urinária, em mg/dl; 

V = volume urinário das últimas 24h, em min/ml;  

CP= creatinina plasmática, em mg/dl;  

Os valores do Clcr foram expressos em ml/min. 

 

 Dosagem Uréia 

 

      A concentração de uréia plasmática foi realizada através do kit comercial Uréia CE 

(Labtest®, Brasil) de acordo com as instruções do fornecedor. A ureia é hidrolisada pela 

urease a íons amônia e CO2. Os íons amônia reagem em pH alcalino com salicilato e 

hipoclorito de sódio, sob a ação catalisadora do nitroprussiato de sódio, para formar azul 

de indofenol. A formação de cor é proporcional à quantidade de ureia na amostra.  

Tomou-se 3 tubos de ensaio e procedeu-se como a seguir: 
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          - Adicionou-se 0,01ml de Padrão ou Amostra em 1ml de Urease Tamponada; 

          - Misturou e incubou a 37°C por 5 minutos; 

          - Adicionou-se 1ml do Oxidante de uso em cada tubo; 

          - Misturou e incubou a 37°C por 5 minutos. 

          A absorbância foi de 600nm. Os resultados foram expressos em mg/dl. 

 

4.6 Avaliação da Função Tubular 

 

       

A fração excretada de sódio (FENa
+
) e a fração excretada de potássio (FEK

+
) 

consistem nos percentis de Na
+
 e K

+ 
 filtrados e excretados na urina.  Existe uma 

variação muito grande no manejo iônico destes durante os quadros de Lesão Renal 

Aguda.  

A fração de excreção de sódio (FENa
+
) e (FEK

+
) foi calculada a partir da  

mensuração de sódio e potássio urinário e plasmático por meio do analisador de 

eletrólitos 9180 (Roche, Brasil) pelo método eletrodo íon seletivo. Foi utilizado como 

diluente o Snap Park® (Roche, Brasil) para preparo da solução padrão e solução para 

mensuração de eletrólitos urinária. O aparelho foi calibrado usando padrão contendo 

140 mEq/l de Na
+
 e 5 mEq/l de K

+
. O controle para mensuração das amostras foi 

realizado com Isetrol® (Roche, Brasil).  

Com as concentrações plasmáticas e urinárias de sódio e potássio foram 

determinadas as frações de excreção de Na
+ 

e K
+
 (FENa

+
, FEK

+
). Estes parâmetros 

servem para analisar do manejo renal de tais íons. 

 

O cálculo utiliza as seguintes fórmulas: 

 

                                                      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 %. 

 

 
 

4.7 Dosagem de MDA urinário (TBARS) 

 

Para verificar o estresse oxidativo renal, foi analisada a produção de 

malondealdeído (MDA), um dos principais produtos da cascata de peroxidação lipídica 

determinado pela reação com ácido tiobarbitúrico. Para tanto, 0,4 ml da amostra de 

urina Com 0,6 ml de H2O foram adicionados a 1,0 ml de TCA 10% (tricloroacético) e 

1,0 ml de ácido tiobarbitúrico (0,6% pH 2). Todos os tubos de ensaio com a solução 

foram mantidos no gelo durante essa primeira etapa do processo. A solução foi 

homogeneizada e depois colocada em água fervente durante 20 minutos para reação 

com ácido tiobarbitúrico. Após refrigeração e adição de TCA 70%, a mistura final foi 

centrifugada por 15min a 3000 rpm e a leitura foi realizada por espectrofotometria em 

absorbância de 534 nm. 

 

4.8 Determinação da concentração de MDA no tecido renal 

          Para confirmar o dano direto oxidativo no tecido renal, os níveis de 

malondialdeído (MDA) nos rins também foi determinado pelo método de UCHIYAMA 

& MIHARA (1978). Animais foram sacrificados 48h após reperfusão, e o rim esquerdo 

foi removido e homogeneizado com 1,15% KCL para fazer um homogenato a 10%. Em 

seguida, 3ml de solução de ácido fosfórico 1% e 1ml de solução de ácido tiobarbitúrico 

0,6% foram adicionados a 0,5ml do homogenato em um tubo. A mistura foi aquecida 

em água a ponto de ebulição por 45min. Em seguida, 4ml de solução de n-butanol foi 

adicionado à mistura vigorosamente. A absorbância foi medida por espectrofotometria a 

532 e 520 nm. Os resultados foram expressos em nmol/g de tecido. 
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4.9 Determinação da concentração de Glutationa Reduzida (GSH) em tecido renal 

 

         A determinação da concentração da GSH, uma enzima antioxidante hidrossolúvel, 

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

(DTNB) com o tiol livre originando um dissulfeto misto mais ácido 2-nitro-5-

tiobenzóico. A medida do produto de reação formado é feita por leitura da absorbância a 

412nm, conforme descrito por SEDLAK & LINDSAY (1968). Preparou-se o 

homogenato do rim esquerdo a 10% em EDTA (0,02 M). Em seguida, foi retirado 400 

μL desse homogenato e adicionado 320 μL de água destilada e mais 80 μL de ácido 

tricloroacético a 50%. O material foi agitado e centrifugado a 3000 rpm por 15 min. Em 

seguida foi recolhido 400 μL do sobrenadante e adicionou-se 800 μL de tampão Tris-

HCl (0,4M), pH 8,9 e mais 20 μL de DTNB (0,01 M).Após 1 minuto da reação foi feita 

a leitura da coloração em 412nm, através de um espectrofotômetro. A concentração da 

Glutationa Reduzida foi expressa em nanograma de GSH por grama de tecido. 

 

 

4.10 Análise Histológica 

 

          Após 48h de reperfusão, o rim esquerdo foi removido e colocado em uma solução 

de Formol tamponado 10%. Após 24h, o rim foi transferido para solução alcoólica 70% 

e levado para análise histológica. O tecido renal foi fixado com solução formalina 10%, 

e depois incorporado com parafina. Seções de corte de 5μm foram então corados com 

Hematoxilina e Eosina (HE). As lesões das células tubulares proximais foram 

analisadas de acordo com a classificação proposta por GOUJON et al (1999), 

modificada segundo a graduação de BANFF (SOLEZ et al, 2007). O método de 

avaliação foi baseado em sete padrões morfológicos básicos típicos das lesões tubulares 

proximais (vacuolização do citoplasma apical, necrose tubular, dilatação tubular, 

descolamento das células, integridade da borda em escova, edema intracelular e 

desnudamento da membrana basal) graduados em cinco escalas de pontuação: 1 

(nenhuma anormalidade), 2 (lesões brandas em até 10% do tecido renal), 3 (lesões 

afetando entre 10 e 25% do tecido renal), 4 (lesões acometendo de 25% a 50% do tecido 

renal), 5 (lesões em mais de 50% do tecido renal estudado).  
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4.11 Imunohistoquímica para detecção da enzima Óxido Nítrico Sintase endotelial 

(eNOS) e para Heme-oxigenase 

 

       A imunohistoquímica para NOSe e Heme-oxigenase foi realizada utilizando o 

método de estrepto-avidina-biotina-peroxidase (HSU & RAINE, 1981). Após 48h de 

reperfusão, os animais foram sacrificados e o rim esquerdo foi removido e fixado em 

formol a 10% durante 24 horas, sendo, posteriormente, submetidos a tratamento com 

EDTA 10% para a desmineralização. A seguir, as hemiarcadas foram suspensas em 

sulfato de sódio a 5%, sendo, então, incluídas em parafina. Após este procedimento, 

foram feitos cortes seriados de 4m em micrótomo apropriado e colocados em lâminas 

de L-polilisina, apropriadas para a realização de imunohistoquímica. Os cortes foram 

desparafinizados, hidratados em xilol e álcool e imersos em tampão citrato 0,1 M (pH 

6,0), sob aquecimento em forno de microondas, por 15 minutos para a recuperação 

antigênica. Após o resfriamento, obtido em temperatura ambiente durante 20 minutos, 

foram feitas lavagens com solução tamponada de fosfato (PBS), intercaladas com o 

bloqueio da peroxidase endógena com solução de H2O2 a 3% (15 minutos). Os cortes 

foram incubados “overnight” (4ºC) com anticorpo primário de coelho anti-eNOS 

diluído 1:200 e com anticorpo policlonal primário de cabra para Heme-oxigenase 

diluído em 1:200. Após a lavagem do dia seguinte, foi feita a incubação com o 

anticorpo secundário (de detecção) biotinilado anti-IgG de coelho, diluído 1:200 em 

PBS-BSA, por 30 minutos. Depois de lavado, os cortes foram incubados com o 

complexo estrepto-avidina peroxidase conjugada (complexo ABC Vectastain®) por 30 

minutos. Após nova lavagem com PBS, seguiu-se coloração com o cromógeno 

3,3’diaminobenzidine-peróxido (DAB), seguida por contra-coloração com hematoxilina 

de Mayer. Por fim, realizou-se a desidratação das amostras e montagem das lâminas. 

Controles negativos foram processados simultaneamente, como descrito acima, sendo 

que o anticorpo primário foi substituído por PBS-BSA 5%. As seções foram avaliadas 

em microscópio sob aumento de x400. Para a estatística, foi realizada uma contagem 

semi-quantitativa das amostras, de acordo com a intensidade da coloração e da 

quantidade de células tubulares coradas no córtex renal. A contagem foi baseada em um 

sistema de pontuação que varia de 0 a 4, onde 0: sem colaração, 1: 0 a 25% de túbulos 

marcados, 2: 25 a 50% de túbulos marcados, 3: 50 a 75% de túbulos marcados, 4: > 

75% de túbulos marcados. O número de células positivas para heme-oxigenase em cada 
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amostra foi calculado pela contagem do número de células positivas em 20 campos 

selecionados aleatoriamente na região cortical (WANG et al, 2012). 

 

4.12 Análise Estatística 

 

       Os resultados foram expressos na forma de média ± erro padrão médio (EPM). Para 

realizar a comparação entre os grupos foi empregado ANOVA (com pós-teste de 

Newman Keuls), utilizando-se como critério de significância p < 0.05. Todas as análises 

estatísticas foram realizadas utilizando o programa estatístico GraphPad Prism 5.0®. 
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5 RESULTADOS  

5.1 Efeito da Própolis Vermelha sobre os marcadores de função renal 

5.1.1 Efeito da Própolis Vermelha sobre os valores de creatinina e uréia plasmático 

após LRA induzida por I/R (Isquemia e Reperfusão). 

         Para investigar o efeito protetor da própolis vermelha na lesão renal aguda 

induzida por I/R, níveis séricos de creatinina e uréia foram medidos 48h após o início da 

reperfusão (Fig. 05). Comparado com o grupo SHAM, os animais que sofreram lesão 

renal por I/R exibiram um aumento significante nos níveis de creatinina (2,7±0,9mg/dL 

vs 0,6±0,5mg/dL) e uréia plasmática (274,3±91,81 mg/dL vs 39,36±6,29 mg/dL) (p < 

0,05). Entretanto, o pré-tratamento com própolis vermelha diminuiu significativamente 

os níveis de creatinina (1,8±0,5mg/dL) e uréia (181,1±65,6) no plasma, após a lesão (p < 

0,05). 

A                                                                B 

 

Fig. 4 Efeito da Própolis Vermelha na função renal após LRA por I/R. CrP: creatinina plasmática; UrP: 

uréia plasmática. A: Os valores da figura representam a média ± E.P.M. da concentração de creatinina 

plasmática (mg/dl). SHAM= SHAM + veículo; GPV= SHAM + Própolis Vermelha; GIR= I/R + veículo; 

GPVIR= I/R + Própolis Vermelha. *(p < 0,05) vs SHAM,  #(p < 0,05) GIR. B: Os valores da figura 

representam a média ± E.P.M. da concentração de uréia plasmática(mg/dl). SHAM= SHAM + veículo; 

GPV= SHAM + Própolis Vermelha; GIR= I/R + veículo; GPVIR= I/R + Própolis Vermelha. *(p < 0,05) 

VS SHAM, #(p < 0,05) vs GIR. 
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5.1.2 Efeito da Própolis Vermelha no Clearance de creatinina após LRA induzida 

por I/R 

       O Clearance de creatinina (Clcr) foi calculado para determinar a função renal 

estimando-se a taxa de filtração glomerular (TFG) (Fig.06). TGF reduzida demonstra 

comprometimento da função renal. Comparado com o grupo SHAM, os animais que 

sofreram lesão renal por I/R tiveram uma importante diminuição no clearence de 

creatinina (1,29±0,46 mg/dL vs 0,073±0,048mg/dL) (p < 0,05). O pré-tratamento com 

própolis vermelha aumentou de forma significativa o clearence após a lesão renal 

(0,41±0,14 mg/dL vs 0,073±0,048mg/dL) (p < 0,05). 

 

Fig. 5 Efeito da Própolis Vermelha na taxa de filtração glomerular após LRA por I/R, através do cálculo 

do Clearence de creatinina. Cr: creatinina. Os valores da figura representam a média ± E.P.M. do 

Clearance de creatinina (ml/min). SHAM= SHAM + veículo; GPV= SHAM + Própolis Vermelha; GIR= 

I/R + veículo; GPVIR= I/R + Própolis Vermelha. *(p < 0,05) vs SHAM, #(p < 0,05) vs GIR. 
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5.1.3 Efeito da Própolis Vermelha sobre a função tubular após LRA por I/R 

        Para avaliação da capacidade funcional tubular, foi calculado a Fração de Excreção 

de Sódio (percentagem do sódio excretado em relação ao sódio filtrado). Houve um 

aumento significativo da percentagem de sódio excretado no grupo que sofreu lesão por 

I/R em relação ao grupo SHAM (1,03±0,39 vs 0,23±,011) (p < 0,05), o que significa 

uma inabilidade dos rins dos animais deste grupo em manter a função tubular adequada 

(Fig.7). O pré-tratamento com Própolis Vermelha diminuiu significativamente a 

percentagem de sódio excretado em comparação com o grupo que sofreu a lesão 

(0,58±0,30 vs 1,03±0,39) (p < 0,05).  

 Na figura 08, assim como o resultado anterior, mostram-se valores nos quais o 

grupo GIR atinge níveis significativamente maiores excreção de K
+
, em relação ao 

grupo SHAM (134,4±54,94 vs 7,5±2,9, p < 0,05), reforçando o resultado do grau lesivo 

tubular. Esses valores foram significativamente reduzidos no grupo tratado com a 

própolis em relação ao grupo que sofreu a lesão por I/R (64,74±52,44 vs 134,4±54,94, P 

< 0,05). 

 

Fig. 6 Efeito da Própolis Vermelha sobre a função tubular. FENa
+
: Fração de Excreção de Sódio. Os 

valores da figura representam a média ± E.P.M. da FENa
+
 (%). SHAM= SHAM + veículo; GPV= SHAM 

+ Própolis Vermelha; GIR= I/R + veículo; GPVIR= I/R + Própolis Vermelha. Dados mostram diferença 

significativa *(p < 0,05) comparado com o grupo SHAM, e #(p < 0,05) comparado com o grupo GIR. 
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Fig. 7 Efeito da Própolis Vermelha sobre a função tubular. FEK
+
: Fração de Excreção de Potássio. Os 

valores da figura representam a média ± E.P.M. da FEK+ (%). SHAM= SHAM + veículo; GPV= SHAM 

+ Própolis Vermelha; GIR= I/R + veículo; GPVIR= I/R + Própolis Vermelha. Dados mostram diferença 

significativa *(p < 0,05) comparado com o grupo SHAM, e #(p < 0,05) comparado com o grupo GIR. 

 

5.2 Efeito da Própolis Vermelha sobre o perfil do dano oxidativo 

5.2.1 Efeito da Própolis Vermelha sobre os níveis de MDA urinário após a LRA. 

         A figura 09 mostra que o grupo que sofreu lesão renal por I/R apresentou valores 

de MDA urinário aumentados quando comparados com o grupo SHAM (271,4±145,6 

MDA/24h vs 81,37±10,67 MDA/24h) (p < 0,05). Entretanto, os animais que receberam 

tratamento com própolis vermelha antes da indução da LRA apresentaram valores 

significativamente menores que o grupo GIR (161,4±81,01 vs 271,4±145,6) (p < 0,05), 

o que nos sugere um papel protetor contra o dano oxidativo da lesão por I/R. 
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Fig. 8 Efeito da Própolis Vermelha sobre os valores de malondealdeído urinário (MDA). Os valores da 

figura representam a média ± E.P.M. SHAM= SHAM + veículo; GPV= SHAM + Própolis Vermelha; 

GIR= I/R + veículo; GPVIR= I/R + Própolis Vermelha. Dados mostram diferença significativa dos 

valores de MDA *(p < 0,05) comparado com o grupo SHAM, e #(p < 0,05) comparado com o grupo GIR.  

 

5.2.2 Efeito da Própolis Vermelha sobre os níveis de MDA no tecido renal após a 

LRA. 

         A figura 10 mostra que os valores de MDA no tecido renal no grupo que sofreu 

lesão por I/R estavam significativamente aumentados quando comparados com os 

valores de MDA do grupo que não sofreu lesão (133,9±23,36 mcg/g tecido vs 

68,10±3,7 mcg/g tecido) (p < 0,05), demonstrando um dano oxidativo considerável 

através da LRA por I/R. Entretanto, o grupo que recebeu pré-tratamento com a própolis 

vermelha diminuiu significativamente os valores de MDA no tecido em relação ao 

grupo sem tratamento (90,22±20,82 mcg/g tecido vs 133,9±23,36 mcg/g tecido) (p < 

0,05). 
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Fig. 9 Efeito da Própolis Vermelha sobre os valores de malondealdeído (MDA) no tecido renal. Os 

valores da figura representam a média ± E.P.M. de MDA/g tecido. SHAM= SHAM + veículo; GPV= 

SHAM + Própolis Vermelha; GIR= I/R + veículo; GPVIR= I/R + Própolis Vermelha. Dados mostram 

diferença significativa dos valores de MDA *(p < 0,05) comparado com o grupo SHAM, e #(p < 0,05) 

comparado com o grupo GIR.  

 

5.2.3 Efeito da Própolis Vermelha nos níveis de Glutationa reduzida (GSH) após a 

LRA por I/R. 

            A figura 11 mostra que o grupo que sofreu lesão por I/R apresentou valores de 

GSH reduzidos em relação ao grupo que não sofreu lesão (1267±229,5mcg/g tecido vs 

1659±107,9mcg/g tecido), demonstrando um dano oxidativo considerável resultante da 

LRA por I/R. Os animais do grupo que recebeu tratamento com própolis vermelha 

apresentaram um aumento significativo nos valores de GSH quando comparados com o 

grupo que sofreu apenas a lesão (1784±297,4mcg/g tecido vs 1267±229,5) (P < 0,05), o 

que nos sugere uma proteção tecidual contra o dano oxidativo causada pela I/R. 
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Fig. 10 Efeito da Própolis Vermelha nos níveis de glutationa reduzida (GSH) após LRA por I/R. Os 

valores da figura representam a média ± E.P.M. dos valores de GSH (mcg/g tecido). SHAM= SHAM + 

veículo; GPV= SHAM + Própolis Vermelha; GIR= I/R + veículo; GPVIR= I/R + Própolis Vermelha. 

Dados mostram diferença significativa *(P < 0,05) comparado com o grupo GIR. 

 

5.3 Análise Histológica 

       A avaliação histológica das amostras de tecidos renais indicou necrose tubular, 

dilatação tubular, infiltrado de células inflamatórias e edema celular no interstício 

tubular do córtex renal dos animais após 48h de reperfusão, como mostra a figura 12. 

As lesões foram menos intensas nos animais tratados com própolis vermelha 

comparados com os animais sem tratamento. Do ponto de vista estatístico, foi 

observado um aumento significativo na contagem do escore de necrose tubular no grupo 

I/R em relação ao grupo SHAM (3,6±0,5 vs 0,2±0,4 P < 0,05). A própolis foi capaz de 

diminuir a elevação da contagem do escore (2,0±0,7 vs 3,6±0,5 P < 0,05). O escore de 

necrose tubular pode ser visto na figura 13.  
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Fig. 11 Fotomicrografia de rim de rato ao final do experimento de Lesão Renal Aguda por 

Isquemia/Reperfusão (Hematoxilina-Eosina). Aumento 400x. SHAM= SHAM + veículo; GPV= SHAM 

+ Própolis Vermelha; GIR= I/R + veículo; GPVIR= I/R + Própolis Vermelha. 
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Fig. 12 Efeito da Própolis Vermelha sobre o escore de necrose tubular após lesão por I/R. Os valores da 

figura representam a média ± E.P.M do escore da Necrose Tubular Aguda. SHAM= SHAM + veículo; 

GPV= SHAM + Própolis Vermelho; GIR= I/R + veículo; GPVIR= I/R + Própolis Vermelho. *p < 0.05 vs 

SHAM, #p < 0.05 vs GIR.  

 

5.4 Análise Imunohistoquímica 

5.4.1 Efeito da Própolis Vermelha sobre a eNOS 

      Após 48h do processo cirúrgico, as amostras dos animais do grupo I/R (GIR) 

demonstraram uma reduzida marcação da proteína eNOS comparado com o grupo 

SHAM, através de uma análise semiquantitativa na imunohistoquímica (0.60.5 vs. 

1.8±0.4, p < 0,005). Entretanto, a administração da própolis vermelha preveniu 

completamente a diminuição da expressão da eNOS, demonstrada por uma maior 

marcação desta nos animais do grupo GPVIR (2,20,4 vs 0,60,5, p < 0,05), como pode 

ser visto nas figuras 14 e 15.  
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Fig. 13 Fotomicrografia das lâminas de imunohistoquímica de rim de rato para eNOS ao final do 

experimento de Lesão Renal Aguda por Isquemia/Reperfusão. Aumento 400x. SHAM= SHAM + veículo; 

GPV= SHAM + Própolis Vermelha; GIR= I/R + veículo; GPVIR= I/R + Própolis Vermelha. 

  

  

SHAM

M 

GPV 

GIR GPVIR 



53 

 

 

Fig. 14 Efeito da Própolis Vermelha sobre a expressão de eNOS após lesão por  I/R. Os valores da figura 

representam a média ± E.P.M do escore de eNOS. SHAM= SHAM + veículo; GPV= SHAM + Própolis 

Vermelha; GIR= I/R + veículo; GPVIR= I/R + Própolis Vermelha. *p < 0.05 vs SHAM, #p < 0.05 vs 

GIR.  

 

5.4.2 Efeito da Própolis Vermelha sobre a Heme-oxigenase 

         Foi observada uma forte coloração positiva da heme-oxigenase no grupo I/R, 

comparado com o grupo SHAM (1,40,5 vs 0,60,5 p < 0,05), que foi corado apenas 

marginalmente nas células tubulares (Fig. 16). A imunocoloração da heme-oxigenase no 

grupo tratado com própolis for marcado mais intensamente em relação ao grupo I/R 

(2,60,5 vs 1,40,5 p < 0,05). A avaliação semiquantitativa pode ser vista na figura 17. 

 



54 

 

Fig. 15 Fotomicrografia das lâminas de imunohistoquímica de rim de rato para Heme-Oxigenase ao final 

do experimento de Lesão Renal Aguda por Isquemia/Reperfusão. Aumento 400x. SHAM= SHAM + 

veículo; GPV= SHAM + Própolis Vermelha; GIR= I/R + veículo; GPVIR= I/R + Própolis Vermelha. 
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Fig. 16 Efeito da Própolis Vermelha sobre a expressão dos níveis de heme-oxigenase após lesão renal por 

I/R. Os valores da figura representam a média ± E.P.M do escore de heme-oxigenase. SHAM= SHAM + 

veículo; GPV= SHAM + Própolis Vermelha; GIR= I/R + veículo; GPVIR= I/R + Própolis Vermelha. *p 

< 0.05 vs GIR.  
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6 DISCUSSÃO 

            A LRA é caracterizada pela rápida perda da função renal e da incapacidade dos 

rins em excretar substâncias, concentrar a urina e de manter o balanço hidroeletrolítico 

adequado no organismo. Geralmente, é resultado de causas isquêmicas que se mantêm 

por períodos variáveis de tempo. Apesar do grande avanço no entendimento e no 

tratamento dos mecanismos fisiopatológicos, nos últimos 40 anos os índices de 

mortalidade ainda continuam excessivamente elevados (SCHRIER et al, 2004; 

BELLOMO, 2011). Isquemia, seguida de reperfusão, é uma das maiores causas de 

LRA, na qual é uma frequente síndrome clinica com alta morbidade e mortalidade 

(THADANI et al, 1996). Lesão por I/R no tecido renal inicia um complexo evento 

celular que resulta em dano e morte das células renais devido a uma combinação de 

apoptose e necrose (LIEBERTHAL et al, 1996). É um fenômeno complicado, devido ao 

fato de a reperfusão, apesar de ser essencial para a sobrevivência do tecido renal que 

sofreu isquemia, causar um dano adicional, chamado lesão por reperfusão (PALLER et 

al, 1984). A fisiopatologia da LRA por I/R envolve um complexa relação entre a 

hemodinâmica renal, a lesão tubular e a geração de EROs (GILL et al, 2005; 

McCORDY et al, 2005). 

            Dessa forma, é válida a busca de substâncias que tenham ação protetora sobre 

células ou tecidos submetidos à isquemia/reperfusão. Sabe-se que nas últimas décadas, 

foi observado um aumento no uso de produtos naturais em pesquisa (HAYACIBARA et 

al, 2005). Sendo assim, a Própolis Vermelha se destaca nesse contexto como uma 

substância de potencial terapêutico, uma vez que inúmeros trabalhos demonstram as 

atividades biológicas desta, bem como suas possíveis aplicações terapêuticas (SOARES 

et al, 2006). Entretanto, apesar desse grande número de estudos e do fato de existir uma 

considerável quantidade de informações disponíveis no que concerne aos aspectos 

químicos e biológicos da própolis, sua aplicação terapêutica ainda pode ser considerada 

incipiente (FUNARI & FERRO, 2006). 

           No presente estudo, conseguimos reproduzir um quadro de LRA induzida por I/R 

em um modelo animal, e usamos a Própolis Vermelha com o objetivo de tentar prevenir 

danos no tecido renal através de uma possível nefroproteção. PARLAKPINAR et al., 

2005,  DERAKHSHANFAR et al, 2007, e BLEDSOE et al, 2008, demonstraram 
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experimentalmente alternativas terapêuticas advindas de produtos naturais em diferentes 

tipos de nefropatia, expondo assim, a eficácia destes em relação a esta fisiopatologia.  

           Os modelos de lesão renal contribuem para o esclarecimento dos mecanismos 

fisiopatológicos e para o estudo de possíveis alternativas terapêuticas de nefroproteção, 

contribuindo para reduzir a severidade da lesão tubular frente ao insulto isquêmico. 

           O modelo de LRA do nosso estudo é válido e confiável, pois reproduzimos 

alterações renais conforme relatos clínicos de outros estudos. Foi observado uma 

elevação significativa da creatinina sérica no grupo que sofreu lesão por I/R, sendo esse 

dado reforçado pelo estudo de ALTINTAS et al (2012) e de GANG et al (2013), no 

qual relatou dados similares de creatinina sérica em animais que sofreram o mesmo 

processo de lesão renal (isquemia de 60min + nefrectomia, seguido de reperfusão). De 

acordo com os resultados, o pré-tratamento com a própolis reduziu significantemente os 

valores de creatinina sérica comparado com o grupo que sofreu apenas a lesão por I/R 

          Outro achado importante em nosso estudo foi a elevação da uréia sérica após I/R 

quando comparado com o grupo controle. Este resultado está de acordo com relatos 

descritos anteriormente na literatura, como o estudo de ZOU et al, (2013). No presente 

estudo, a própolis vermelha também foi capaz de reduzir os valores de uréia sérica em 

relação ao grupo I/R.  

          Elevação na creatinina e uréia sérica é um sinal de deterioração da função 

glomerular, que resulta em uma disfunção renal de acordo com o tempo (SAHNA et al, 

2006). A concentração de creatinina no plasma é mais significante em relação aos níveis 

de uréia na fase inicial da doença renal, pois uma pequena elevação da creatinina resulta 

diretamente na queda da taxa de filtração glomerular (TFG), o que indica a 

possibilidade de haver algum problema renal (EATON & POOLER, 2006). Por outro 

lado, níveis de uréia começam a subir depois que acontece um dano no parênquima 

renal. Como a uréia também sofre filtração, nos infere o mesmo tipo de análise anterior, 

na qual uma medida de sua concentração plasmática também é um indicador da TFG. A 

excreção renal deve igualar-se à produção, se não os níveis plasmáticos podem 

aumentar até um valor patológico, produzindo condições chamadas de uremia. Foi 

observado um acentuado aumento nos níveis plasmáticos de uréia. Esses achados são 

compatíveis com o dano renal relacionado com a lesão isquêmica (ROGERS et al, 

2012). Portanto, a diminuição plasmática nos níveis destes compostos (creatinina e 
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uréia) pelo tratamento com a própolis no nosso estudo nos sugere um efeito benéfico 

dos componentes desta substância.  

             A TFG é um parâmetro de fundamental importância para avaliação da função 

renal, pois nos fornece uma estimativa do número de néfrons funcionantes, sendo então 

considerada uma estimativa legítima para a identificação de disfunção renal. A 

avaliação da TFG no nosso estudo se deu a partir do Clearance de creatinina (Clcr). A 

LRA induzida por I/R resultou em uma diminuição significativa no Clcr, comparado ao 

grupo controle. Esse resultado encontrado está de acordo com relato de outros autores, 

como o de COLLINO et al (2013) e o de SANDHI et al (2013). O tratamento com o 

extrato alcoólico de própolis vermelha reverteu a redução do Clcr desencadeado pela 

lesão isquêmica, indicando um efeito benéfico da substância através da melhora da 

função glomerular.  

             O túbulo proximal é responsável pela reabsorção da maior parte das substâncias 

que são filtradas pelo glomérulo, principalmente pela reabsorção de sódio através dos 

transportadores na membrana apical das células tubulares. Essa é uma função 

importante do rim, uma vez que o transporte de outros íons e de solutos necessita 

diretamente ou indiretamente da reabsorção de Na
+
. Esse mecanismo utiliza, 

indiretamente, a energia liberada pela quebra do ATP. Portanto, é fundamental a 

disponibilidade de energia advinda dos ATPs, que são fornecidos pelas vias 

metabólicas. Logo, alterações nestas vias, como a causada pela isquemia, modificam a 

integridade estrutural das células tubulares, resultando em modificações na taxa e na 

função tubular (KHUNDMIRI et al, 2004; FATIMA et al, 2005; BANDAY et al, 

2008). Em condições normais, cerca de 65% da carga filtrada de sódio são reabsorvidos 

(EATON & POOLER, 2006). Por outro lado, em condições isquêmicas, devido a um 

déficit de energia, ocorre um desequilíbrio da bomba de Na
+
K

+
-ATPase, o que gera uma 

disfunção dessa proteína transportadora na membrana da célula do túbulo. Isso resulta 

em uma falha na reabsorção de Na
+
 nessa região, procedendo em elevação da FENa

+
 

(DEVARAJAN et al, 2006). 

 No presente estudo, foi visto que houve um comprometimento da função 

tubular pelo aumento da FENa
+
 após a instalação da LRA. Este resultado está de acordo 

com os resultados de outros estudos, como o estudo de ASHTIYANI et al (2013) e de 

TANAKA et al (2013), que relatoram que mesmo com o tempo de isquemia de 45min 

houve um aumento significativo na excreção de sódio.  
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A própolis vermelha foi capaz de reduzir a elevação na FENa
+
 provocada pela 

LRA.  

Em condições normais, a intensa reabsorção de Na
+ 

pelo túbulo proximal forma 

o gradiente químico que favorece a reabsorção passiva de outras substâncias permeáveis 

ao epitélio tubular, como o K
+ 

(RIELA et al, 2010). Dessa forma, um aumento na 

excreção de Na
+ 

acarreta também um aumento da excreção de K
+
.  

Outra justificativa para elevada excreção de potássio, é que no ducto coletor a 

secreção de K
+
 está diretamente relacionada com a reabsorção de Na

+
. Logo, devido ao 

aporte aumentado de sódio para o ducto coletor, uma vez que este não está sendo 

reabsorvido no túbulo proximal, mais sódio acaba entrando nas células principais e mais 

potássio é secretado (BERNE E LEVY, 2009).  

Assim, da mesma forma como encontrado para a FENa
+
, obteve-se uma 

elevação significativa da FEK
+
. Esse resultado corrobora com o estudo de 

STOJILJKOVIC et al (2012).  

 A própolis também foi capaz de reduzir a elevação na FEK
+
 provocada pela 

LRA, mostrando assim um efeito protetor da substância em estudo. Dessa forma, os 

resultados encontrados em relação à FENa
+
 e à FEK

+
 indicaram elevados níveis desses 

íons excretados na urina, caracterizando bem o comprometimento tubular na LRA por 

I/R. De acordo com estudos como o de KIM et al (2013), disfunções na excreção de 

sódio e potássio observados no quadro de LRA isquêmica está associado com necrose 

do túbulo proximal. 

 É fato que a necrose tem sido proposta como mecanismo de morte celular em 

rins que sofrem lesão por I/R (DAEMEN et al, 2002; SAIKUMAR et al, 2003). Os 

achados histopatológicos no presente estudo demonstraram que o os animais controles 

apresentaram aspecto morfológico normal, com preservação da arquitetura renal e sem 

alterações. Alguns estudos, com indução de I/R em ratos, observaram alterações na 

morfologia renal através da avaliação histológica, semelhantes às encontradas pelo 

presente trabalho, caracterizadas por necrose tubular, edema celular no interstício 

tubular do córtex renal, infiltrado de células inflamatórias e dilatação tubular 

(FERREYRA et al, 2013; SENER et al, 2006).  

            Em nosso estudo, a graduação histológica foi feita através do escore de necrose 

tubular, que é baseado em uma graduação de pontuação referente à porcentagem das 

lesões do tecido renal (SOLEZ et al, 2007). Do ponto de vista estatístico, houve um 
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aumento significativo no escore de necrose tubular dos tecidos de animais submetidos à 

I/R em relação ao grupo controle, o que está de acordo com relatos anteriores, como o 

de HWANG et al (2013) e o de ZHANG et al (2013). Foi observado que a própolis foi 

capaz de reduzir significativamente esse aumento na pontuação após o estabelecimento 

da LRA por I/R, reforçando o efeito protetor tubular da substância.  

            Sugere-se que o efeito benéfico da própolis vermelha tenha sido evidenciado 

através da proteção diante do dano celular ocasionado pela lesão por I/R sobre as 

proteínas transportadoras na membrana do túbulo proximal. Tal efeito benéfico 

provavelmente foi advindo do seu papel antioxidante, reportado anteriormente pelo 

estudo de FROZZA et al (2013), e pelo papel anti-inflamatório, reportado por SILVA et 

al (2012).  

        O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilíbrio entre a formação de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) e a capacidade antioxidante total do organismo. 

Dentre os principais locais de produção destas espécies nos organismos vivos estão o 

sistema de transportes mitocondrial, sistema peroxisomal de ácido graxo, citocromo P-

450 e células fagocíticas (OZBEK, 2012). Na literatura, é relatado que o estresse 

oxidativo esteja envolvido como mediador da sinalização intracelular relacionada com a 

perda da função celular e aos processos de apoptose, necrose e diminuição da defesa 

antioxidante do organismo, o que tem sido associado com dano glomerular, nas doenças 

tubulares e na lesão renal aguda (QUIROS et al, 2011). 

          A lesão por I/R causa uma estimulação na produção de radicais livres de 

oxigênio, sendo um dos principais eventos que resultam na lesão. Diversos estudos têm 

associado esse aumento na produção de EROs na LRA induzida por I/R em modelos 

animais, como relatado por ASHTIYANI et al (2013), e BERNARDI et al (2012). 

           A lesão por I/R é resultante do dano citotóxico epitelial tubular. Tanto o processo 

de isquemia como o de reperfusão aumenta diretamente a produção de EROs na cadeia 

respiratória mitocondrial. A interação entre as elevadas quantidades de EROs com os 

lipídios danifica a estrutura e funcionalidade dos mesmos. Quando interagem com os  

lipídios das membranas, causam alterações em sua fluidez, permeabilidade e 

integridade. Estas alterações na fluidez e na permeabilidade da membrana celular 

originam a peroxidação lipídica, que é apoiada pelo aumento dos níveis de MDA, um 
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aldeído resultante deste processo que pode ser facilmente identificado nas estruturas 

biológicas (OZEN, 2004; OUEDRAOGO et al, 2013).  

No presente estudo, nós determinamos os níveis de MDA tanto no tecido renal 

como nas amostras de urina, e observamos um aumento significativo nos níveis de 

MDA urinário e no tecido renal de animais expostos à LRA por I/R, em comparação 

com o grupo que não sofreu a lesão. Esses resultados foram similares e estão de acordo 

com estudos prévios, como o de ESPOSITO et al (2011) e o de HADI et al (2011).  

          O tratamento com a própolis vermelha diminuiu a elevação de MDA, tanto na 

urina como no tecido renal, causada pela lesão por I/R. Resultado semelhante foi 

relatado por YONAR et al (2012), no qual observou o efeito protetor do própolis ao 

reduzir os níveis de MDA tecidual, em um estudo que investigava o papel deste contra 

um dano oxidativo causado por um agente inseticida.  

 

     Sabe-se que durante as lesões renais ocorrem depleções significativas nos níveis 

de GSH, como a que ocorre durante um evento isquêmico. Nesses casos, é de 

fundamental importância o papel desta enzima para fornecer proteção à função renal 

(HEUVEL, 2012). 

             No nosso estudo, foi observado que os níveis de GSH diminuíram 

consideravelmente após o estabelecimento da LRA por I/R, uma vez que os animais que 

não sofreram esse tipo de lesão estavam com níveis bem superiores de GSH.  Esse 

resultado está de acordo com estudos anteriores, como o de BAYRAK et al (2008) e de 

KORKMAZ & KOLANKAYA (2010).  

             Foi observado que no grupo que recebeu tratamento com a própolis, mesmo 

após o estabelecimento da lesão renal, os níveis de GSH sofreram um aumento 

significativo, demonstrando que o extrato foi capaz de reverter a depleção de GSH 

resultante da LRA por I/R, o que nos sugere um potencial antioxidante considerável. 

             Este potencial antioxidante do extrato de própolis foi relatado em um estudo 

realizado por YONAR et al (2011),  no qual se observou que este foi capaz de 

normalizar os níveis de GSH em um modelo de dano oxidativo induzido por 

oxitetraciclina.  

             O óxido nítrico (NO) é um radical sintetizado durante a conversão enzimática 

de L-arginina em L-citrulina pela família de enzimas conhecidas como NOS (Óxido 
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Nítrico Sintase). A NOS endotelial (eNOS) é um membro dessa família que gera NO 

nas células endoteliais e regula o tônus vascular (FURCHGOTT et al, 1980), enquanto 

que a iNOS (NOS induzida) é dependente do cálcio para sua ativação. Durante o 

processo isquêmico, o óxido nítrico é produzido pela eNOS, uma vez que esta é ativada 

e tem sua expressão aumentada (GOLIGORSKY et al, 2002). Diversos estudos 

demonstraram que o aumento da atividade da eNOS está associada com uma redução da 

lesão por I/R (CHEN et al, 2008).   

            Em nosso estudo, a expressão da eNOS no tecido foi diminuída 

significativamente após o estabelecimento da lesão renal por I/R. Este resultado está de 

acordo com o estudo de BETZ et al (2012), que observou que dano renal induzido por 

I/R levou a uma redução na expressão da eNOS no córtex renal quando comparado com 

o grupo SHAM. O tratamento com o própolis foi capaz de reverter essa diminuição, 

aumentando de forma significativa a expressão da eNOS no tecido.  

          Estudos recentes relatam que há uma significativa redução da atividade da eNOS 

(87%) no córtex renal de ratos submetidos à dano por I/R (KOMURAI et al, 2003), e 

que essa expressão reduzida prejudica a função renal (WESSELLS et al, 2006). 

Portanto, sugerimos através dos nossos resultados que o própolis exerce um efeito 

protetor contra o dano renal por I/R através de um aumento da expressão da eNOS.   

               Como foi citado anteriormente, as espécies reativas de oxigênio (EROs), 

possuem um papel importante nas disfunções tubulares e glomerulares durante uma 

LRA isquêmica (BONVENTRE et al, 2003). O desequilíbrio entre as enzimas 

antioxidantes e a produção excessiva de EROs durante o processo de lesão isquêmica 

estão envolvidos na lesão oxidativa renal (McCORD, 2000).  

             Na presença de estresse oxidativo, ocorre a indução de enzimas antioxidantes e 

de genes de proteínas de resposta ao estresse, como acontece com a heme-oxigenase 

(HO-1) (SIKORSKI et al, 2004). A HO-1 é a enzima limitante responsável pela 

degradação do grupo heme em ferro, facilitando a conversão de heme para biliverdina. 

Essa conversão ocorre com a abertura do anel de heme na presença de NADPH, 

liberando o ferro e monóxido de carbono. Subsequentemente, a biliverdina é convertida 

para bilirrubina sob ação da enzima biliverdina redutase (KANWAR, 2001). A indução 

de HO-1 é considerada como modulador da resposta adaptativa e protetora de uma 

célula na presença de uma lesão oxidativa ou inflamatória (AGARWAL et al, 2000). 
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             A enzima HO-1 está associada a vários processos patológicos, incluindo a IRA. 

Nos últimos anos, os investigadores foram capazes de demonstrar que a expressão da 

HO-1 é aumentada em condições associadas com o estresse oxidativo, e que os produtos 

finais da heme degradação, incluindo a biliverdina e bilirrubina, fornecem proteção 

contra lesão renal por I/R através de suas ações antioxidantes e anti-inflamatórias 

(KIRBY et al, 2006). Logo, uma expressão aumentada dessa enzima aumenta a 

resistência contra a ameaça oxidativa (LEE et al, 2005).  

              No presente estudo, vimos através da imunohistoquímica que a LRA por I/R 

aumentou consideravelmente os níveis de HO-1 comparados com o grupo SHAM, o que 

está de acordo com a literatura, como o estudo de YANG et al (2013), que relatou 

também um aumento nos níveis de HO-1 após I/R renal.  

             Entretanto, podemos observar que o tratamento com o própolis aumentou 

significativamente a expressão da enzima HO-1 depois do dano por I/R em relação ao 

grupo SHAM, o que nos sugere que a substância participa na proteção renal através 

desse mecanismo. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A investigação dos efeitos farmacológicos do extrato alcoólico de própolis 

vermelha, administrada no modelo de LRA por I/R em ratos, nos permitiu tirar as 

seguintes conclusões:  

 O modelo utilizado neste trabalho de lesão renal aguda induzida por 

Isquemia/Reperfusão (60min + 48h), foi eficaz e adequado, uma vez que 

desencadeou alterações nos parâmetros renais que indicam lesão: aumento na 

concentração plasmática de creatinina e uréia, redução do Clearence de 

creatinina, aumento na FENa
+
 e FEK

+
, aumento do dano oxidativo e redução da 

defesa antioxidante, além da participação enzimas protetoras (eNOS e Heme-

Oxigenase). 

 

 O extrato alcoólico de própolis vermelha reverteu às alterações dos parâmentros 

da função renal causada pela LRA, tais como: diminuição dos níveis de 

creatinina e uréia e aumento da TFG através do aumento do clearence de 

creatinina. 

 

 O dano tubular próximal resultante da LRA por I/R foi protegido pelo extrato 

alcoólico de própolis vermelha, por meio da diminuição da FENa
+
 e FEK

+
. 

 

 Os achados histopatológicos demonstraram lesões menos intensa nos animais 

tratados com a própolis vermelha indicando nefroproteção. 

 

 Foi observada ação antioxidante da própolis vermelha, representada pela 

diminuição dos níveis de MDA urinários e teciduais, bem como pela elevação 

dos níveis de GSH.. 

 

 Os achados imunohistoquímicos demonstraram proteção através da elevação da 

expressão de enzimas protetoras como eNOS e Heme-Oxigenase no grupo 

tratado.  
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8 CONCLUSÃO 

 Esse estudo sugere um efeito protetor da própolis vermelha na Lesão Renal 

Aguda induzida por Isquemia e Reperfusão. Esta foi a primeira demonstração do efeito 

da própolis vermelha nesse modelo. 
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