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RESUMO

Introducéo: A doencarenal crénica (DRC) é fator de risco para lesao renal aguda por
isquemia e reperfuséo (I/R). A Curcumina, principio ativo isolado da planta Curcuma
longa L., possui acdo antioxidante e anti-inflamatéria que pode agir na prevencao de
I/R na DRC. Objetivo: Avaliar o efeito da Curcumina na funcgéo renal, hemodinamica
e perfil oxidativo renal de ratos com DRC submetidos a I/R. Materiais e métodos:
Ratos, Wistar, 250-300g, randomizados em quatro grupos: SHAM (controle, n=5):
simulacao cirurgica da inducdo de DRC; DRC (n=5): ablacdo de 5/6 dos rins para
inducéo de DRC; DRC+I/R (n=5): indugéo de DRC e clampeamento do pediculo renal
por 30 minutos; DRC+I/R+Curcumina (n=5): inducdo de DRC, administracdo de
Curcumina 30mg/kg/dia, v.o., 10 dias, e clampeamento do pediculo renal por 30
minutos. A funcdo renal foi avaliada pelo clearance de inulina, fluxo urinario e
creatinina plasmatica; a hemodinamica foi avaliada pela pressao arterial média
(PAM), frequéncia cardiaca (FC), fluxo sanguineo renal (FSR) e resisténcia vascular
renal (RVR); o perfil oxidativo foi avaliado por peroxidos urinarios (método FOX-2),
peroxidacéo lipidica (TBARS), nitrato urinario (NO), reserva antioxidante de glutationa
(ticis solaveis nao proteicos no tecido renal). Resultados: O grupo
DRC+I/R+Curcumina apresentou elevacdo do clearance de inulina e reducédo da
creatinina plasmatica, com diminuicdo da RVR e aumento do FSR, diminuicdo de
peroxidos urinarios, da peroxidacao lipidica, do nitrato urinario e aumento dos tidis no
tecido renal comparado aos animais do grupo DRC+I/R. Concluséo: O tratamento
com Curcumina preservou a funcdo e hemodinamica renal dos animais com DRC
submetidos ao insulto da I/R promovendo melhora no perfil oxidativo com reducéo de

oxidantes e preservacao de reserva antioxidante.

PALAVRAS-CHAVE: Doenca renal cronica; Isquemia e reperfusdo; Curcumina.



Conde C. Effect of curcumin on chronic kidney disease acute with ischemia-
reperfusion syndrome [monograph]. Sdo Paulo: School of Nursing, University of Sao
Paulo; 2019.

SUMMARY

Introduction: Chronic kidney disease (CKD) is a risk factor for acute renal injury due
to ischemia and reperfusion (I / R). Curcumin, an active ingredient isolated from the
Curcuma longa L. plant, has an antioxidant and anti-inflammatory action that can act
to prevent CKD I/ R. Objective: To evaluate the effect of Curcumin on renal function,
hemodynamics and renal oxidative profile of CKD rats submitted to | / R. Materials
and methods: Rats, Wistar, 250-300g, randomized into four groups: SHAM (n = 5):
surgical simulation of CKD induction; CKD (n = 5): 5/6 kidney ablation for CKD
induction; CKD + | / R (n = 5): CKD induction and renal pedicle clamping for 30
minutes; CKD + | / R + Curcumin (n = 5): CKD induction, administration of Curcumin
30mg / kg / day, v.o., 10 days, and renal pedicle clamping for 30 minutes. Renal
function was determined by inulin clearance, urinary flow and plasma creatinine were
measured; hemodynamics were assessed by mean arterial pressure (MAP), heart rate
(HR), renal blood flow (FSR) and renal vascular resistance (RVR); The oxidative
profile was evaluated by urinary peroxides (FOX-2 method), lipid peroxidation (TBARS
method), urinary nitrate (Griess method), glutathione antioxidant reserve (non-protein
soluble thiols method in renal tissue). Results: The CKD + | / R + Curcumin group
showed increased inulin clearance and decreased plasma creatinine, with decreased
RVR and increased FSR, decreased urinary peroxides, lipid peroxidation, urinary
nitrate and increased tissue thiols. compared to animals in the DRC + | / R group.
Conclusion: Curcumin treatment preserved renal function and hemodynamics of
CKD animals submitted to | / R insult, promoting oxidative profile improvement with

oxidant reduction and preservation of antioxidant reserve.

KEYWORDS: Chronic kidney disease; Ischemia and reperfusion; Curcumin.
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1 INTRODUCAO

A doenca renal crénica (DRC) consiste na perda gradual, progressiva e
irreversivel da funcéo renal em nivel glomerular, tubular e endécrino, associada ao
aumento da albumintria e reducéo do ritmo de filtragdo glomerular!ll. Estima-se que
10% da populacao mundial seja afetada pela DRC e que até 2030, aproximadamente
2,2 milhGes de pessoas necessitardo de terapia renal substitutiva 2 3. As principais
causas do desenvolvimento de DRC sao a hipertensdo e o diabetes mellitus e o
diagnéstico da doenca tem implicacdes severas na vida do individuo que geram
mudancas nos ambitos fisico, psiquicos e sociais decorrentes da propria sindrome e

de seu tratamento .

Na maioria dos individuos, a DRC néo apresenta sintomas graves até que
esteja em estagios avancados. A DRC ¢é clinicamente constatada quando,
independentemente da causa, a taxa de filtracdo glomerular (TFG) esta abaixo de 60
mL/min/1,73m? ou quando a TFG esta acima de 60 mL/min/1,73m? associada a
presenca de albuminaria, hematuria glomerular, ou co-morbidade como a doenca
renal policistica do adulto identificada por imagens ultrassonograficas ou alteracfes

histopatoldgicas confirmadas por bidpsias renais 61,

A DRC é descrita como fator de risco para a ocorréncia de lesdo renal aguda

(LRA) que por sua vez é considerada fator promotor da progressdo da DRC [,

A isquemia e reperfusdo (I/R) é uma das principais causas de LRA B, Na
isquemia e reperfusdo observam-se mecanismos fisiopatolégicos, como a alteracdo
hemodinamica, disfuncdo tubular, inflamacéo, lesdo nas células epiteliais e do
endotélio que podem evoluir para lesdo renal e morte celular. Quando ha
comprometimento da hemodinamica, o tecido renal é afetado por reducdo do fluxo
sanguineo renal (hiporeperfusédo) e surgimento de resposta inflamatéria. A lesdo no
endotélio favorece a producdo de moléculas de adesédo e ha aumento na interacao
endotélio-leucdcitos, promovendo a geracdo de espécies reativas de oxigénio,
realizada pelas células em condicdo de hipoxia, devido a deplecdo de ATP. A partir
do aumento das espécies reativas de oxigénio, h4 maior agregacdo plaquetéria,

obstrucéo da microvasculatura renal e aumento da resposta inflamatéria [,



Apesar da gravidade, a LRA por I/R é considerada reversivel e pode ser
prevenida. O tratamento convencional € feito por meio de terapia medicamentosa ou

intervencionista por revascularizagdo renal ],

A terapia medicamentosa visa a reducao do processo inflamatdério e oxidativo
decorrente da patogénese da I/R para restaurar a hemodinamica e funcéo renal.
Neste contexto, terapias ndo farmacolégicas com o uso de plantas e fito-suplementos
em estudos experimentais j& tém demonstrado atividade antioxidante destas

intervencdes na I/R 1,

A Curcumina, um dos componentes isolados da Curcuma longa L., planta
pertencente a familia Zingiberaceae distribuida em regides tropicais e subtropicais do
mundo. Possui comprovada agao anti inflamatoria por conter flavonoides polifendlicos
naturais isolados do rizoma e acdo antioxidante mesmo em baixas concentracoes
com impacto e sobre inibicdo da oxidacao da hemoglobina e reducéao de peroxidacao

lipidica 191,

O uso da Curcumina no tratamento de individuos com DRC agudizada por
isquemia e reperfusdo destaca-se pela facil acessibilidade, baixo custo, pequeno risco
de efeitos colaterais e melhor adeséo por parte dos individuos com doenca cronica,
além disso pode ser indicada por equipe multiprofissional, podendo ser incluida em
consulta de enfermagem, na qual o enfermeiro pode adequar a dosagem de acordo

com a necessidade individual e avaliacédo dos resultados 1,

Poucos estudos evidenciam o impacto da Curcumina na fungéo renal e, para
uma melhor compreensdo dos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos, e sua
aplicacdo na clinica, os estudos experimentais visam analisar mecanismos
fisiopatoldgicos envolvidos e possibilitar isolar as variaveis biologicas relacionadas ao

estudo.

Desta forma, este trabalho se prop&e investigar o impacto da intervencao néo
farmacol6gica com uso de Curcumina no DRC agudizado pela I/R, com a intencao de
contribuir para a proposicdo de protocolos e guias terapéuticos economicamente

acessiveis para a populacdo com DRC que necessitem realizar exame contrastado.



2 OBJETIVO

Avaliar o efeito da Curcumina na fungéo renal, hemodinamica e perfil oxidativo

renal de ratos com DRC submetidos a I/R.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Comité de ética

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (CEUA - FMUSP) sob registro
n® 1276/2019 (ANEXO).

3.2 Animais

Foram utilizados ratos da raca Wistar, machos e adultos, pesando entre 250-
300 g. Os animais foram mantidos com livre acesso a agua e ragcao e permanecerao

em condi¢cdes térmicas com ciclos alternados de dia e noite.

3.3 Procedimentos

3.3.1 Inducéo da Doenca Renal Crénica

Os animais foram anestesiados com 10mg/kg Xilazina (Anasedan, Vetbrands)
e 90mg/kg Ketamina (Dopalen, Ceva), intraperitoneal (i.p.) e submetido a técnica
cirargica de ablacdo 5/6 que consiste na realizacdo de laparotomia e realiza¢do da
nefrectomia a direita e clampeamento cirlrgico de dois ramos da artéria renal
esquerda e sutura da incisdo abdominal. A inducdo do DRC foi realizada apos

adaptacao do animal ao meio aquatico, no Ultimo dia da adaptacdo 2.

3.3.2 Administracao de Curcumina



A Curcumina foi administrada durante 10 dias, a partir do 17° dia do protocolo
experimental na dose de 30 mg/kg/dia, via oral (v.0), diluida em solucdo de
carboximetilcelulose 0,5% em volume 0,5ml/100 g 131,

3.3.3 Modelo de injaria renal aguda por isquemia e reperfusao

Os animais foram anestesiados com 10mg/kg Xilazina (Anasedan, Vetbrands)
e 90mg/kg Ketamina (Dopalen, Ceva), i.p., e submetidos a laparotomia para
clampeamento bilateral dos pediculos renais por 30 minutos com clamps vasculares
ndo traumaticos. Todos o0s animais foram avaliados na recuperagcdo anestésica e

receberam analgésico no pds-operatério (Tramadol: 5 mg/kg, i.p., 8/8h) 14,
3.4 Grupos experimentais
Os animais foram divididos nos seguintes grupos:

a) SHAM (n=5): Ratos submetidos a simulacdo do ato cirurgico de indu¢do do modelo
de DRC sem alteracdo das estruturas renais no 1° dia do protocolo experimental;

b) DRC (n=5): Ratos submetidos a técnica de ablacdo de 5/6 dos rins no 1° dia de
protocolo experimental

¢) DRC+I/R (n=5): Ratos submetidos a técnica 5/6 no 1° dia de protocolo experimental
e no 26° dia foi feito o clampeamento do pediculo renal por 30 minutos com clamps
vasculares ndo traumaticos.

d) DRC+I/R+Curcumina (n=5): Ratos submetidos a técnica 5/6 no 1° dia de protocolo
experimental que no 17° dia do protocolo experimental receberam Curcumina
30mg/kg/dia, v.o., até o 27° dia, no 26° dia foi feito o clampeamento do pediculo renal

por 30 minutos com clamps vasculares néo traumaticos.

3.5 Coleta da amostra sanguinea e determinacao do peso renal

Os protocolos experimentais terdo duracdo de 4 semanas (28 dias). No 27° dia
do protocolo experimental, os animais dos diversos grupos foram colocados em
gaiolas metabolicas para mensuracdo e coleta do volume urinério de 24 horas. As
amostras urinarias foram utilizadas para realizagdo de estudos de funcéo renal e

estresse oxidativo.

Retirados das gaiolas metabdlicas no 28° dia os animais foram anestesiados
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com com 10mg/kg Xilazina (Anasedan, Vetbrands) e 90mg/kg Ketamina (Dopalen,
Ceva), i.p., e submetidos aos procedimentos necessarios para estudos de fungéo
renal pela técnica de determinacdo do clearance de inulina. Em seguida, os animais
foram submetidos a laparotomia e coleta de sangue terminal por meio da puncao da
aorta abdominal. O rim foi retirado, pesado em balanca analitica, acondicionado e
armazenado em refrigerador a -80°C para estudos posteriores de mensuracgéao de tidis
Nao proteicos.

Ao final do experimento, foi realizada a eutanasia do animal por coleta de
sangue terminal, segundo as normas éticas para manuseio de animais em laboratorio

de pesquisa 1%,

3.6 Avaliacédo da funcao renal
3.6.1 Clearance de inulina

A taxa de filtracao glomerular foi determinada por meio da técnica de clearance
de inulina. O animal foi anestesiado com 10mg/kg Xilazina (Anasedan, Vetbrands) e
90mg/kg Ketamina (Dopalen, Ceva), i.p., e foi realizada a cateterizacao da veia jugular
para infusdo de inulina. Uma dose inicial de 100 mg/kg peso de inulina diluida foi
administrada seguida da infusdo continua de 10 mg/kg peso durante 2 horas de
experimento, em velocidade de 0,04 ml/min. Apos um periodo de estabilizacéo de 30
minutos, foi iniciada a coleta de urina a cada 30 minutos por meio da cateterizacédo da
bexiga e coleta de amostra sanguinea a cada 60 minutos, para analise da
concentracao de inulina urinaria e plasmatica pelo método de Antrona €., O clearance

de inulina foi expresso em ml/min/100g 116 171,
3.6.2 Creatinina sérica e urinaria

A dosagem de creatinina urinaria e sérica foi determinada pelo método de
colorimetria conhecido como método de Jaffé ['8l, A quantificagdo da creatinina
sérica sera utilizada para avaliacdo de disfuncdo renal e a creatinina urinaria para

normalizacdo em analises do perfil oxidativo.



11

3.7 Avaliagcdo da hemodinamica renal
3.7.1 Pressao arterial média e frequéncia cardiaca

A artéria carotida foi isolada e cateterizada com tubo de polietileno para
mensuracao da pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) registrada
por software Registro para Windows 10 7],

3.7.2 Fluxo sanguineo renal

A artéria renal esquerda foi isolada e envolvida por sonda ultrassonica para
mensuracao do fluxo sanguineo renal (FSR) e registrada por software Registro para
Windows 10 7],

3.7.3 Resisténcia vascular renal

A resisténcia vascular renal (RVR) calculada através da formula: RVR = PAM /FSR
[171

3.8 Avaliacéo do perfil oxidativo
3.8.1 Dosagem de peroxidos urinarios — Método FOX-2

Os peréxidos sé@o encontrados em todos os fluidos corporais, especialmente
na urina. Alteracdes de seus niveis sdo consideradas como marcadores de geracao
de H202 ou preditores da extensao da lesédo oxidativa in vivo. A mensuracao direta de

peréxidos pode ser realizada por meio do método de analise FOX-2 19,

O método FOX-2 consiste na determinacédo dos niveis de peroxido por meio
de método ferro-xilenol laranja. Os peréxidos sdo considerados como potenciais
indicadores da formacdo ou resultantes das moléculas reativas de oxigénio. Os
peréxidos oxidam o ion Fe2+ para ion Fe 3+ quando diluidos em solugéo acida, como
descrita na reacéo: Fe2++ ROOH => Fe3+ + RO + OH-. O xilenol laranja [acido (o-
cresolsulfonaftalina 3’, 3” —bis (metilamino) acido diacético] apresenta alta seletividade
para o ion Fe3+ produzindo um complexo de coloragéo azul-arroxeado (a= 4,3 x 104
M-1 cm -1). A preparacao da solucdo obedeceu a seguinte ordem para realizacao do

método de xilenol laranja versdo 2 (FOX-2): 90 ml de metanol e 10 ml de agua
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bidestilada; 100 uM de xilenol laranja; 4 mM de BHT (2[6] — di-ter-butil-p-cresol); 25
mM da solucdo de &cido sulfarico (H2S04); 250 uM de sulfato ferroso de amdénio
(Vetec Quimica- RJ, Brasil).

A resultante da somatéria dos reagentes acima consiste na solugcao FOX. Na
etapa seguinte, 100 pl da amostra urinaria foi acrescentada em 900 pl da solu¢cao FOX-
2. A solucédo foi homogeneizada e permanecera em repouso durante 30 minutos em
temperatura ambiente. A leitura foi realizada por espectrofotometria em absorbancia
de 560nm, apOs a retirada de residuos de proteinas ou outros materiais da
centrifugacdo . Os valores foram estabilizados por grama de creatinina urinaria e

expressos por nmol de peroxidos/grama creatinina urinaria.
3.8.2 Dosagem de nitrato urinario — Método de Griess

A sintese de NO foi avaliada por meio da quantificacdo de nitrato (NO3-),
metabalito estavel do NO, pelo método de Griess. A reacédo é colorimétrica e se baseia
na reacdo dos nitritos com acido sulfanilico e copulagcdo com cloridrato de alfa-
naftilamina em meio acido (pH entre 2,5 e 5,0) formando o acido alfa-naftilamino-p-
azobenzeno-p-sulfénico de coloracdo rosea. Cerca de 150l da amostra urinaria dos
diversos grupos foi adicionada a 150l do reagente que permanecera em repouso por
15 min. A leitura foi realizada em absorbancia de 545 nm em leitor de ELISA. A
absorbancia das amostras foi comparada a uma curva padrdo de nitrito de soédio
(NaNO2) na concentragdo de 0,1 a 1,0 M 29 O equacionamento da mensuracéo de
NO foi ajustado para valores de creatinina urinaria e todos os valores obtidos foram

estabilizados em nmol de NO por grama de creatinina urinaria.

3.8.3 Dosagem de peroxidacdo lipidica — Método de quantificacdo de

substancias reativas com acido tiobarbiturico (TBARS) urinario

O MDA é um dos aldeidos frequentemente analisados em métodos analiticos
guantitativos e qualitativos para determinacdo dos indices de peroxidacéo lipidica e
pode ser detectado por varios métodos, dentre eles por meio da reacdo com o acido

tiobarbitdrico, ao qual reage com varias substancias, dentre elas o MDA [?1],

A dosagem de TBARS na urina consistira na adicdo de 0,4 ml da amostra de
urina com 0,6 ml de agua destilada. Foram acrescentados nessa diluicdo 1,0 ml de
TCA 17,5% e 1,0 ml de &cido tiobarbiturico (0,6% pH 2), sendo que todos os tubos de
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ensaio com a solugdo foram mantidos no gelo durante essa primeira etapa do
processo. A solugdo foi homogeneizada e depois colocada em agua fervente (banho-
maria) durante 20 minutos para reacdo com &cido tiobarbitlrico. Na etapa seguinte a
solucgéo foi retirada do banho-maria, resfriada em gelo e adicionado 1,0 ml de TCA
70%. A solucéo foi homogeneizada e incubada por 20 minutos em tubo de ensaio
tampado. Ao final, a solucdo foi centrifugada por 15 minutos a 3000 rotacdes por
minuto e a leitura foi realizada por espectrofotometria em absorbancia de 534 nm. A
quantidade de MDA apresentada em nmol foi calculada usando o coeficiente de
extingdo molar 1,56 x 105 M-1 cm-1. Os valores foram expressos por grama de

creatinina 2,

3.8.4 Dosagem de reserva antioxidante de glutationa — Método de anélise de tidis

soliveis néo protéicos no tecido renal

O mais relevante composto tiolico presente em sistemas biologicos é a
glutationa (GSH). A GSH esta presente em todas as células e se constitui em principal
tampédo redox, onde suas funcfes bioldgicas estdo centradas no grupamento tiol,
presente na cadeia lateral que passa por repetidos ciclos de oxidacdo e reducao.
Dessa forma, a GSH se alterna entre sua forma reduzida (GSH - o tiol encontra-se na
forma sulfidrila livre) e a sua forma oxidada (GSSG - os ti6is de duas moléculas de
GSH condensam por uma ligacdo de dissulfeto). As altas concentracdes de GSSG
indicam desequilibrio redox ou presenca de lesdo oxidativa. Portanto, a mensuragao
de tiois foi utilizada como indicador de estresse oxidativo, considerando o seguinte
principio: quanto maior o grau de estresse oxidativo, maiores foram os niveis de tiois

oxidados e menores concentragdes de tidis no tecido renal 22,

A quantificacdo dos tiois foi realizada a partir de amostras do tecido renal
trituradas e homogeneizadas com solucédo 10 nM de acetato de sédio, 0,5% tween-20
e DTPA (pH 6,5). O homogenato foi centrifugado a 5000 rpm por 10 minutos a 4°C
para retirada de debris teciduais. Uma aliquota foi reservada para dosagem de
proteinas totais pelo método de Bradford, por meio do uso do kit Bio Rod, e outra

aliquota foi utilizada para dosagem dos tiéis sollveis [?2,

A segunda aliquota foi precipitada com acido tricloroacético a 10% (1:1) e
novamente centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos a 4°C. O volume de 400 pul das

amostras precipitadas e diluidas foram homogeneizadas em solucdo de DTNB e



14

tampdo Tris (pH 8,0). Apds 10 minutos de reacdo, a quantidade de tidis foi determinada
pela absorbancia das amostras obtidas por leitura espectrofotométrica em
comprimento de onda de 412 nm. A partir da quantificacdo de proteinas totais foi feita
a correlacdo com a mensuracdo de tidis solaveis. Todos os valores obtidos foram

estabilizados por nmol de tidis/mg de proteinas totais.

4 L OCAL

Este projeto foi desenvolvido no Laboratério Experimental de Modelo Animal
(LEMA), coordenado pela Prof2 Maria de Fatima Fernandes Vattimo, na Escola de
Enfermagem da Universidade de S&o Paulo (EEUSP).

5 ANALISE DOS DADOS

Os resultados parciais foram apresentados como média = desvio padrédo. Ao
término do estudo, os dados finais foram submetidos a anélise de variancia ANOVA,
seguida de teste comparacfes multiplas de Newman-Keuls. Os valores p<0,05 foram

considerados significantes.

6 RESULTADOS

Os resultados dos grupos Sham foram considerados padrdes de normalidades

para animais saudaveis e utilizados para compara¢do com

os demais grupos experimentais DRC considerados doentes.

6.1 Parametros fisiolégicos

Os animais dos diversos grupos apresentaram pequena variabilidade de peso
ao final do protocolo. Os grupos DRC tiveram uma reducdo no peso corporal final,

comparado ao grupo Sham. A inducdo de I/R nos grupos DRC promoveu uma
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reducdo adicional neste parametro. O tratamento com Curcumina demonstrou uma

discreta reducao nos peso dos animais em relagdo aos DRC submetidos a I/R.

Os resultados da avaliagdo do peso do rim demonstram que o grupos DRC e
DRC+I/R + Curcumina apresentaram elevagédo no peso em relacado ao grupo Sham.
O grupo DRC+I/R teve reducéo do peso renal comparado aos animais saudaveis e
ao grupo DRC, enquanto a administracdo de Curcumina promoveu elevagao neste

parametro comparado ao grupo DRC + I/R.

A andlise da relacdo Peso rim/Peso animal apresentada na Tabela 1
demonstra que o grupo DRC apresentou elevagéo significativa nesta razéo
comparado ao grupo Sham. O grupo DRC+IRA mostrou reducdo significativa na
relacdo Peso rim/Peso animal comparado ao grupo DRC. O tratamento com
Curcumina aumentou numericamente, porém nao significativamente, este parametro

comparado o grupo DRC+I/R+Curcumina com o grupo DRC+I/R.

Tabela 1. Parametros corporais dos grupos Sham, DRC, DRC + IR e
DRC+I/R+Curcumina. Sao Paulo 2019.

Peso do animal Peso do rim Peso rim/Peso
Grupos

(9) (gramas) animal
Sham 5 404 £ 21 1,3£0,2 0,32 £ 0,04
DRC 5 347 + 342 1,7£0,2 0,49 + 0,052
DRC+I/R 5 333412 1,2+0,2° 0,35 +0,02°
DRC+I/R+Curcumina 5 329 + 222 15+0,3 0,46 £0,122

ap<0,05 versus Sham
b p<0,05 versus DRC

6.2 Funcéao renal

A Tabela 2 apresenta a avaliacdo da funcéo renal realizada por meio do

clearance inulina, fluxo urinério e mensuracgéo da creatinina sérica.

Na avaliacdo do fluxo urinario ndo foram observadas diferencgas significativas
entre os grupos. O grupo DRC apresentou valor mais elevado para este parametro
em relacdo ao grupo Sham enquanto nos grupos DRC+I/R e DRC+I/R+Curcumina, 0

fluxo urinario esteve diminuido em comparacdo ao grupo apenas DRC. O grupo
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tratado com Curcumina apresentou fluxo urinério préximo ao valor apresentado pelo
grupo DRC+I/R.

A creatinina sérica foi significativamente elevada nos grupos DRC, DRC+I/R e
DRC+I/R+Curcumina em relagdo ao grupo Sham. O grupo DRC+I/R apresentou
elevacdo adicional neste parametro comparado ao grupo DRC. O grupo
DRC+I/R+Curcumina demonstrou reduc@o na creatinina sérica em comparacao ao
grupo DRC+I/R.

A funcdo renal, avaliada pelo clearance de inulina, apresentou reducao
significativa em todos grupos DRC comparados ao grupo Sham. Uma significativa
reducéo do clearance de inulina foi observada no grupo DRC+I/R em relagéo ao grupo
DRC, enquanto que o DRC+I/R+Curcumina demonstrou elevagédo neste parametro

em comparacao grupo apenas DRC+I/R.

Tabela 2. Funcao renal dos grupos Sham, DRC, DRC + I/R e DRC+I/R+Curcumina.
Sao Paulo 20109.

Fluxo urinario Creatinina Clearance
Grupos n 24 hrs sérica de inulina
(ml/min) (mg/dl) (ml/min)
Sham 5 0,013 +0,003 0,20 +0,01 0,68 +0,05
DRC 5 0,015 +0,006 0,91 +0,372 0,28 +0,062
DRCH+I/R 5 0,011 +0,002 1,96 +0,34% 0,09 +0,04%
DRC+I|/R+Curcumina 5 0,010 +0,003 0,96+0,14%¢ 0,44+0,092%¢

ap<0,05 versus Sham
b p<0,05 versus DRC
¢ p<0,05 versus DRC+I/R

6.3 Hemodinamica global e renal

A avaliacdo da hemodinamica renal, apresentada na Tabela 3 foi realizada por
meio da verificacdo de parametros hemodinamicos de frequéncia cardiaca, pressao

arterial média, fluxo sanguineo renal e resisténcia vascular renal.

Os diversos grupos ndo apresentaram diferenca entre os valores de frequéncia

cardiaca e pressao arterial média.
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O fluxo sanguineo renal dos animais DRC, DRC+I/R e DRC+I/R+Curcumina
apresentou diminuicdo significativa comparada ao grupo Sham. O grupo DRC+I/R
demonstrou diminui¢éo adicional e significativa no fluxo sanguineo renal em relacdo
ao grupo apenas DRC, enquanto o grupo DRC+I/R+Curcumina apresentou elevacéo
significativa nesse parametro comparado ao grupo DRC+I/R.

A resisténcia vascular renal de todos os grupos DRC (DRC, DRC+I/R e
DRC+I/R+Curcumina) foi significativamente maior em relacdo ao grupo Sham, sendo
gue a elevacéo deste parametro foi mais expressiva no grupo DRC+I/R comparado
ao grupo DRC. O grupo DRC+I/R+Curcumina apresentou diminuicdo da resisténcia
vascular renal em relagdo ao grupo DRC+I/R.

Tabela 3. Hemodinamica renal dos grupos Sham, DRC, DRC+I/R e
DRC+I/R+Curcumina. Sao Paulo 2019.

Frequéncia ~ Fluxo Resisténcia
. Presséao .
Grupos n c.ardlaca arterial média sanguineo  vascular
(batimentos por renal renal

minuto) (mmHg) (ml/min) (mmHg/ml/min)
Sham 5 464,40+ 57,43 100,60 +11,89 9,28+1,73 11,15+1,62
DRC 5 447,40+ 109,15 129,20 + 23,39 6,13+0,772 20,302,782
DRC+I/R 5 522,53+ 23,29 126,73 +22,35 2,21 +0,34%° 57,53 +7,79%
DRC+I/R+ Curcumina 5 496,80+ 30,21 116,47 + 13,49 6,03 +0,87* 19,69 + 4,06%°

@ p<0,05 versus Sham
b p<0,05 versus DRC
¢ p<0,05 versus DRC+I/R

6.4 Perfil oxidativo

A Tabela 4 apresenta o perfil oxidativo, avaliado por mensuracao dos peroxidos
urinarios, peroxidacao lipidica, nitrato urinério e tiéis no tecido renal. Os grupos Sham
e DRC apresentaram valores com diferencas que ndo foram considerados
significativos entre si.

A excrecao de peroxidos urinarios nos grupos DRC+I/R e DRC+I/R+Curcumina
foram significativamente mais elevados em relagéo ao grupo Sham. O grupo DRC+I/R

apresentou elevacéo significativa dos peroxidos comparado ao grupo DRC, enquanto
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no grupo DRC+I/R+Curcumina foi observado redugéo significativa da excrecéo de
peréxidos em comparacao ao grupo DRC+I/R,.

A peroxidacéo lipidica foi significativamente mais elevada nos grupos DRC+I/R
e DRC+I/R+Curcumina em relacdo ao grupo Sham. A inducao de I/R nos animais
DRC determinou aumento adicional significativo neste parametro. O grupo
DRC+I/R+Curcumina apresentou reducdo significativa na peroxidacdo lipidica em
comparacgao ao grupo DRC+I/R.

A excrecdo do metabdlito nitrato urinario do grupo DRC+I/R aumentou
significativamente comparado aos grupos Sham e DRC, enquanto no grupo
DRC+I/R+Curcumina foi observada reducao significativa neste parametro em relacao
ao grupo DRCH+I/R.

A mensuracéo de tiois no tecido renal no grupo DRC+I/R comparado ao grupo
Sham estiveram semelhantes, enquanto que o grupo DRC+I/R+Curcumina

apresentou elevacao significativa nesse parametro em relagdo ao grupo DRC+I/R.

Tabela 4. Perfil oxidativo dos grupos Sham, DRC, DRC + I/R e DRC+I/R+Curcumina.
Sao Paulo 20109.

Peroxidos  peroxidacso Nitrato Ti6is no
urinarios lipidica urinario tecido renal
Grupos n (nmol./g. de (nmol/g de (uM/g de (nmol/mg de
creatinina creatinina creatinina proteinas
urinaria) urinéria) Urinéria) totais)
Sham 5 6,61 +2,08 0,009 + 0,003 16,00 £ 5,25 15,74 £ 6,11
DRC 5 760+190  0010:0001 1640578 11,10+174
DRC+I/R 5 1367+1,48% 0,055+0,008% 42,24 £7,00% 6,75 % 1,45
DRC+I/R+Curcumina 5 7,90 +1,30% 0,026 + 0,004%¢ 2223 +8,66° 14,51+ 1,01°¢

@ p<0,05 versus Sham
b p<0,05 versus DRC
¢ p<0,05 versus DRC+I/R
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7 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou a reproducao do modelo experimental de DRC
agudizado pela I/R submetido ou ndo ao tratamento com a Curcumina e confirmou o
impacto positivo dessa intervencao sobre a fungéo renal, hemodinamica renal e perfil

oxidativo.

A DRC consiste em perda sindromica progressiva da filtragdo glomerular,
devido a deterioracédo das fungées bioquimicas e fisioldgicas 1?2 A inducdo de DRC
em animais, realizada por meio da técnica de ablacdo de 5/6 renal, traduz-se em
modelo de ablacdo de massa renal que reduz drasticamente a taxa de filtracédo
glomerular a semelhanca do que ocorre no DRC na clinica [?4. A técnica foi realizada
por meio de nefrectomia unilateral a direita e clampeamento cirdrgico de dois ramos
da artéria renal esquerda o que resultou em comprometimento funcional renal,

aumento do peso do rim e alteracdo hemodinamica renal.

O presente estudo, demonstrou-se a elevacao da relacéo peso do rim/peso do
animal no modelo crénico de DRC que pode estar associada a hipertrofia
compensatoria proporcional ao volume renal restante em animais que passaram pela
nefrectomia. Decorrente da técnica de ablacdo de 5/6 com nefrectomia unilateral,
ocorre espessamento da membrana glomerular basal e expansdo da matriz
mesangial caracterizadas por resposta inflamatdria e acumulo de proteinas de matriz

extracelular, como fibronectina, colageno e laminina [?°,

A reducédo abrupta da quantidade de néfrons pela nefrectomia 5/6 promove
inicialmente uma lesdo renal aguda. Num primeiro momento, em fase compensatoria,
hd o aumento do fluxo urinario como resposta ao mecanismo de hiperfiltracdo
glomerular adaptativa que, se mantida, estimula a producéo de renina e resulta em
hipertensdo glomerular, lesdo segmentar com progressiva glomerulosclerose e

deterioragéo da fungéo renal 26 271,

O comprometimento da funcdo renal evidenciado no presente estudo pela
diminuicdo do clearance de inulina, a hipertrofia renal demonstrada pelo aumento da

relagéo peso do rim/peso animal, a hipertensédo glomerular observada com aumento
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da resisténcia vascular renal e a reducdo de fluxo sanguineos renais observados nos
animais do grupo DRC em relagéo ao grupo controle saudavel Sham comprovaram a

efetividade da reproducdo do modelo experimental para DRC adotado neste estudo.

A I/R consiste em lesao reversivel e subletal nas células, que contribui de
maneira significativa para a disfuncdo tubular renal, com consequente retencao
hidrica, o que culmina em uma diminui¢éo ainda mais significativa do fluxo urinario na
presenca de DRC ?8, O insulto agudo da I/R no DRC, neste estudo, induziu a
diminuicdo da relagéo peso do rim/peso do animal que pode ser associada a reducao
funcional renal, pois na condicdo aguda ocorre reducdo do ritmo de filtracao
glomerular com vasoconstricao renal e consequente diminuicdo do fluxo sanguineo

renal e aumento da resisténcia vascular renal 29,

Tanto a DRC quanto a I/R levam a redugéo na taxa de filtragdo glomerular,
alteragcdo que foi evidenciada por alteracbes na creatinina sérica e clearance de
inulina.  Um importante marcador para diagnostico clinico da disfuncdo renal é a
creatinina sérica, substancia endogena cuja elevacdo demonstra comprometimento
da funcéo renal, enquanto a inulina, substancia exdgena, € um marcador considerado
padrdo ouro para determinacdo experimental da taxa de filtracdo glomerular, cuja
diminuicao reflete a reducéo da funcédo renal em casos de DRC e de forma mais
intensa na agudizacdo como no caso de LRA por I/R 8% 171 No presente estudo os
animais DRC apresentaram elevacao da creatinina sérica e reducéo do clearance de
inulina. Quando submetidos a inducdo de I/R observou-se elevacdo adicional da
creatinina sérica acompanhada de reducdo exacerbada do clearance de inulina,
caracterizando condicdo que confirma que o insulto aguda contribui para a piora e

progresséo da DRC.

A I/R renal tem como causas mais comuns a reducéao do fluxo sanguineo renal,
a nefrectomia parcial, o transplante renal, a hipovolemia, a hipotensao, a hipertenséo,
a angioplastia da artéria renal e a cirurgia de aneurisma da aorta ¥4 A I/R ocasiona
lesdo tecidual durante isquemia que, mesmo apds o0 restabelecimento do fluxo

sanguineo, na reperfusdo, exacerba os danos teciduais, devido a producdo de EROs
[31]

A Curcumina, um pigmento ativo encontrado na Cudrcuma Longa, €
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guimicamente considerado um flavonéide e no organismo atua principalmente como

um doador de elétrons, o que Ihe confere atividade antioxidante [,

Em modelos in vivo e in vitro de injaria de I/R miocardica, a atividade
cardioprotetora da Curcumina foi demonstrada com envolvimento da ativagéo da
proteina de sobrevivéncia celular SIRT1, resultando em preservacdo da funcédo
mitocondrial por manutencédo do potencial redox com ativagédo da enzima antioxidante
endogena superéxido dismutase e diminuicdo de formacbGes de perdxido de
hidrogénio B3I, A suplementacdo com Curcumina em ratos submetidos a I/R
coronariana também resultou em melhora do desempenho funcional, efeito

antiapoptotico, além da melhora funcional e atividade antioxidante 34,

Estudo em modelo de I/R por ocluséo uni ou bilateral do pediculo renal de ratos
ja demonstrou eficacia do tratamento com Curcumina, com melhora da funcéo renal,
associada a diminuicdo de marcadores inflamatérios, reducéo de proteinas da matriz,

além de eliminacédo de EROs diretamente e inducao indireta de enzimas antioxidantes
[35]

Corroborando os achados dos estudos citados que mostram o papel benéfico
gue a Curcumina em modelos agudos de lesdo por I/R renal e cardiaca, o presente
estudo reafirma os efeitos benéficos do pré-tratamento com Curcumina na I/R renal e

destaca o seu papel terapéutico em presenca de DRC.

Neste estudo, observou-se efeito benéfico da Curcumina no DRC+I/R em
animais com melhora da funcdo renal, demonstrada por elevacdo do clearance
inulina, além de melhora hemodinamica renal, demonstrada por elevacao do fluxo
sanguineo renal e reducao do fluxo sanguineo renal, somado a melhora do balanco
redox por reducdo dos metabdlitos oxidativo (peroxidos urinarios, TBARS e nitrato

urinario) acompanhado de manutencéo da reserva antioxidante tidlica no tecido renal.

Considerando que a sobreposicdo de I/R a DRC representa fator de inducéo a
progressdo da condi¢do crbnica e que medidas com baixo risco terapéutico e
excelentes respostas funcionais de renoprote¢cdo como a demonstrada nesse estudo
pela Curcumina, o estudo reitera a importancia do incentivo ao desenvolvimento de
estudos que confirmem em definitivo o efeito renoprotetor desse fitomedicamento e

sua introdug&o em guias terapéuticos.
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8 CONCLUSAO

O modelo de ablagéo de massa renal 5/6 induziu a reducgdo da fungéo renal,
hipertrofia renal, aumento da resisténcia vascular renal e reducéo do fluxo sanguineo

renal.

A I/R desencadeou um decréscimo da fun¢éo renal e maior comprometimento
da hemodinamica renal com lesé@o oxidativa evidenciada pela elevacéo dos perdoxidos
urinarios, TBARS, NO e por uma diminui¢cdo da reserva antioxidante tiolica.

O tratamento com Curcumina preservou a funcdo e hemodinamica renal dos
animais com DRC submetidos ao insulto da I/R, promovendo melhora no perfil

oxidativo com reducao de oxidantes e preservacao de reserva antioxidante.
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LT L Faculdads de Medicing da Universidads de 530 Paulo
MEDICIM Avenida Dr. Amaida, 455
Pacasmbu — S3o Fauo— 5P

COMISSA0 DE ETICA NO TTS0 DE ANIMATS

Certificamos gue a proposta intitulada “Efeito da Curcumina ma
lesio renal aguda por isquemia/reperfusio em ratos com doenca remal
crindca” registrada com o M9 12762019, sob a responsabilidads de Maria de
Fatima Fermandes Vattimo & Carolina Conde, apresentada pela Escola de
Enfermagem USP - que envalve 3 producio, manutencdo e/on utilizacdo de animais
pertencentes 33 filo Chordata, subfilo Wertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica (on ensino) - encontra-se de acords com os preceitos da Led no
11794, da ¥ de oumbro de 2008, do Decreto no 6.89q, de 15 de julho de 20049, & com
as normas editadas pelo Conselho Wacional de Controle de Experimentagdo Animal
(COMCEA), e foi aprovada pela COMISSA0 DE ETICA MO US0 DE ANIMAILS
(CEUTA]) da Farnldade de Medicina da TT5P em 02 042019

Finalidade [ JEnsing {x ) Pesquisa Clentifica
Vigendia da automz=igio Inicioc 1B-03-2000 Térming: 1B-03-2020
Espécisflinhagem /raca Bato wistar

N0 de animais 28
PesofTdsds 8 semanas
Sexo machog
Origem Biotéria oo ICHB

A CELTA FMUSP solicita que ao final da pesquisa seja enviado Bslatorio com todas
as atividades.
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