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em ratos diabéticos [monografia]. S&o Paulo: Escola de Enfermagem, Universidade de S&o
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RESUMO

Introducdo: A presenca do Diabetes Mellitus (DM) aumenta a suscetibilidade para injdria
renal aguda causada por isquemia e reperfusdo (I/R) que, na clinica, podem coexistir em
pacientes diabéticos em condi¢Bes criticas. I/R e DM compartilham mecanismos
fisiopatoldgicos comuns como a inflamacdo e a oxidacdo. A Curcumina, presente na
Curcuma longa I., é considerada um fitomedicamento com propriedades anti-inflamatérias.
Objetivo: Avaliar o efeito do tratamento prévio com Curcumina na fungdo renal,
hemodinamica e perfil oxidativo de ratos diabéticos submetidos a I/R. Metodologia: Foram
utilizados ratos da raca Wistar, machos e adultos, pesando entre 250-290 g, randomizados
em quatro grupos: Citrato: receberam o tampdo citrato em pH 4,2, i.v.,caudal, dose Unica, no
1° dia do protocolo; DM: receberam 65 mg/kg de STZ, i.v., caudal, dose Unica, diluida em
tampéo citrato, pH 4,2 no 1° dia de protocolo; DM + I/R: receberam 65 mg/kg de STZ, i.v.,
caudal, dose Unica, diluida em tampéo citrato, pH 4,2 no 1° dia de protocolo, no 26° dia foi
feito o clampeamento bilateral dos pediculos renais por 30 minutos com clamps vasculares
ndo traumaticos; DM + I/R + Curcumina: animais diabetizados que no 17° dia do protocolo
receberam Curcumina 30mg/kg/dia, v.0., até o 27° dia, no 26° dia foi feito o clampeamento
bilateral dos pediculos renais por 30 minutos com clamps vasculares ndo traumaticos. A
funcdo renal foi avaliada por meio do clearance de inulina, proteindria, fluxo urinario,
creatinina plasmatica e urinaria. A hemodinamica renal foi avaliada pela mensuracdo do
fluxo sanguineo renal (FSR) e célculo da resisténcia vascular renal (RVR). O perfil oxidativo
foi analisado pela mensuracdo dos perdéxidos urinédrios (PU), nitrato urinario (NO),
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) e tidis no tecido renal. Resultados: O
tratamento com Curcumina nos animais diabéticos submetidos ao insulto de I/R resultou em
aumento do clearance de inulina e reducdo da creatinina sérica, além de a hemodindmica
renal mostrar elevacdo do FSR e reducdo da RVR, com melhora do perfil oxidativo com
reducdo dos metabdlitos oxidativos e nitrosativos (PU, TBARS, NO) e aumento de reserva
antioxidante tiolica. Conclusdo: A Curcumina promoveu melhora da funcédo renal de ratos
diabéticos submetidos a I/R com protecdo na hemodinamica renal e perfil oxidativo renal

quando comparados com aqueles que nédo receberam o fitomedicamento.

Palavras chaves: Diabetes; Curcuma; Isquemia/reperfusao



Machado DI. The anti-inflammatory effect of Curcumin on renal ischemia / reperfusion
injury in diabetic rats [monograph]. Sdo Paulo: School of Nursing, University of S&o Paulo;
2019.
SUMMARY

Introduction: The presence of Diabetes Mellitus (DM) increases the susceptibility to acute
kidney injury caused by ischemia and reperfusion (I/R) which, in the clinic, may coexist in
diabetic patients in critical conditions. I/R and DM share common physiopathological
mechanisms, like inflammation and oxidation. Curcumin, present in Curcuma longa l., is a
phytomedicine with a natural anti-inflammatory effect. Objective: The aim of this study is
to evaluate the effect of previous Curcumin treatment on renal function, hemodynamics and
oxidative profile of diabetic rats submitted to I/R. Methods:Wistar male adult rats, weighing
250-290 g were randomized into four groups: Citrate: received citrate buffer at pH 4.2, i.v.,
single dose, on day 1 of protocol; DM: received 65 mg/ kg STZ, i.v., tail, single dose, diluted
in citrate buffer, pH 4.2 on day 1 of protocol; DM + | / R: received 65 mg / kg STZ, iv, tail,
single dose, diluted in citrate buffer, pH 4.2 on day 1 of protocol, on day 26 bilateral renal
pedicle clamping for 30 minutes, with non-traumatic vascular clamps; DM + | / R +
Curcumin: Diabetic animals that on day 17 of the protocol received Curcumin 30mg / kg /
day, until the 27th day, on the 26th day bilateral renal clamping of the pedicles for 30 minutes
with non-traumatic vascular clamps. Renal function was assessed by inulin clearance,
proteinuria, urinary flow, plasma and urinary creatinine. Renal hemodynamics were assessed
by measuring renal blood flow (RBF) and calculating renal vascular resistance (RVR) and
oxidative profile by measuring urinary peroxides (UP), urinary nitrate (NO), thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS) and thiols in renal tissue. Results: Curcumin treatment in
diabetic animals submitted to I / R insult resulted in increased inulin clearance and decreased
serum creatinine. Renal hemodynamics showed increased RBF and decreased RVR,
accompanied by an improvement in oxidative profile with a reduction in oxidative and
nitrosative metabolites (UP, TBARS, urinary nitrate) and an increase in thiol antioxidant
reserve. Conclusion: Curcumin promoted renal function improvement in diabetic rats
submitted to |1 / R with beneficial repercussion on renal hemodynamics and renal oxidative

profile comparing with control rats.

Keywords: Diabetes; Turmeric; Ischemia / reperfusion



1 INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca cronica complexa cada vez mais comum
ao redor do mundo, e de acordo com as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes
2017-2018, sua manifestacdo clinica, juntamente com suas condi¢BGes associadas, sdo
decorrentes de diversos fatores tais como genéticos, ambientais, sociais e imunologicos.
Conforme dados apresentados pela Federacdo Internacional de Diabetes (International
Diabetes Federation, IDF, 20150, o DM afeta 8,8% da populagdo mundial o que significa
que 415 milhdes de pessoas convivem com DM no mundo 221,

A hiperglicemia é apontada como causadora das complicacGes decorrentes do DM,
sendo essas classificadas como microvasculares (nefropatia, retinopatia e neuropatia) ou
macrovasculares (acidente vascular encefalico e aterosclerose) 1. Uma das principais
complicacbes do DM em individuos com hiperglicemia sustentada é doenca renal do
diabetes (DRD), ou também conhecida como nefropatia diabética (ND), presente em cerca
de 30% a 50% dos pacientes ™. Clinicamente, a classificacio da ND é caracterizada por
reducdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG) e proteinaria (excrecéo urinéria de albumina

- EUA), que na maioria das vezes, esta associada a uma elevacio da pressdo arterial 11,

A hiperglicemia sustentada induz o metabolismo da glicose excedente promovendo
a formacdo de produtos de glicacdo avancada (AGEs) com producdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) principalmente através da via das hexosaminas e via dos polidis,
alterando mediadores de vasoconstricdo (prostaglandina) e vasodilatacdo (0xido nitrico)
que resultam em insulto hemodindmico com reducdo do fluxo sanguineo renal Bl A
manutencao dessas lesdes favorece a producdo enddgena de citocinas pré-inflamatérias que
déo inicio ao processo inflamatdrio associado aos processos redox, que perpetua a produgéo
de EROs Bl. A simultaneidade desses eventos resulta em glomeruloesclerose e lesdo ttbulo-
intersticial aumentando a suscetibilidade de individuos diabéticos para lesdo renal aguda

causada por isquemia e reperfusdo (I/R) B4,

A I/R é a principal causa de injuria renal aguda (IRA) decorrente de procedimentos
como transplante renal, cirurgia vascular da aorta e das artérias renais e nefrectomia parcial
resultando em reducdo da fungéo renal. Isso porque, durante a hipovolemia, ocorrem

alteracdes vasculares com intengéo de manter TFG. Dependendo da duragéo desse insulto,



a reperfusdo causara lesdes tubulares e vasculares, em parte devido a producdo e liberagédo
de citocinas pré-inflamatorias e EROs durante a isquemia. Essa condicdo inflamatdria com
oxidacdo causa também desequilibrio da integridade da parede endotelial que aumenta a

sua permeabilidade levando a infiltracio de leucdcitos ao parénquima renal 561,

Para conter o aparecimento das complicacdes da I/R agravadas no DM preconiza-
se o pré-tratamento utilizando medicamentos alopaticos e fitoterapicos. A Carcuma longa
linn, popularmente conhecido como Curcuma, Agafrdo da Terra, Gengibre Amarela e Raiz
de Sol, é um fitomedicamento com propriedades farmacoldgicas provenientes do principio
ativo presente na planta chamado Curcumina, o qual tém sido analisado em varios estudos
experimentais comprovando sua eficacia em um amplo espectro de vias e alvos
moleculares, com capacidade de atuar na diminui¢do dos niveis sanguineos de glicose,

modulacdo de fatores de transcricdo, acOes analgésicas e efeitos antioxidantes e anti-
inflamatorios [,

A atividade anti-inflamatdria da Curcumina é atribuida a sua capacidade de modular
a sinalizacdo do fator de transcricdo NF-kB, de acdo inflamatdria, dependente da citocina

pro- inflamatéria TNF-a. Ha também evidéncias em células hepaticas de ratos, que a

Curcumina ativa fatores peroxissoma y (PPARY), os quais inibem a ativacdo de NF kg

Adicionalmente, em modelo de I/R cerebral, a Curcumina demonstrou efeitos
antioxidantes, inibindo EROs, NADPH oxidase (fonte de radicais livres de oxigénio) e

eliminando radicais hidroxila, superdxidos e oxigénio singleto [,

Como visto a I/R e DM sdo complicacBes prevalentes no cotidiano clinico e
compartilham mecanismos fisiopatoldgicos comuns. O uso de fitomedicamentos como
Justicia acuminatissima, Uncaria tomentosa e Isoflavona tém se demonstrado eficaz na
reducdo dos efeitos de comprometimento da funcdo renal na I/R em modelos experimentais
[10.11.12] * A hipotese desse estudo é que a Curcumina possa exercer efeito renoprotetor na

situacdo de insulto agudo por isquemia na coexisténcia com DM.

2 OBJETIVO

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



ratos diabéticos submetidos a I/R.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Comité de ética

Este estudo foi submetido & Comissédo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo (CEUA - FMUSP) sob protocolo n® 1275/2019.

3.2 Animais

Foram utilizados ratos da raca Wistar, machos e adultos, pesando entre 250- 290 g.
Os animais foram mantidos com livre acesso a agua e racéo e permanecerao em condicdes

térmicas com ciclos alternados de dia e noite.

3.3 Procedimentos

3.3.1 Indugéo da DM

O DM foi induzido por meio da administracdo de 65 mg/kg intravenosa (i.v.) caudal
de Estreptozotocina (STZ) (Sigma Chemical Company, St Luis, MO, EUA) dissolvida em
tampdo citrato, pH 4,2. Foram considerados diabéticos os animais que apresentarem
glicemia acima de 250 mg/dl, 48 horas apds o procedimento de inducdo. A determinacdo
quantitativa da glicemia foi feita em amostra de sangue capilar fresco coletado a partir de
puncdo caudal e os valores foram obtidos por meio de tiras-teste e monitor de glicemia
(Accu Chek® Active,Roche Diagnostics) [¥l. Durante quatro semanas subsequentes, 0 peso

corporal e a glicemia foram controladas semanalmente.

3.3.2 Administracéo 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/100g [,



3.3.3 Modelo de injaria renal aguda por isquemia e reperfuséo

Os animais foram anestesiados com Thiopentax® (tiopental sodico: 50 mg/kg, i.p.)

e submetidos a laparotomia para clampeamento bilateral dos pediculos renais por 30

minutos com clamps vasculares ndo traumaticos. Todos os animais foram avaliados na

recuperacdo anestésica e receberam analgésico no pds-operatorio (Tramadol: 5 mg/Kkg, i.p.,
8/8h) 61,

3.4 Grupos experimentais

b)

d)

Os animais foram divididos nos seguintes grupos:

Citrato (n=5): animais que receberam o tampdo citrato (diluente da STZ) em pH 4,2,

i.v.,caudal, dose Unica, no 1° dia do protocolo experimental;

DM (n=5): animais que receberam 65 mg/kg de STZ, i.v., caudal, dose Unica, diluida

em 0,1M de tampdo citrato em pH 4,2 no 1° dia de protocolo experimental

DM + I/R (n=5): animais que receberam 65 mg/kg de STZ, i.v., caudal, dose Unica,
diluida em 0,1M de tampao citrato em pH 4,2 no 1° dia de protocolo experimental, no
26° dia foi feito o clampeamento bilateral dos pediculos renais por 30 minutos com

clamps vasculares ndo traumaticos.

DM + I/R + Curcumina (n=5): animais diabetizados 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 bilateral dos pediculos renais por 30 minutos com clamps vasculares

nao traumaticos.

3.5 Parametros avaliados

3.5.1 Ingesta alimentar e a mensuracgdo do peso corporal

O consumo alimentar e o peso corporal dos animais foram verificados

semanalmente por meio de balanca analitica e os resultado foram expressos em gramas.



3.5.2 Glicemia

A determinacdo quantitativa da glicemia foi feita em amostra de sangue capilar
fresco coletado a partir de puncgéo caudal e os valores foram obtidos por meio de tiras-teste
e monitor de glicemia (Accu Chek® Active, Roche Diagnostics).

3.6 Coleta da amostra sanguinea e determinacgéo do peso renal

Os protocolos experimentais terdo duracdo de 4 semanas (28 dias) durante as quais 0
peso corporal e a glicemia dos animais foram controladas semanalmente. No 27° dia do
protocolo experimental, os animais dos diversos grupos foram colocados em gaiolas
metabdlicas para mensuragdo do volume urinario, ingesta hidrica e alimentar de 24 horas.
As amostras urinarias foram utilizadas para realizacéo de estudos de funcgdo renal e estresse

oxidativo.

Retirados das gaiolas metabolicas no 28° dia os animais foram anestesiados com
Thiopentax® (tiopental sédico: 50 mg/kg) i.p. e submetidos aos procedimentos necessarios
para estudos de funcédo 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 puncdo da aorta abdominal. O rim direito foi retirado e em seguida pesado para o calculo
da razdo peso do rim/peso do animal e o rim esquerdo foi removido, acondicionado e
armazenado em refrigerador a -80°C para estudos posteriores de mensuracdo de tidis ndo
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 laboratério de pesquisa
[13]

3.7 Avaliacao da funcéo renal

3.7.1 Clearance de inulina

A taxa de filtracdo glomerular foi determinada por meio da técnica de clearance de
inulina. O animal foi anestesiado com Thiopentax® (tiopental sédico: 50 mg/kg) i.p. e foi
realizada a cateterizacao da veia jugular para infusédo 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. ap6s um periodo de
estabilizagdo de 30 minutos, foi iniciada a coleta de urina a cada 30 minutos por meio da
cateterizacdo da bexiga e coleta de amostra sanguinea a cada 60 minutos, para analise da
concentracdo de inulina urinaria e plasmatica pelo método de Antrona. O clearance de

inulina foi expresso em ml/min/100g [4 51,

3.7.2 Creatinina sérica e urinaria

A dosagem de creatinina urinaria e sérica foi determinada pelo método de

colorimetria conhecido como método de Jaffé [,

3.8 Avaliagdo da hemodinamica renal

A artéria renal esquerda foi isolada e envolvida por sonda ultrassdnica para
mensuracao do fluxo sanguineo renal (FSR). A presséo arterial média (PAM) foi registrada
por meio da cateteriza¢do da artéria cardtida para avaliacdo da resisténcia vascular renal
(RVR) calculada através da formula: RVR = PAM /FSR 9],

3.9 Avaliacao do perfil oxidativo

3.9.1 Dosagem de peroxidos urinarios

Os perdxidos sdo encontrados em todos os fluidos corporais, especialmente na
urina. AlteracGes de seus niveis sdo consideradas como marcadores de geracdo de H202 ou
preditores da extensdo da lesdo oxidativa in vivo. A mensuracdo direta de perdxidos pode

ser realizada por meio do método de analise FOX-2 171,

O método FOX-2 consiste na determinacdo dos niveis de peroxido por meio de
método ferro-xilenol laranja. Os perdxidos sdo considerados como potenciais indicadores
da formac&o ou resultantes das moléculas reativas de oxigénio. Os perdxidos oxidam o ion
Fe2+ para ion Fe 3+ quando diluidos em solugdo &cida, como descrita na reacdo: Fe2++
ROOH Fe3+ + RO + OH-

O xilenol laranja [&cido (o-cresolsulfonaftalina 3°, 3°’ —bis (metilamino) acido
diacético] apresenta alta seletividade para o ion Fe3+ produzindo um complexo de coloracédo

azul-arroxeado (o= 4,3 x 104 M-1 cm -1). A preparagdo da solugdo obedeceu a seguinte



ordem para realizacdo do método de xilenol laranja versao 2 (FOX-2):

- 90 ml de metanol e 10 ml de agua bidestilada; 100 uM de xilenol laranja; 4 mM de BHT
(2[6] — di-ter-butil-p-cresol); 25 mM da solucéo de acido sulfurico (H2SO4); 250 uM de

sulfato ferroso de aménio (Vetec Quimica- RJ, Brasil).

A resultante da somatdria dos reagentes acima consiste na solu¢do FOX. Na etapa
seguinte, 100 ul da amostra urinaria foi acrescentada em 900 pl da solugdo FOX-2. A
solucdo foi homogeneizada e permanecera em repouso durante 30 minutos em temperatura
ambiente. A leitura foi realizada por espectrofotometria em absorbancia de 560nm, apds a
retirada de residuos de proteinas ou outros materiais da centrifugacdo [71. Os valores foram
estabilizados por grama de creatinina urinaria e expressos por nmol de peréxidos/grama

creatinina.

3.9.2 Determinacdo de nitrato urinario

A sintese de oxido nitrico (NO) foi avaliada por meio da quantificacdo de nitrato
(NOs-), metabdlito estavel do NO, pelo método de Griess. A reagdo é colorimétrica e se
baseia na reacdo dos nitritos com &cido sulfanilico e copulacdo com cloridrato de alfa-
naftilamina em meio acido (pH entre 2,5 e 5,0) formando o acido alfa-naftilamino- p-
azobenzeno-p-sulfonico de coloracdo résea. Cerca de 150ul da amostra urinéria dos
diversos grupos foi adicionada a 150ul 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 nitrato de sddio (NaNOs) na

concentragdo de 0,1 a 1,0 M [28],

O equacionamento da mensuracdo 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.

3.9.3 Dosagem de substéncias reativas com acido tiobarbiturico (TBARS)

urinério

O MDA ¢é um dos aldeidos frequentemente analisados em métodos analiticos
quantitativos e qualitativos para determinacgdo dos indices de peroxidacéo lipidica e pode
ser detectado por varios métodos, dentre eles por meio da reacdo com o cido tiobarbiturico,
ao qual reage com varias substancias, dentre elas 0 MDA [29],



A dosagem de TBARS na urina consistira na adicdo de 0,4 ml da amostra de urina
com 0,6 ml de &gua destilada. Foram acrescentados nessa dilui¢do 1,0 ml de TCA 17,5% e
1,0 ml de acido tiobarbiturico (0,6% pH 2), sendo que todos os tubos de ensaio com a
solucdo foram mantidos no gelo durante essa primeira etapa do processo. A solucdo foi
homogeneizada e depois colocada em agua fervente (banho-maria) durante 20 minutos para
reacdo com &cido tiobarbitdrico. Na etapa seguinte a solugéo foi retirada do banho-maria,
resfriada em gelo e adicionado 1,0 ml de TCA 70%. A solugdo 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 (9,
3.9.4 Analise de tiois solGveis ndo protéicos no tecido renal

O mais relevante composto tidlico presente em sistemas bioldgicos é a glutationa
(GSH). A GSH esta presente em todas as células e se constitui em principal tampao redox,
onde suas funcdes bioldgicas estdo centradas no grupamento tiol, presente na cadeia lateral
que passa por repetidos ciclos de oxidagéo e reducdo. 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 tidis de duas moléculas de GSH condensam por uma ligacao de dissulfeto). As
altas concentracfes de GSSG indicam desequilibrio redox ou presenca de lesdo oxidativa.
Portanto, a mensuracdo 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 ti6is oxidados e menores concentragdes de tidis no tecido renal 2,

A quantificacdo dos tiois foi realizada a partir de amostras do tecido renal trituradas
e homogeneizadas com solucdo 10 nM de acetato de sddio, 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 Rad, e outra aliquota foi utilizada para dosagem
dos tidis soltveis 2%, A segunda aliquota foi precipitada com &cido tricloroacético a 10%
(1:1) e novamente centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos a 4°C. O volume de 400 pl das
amostras precipitadas e diluidas foram homogeneizadas em solu¢do de DTNB e tampéo Tris

(pH 8,0). Apos 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 quantificagdo de proteinas totais foi feita a correlagdo com a mensuracéo de tiois
soliveis. Todos os valores obtidos foram estabilizados por nmol de tidis/mg de proteinas

totais.

4 LOCAL

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

5 ANALISE DOS DADOS

Os resultados serdo apresentados como media + desvio padrdo. Ao término do
estudo, os dados finais foram submetidos a analise de variancia ANOVA, seguida de teste

comparacOes multiplas de Tukey. Os valores p<0,05 foram considerados significantes.

6 RESULTADOS

Os animais do grupo Citrato apresentaram resultados que foram considerados como

padrdo de normalidade para os parametros analisados a seguir.

6.1 Parametros fisioldgicos

Como apresentado na Tabela 1, os grupos diabéticos: DM, DM+I/R e
DM+I/R+Curcumina apresentaram parametros de glicemia distintos, quando comparados ao
grupo Citrato durante as quatro semanas. Os grupo DM, DM+I/R e DM+I/R+Curcumina
apresentaram evolugdo semelhante no pardmetro mencionado e mantiveram diferenga linear

com o grupo Citrato..



Tabela 1. Acompanhamento semanal da glicemia dos grupos Citrato, DM, DM+I/R e

DM+I/R+Curcumina. Sao Paulo 2019.

Grupos n Inicial - 48h 12 Semana 22 Semana 3% Semana 42 Semana
Citrato 5  86,67£374 89,67+ 8,26 97,33+10,70 86,17 + 11,57 95,67 + 7,66
DM 5 374,60+51,29° 389,25+ 76,19° 389,75+91,22% 380,75 +84,01* 390,00 + 58,03
DM+I/R 5 342,57+57,43*  342,00+67,89° 334,71+37,46% 374,57 £78,08° 345,86 + 57,20
DM+I/R+Curcumina 5 330,71+ 63,30° 349,43+ 43,28 346,43 +55,65° 335,14 +66,61* 311,29 + 66,462

3 p<0,05 versus Citrato; ® p<0,05 versus DM; ¢ p<0,05 versus DM+I/R

Na avaliacdo de peso dos animais, os grupos DM, DM+I/R e DM+I/R+Curcumina

apresentaram uma manutencdo do peso ao longo das quatro semanas quando comparados ao

grupo Citrato, conforme demonstrado na Tabela 2. O grupo DM+I/R apresentou leve

variacdo na primeira e quarta semana quando comparado ao grupo Citrato e DM.

Tabela 2. Acompanhamento semanal do peso dos grupos Citrato, DM, DM+I/R e
DM+I/R+Curcumina. S&o Paulo 2019.

Grupos n 12 Semana 22 Semana 32 Semana 42 Semana
Citrato 5 278,40+ 57,53 305,60 + 59,92 343,00 + 48,66 366,00 + 53,84
DM 5 281,50+ 9,04 274,00 £ 9,56 271,75+ 12,97 246,75+ 15,632
DM+I/R 5 216,14+ 21,79%® 233,00 £ 35,212 242,66 + 41,80° 281,28 + 17,47®
DM+I/R+Curcumina 5 258,00+ 14,07 283,67 £ 23,01 278,60 £ 17,61* 309,48 £ 13,79%

3 p<0,05 versus Citrato; ® p<0,05 versus DM; ¢ p<0,05 versus DM+I/R

Observou-se aumento no peso do rim dos animais nos grupos DM e DM+I/R quando

comparados ao mesmo parametro do grupo Citrato (Peso rim: DM =1,85 + 0,22, DM+I/R

=1,76 £ 0,38 vs Citrato= 1,30 + 0,06). Sendo que 0 mesmo ndo ocorreu no grupo tratado (
Peso rim: DM+I/R+Curcumina = 1,44 + 0,20).

Adicionalmente, a relacdo peso rim e peso do animal dos grupos diabéticos ndo

tratados foi maior, comparado ao grupo Citrato (Peso rim/Peso animal: DM= 0,61 + 0,04,
DM+I/R= 0,53 £ 0,01 vs Citrato= 0,33 = 0,06). A administracdo de Curcumina no grupo

DM+I/R+Curcumina interferiu significativamente nesses parametros quando comparado ao
grupo DM ( Peso rim: DM+I/R+Curcumina = 0,47 £ 0,08 vs DM = 0,61 £ 0,04), conforme

demonstrado na tabela 3.



Tabela 3. Parametros de peso do rim e relacao peso do rim/peso animal ao final dos

protocolos experimentais dos grupos Citrato, DM, DM + I/R e DM+I/R+Curcumina. S&o

Paulo 2019.
Grupos n Peso do rim (gramas) Peso rim/Peso animal
Citrato 5 1,30 £ 0,06 0,33+0,06
DM 5 1,85+ 0,222 0,61 + 0,042
DM+I/R 5 1,76 £ 0,382 0,530,102
DM+I/R+Curcumina 5 1,44 +0,20 0,47 +0,08®

3 p<0,05 versus Citrato; ® p<0,05 versus DM; ¢ p<0,05 versus DM+I/R

Os dados apresentados na Tabela 4 apontam que o grupo DM demonstrou maior

ingestdo de racdo e &gua somente quando comparado ao grupo Citrato (Racdo: DM= 35,4
+ 0,89 vs Citrato= 23,00 + 1,73; Agua: DM= 88,00 + 13,04, vs Citrato= 22,5 + 2,89). Houve

aumento no padrdo de ingesta de racdo e agua do grupo DM+IR+Curcumina quando

comparado aos animais dos grupos DM e Citrato ( Ra¢do: DM+I/R+Curcumina = 20,73 £
8,30 vs DM= 35,4 + 0,89, Citrato= 23,00 + 1,73; Agua: DM+I/R+Curcumina = 59,17 + 15,63
vs DM= 88,00 + 13,04, Citrato = 22,5 + 2,89). Ja no grupo DM+I/R, evidenciou-se 0 aumento

de ingestdo de racdo se comparado aos grupos Citrato e DM, e aumento na ingestao de agua
se contrastado com o grupo DM. (Racdo: DM+I/R= 19,78 + 9,44 vs DM= 35,4 + 0,89,
Citrato= 23,00 + 1,73; Agua: DM+I/R= 35,00 + 20,00 vs DM= 88,00 + 13,04 ). A

administragdo de Curcumina ndo interferiu significativamente nos parametros quando

comparados.

Tabela 4. Parametros de ingesta de racdo e agua em 24h dos grupos Citrato, DM, DM +

I/R e DM+I/R+Curcumina. Sdo Paulo 2019.

Grupos n Racéo (gramas) Agua (ml)
Citrato 5 23,00+ 1,73 22,50 + 2,89
DM 5 35,40 + 0,89? 88,00 + 13,042
DM+I/R 5 19,78 + 9,44%® 35,00 + 20,00°
DM+I/R+Curcumina 5 20,73 + 8,30% 59,17 + 15,63

3 p<0,05 versus Citrato; ® p<0,05 versus DM; ¢ p<0,05 versus DM+I/R

6.2 Funcéo renal



A funcdo renal foi avaliada de acordo com os parametros de fluxo urinério, creatinina
sérica e clearance de inulina, sendo que o grupo Citrato apresentou valores que foram
considerados como referéncia de normalidade (Fluxo urinario: 0,011 £+ 0,003, creatinina
sérica: 0,28 £ 0,05 e clearance de inulina: 0,91 + 0,26).

Nos grupos diabéticos, DM e DM+I/R+Curcumina, observou-se o aumento do fluxo
urinario na comparacao com o Citrato e ao comparar 0s grupos DM+IR e DM constata-se a
diminuicdo do fluxo apds o insulto I/R nos diabéticos. Comparando o grupo tratado
DM+I/R+Curcumina em relagdo aos DM+I1/R, nota-se a aumento do fluxo urinario préximo

aos niveis de normalidade, mesmo com a presenga do insulto I/R.

Quanto & mensuracdo de creatinina sérica, observou-se aumento nos grupos
diabéticos em relacéo ao grupo Citrato. O grupo DM+I/R apresentou aumento adicional deste
parametro quando comparado ao grupo DM e Citrato. O tratamento com Curcumina reduziu

essa variavel em relacdo ao grupo DM+I/R ndo tratado.

Adicionalmente, o clearance de inulina mostrou reducao nos grupos diabéticos (DM,
DM+1/R, DM+I/R+Curcumina) em relagdo ao Citrato. Esta diminui¢do foi mais acentuada
no grupo DM+I/R em comparacdo aos demais grupos DM. O grupo DM+I/R+Curcumina

mostrou melhora nessa variavel ao grupo DM+I/R.

Tabela 5. Funcao renal dos grupos Citrato, DM, DM+I/R e DM+I/R+Curcumina. Sdo

Paulo 2019.
Fluxo urinario 24 o o Clearance de
Creatinina sérica o
Grupos n horas inulina
. (mg/dl) :

(ml/min) (ml/min)
Citrato 5 0,011 0,003 0,28 +0,05 0,91 +0,26
DM 5 0,056 +0,0102 1,08 0,142 0,58 +0,042
DM+I/R 5 0,011 +0,005° 2,76 £0,67% 0,15 +0,06%
DM+I/R+Curcumina 5 0,025 +0,005%° 0,93+0,12% 0,44+0,11°

3 p<0,05 versus Citrato; ® p<0,05 versus DM; ¢ p<0,05 versus DM+I/R

6.3 Hemodinamica global e renal

A avalia¢do da hemodinamica renal foi realizada por meio da verificacdo da FSR e



RVR considerando a PAM e FC. O grupo Citrato foi considerado controle de normalidade
para os parametros mencionados, sendo que a FC e PAM apresentaram discreta variabilidade
entre os grupos, se m significancia estatistica.

O FSR foi reduzido nos animais DM, DM+I/R e DM+I/R+Curcumina, em relacao
ao grupo Citrato, sendo que o grupo DM+I/R, apresentou os valores de FSR mais
comprometidos na comparagdo com o DM. Adicionalmente, a administragdo de
Curcumina promoveu um aumento do FSR comparado aos animais DM+I/R, que néo
receberam esta intervencéo.

Os animais DM, DM+I/R e DM+I/R+Curcuminativeram aumento da RVR quando
comparados ao grupo Citrato. A presenca do insulto de I/R agravou os valores da RVR em
comparagdo ao grupo DM. J& os animais do grupo DM+I/R+Curcumina apresentaram

diminuicdo dos valores de RVR em relacdo ao grupo DM+I/R, como exposto na tabela 6.

Tabela 6. Hemodinamica renal dos grupos Citrato, DM, DM+1/R e DM+I/R+Curcumina.
Séo Paulo 2019.

Frequéncia B _ Fluxo Resisténcia
] Presséo arterial )
cardiaca o sanguineo vascular
Grupos . média
(batimentos por renal renal

: (mmHg)
minuto) (ml/min) (mmHg/mi/min)
Citrato 5 460,00+ 55,74 96,86 + 8,61 8,06 £1,25 11,35+1,91
DM 5 471,20+ 22,69 118,00 + 25,76 4,80+0,37% 26,69 + 6,80%
DM+I/R ) 499,50+ 40,67 94,67 + 4,97 2,21 £0,34® 43,49 + 5,69
DM+I/R+Curcumina 5 522,33+ 28,81 98,92 + 11,61 5,10+1,13*¢ 20,90 + 2,02*¢

2 <0,05 versus Citrato; ® p<0,05 versus DM; ¢ p<0,05 versus DM+I/R

6.4 Perfil oxidativo

Os animais do grupo Citrato apresentaram resultados que foram considerados como

referéncia de normalidade para os parametros oxidativos analisados a seguir.

A excrecdo de peroxidos urinarios demonstrou elevacdo nos grupos diabéticos
quando comparados ao grupo Citrato. A inducdo de I/R acarretou uma elevacédo adicional
nesse parametro em relagdo ao grupo DM. A administracdo de Curcumina promoveu menor

excrecdo de peroxidos quando comparados grupos DM+I/R e DM+I/R e DM+IR+



Curcumina.

Os animais DM, DM+I/R e DM+I/R+Curcuminaapresentaram aumento dos TBARS
em relacdo ao grupo Citrato. O grupo DM+I/R mostrou elevacdo significativa dessa variavel
quando comparado ao grupo DM. Essa alteracdo foi significativamente menor no grupo

DM+I/R+Curcumina.

Os grupos diabéticos apresentaram elevacéo significativa do NO, demonstrado pelo
aumento de nitrato urinério, quando comparados ao grupo Citrato, principalmente o grupo
DM+I/R, que apresentou elevacdo do parametro em relacdo ao grupo DM. A administragdo
de Curcumina induziu menor excrecdo de NO quando esse grupo foi comparado com o grupo
DM+I/R.

O consumo de tidis mostrou elevacdo nos grupos diabetizados quando comparado
aos animais Citrato. O grupo DM+I/R demonstra que o insulto de I/R causou maior consumo
de reserva antioxidante do que no grupo DM. O tratamento com Curcumina no grupo
DM+1/R+Curcumina elevou os tidis em relacdo ao grupo DM+I/R.

Tabela 7. Perfil oxidativo dos grupos Citrato, DM, DM+1/R e DM+I/R+Curcumina. S&o
Paulo 2019.

Peréxidos Peroxidacéo

Tidis no tecido

urinarios lipidica Nitrato urinario
. renal (nmol/mg
Grupos N (nmol/g de (nmol/g de (HM/g de creatinina
o o . de proteinas
creatinina creatinina Urinaria) )
o o totais)

urinaria) urinaria)
Citrato 5 090=x0,12 0,29 £ 0,05 22,01 £5,84 25,98 = 2,87
DM 5 359+0,38° 10,45 £ 0,46% 51,70 £ 10,452 15,52 + 2,452
DM+I/R 5 5,85+0,25%® 23,29 + 2,30% 165,83 +13,56% 11,01 +2,16%
DM+I/R+Curcumina 5 1,80 +0,48%%c 9,13 £ 2,40% 60,51 £ 10,87 19,86 + 2,77%*

3 p<0,05 versus Citrato; ® p<0,05 versus DM; ¢ p<0,05 versus DM+I/R

7 DISCUSSAO

As complicacdes da funcéo renal, hemodinadmica renal e perfil oxidativo decorrentes

do DM foram reproduzidas no modelo experimental de diabetizagdo induzida por STZ.

Adicionalmente, a realizagdo com éxito do insulto agudo por I/R nos animais diabéticos e o



papel renoprotetor da Curcumina neste modelo foram comprovados pelos resultados
demonstrados.

O modelo de DM realizado, que consiste na administracdo de um quimioterapico
capaz de degradar as células beta presentes nas ilhotas de langerhans no pancreas, foi
confirmado pelos resultados obtidos a partir do controle glicémico semanal, promovendo a
hiperglicemia sustentada, caracteristica do DM. Essa hiperglicemia sustentada esta
relacionada ao desenvolvimento de complicagbes tanto microvasculares quanto
macrovasculares.

A presenca do DM se configura como um fator de risco para instalagdo do insulto
agudo por I/R. A I/R promove reducdo da funcdo renal com comprometimento volémico
causando lesdes tubulares e vasculares 1. Conforme apresentado no presente estudo, 0s
animais diabéticos submetidos a I/R apresentaram comprometimento adicional da funcéao
renal demonstrado pela reducdo de clearance de inulina, marcador de funcéo renal
considerado padrdo ouro na pesquisa basica. Adicionalmente, a creatinina sérica, um
marcador clinico de disfuncdo renal, apresentou elevacdo, corroborando os achados em
outros estudos experimentais com o mesmo modelo de lesdo aguda 11,

As lesdes tubulares durante a I/R se relacionam a mecanismos de produgdo de EROs
e alteracdes hemodinamicas que foram demonstrados neste estudo, onde 0s animais
submetidos a I/R tiveram aumento dos metabdlitos oxidativos e nitrosativos (perdxidos,
TBARS, nitrato urinario) e apresentaram comprometimento da hemodindmica renal
(diminuicdo do fluxo sanguineo renal e aumento da resisténcia vascular renal).

As alteracdes hemodinamicas, que compreendem a diminuicdo do FSR e elevacdo da
RVR observadas nos animais diabétizados do presente estudo que confirmam as disfuncdes
decorrentes do DM. Quando essas sdo somadas a injdria de I/R, ocorre a acentuacao de seus
efeitos deletérios com maior RVR e menor FSR.

Ja o estresse oxidativo tem importante papel na patogénese do DM, possivelmente
decorrente da hiperglicemia sustentada, em que verifica-se a inducdo do metabolismo da
glicose excedente por outras vias diferentes da via glicolitica, como via dos polidis e
hexosaminas gerando EROs. [®l. Os peroxidos de hidrogénio, cuja excrecdo urinaria
demonstrou-se elevada nos animais induzidos ao DM, apresentaram elevagéo favorecendo
a ocorréncia de peroxidacdo lipidica, e seu consequente dano estrutural e funcional das
células afetadas. O processo oxidativo suscita 0 consumo de reservas antioxidantes
enddgenas como a glutationa, que se encontra reduzida frente condi¢cbes como DM, segundo

demonstrado neste estudo pela reducéo de tidis, grupamento integrante da glutationa [*21-



O tratamento prévio com Curcumina, um fitomedicamento com propriedades
farmacologicas anti-inflamatdrias e antioxidantes, interferiu nos efeitos deletérios renais
presentes no DM, com o comprometimento da hemodinamica renal pelo aumento do FSR e
diminuicdo da RVR. Ademais, o tratamento com Curcumina, induziu resultados benéficos
na diminuicdo de eliminacdo de perdxidos urinarios, TBARS e com a preservacao das
reservas tidlicas do tecido renal.

Em suma, o DM é considerado um fator de risco modificavel, sendo prevenivel, de
extrema relevancia na atual satude publica mundial. Este estudo reforca a importancia da
prevencdo como método mais eficaz em salde, e como ja previsto na Politica Nacional de
Préticas Integrativas e Complementares, a utilizagao de fitomedicamentos apresenta-se como
auxiliar a prevencdo ou no tratamento de doencas como 0 DM.

Diante disto, este estudo comprovou a eficacia como agente renoprotetor da
Curcumina no DM e em coexisténcia com I/R, tornando-se agente promissor para, apés
outros estudos pré-clinicos, com maior amostra e outras metodologias de avaliacdo de funcéo
renal, e clinicos, possa ser considerado como possibilidade terapéutica a ser incorporada na

clinica de pacientes diabéticos com risco para complicacdo da funcéo renal.

8 CONCLUSAO

O tratamento prévio com Curcumina promoveu melhora da funcdo renal de ratos
diabéticos submetidos a I/R com repercussdo benéfica na hemodinamica renal e perfil

oxidativo renal.
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ANEXO

—m— Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
MEDICINA Avenida Dr. Arnaldo, 455
—_— Pacaembu - S&o Paulo - SP
LIS

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que a proposta intitulada “0 efeito da Curcumina na
lesao por isquemia/reperfusio renal em ratos diabéticos” registrada com o
n® 1275/2019, sob a responsabilidade de Maria de Fitima Fernandes Vattimo
e Douglas Tkedo Machado, apresentada pela Escola de Enfermagem USP - que
envolve a produgio, manutengio efou utilizacio de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro
de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacio Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Faculdade
de Medicina da USP em reuniio de 27.03.19

Finalidade { )Ensino (x) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacio Inicio: 01-03-2019 Término: 01-03-2020

Espécie/linhagem/raca Rato wistar

N? de animais 28

Peso/ldade 8 semanas

Sexo machos

Origem Biotério do ICB
A CEUA FMUSP solicita que ao final da pesquisa seja enviado Relatério com todas
as atividades.

CEUA-FMUSP, 27 de Mar¢o de 2019

Dr. Eduardo Pompen
Coordenador
Comissiio de Etica no Uso de Animais

Comisséo de Etica no Uso de Animais da FMUSP
e-mail: ceua@im.usp.br



