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RESUMO

A lesédo renal aguda (LRA) é caracterizada por um répido e potencialmente
reversivel declinio na fungéo renal; no entanto, o tratamento atual da LRA néo é
especifico e esta associado a cuidados de suporte limitados. Considerando a
necessidade de novas abordagens terapéuticas, acreditamos que a lectina de
Dioclea violacea (Dvl), por possuir propriedades anti-inflamatérias, pode ser benéfica
para o tratamento da LRA induzida por isquemia/reperfuséo renal (I/R).

Dvl (1 ml/kg, i.v.) ou veiculo (100 pL) foram administrados a ratos Wistar
anteriormente a inducao da isquemia renal bilateral (45 minutos). Apds 24 horas de
reperfusdo, osclearances de inulina e paraminohipurato foram realizados para
determinar a taxa de filtracdo glomerular (TFG), o fluxo plasmatico renal (FPR), o
fluxo sanguineo renal (FSR) e a resisténcia vascular renal (RVR). Ureia plasmatica,
creatinina plasmatica e proteinuria foram analisadas por espetrofotometria. A
inflamacé&o renal foi medida usando a atividade de mieloperoxidase (MPO). Cortes
do rim foram corados com hematoxilina-eosina para avaliacdo de alteracdes
morfoldgicas. A producéao de anion superéxido, peroxido de hidrogénio, peroxinitrito,
radical hidroxil, 6xido nitrico e apoptose nos rins foram avaliados por citometria de
fluxo.

A /R resultou em TFG, FPR e FSR diminuidos e aumentou a RVR, uremia e
creatinina plasmatica; porém, estes parametros foram melhorados em ratos que
receberam Dvl. Ndo houve diferencas na proteintria dos diferentes grupos. As
alteracoes histomorfologicas induzidas pela LRA, como dilatagdo tubular, necrose
tubular e deposicdo de material protéico, foram atenuadas pela administracdo de
Dvl. O tratamento com Dvl resultou em diminuicdo na atividade de MPO, estresse
oxidativo e apoptose nos ratos submetidos a I/R.

Nossos dados mostraram que a Dvl possui um efeito protetor no rim, melhorando a
funcao renal ap6s a leséo por I/R, provavelmente devido a reducédo do recrutamento
de neutrofilos e do estresse oxidativo. Estes resultados indicam que a Dvl pode ser

considerada como uma nova abordagem terapéutica para a LRA induzida por I/R.
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ABSTRACT

Acute kidney injury (AKI) is characterized by a rapid and potentially reversible decline
in renal function; however, the current management for AKI is nonspecific and
associated with limited supportive care. Considering the need for more novel
therapeutic approaches, we believe that lectins from Dioclea violacea (Dvl), based on
their anti-inflammatory properties, could be beneficial for the treatment of AKI
induced by renal ischemia/reperfusion (I/R).

Dvl (1 mg/kg, i.v.) or vehicle (100 pL) was administered to Wistar rats prior to the
induction of bilateral renal ischemia (45 min). Following 24 hours of reperfusion, inulin
and para-aminohippurate (PAH) clearances were performed to determine glomerular
filtration rate (GFR), renal plasma flow (RPF), renal blood flow (RBF) and renal
vascular resistance (RVR). Plasma urea, plasma creatinine and urine protein were
analyzed by spectrophotometry. Renal inflammation was assessed using
Myeloperoxidase (MPO) activity. Kidney sections were stained with hematoxylin-
eosin to evaluate morphological changes. Intracellular superoxide anions, hydrogen
peroxide, peroxynitrite, hildroxil radical, nitric oxide and apoptosis production in the
kidneyswere analyzed using flow cytometry.

I/R resulted in diminished GFR, RPF, RBF, and increased RVR plasma urea and
plasma creatinine; however, these changes were ameliorated in rats receiving Dvl.
There were no differences in urine protein levels between groups. AKI-induced
histomorphological changes, such as tubular dilatation, tubular necrosis and
proteinaceous casts, were attenuated by Dvl administration. Treatment with Dvl
resulted in diminished renal MPO activity, oxidative stress and apoptosis in rats
submitted to I/R.

Our data reveal that Dvl has a protective effect in the kidney, improving renal function
after IR injury, probably by reducing neutrophil recruitment and oxidative stress.
These results indicate that Dvl can be considered a new therapeutic approach for

AKIl-induced kidney injury.
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1. INTRODUCAO

1.1. LESAO RENAL AGUDA

A lesdo renal aguda (LRA) é caracterizada por um répido e potencialmente
reversivel declinio na funcao renal, incluindo rapida diminuicdo na taxa de filtracédo
glomerular (TFG) e retencdo de residuos nitrogenados em um periodo de horas ou
dias (SINGH et al., 2012). A LRA resulta na incapacidade dos rins de exercerem
corretamente suas funcgdes, incluindo a excrecdo de substancias enddgenas e
exodgenas, a manutencdo do equilibrio hidro-eletrolitico, o controle dos volumes dos
compartimentos corporais e da pressao arterial, o controle da osmolaridade, o
equlibrio acido-base e a manutencdo das funcdes endocrinas (BARROS et al.,
2013).

Por existirem na literatura diversas defini¢gdes de “insuficiéncia renal aguda”, o termo
‘lesdo renal aguda”, traducdo do inglés “acute kidney injury”, tem sido utilizado
atualmente como nomenclatura preferivel para esta sindrome (MOORE; BELLOMO;
NICHOL, 2012). A terminologia “injuria renal aguda” também tem se tornado comum
no Brasil, principalmente na area de terapia intensiva (BARROS et al., 2013; PONCE
et al., 2011). A nova definicdo para a LRA em pacientes é caracterizada pelo
aumento da creatinina sérica maior que 0,3 mg/dL em 48 horas, ou aumento da
creatinina sérica em mais de 1,5 vezes o valor basal em menos de 7 dias, ou volume
urinario menor que 0,5 mL/kg/h em 6 horas (“KDIGO Clinical Practices Guideline for
Acute Kidney Injury”, 2012).

A LRA pode levar a um dano continuo do rim, portando existem critérios de
classificacdo para os diferentes estagios da doenca. Os critérios RIFLE (do acrénimo

Risk, Injury, Failure, Loss and End-stage) consistem em cinco niveis: risco, lesao,
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faléncia, perda de fungéo renal e estagio final da insuficiéncia renal (Tabela 1). Esse
sistema de classificacdo incorpora alteracfes na funcdo renal a partir dos niveis
basais e, apesar de ser uma classificacdo mais antiga, ainda € bastante utilizada e
clinicamente aplicavel. O critério AKIN (Acute Kidney Injury Networks) é baseado no
RIFLE, e estratifica a LRA em trés diferentes estagios (Tabela 2) (MOORE;
BELLOMO; NICHOL, 2012). O mais recente método de classificacao, e também o
mais utilizado, o KDIGO (Kidney Disease Improving Global Outcomes) combina os
criterios RIFLE e AKIN com pequenas modificacdes (Tabela 3) (“KDIGO Clinical

Practices Guideline for Acute Kidney Injury”, 2012).

Tabela 1: Classificacdo da LRA de acordo com o critério RIFLE. Adaptado de Moore,

2012.
Estagio Creatinina Plasmatica Producao de Urina
Ri Creatinina plasmatica >1,5 vezes o <0,5 mL/kg/h por 6-12
isco
basal horas
Lesh Creatinina plasmatica >2 vezes o <0,5 mL/kg/h por 212
esao
basal horas

Creatinina plasmatica >3 vezes o
basal ou creatinina plasmatica >4
mg/dL o basal com aumento
agudo 20,5 mg/dL

<0,3 mL/kg/h por =224
horas ou anuria por 212
horas

Insuficiéncia

Perda Perda completa da funcao renal >4 semanas

Estagio final Estagio final da doenca renal >3 meses
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Tabela 2: Classificacdo da LRA de acordo com o critério AKIN. Adaptado de Moore,

2012,
Estagio Creatinina Plasmatica Producéo de Urina
1,5a 1,9 vezes o basal ou
1 aumento 20,3 mg/dL <0,5 mL/kg/h por 6-12 horas
2 2,0 a 2,9 vezes o basal <0,5 mL/kg/h por 212 horas
3 3,0 vezes o basal ou aumento <0,3 mL/kg/h por =224 horas ou

20,4 mg/dL anuria por 212 horas

Tabela 3: Classificagdo da LRA de acordo com o critério KDIGO. Adaptado de

“KDIGO Clinical Practices Guideline for Acute Kidney Injury”, 2012.

Estagio Creatinina plasmaética Producao de urina

1,5a 1,9 vezes o basal ou

aumento 20,3 mg/dL <0,5 mL/kg/h por 6-12 horas

2 2,0 a 2,9 vezes o basal <0,5 mL/kg/h por 212 horas

3,0 vezes o basal; ou aumento
=0,4 mg/dL; ou se <18 anos,
3 TFG <35 ml/min/1,73 m?; ou
inicio da terapia de substituicdo
renal

<0,3 mL/kg/h por =224 horas ou
anuria por 212 horas

As causas da LRA tém sido tradicionalmente divididas em pré-renal, renal e pos-
renal. A LRA pré-renal ocorre em consequéncia da diminuicdo da perfusdo renal,
gue leva a reducdo na TFG. Entre as principais causas da LRA pré-renal podemos
destacar: sepse, doencas graves, choque circulatério, queimaduras, trauma e
cirurgias cardiacas. A LRA renal, também chamada de LRA intrinseca ou estrutural,
ocorre quando existe um dano nas estruturas do néfron, como glomérulos, tabulos,

vasos ou intersticio. Entre as causas da LRA renal se destacam a necrose tubular
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aguda, nefrite tdbulo-intersticial, pielonefrite, glomerulonefrite e necrose cortical.
Muitas vezes a LRA pré-renal provoca isquemia renal e leva ao desenvolvimento da
LRA renal. Portanto, a LRA pré-renal e LRA renal podem ocorrer de maneira
continua a um mesmo processo fisiopatoldgico, sendo juntas responsaveis por 75%
das causas de LRA.Por fim, a LRA pés-renal ou obstrutiva ocorre como resultado de
obstrucéo do fluxo urinéario, como calculos renais, lesdes por cirurgias nos ureteres,
coagulos, tumores e fibrose retroperitoneal (“‘KDIGO Clinical Practices Guideline for
Acute Kidney Injury”, 2012; MOORE; BELLOMO; NICHOL, 2012; SINGH et al.,

2012).

1.1.1. EPIDEMIOLOGIA

Héa tempos a LRA tem sido descrita como uma grave sindrome. Durante a Primeira
Guerra Mundial foi feita uma das primeiras descricdes detalhadas da doenca, que
era muito comum em soldados, como consequéncia da rabdomiolise (DUNN;
MCNEE, 1917). Em 1941, durante a Segunda Guerra Mundial, a fisiopatologia da
LRA foi novamente descrita, desta vez de forma mais completa, estando associada a
traumas musculares (BYWATERS; BEALL, 1941). A partir dai, indmeros relatos
sobre a LRA surgiram na literatura, ocorrendo devido a diferentes causas.

A LRA é uma complicacdo comum em pacientes criticos em internacdo, estando
associada com um aumento do risco de morte e com tempo prolongado de
internacdo em unidades de terapia intensiva (UTIs), (MOORE; BELLOMO; NICHOL,
2012). Devido a auséncia, durante muito tempo, de métodos claros para definicdo
da LRA, a sua descricao epidemiolégica tem sido limitada. Alguns trabalhos mostram
variacdes na mortalidade, tempo de internagdo e custos dependendo do critério

utilizado para definir a LRA (CHERTOW et al., 2005). Segundo revisao feita por Ricci
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e Ronco, a LRA possui incidéncia de 0,25% na populacdo geral, de 18% em
pacientes em leitos hospitalares e de 30 a 60% em pacientes em estado critico
(RICCI; RONCO, 2012). Alem disso, foi observado que a presenca da LRA aumenta
o indice de mortalidade em pacientes internados em UTI (28,8% vs. 8,1% em
pacientes sem LRA) e aumento do tempo de internagdo em UTI (média de 7 dias vs.
3 dias em pacientes sem LRA) (PICCINNI et al., 2011).

No Brasil, ha poucos dados sobre a epidemiologia da LRA, porém observa-se que a
doenca atinge principalmente pacientes com comorbidades e enfermidades graves,
especialmente durante o periodo de internacéo hospitalar (CERQUEIRA; TAVARES;
MACHADO, 2014). Um estudo realizado no Hospital Escola do municipio de Sé&o
Paulo entre 2005 e 2006 constatou que 76% dos pacientes submetidos ao
tratamento dialitico de hemodialise nas UTIs apresentavam LRA (SECCO;
CASTILHO, 2007).

A LRA, além de levar a danos significativos para milhdes de pacientes, possuli
também um grande impacto econémico para a sociedade devido ao aumento do
tempo de internacdo dos pacientes, implicando em um aumento de recursos
utilizados e gerando de custos mais elevados (MOORE; BELLOMO; NICHOL, 2012;

TOGEL; WESTENFELDER, 2014).

1.1.2. FISIOPATOLOGIA

A LRA é um processo multifatorial complexo, que ocorre principalmente como
resultado da reducdo dos niveis de oxigénio nos rins devido a diminuicdo do fluxo
sanguineo renal. Entre as principais consequéncias, podemos destacar a deplecéo

de ATP, acumulo intracelular de Ca?* e espécies reativas de oxigénio, infiltracédo de
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células inflamatérias, producdo de citocinas proé-inflamatérias e ativacdo de vias
apoptoticas (ZAHRAN et al., 2015).

A deplecao de ATP ocorre como resultado da diminuicdo dos niveis de oxigénio no
tecido renal, desencadeando uma série de cascatas bioquimicas que resultam em
dano e morte celular. A privacdo de oxigénio atinge principalmente a producao do
ATP pelas mitocondrias, portanto, estruturas que dependem predominantemente do
ATP mitocondrial, como os tubulos contorcidos proximais, sdo mais sensiveis a
lesdo renal do que outros segmentos do néfron (WEINBERG, 1991). Além disso, a
diminuicdo da producdo de ATP prejudica a atividade da bomba Ca?/ATPase,
responsavel por retirar o Ca?* citosoélico em excesso, levando ao acimulo deste ion
no citoplasma. Este ion Ca?* ativa fosfolipases e proteases, e aumenta ainda mais a
permeabilidade da membrana, com consequente influxo maior de Ca?* para os
compartimentos citoplasmaticos e mitocondriais, levando a lesdo celular irreversivel
(TUCCI JR. et al., 2005).

Adicionalmente a leséo renal ocasionada pela diminuicdo da oferta de oxigénio,
guando o fluxo sanguineo é normalizado, ocorre um aumento da producdo de
radicais livres que resulta em leséo dos rins via peroxidacdo da membrana lipidica e
danos as proteinas e ao DNA, contribuindo para a apoptose e morte celular. Além
deste fato, na LRA ocorre um down regulation do sistema de enzimas antioxidantes,
como catalase, superdxido dismutase e glutationa peroxidase, o que pode ser
responsavel pelo aumento da lesdo renal na LRA (MALEK; NEMATBAKHSH, 2015).
Mediadores inflamatorios e moléculas de adesdo como molécula de adeséo
intercelular-1 (ICAM-1), molécula de adesédo celular vascular-1 (VCAM-1), e
selectinas também atuam na LRA, recrutando leucdcitos e estimulando a infiltracéo
de neutréfilos para o tecido renal. Estas moléculas também levam a um aumento da

interacdo entre leucdécitos e células endoteliais, que pode promover danos as
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mesmas, agravando as consequéncias da reducdo do fluxo sanguineo (HAGAR,;
ABD EL TAWAB, 2012; MALEK; NEMATBAKHSH, 2015).

A inflamacéo que acontece durante a LRA esta envolvida em mais danos renais. No
inicio da LRA, inicia-se um aumento de citocinas pré-inflamatérias, como fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-6), cuja
producdo é induzida pelo infiltrado mononuclear e pelas células endoteliais. Também
ocorre um grande aumento da sintese de leucotrienos e da atividade da
ciclooxigenase (FEITOZA et al., 2008; MALEK; NEMATBAKHSH, 2015). Outras
citocinas inflamatorias, como interleucina-2 (IL-2), interferon gama (INF-y) e fator de
transformacéo do crescimento beta (TGF-B) também se apresentam aumentados na
LRA, especialmente apods a sua fase inicial (CAVALCANTI, 1997).

Tanto a inflamacdo quanto a fragmentacdo do DNA estéo relacionados ao aumento
da apoptose na LRA, que pode ocorrer de duas formas. Pela via intrinseca,
estresses intra ou extracelulares geram sinais que interagem com membros anti ou
pré-apotoéticos da mitocondria, reduzindo a permeabilidade da membrana e levando
a liberacdo do citocromo c e outros fatores indutores de apoptose ativando as
caspases. Pela via extrinseca, a ligacdo de fatores especificos, como o TNF-a, a
superficie celular ativa a cascata de caspases, levando a morte celular (PRICE;
SAFIRSTEIN; MEGYESI, 2009; SABBAHY; VAIDYA, 2011).

Além disso, a LRA causada por isquemia/reperfusao renal aumenta a expressao da
enzima Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS). Estudos demonstraram que 0 aumento
da sintese de NO através da iINOS possui um efeito desfavoravel sobre a LRA,
agravando ainda mais a doenca (KORKMAZ; KOLANKAYA, 2013; MALEK;
NEMATBAKHSH, 2015).

Outra via ativada pela LRA é o sistema renina angiotensina (SRA), levando a

elevacao da angiotensina Il (ang Il). A ang Il provoca constricdo dos vasos renais,
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elevacdo do estresse oxidativo e inducdo da apoptose, piorando a lesdo renal
(HAMMAD; AL-SALAM; LUBBAD, 2013; KONTOGIANNIS; BURNS, 1998; MALEK;

NEMATBAKHSH, 2015).

1.1.3. MODELOS EXPERIMENTAIS DE LRA

Com a finalidade de entender melhor a fisiopatologia da LRA, diversos modelos
animais foram desenvolvidos pelos pesquisadores ao longo do tempo. O
desenvolvimento destes modelos experimentais permite a realizagdo de
experimentos que esclarecem os mecanismos envolvidos na doenca e a pesquisa
de novas formas de tratamento (SINGH et al., 2012).

O modelo de LRA induzido pelo glicerol consiste na administracdo intramuscular de
glicerol seguida da privacdo de agua e comida por 24 horas. Neste modelo, o
musculo esquelético € rompido pelo glicerol, sendo utilizado para mimetizar a LRA
induzida pela rabdomidlise em humanos. Ele é caracterizado por mioglobindria,
necrose tubular e vasoconstricdo renal (NISHIDA et al., 2015; SINGH et al., 2012).
Outra causa comum da LRA em humanos é a induzida pelo tratamento com o
antibidtico gentamicina (NACHTIGALL et al.,, 2014). Experimentalmente, a
gentamicina na dose de 100 mg/kg aplicada por via intraperitoneal durante 5 dias € a
forma mais usual de inducédo da LRA provocada pela gentamicina. A patogénese da
nefrotoxicidade neste modelo inclui aumento do estresse oxidativo, alteracdo do
sistema de defesa anti-oxidante, inibicdo da Na'/K* ATPase, aumento da
permeabilidade da mitocéndria e ativacdo do SRA (SINGH et al., 2012).

O quimioterapico cisplatina € mais uma droga cujo tratamento pode causar LRA em
grande parte dos pacientes (SONIA et al., 2015). Existem varios mecanismos que

contribuem para o desenvolvimento da nefropatia ap0s exposicdo a cisplatina, entre
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eles podemos citar a apoptose e necrose de células tubulares, inflamag&o, aumento
da producdo de ROS, sobrecarga de célcio, ativacdo de fosfolipases, deplecdo da
glutationa reduzida, inibicdo da cadeia respiratoria na mitocoéndria, aumento da
porosidade da mitocondria e deplecdo do ATP. Experimentalmente, a aplicacdo de
uma dose Unica de 100 mg/kg de cisplatina por via intraperitoneal é a forma mais
comum de inducéo da LRA causada por cisplatina (SINGH et al., 2012).

Outro modelo muito utilizado experimentalmente €& a LRA induzida por
radiocontraste. A incidéncia de nefropatia induzida por contraste é maior quando o
paciente apresenta condi¢cdes especificas ao receber o contraste, como idade
avancada, doencas cardiovasculares, diabetes ou insuficiéncia renal pré-existente
(SILVER et al., 2015). Por este motivo, neste modelo experimental, o meio de
contraste € administrado por via intraperitoneal ou intravenosa em animais que ja
apresentem alguma destas condicdes. A lesdo renal causada por meios de
radiocontraste envolve a geracdo de radicais livres, mediadores inflamatorios,
alteracdes no sistema anti-oxidante e desenvolvimento de apoptose (SINGH et al.,
2012).

A LRA também pode ser induzida experimentalmente por anti-inflamatérios néo
esteroidais, como acetaminofeno e diclofenaco. Um dos efeitos colaterais da
administracdo destes medicamentos é o dano a funcéo renal, sendo utilizada em
animais para que este efeito seja obtido (EFRATI et al., 2007; GHOSH et al., 2010).
Outras substancias, como uranio, mercurio, dicromato de potassio e acido félico
também sao utilizadas experimentalmente para a inducdo da LRA (SINGH et al.,
2012).

Para simular a LRA causada por septicemia, o0 modelo mais comumente utilizado € o
de sepse induzida pela ligadura e pungéo do ceco. Desta forma, o contetudo fecal se

dispersa no peritbnio com consequente bacteremia e sepse, seguida da lesdo renal.
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Este modelo possui um perfil de citocinas inflamatérias semelhante ao que ocorre na
LRA induzida por septisemia em humanos (DOI et al., 2009).

Porém, entre todas as técnicas experimentais que mimetizam a LRA, a mais
comumente empregada € a cirurgia de isquemia/reperfusdo renal (I/R). Neste
modelo o fluxo sanguineo da artéria renal € interrompido por um tempo determinado,
seguida pela liberacdo do fluxo para que ocorra a reperfusdo do rim. Este é o
modelo animal mais adequado para simular as alteragbes hemodinamicas que
ocorrem na fungéo renal em humanos com LRA (SINGH et al., 2012).

Diferentes trabalhos na literatura mostram algumas variagbes nesta técnica,
reproduzindo formas mais brandas ou mais severas da LRA. A oclusdo da artéria
renal pode ser bilateral (BHALODIA et al., 2009) ou unilateral seguida de nefrectomia
contralateral (MATTHIJSEN et al., 2007), e o tempo de interrupcdo do fluxo
sanguineo pode variar (SINGH et al., 2012). A lesao renal por I/R também pode ser
induzida por oclusdo da aorta abdominal infrarrenal (BAKER et al., 2006). A
isquemia da artéria renal por 45 minutos seguida por 24 horas de reperfusdo é o
modelo mais frequentemente utilizado (SINGH et al., 2012).

Neste modelo experimental de LRA ocorre diminui¢do no fluxo sanguineo renal e da
taxa de filtracdo glomerular, aumento da apoptose em células renais, e alteracoes
histolégicas renais, como edema, perda da borda em escova, vacuolizacdo, necrose
tubular e obstrucdo dos tabulos por cilindros. Além disso, ja foi observado que a I/R
em ratos leva a um aumento das espécies reativas de oxigénio, infiltracdo de
neutrofilos no rim, aumento da expressao de citocinas inflamatérias, como IL-1, TNF-
a e diminuicdo da expressdo de citocinas anti-inflamatérias, como interleucina-10
(IL-10) e interleucina-4 (IL-4), (BETZ et al., 2012; HAGAR; ABD EL TAWAB, 2012;
MOORE; BELLOMO; NICHOL, 2012; WANG et al., 2009). Estes parametros

encontram-se melhorados quando os animais que passaram pela I/R sdo tratados
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com agentes vasodilatadores, anti-inflamatérios ou anti-oxidantes (HAGAR; ABD EL

TAWAB, 2012; KONTOGIANNIS; BURNS, 1998; ZOU et al., 2013).

1.1.4. MANEJO CLINICO DA LRA

O manejo atual da LRA é ndo especifico e associado a cuidados de suporte
limitados, assim estudos de novas abordagens sdo necessarios (FURUICHI et al.,
2012). Atualmente a prevencdo é a melhor maneira de melhorar os resultados em
pacientes criticos com disfungéo renal. Entre estas formas de prevencdo podemos
citar o uso de cristaloides isotonicos para expansao de volume intravascular em
pacientes de risco com LRA e o uso de vasopressores em conjunto com fluidos em
pacientes com choque vasomotor com risco de LRA. Os diuréticos também séo
usados como forma de minimizar os efeitos da LRA depois que a doenca ja esta
instalada. Eles agem principalmente gerenciando a sobrecarga de volume e
otimizando o equilibrio acido-base e a homeostase de eletrolitos. (“KDIGO Clinical
Practices Guideline for Acute Kidney Injury”, 2012; RICCI; RONCO, 2012).

Alguns vasodilatadores, como dopamina e fenoldopam, ja foram utilizados na clinica
como forma de tratamento para a LRA, porém, alguns estudos demonstraram a
existéncia de efeitos adversos com a utilizacdo destes medicamentos. O Guia de
Préticas Clinicas para Lesdo Renal Aguda recomenda o abandono do uso destas
drogas vasodilatadoras exclusivamente para tratamento e prevencdo da LRA. Os
peptideos natriuréticos também sdo agentes vasodilatadores e diversos deles séo
usados na clinica ou estdo em desenvolvimento para o tratamento de disfuncao
renal, possuindo potencial para serem utilizados como tratamento da LRA. No

entanto, ainda sdo necessarios mais estudos clinicos para saber se os peptideos
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natriuréticos podem ser efetivamente administrados em pacientes com LRA (“KDIGO
Clinical Practices Guideline for Acute Kidney Injury”, 2012).

A dificuldade em encontrar um novo alvo terapéutico reside em diversos fatores,
como as multiplas causas da LRA, conhecimento limitado sobre os processos
envolvidos no desenvolvimento da LRA e da falta de marcadores de fungéo renal
gue podem identificar a LRA em estagios iniciais (MOORE; BELLOMO; NICHOL,
2012). Diversas drogas para tratar a LRA tém sido testadas nos ultimos anos, porém
nenhuma medicacao especifica esta disponivel na pratica clinica, sendo necesséria
a pesquisa de novos farmacos que possam efetivamente tratar a doenca (RICCI;

RONCO, 2012).

1.2. LECTINAS

Lectinas sédo proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imune que se ligam de
forma reversivel a carboidratos e a substancias que contém acucar, aglutinam
células e/ou precipitam glicoconjugados (FAHEINA-MARTINS et al., 2012;
GOLDSTEIN et al., 1980). Devido a sua capacidade de se ligar aos oligossacarideos
das membranas celulares, as lectinas participam de numerosos processos celulares
(ASSREUY et al., 2009).

As primeiras lectinas vegetais a serem descritas foram a ricina, isolada da mamona
(Ricinus communis), e a abrina, isolada do jequiriti (Abrus precatorius), em 1888.
Estas substancias eram toxicas e apresentavam propriedades de hemaglutinacéo,
tendo sido utilizadas como modelos antigénicos para estudos imunoldgicos que
demonstraram a especificidade da resposta de anticorpos (SHARON; LIS, 2004).

Em 1919, a lectina concavalina A (conA) foi isolada da Canavalia ensiformis e

também apresentava propriedades de hemaglutinacdo. Duas décadas depois, foi
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demonstrada que a hemaglutinacdo pela conA era inibida pela sacarose,
evidenciando pela primeira vez a especificidade das lectinas por acucares
(SHARON; LIS, 2004).

Até a década de 60 ja haviam sido isoladas vérias proteinas acUcar-especificas que
tinham especificidade por determinados grupos sanguineos, aglutinando apenas
hemacias de alguns grupos, mas sem apresentar nenhum efeito em outros. Devido a
esta habilidade das proteinas em distinguir entre eritrocitos de diferentes tipos
sanguineos foi proposto o nome lectinas (do latim legere, que significa escolher). O
ritmo de isolamento destas proteinas aumentou muito apO0s a introducdo da
cromatografia de afinidade para purificacdo das lectinas, em 1957 (SHARON; LIS,
2004).

Além das plantas, as lectinas também podem ser encontradas em varios outros
organismos, como bactérias, algas, fungos, animais vertebrados e invertebrados, e
virus (FAHEINA-MARTINS et al., 2012; GOLDSTEIN et al., 1980). A medida que o0s
estudos avancaram, foram descobertas que as lectinas possuem funcdes
especificas em cada um destes organismos. Alguns exemplos estas fungdes podem

ser visualizados na Tabela 4.



Tabela 4: Func¢des das lectinas nos organismos. Adaptado de Sharon, 2004
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Lectina Funcéo
Ameba Infeccao
Microorganismos Bactérias Infeccéo
Virus Infeccao
Diversas Defesa
Plantas Simbiose com bactérias fixadoras de
Leguminosas N
oxigénio
Calnexina, L : .
o Controle da biossintese de glicoproteinas
Calreticulina
Colectinas Imunidade inata
Dectina Imunidade inata
Regulacéo do crescimento celular e
. apoptose, regulacéo do ciclo celular,
Galectinas bopto: gulacao | . .
modulacao das interacdes célula-célula e
célula-substrato
Receptor de : :
man(?se do Imunidade inata, clearance de
Animais . glicoproteinas sulfatadas
macrofago
Receptores . . .
Transporte de enzimas lisossomais
man-6-P
L-selectina Homing de linfécitos
E- e P- Migracédo de leucdcitos para locais de
selectinas inflamacéo
: Interacdes célula-célula no sistema imune e
Siglecs

Espermadesina

neural

Interacdes évulo-espermatozoide

Além de seu papel em cada organismo onde estéo presentes e das propriedades de

hemaglutinagdo, novas aplicacbes comecaram a ser descritas para as lectinas,
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como atividade imunobiol6gica, vasomoduladora, antinociceptiva, dentre outras.
(ASSREUY et al.,, 2009; NUNES et al.,, 2009; SILVA et al.,, 2011). Portanto,
atualmente, o termo “lectina” possui um amplo sentido, sendo utilizado para designar
as proteinas que se ligam a carboidratos, ndo catalisam rea¢cdes com seus ligantes e
nao sao anticorpos (VIANA et al., 2002).

Apesar de estarem amplamente distribuidas pela natureza e em praticamente em
todos os tipos de organismos vivos, as lectinas mais estudadas sé&o as derivadas de
plantas, particularmente da familia Leguminosae. As lectinas de leguminosas sdo um
grande grupo de proteinas estruturalmente similares, com especificidades distintas
aos carboidratos. A subtribo Diocleinae compreende 13 géneros, e ja foram isoladas
lectinas de plantas pertencendo a trés destes géneros: Dioclea, Canavalia e Cratylia
(SILVA et al., 2011).

Entre estas lectinas da familia Legumiosae, podemos destacar a obtida de sementes
de Dioclea violacea (Dvl). Esta lectina apresenta estrutura tetramérica independente
do pH, que inclui um sitio de ligagdo com metais, interagindo com o calcio e o
manganés (Figura 1) (BEZERRA et al., 2013). Do mesmo modo que outras lectinas
da subtribo Diocleinae, a Dvl apresenta especificidade por residuos D-glicose ou D-

manose (MONTEIRO TINEL et al., 2014).
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Figura 1: Estrutura tetramérica da Dvl com a presenca de Ca?* e Mn?*. O ligante X-
man foi utilizado como estabilizador de dobras flexiveis no dominio de

reconhecimento de carboidratos (BEZERRA et al., 2013).

Em modelos experimentais de inflamacéo foi observado que a Dvl, quando aplicada
por via endovenosa, diminui a migracdo de neutréfilos na cavidade peritonial e
diminui o0 edema de pata em ratos com inflamacédo induzida por carragena. A Dvl
possui estrutura similar as selectinas e o possivel mecanismo pelo qual a Dvl diminui
a inflamacdo € por competir com as selectinas pelos mesmos sitios de ligacao,
impedindo o recrutamento de células inflamatoérias (ASSREUY et al., 1997). Além da
atividade anti-inflamatéria, a Dvl possui propriedades vasodilatadoras, induzindo
relaxamento de endotélio mediado pelo NO (BEZERRA et al., 2013).

Trabalhos ja& demonstraram que algumas lectinas extraidas de leguminosas
possuem efeitos sobre a fisiologia renal. Lectina obtida de Canavalia brasiliensis
(ConBr) foi capaz de aumentar a TFG, o fluxo urinério, a resisténcia vascular renal
(RVR) e a excre¢do de ions sodio, potassio e cloreto (TEIXEIRA et al., 2001). As

lectinas provenientes de Canavalia ensiformis (ConA) e Dioclea guianensis (DGuil)
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também foram capazes de aumentar a TFG e a resisténcia vascular renal (RVR)
(HAVT et al., 2003).

No entanto, os efeitos da Dvl sobre a funcédo renal continuam desconhecidos. Devido
as suas propriedades vasodilatadoras e anti-inflamatorias, acredita-se que a Dvl
possua efeitos benéficos sobre a LRA. Portanto, neste estudo propfe-se o
tratamento com Dvl em ratos com LRA, a fim de verificar se ocorrera melhora na
fungdo renal, e a influéncia da Dvl em outros parametros, como marcadores

inflamatorios e estresse oxidativo.
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2. JUSTIFICATIVA

A lesdo renal aguda é caracterizada por um declinio na fungédo renal, sendo uma
complicacdo comum em pacientes criticos em hospitais e estando associada com
aumento do tempo de internacdo e do risco de morte destes pacientes. Esta doenca
normalmente é decorrente de isquemia renal, devido a presenca de outras doencas
pré-existentes. Atualmente ndo existem medicamentos especificos para tratar a
LRA, sendo que a lectina de Dioclea violacea pode ser uma substancia promissora

para o tratamento da LRA devido as suas ac¢des anti-inflamatodrias e vasodilatadoras.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do tratamento com lectina de Dioclea violacea em ratos Wistar com

LRA.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar, em ratos submetidos a isquemia/reperfusédo renal, a influéncia da lectina de
Dioclea violacea sobre os seguintes parametros:

e Funcao e hemodinamica renal, através da taxa de filtracdo glomerular, fluxo
plasmatico renal, fluxo sanguineo renal, resisténcia vascular renal, creatinina
plasmatica, uremia e proteindria,

e Alteracdes morfoldgicas renais, analisado pela deposicdo de material proteico
nos tubulos, dilatacdo e necrose tubular;

¢ Infiltracdo de neutréfilos no rim;

e Apoptose em células renais;

e Estresse oxidativo, avaliado pela producao de anion superoxido, peréxido de

hidrogénio, peroxinitrito, radical hidroxila e 6xido nitrico intrarrenais.



34

4. METODOLOGIA

4.1. LECTINA

Lectina de sementes de Dioclea violacea foram isoladas por cromatrografia
conforme técnica estabelecida (TEIXEIRA et al., 2006). Primeiramente, as sementes
de Dioclea violacea foram trituradas em um pé fino e misturadas a 0,15 mol/L de
NaCl (1:10 p/v) em temperatura ambiente por 4 horas. O extrato foi centrifugado a
20000 g por 20 minutos a 5°C e o sobrenadante foi aplicado a coluna Sephadex G-
50 (Amersham-Biosciences, USA) pré-equilibrada com 0,15 mol/L de NaCl contendo
5 mmol/L de CaCl> e 5mmol/L de MnCl.. Apos remover o material ndo ligado, a Dvl
foi eluida com 0,1 mol/L de glicose na solucédo equilibrada. Em seguida, a fracao foi
submetida a 1 hora de dialise com 0,1 mol/L de acido acético, sucedida por 24 horas
de dialise com agua destilada. Finalmente, a lectina foi liofilizada e armazenada a
5°C. Para os experimentos, a lectina foi dissolvida em solucéo salina 0,9%. A lectina
utilizada no presente estudo foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Benildo Cavada da

Universidade Federal do Ceara.

4.2. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Neste estudo, foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus novergicus),
machos, pesando entre 200g e 300g, provenientes do biotério do Centro de Ciéncias
da Saude, da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). Os animais foram
mantidos no biotério em gaiolas individuais, receberam agua e racao ad libitum e

foram mantidos sob ciclo claro/escuro de 12 horas.



35

A criagdo e 0 manuseio de animais foram realizados de acordo com as normas
estabelecidas pela Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBIO) e
sociedades de biologia e fisiologia experimentais. O protocolo experimental foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFES, protocolo

#58/2013).

4.3. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais:

e Sham + veiculo: os animais deste grupo foram submetidos a cirurgia ficticia
Sham e receberam salina 0,9%.

e Sham + Dvl: os animais deste grupo foram submetidos a cirurgia ficticia Sham e
foram tratados com lectina de Dioclea violacea.

e |I/R + veiculo: os animais foram submetidos a isquemia/reperfusdo renal e
receberam salina 0,9%.

e |I/R + Dvl: os animais foram submetidos a isquemia/reperfuséo renal e tratados

com lectina de Dioclea violacea.

4.4, TRATAMENTO

O tratamento com veiculo (100 pL de 0,9% NaCl, i.v.) ou Dvl (1 mg/kg, i.v.) foi

realizado 30 minutos antes da inducédo da IRA ou cirurgia Sham, sob anestesia de

ketamina (91 mg/kg) e xilazina (9,1 mg/kg), através da veia peniana.
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4.5. INDUCAO DA LESAO RENAL AGUDA

Os animais foram anestesiados com ketamina (91 mg/kg) e xilazina (9,1 mg/kg) por
via intraperitoneal e posicionados em decubito dorsal. ApGs a tricotomia foi realizada
uma incisdo abdominal e os pediculos renais foram expostos e amarrados com linha
cirdrgica (endocort, n°0, Laboratérios Bruneau S.A.), interrompendo suprimento de
sangue aos rins. ApGs 45 minutos de isquemia bilateral a linha foi removida e o fluxo
sanguineo para os rins, reestabelecido (BETZ et al., 2012; SIVARAJAH et al., 2003).
Logo depois, foram suturadas a camada muscular (catgut simples 4.0, Shalon) e a
incisdo cutanea (endocort, n°0, Laboratorios Bruneau S.A.). Os animais do grupo
Sham foram submetidos ao mesmo procedimento cirurgico, exceto pela ligadura dos
pediculos renais. Ap0s a cirurgia, 0s animais receberam injecdo subcutanea de 1 mL
de NaCl 0,9% para prevenir desidratacao e foram mantidos em observacao até se
recuperarem da anestesia (BETZ et al., 2012). As andlises foram realizadas 24
horas apdés o reestabelecimento do suprimento sanguineo renal. As etapas da

realizacao da cirurgia de I/R podem ser visualizadas na Figura 2.
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Figura 2: Fotos ilustrativas da isquemia/reperfusao renal. A: animal posicionado em
decubito dorsal; B: tricotomia; C: incisdo no abdémen; D: exteriorizacdo do intestino
para exposicao do rim; E: isolamento da artéria renal direita; F: isolamento da artéria
renal esquerda; G: isquemia do rim direito (confirmada pela mudanca de coloracao
do tecido renal); H: isquemia do rim esquerdo (confirmada pela mudanca de
coloracéo do tecido renal); I: manutencéo da isquemia por 45 minutos; J: reperfusdo
do rim direito (confirmada pela mudancga de coloracdo do tecido renal); K: reperfuséo
do rim esquerdo (confirmada pela mudanca de coloracdo do tecido renal); L: sutura

apos a cirurgia.
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4.6. PARAMETROS BIOQUIMICOS

Logo apés a cirurgia, os animais foram alocados em gaiolas metabdlicas por um
periodo de 24 horas para coleta de urina. A urina produzida durante esse tempo foi
mensurada e utilizada para dosagem de proteinas. O plasma coletado apds a
permanéncia dos animais nas gaiolas metabolicas foi utilizado para dosagem de
ureia e creatinina. A ureia e creatinina foram dosadas usando kits colorimétricos
(Bioclin®, Belo Horizonte, Brasil) e a proteiniria determinada pelo método de

Bradford (BRADFORD, 1976).

4.7. PROTOCOLO DE FUNCAO RENAL

Vinte e quatro horas apos a reperfusao do rim, a funcéo renal foi avaliada usando o
clearance de inulina e paraaminohippurato (PAH) para estimar a taxa de filtracéao
glomerular (TFG) e o fluxo plasmatico renal (FPR), respectivamente. A inulina € um
polissacarideo que néo se liga a proteinas plasmaticas, € livremente filtrado pelos
rins, ndo sofre metabolismo, secrecdo ou absorcdo tubular. Seu clearance é um
método muito acurado para a medida da TFG. J4 o PAH é um anion organico que é
filtrado pelo glomérulo e secretado pelo tabulo proximal, caracteristicas que o tornam
um marcador muito utilizado na determinacdo do FPR (TOTO, 1995).

Para tanto, os animais foram anestesiados com tiopental (50 mg/Kg) e
tragqueostomizados por um tubo de polietileno (PE-210) para facilitar a respiracéo,
seguida pela insercdo de uma canula de polietileno (PE-20) na artéria femoral
esquerda, para aquisicdo dos parametros hemodindmicos, e na veia femoral

esquerda, por onde foram infundidas as solugcbes. A bexiga foi exposta e canulada
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com um cateter PE-240 para coleta da urina durante o experimento. A canula
introduzida na artéria foi conectada a um transdutor de pressédo (Cobe Laboratories,
USA), que estava ligado a um sistema de aquisicdo de dados (MP100, Biopac
Systems, USA) para monitoramento continuo da pressao arterial e da frequéncia
cardiaca. A canula inserida na veia foi conectada a uma cénula extensora PE-50,
gue estava unida a uma seringa com capacidade de 20 mL (BD, Yale, Brasil), onde
foram adicionadas as solugcbes de infusdo. Para realizacdo das infusdes com
velocidade constante, a seringa foi posicionada em uma bomba infusora (Harvard

Apparatus, USA) (Figura 3).

Figura 3: Animal canulado conectado a coluna de mercurio para aquisicdo da

pressao arterial e & bomba de infuséo para infusdo constante das solugées.
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A primeira infusao, contendo salina 0,9% e manitol 3% foi realizada a uma taxa de
0,06 ml/minuto durante 30 minutos. Por se tratar de um diurético osmotico, o manitol
foi utilizado pra aumentar a producao de urina nos animais (KARAJALA; MANSOUR,;
KELLUM, 2009). Logo depois, foi injetada uma solucdo prime contendo 1 ml de
salina 0,9%, inulina (300 mg/kg) e PAH (6,66 mg/kg), com a finalidade de elevar a
concentracdo sanguinea destas substancias. Em seguida, foi iniciada uma infusdo a
0,06 ml/minuto contendo salina 0,9%, inulina 15 mg/ml e PAH (4mg/ml), com a
finalidade de manter a concentracdo destas substancias constante no sangue,que
foi mantida durante todo o periodo do experimento.

Quatro amostras de urina e sangue foram coletadas a cada 30 minutos, comegando
30 minutos apos a injecao da solucéo prime. O hematdcrito foi medido usando tubo
capilar heparinizado (Perfecta), apos a centrifugacdo do sangue por 1 minuto a
10000 rpm (Centrimicro Mod 211, Fanem - SP). O restante da amostra de sangue
coletado foi centrifugado por 10 minutos a 3000 rpm (Centrifuge 5415D, Eppendorff,
Germany), e o plasma utilizado para a dosagem de inulina e PAH.

As concentracfes plasmatica e urinaria de inulina e PAH foram medidas em
espectrofotémetro (Biospectro, SP 220) conforme técnicas estabelecidas (ROCCO et
al., 2008). A TFG e o FPR foram calculados a partir do clearance das respectivas

substancias, de acordo com a seguinte férmula:

[Xu] X FU
Cl= [Xe]

m

Onde:
Cl: clearance da substancia (inulina ou PAH) em relagcéo ao peso do animal

Xu: concentragdo da substancia na urina
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Xp: concentracao da substancia no plasma
FU: fluxo urinério

m: peso corporal do animal (kg)

O fluxo sanguineo renal (FSR) e a resisténcia vascular renal (RVR) foram
determinados matematicamente como descritos anteriormente (MAGALHAES et al.,

2006). O FSR foi calculado pela equacéo:

FSR = FPR
(1-—HCT)

Onde:
FSR: fluxo sanguineo renal
FPR: fluxo plasmatico renal

HCT: hematocrito

A medida da RVR foi baseada na lei de Ohm. Para isso, foram utilizados os valores
do FSR e da presséo arterial média (PAM) obtidos durante o experimento, de acordo

com a seguinte equacéo:

RVR = PAM
FSR
Onde:
RVR: resisténcia vascular renal
PAM: pressao arterial média

FSR: fluxo sanguineo renal
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4.8. HISTOLOGIA RENAL

No fim do experimento, os animais foram eutanasiados com sobredose de tiopental
soédico (100 mg/Kg) e o rim esquerdo foi coletado e fixado em solugdo de
formaldeido a 10% por imersdo. Apds a fixacdo, os rins foram desidratados em
concentracdes progressivas de alcool, diafanizados em xilol, incluidos em parafina e
cortados a 4 um de espessura. Em seguida, as laminas foram desparafinizadas com
xilol e coradas com hematoxilina-eosina. Os cortes foram avaliados em relacdo as
alteracoes histopatologicas, como dilatacéo tubular, necrose tubular e deposicéo de

material proteico (PUNDIR et al., 2013).

4.9. ATIVIDADE DE MIELOPEROXIDASE

A infiltracdo de neutrdfilos foi avaliada medindo a atividade de mieloperoxidase
(MPO) renal. Neutrdfilos de diferentes espécies contém grandes quantidades de
MPO e a dosagem desta enzima possibilita demonstrar o componente inflamatorio
de forma quantitativa (BRADLEY et al., 1982; HAGAR; ABD EL TAWAB, 2012).

Para isso, foram pesados 100 mg dos rins e homogeneizados em 2000 ul de tampéo
fosfato de potassio 0,05 M contendo 5 mg/ml de brometo de Hexa-1,6-bis-
deciltrimetilaménio (HTAB) e 1,85 mg/ml de &cido etilenodiaminotetracético (EDTA)
em pH 6,0. O homogenato foi centrifugado a 12500 g durante 15 minutos a 4°C para
obtencdo do sobrenadante. 75 pl do sobrenadante foram misturados a 1425 pl de
tampéao fosfato de potassio contendo 0,167 mg/ml de hidrocloridrato de o-dianisidina
e 0,05% de peroxido de hidrogénio. A leitura foi feita imediatamente em
espectrofotdmetro, a 460 nm, e registrada em intervalos de 15 segundos durante 10

minutos.
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4.10. ISOLAMENTO DE CELULAS RENAIS

Células renais foram isoladas conforme técnica padronizada (DIAS et al., 2014,
FOLKMANN; LOFT; M@LLER, 2007) e utilizadas posteriormente nas andlises por
citometria de fluxo. Para tanto, os rins foram perfundidos com solucéo de Krebs-
Hepes, coletados, divididos em coértex e medula, triturados com uma tesoura
cirdrgica e incubados em solucéo de extracdo contendo 25% de Tripsina em EDTA
por 30 minutos a 37°C para dissociacdo das células. Logo depois o extrato de
células foi filtrado através de uma membrana de nylon (BD falcon 70 um) para
remover os residuos celulares e as amostras foram lavadas em tampéo fosfato
salino (PBS) para remocéao das enzimas. As células foram armazenadas a -80°C em
solucdo contendo 5% de dimetilsulfoxido (DMSO) em soro fetal bovino (SFB) até

posterior analise.

4.11. DETECCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

A andlise de ROS foi realizada por citometria de fluxo conforme descrito
anteriormente (CAMPAGNARO et al.,, 2013; TONINI et al., 2013). Dihidroetidio
(DHE) e diacetato de 2’7’diclorofluoresceina (DCF-DA) foram usados para detectar
anion superdoxido (*O2) e peréxido de hidrogénio (H202) intracelular,
respectivamente. Devido a sua capacidade de penetrar livremente as membranas
celulares, o DHE é amplamente utilizado para monitorar a produgao de *O>. Apos
reagdao com °*O2, o DHE é oxidado formando etidio, um produto fluorescente

vermelho que se liga ao DNA e amplifica o sinal de fluorescéncia. O DCF-DA é um
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indicador de producao de H>O> nédo fluorescente, e quando oxidado no interior da
célula converte-se a forma fluorescente que permanece presa na célula.

DHE (160 uM) e DCF-DA (20 mM) foram adicionados a suspensédo de células (10°
células) e incubados a 37°C por 30 minutos, no escuro, para estimar as
concentragdes intracelulares de <02 e H,O. Como controle positivo, as amostras
foram tratadas por 5 minutos com 10 uM de doxorrubicina ou 50 mM de H20, para
criar estresse oxidativo sem causar toxicidade as células, e como controle negativo,
as células foram incubadas com etanol. As células foram, entdo, lavadas,
ressuspendidas em PBS, e os niveis de ROS foram analisados imediatamente por
citometria de fluxo (FACSCanto II,Becton Dickinson, San Juan, CA). Os dados foram
analisados usando o software FACSDiva (Becton Dickinson) e a sobreposicao de
histogramas, construida usando o software FSC Express. Para quantificacdo da
fluorescéncia do DHE e DCF, as amostras foram adquiridas em duplicata e 10000
eventos foram utilizados em cada medicdo. As células foram excitadas a 488 nm e
as fluorescéncias do DHE e DCF foram detectadas usando, respectivamente filtros
de 585/42 e 530/30. Os dados foram expressos como meédia geométrica da

intensidade de fluorescéncia.

4.12. DETECCAO DE ESPECIES ALTAMENTE REATIVAS DE OXIGENIO

Espécies altamente reativas de oxigénio, como o radical hidroxila (*OH) e anion
peroxinitrito (ONOQ"), foram seletivamente detectadas pela hidroxifenilfluoresceina
(HPF) conforme técnica descrita (SETSUKINAI et al., 2003). Primeiramente, 10°
células renais foram incubadas com HPF (10 uM) a 37°C por 30 minutos no escuro.
Como controle positivo, as amostras foram tratadas com 100 uM de nitroprussiato de

sédio e 10 uM de doxorrubicina. As células foram lavadas, ressuspendidas em PBS,
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e analisadas por citometria de fluxo (FACSCanto II,Becton Dickinson, San Juan,
CA). Os dados foram analisados usando o software FACSDiva (Becton Dickinson) e
a sobreposicdo dos histogramas construidos usando o software FCS Express (De
Novo). Para quantificacdo da fluorescéncia do HPF, amostras foram adquiridas em
duplicata e 10000 eventos foram utilizados em cada medida. As células foram
excitadas a 488 nm, a fluorescéncia foi detectada usando um filtro de 530/30 e os

dados foram expressos como média geométrica da intensidade de fluorescéncia.

4.13. DETECCAO DE OXIDO NITRICO

Para estimar a quantidade de oOxido nitrico (NO) intrarrenal 2 uM do marcador
fluorescente 4,5-diaminofluoresceina-2/diacetato (DAF-2/DA) foram adicionados a
suspensdo de células (10°) e incubados a 37°C por 180 minutos no escuro. Como
controle positivo, as amostras foram tratadas com 100 uM de nitroprussiato de sadio.
Em seguida, as células foram lavadas, ressuspendidas em PBS e imediatamente
analisadas no citometro de fluxo (FACSCanto Il,Becton Dickinson, San Juan, CA)
(SCHACHNIK et al.,, 2009). Os dados foram analisados usando o software
FACSDiva (Becton Dicknson) e a sobreposicéo de histogramas construida usando o
software FCS Express (De Novo). Para quantificacdo da fluorescéncia do DAF as
amostras foram adquiridas em duplicata e 10000 eventos foram usados em cada
medida. As células foram excitadas a 488 nm, a fluorescéncia detectada usando
filtro de 530/30 e os dados expressos como média geométrica da intensidade de

fluorescéncia.
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4.14. AVALIACAO DA APOPTOSE

As células apoptéticas foram quantificadas pela dupla marcacdo com anexina V-
FITC e iodeto de propidio (IP) usando kit de deteccdo de apoptose (Becton
Dickinson, San Juan, CA, USA). Para isso, células renais (5x10°) foram lavadas
duas vezes com PBS, 2 ul de anexina V-FITC e 2 ul de IP foram adicionados e
vortexados. As células foram incubadas por 15 minutos em temperatura ambiente
(25° no escuro. Por fim, as células foram analisadas no citbmetro de fluxo
FACSCanto Il (Becton Dickinson). Células marcadas com Anexina V-/IP+ foram
reconhecidas como necroticas, marcadas com Anexina V+/IP+ reconhecidas como
apoptose tardia, e marcadas com Anexina V+/IP- reconhecidas como apoptose

inicial (MONGA et al., 2013).

4.15. ANALISE ESTATISTICA

Os valores estdo expressos como média £ EPM. A comparacdo estatistica entre os
diferentes grupos foi realizada por andlise de variancia (ANOVA) de 2-vias, seguida
pelo post hoc de Tukey. A andlise estatistica foi feita usando o software Prisma
(Prism 6, GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Valores de p<0,05 foram

considerados como estatisticamente significantes.
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5. RESULTADOS

5.1. AVALIACAO DA FUNCAO RENAL

5.1.1. TAXA DE FILTRACAO GLOMERULAR

A Figura 4 mostra os resultados do clearance de inulina, que representa a TFG. O
tratamento com Dvl n&o alterou o clearance de inulina no grupo Sham Dvl (7,3 + 0,4
mL/min/Kg), quando comparado com o grupo Sham veiculo (8,3 £ 0,6 mL/min/Kg).
Como esperado a I/R resultou em diminuicdo da TFG (2,9 + 0,4 mL/min/Kg), e a
administracdo de Dvl anteriormente a inducédo da I/R melhorou significativamente

este parametro (6,0 = 0,6 mL/min/Kg).

[] vc
Dvl

Clearance de Inulina
(mL/min/kg)

I
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Sham I/IR

Figura 4: Taxa de filtracdo glomerular avaliada pelo clearance de inulina nos grupos
Sham VC (n=6), Sham Dvl (n=6), I/R VC (n=6), I/R Dvl (n=7).*p<0,05 vs. Sham;

¢p<0,05 vs. I/R VC; #p<0,05 vs. Sham VC.
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5.1.2. FLUXO PLASMATICO RENAL

Os resultados do clearance de PAH, que representa o FPR, sdo mostrados na
Figura 5. O clearance de PAH né&o foi afetado pelo tratamento com Dvl no grupo
Sham (VC: 24,5 + 0,7 vs. Dvl: 21,6 = 2,9 mL/min/Kg). No entanto, a inducéo da I/R
no grupo I/R veiculo reduziu o FPR (4,4 + 0,6 mL/min/Kg), que se apresentou

melhorado no grupo I/R que recebeu Dvl (15,0 + 2,0 mL/min/Kg).

] vc
Dvl
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Figura 5: Fluxo plasmatico renal avaliado pelo clearance de PAH nos grupos Sham
VC (n=6), Sham Dvl (n=6), I/R VC (n=6), I/R Dvl (n=7). *p<0,05 vs. Sham; 4p<0,05

vs. I/R VC; #p<0,05 vs. Sham VC.
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5.1.3. FLUXO SANGUINEO RENAL

Para o calculo do fluxo sanguineo renal foram utilizados os valores de hematdcrito
medidos durante o protocolo de funcéo renal, que néo foi significativamente diferente
entre os grupos (Sham VC: 37 + 1; Sham Dvl: 35 £5; I/RVC: 32 +8; I/RDvl: 35+ 5
%). Portanto, o padrédo de resposta do FSR foi semelhante ao do FPR, sem
diferengas entre os animais Sham (VC: 38,6 £ 0,9 vs. Dvl: 32,6 + 3,2 mL/min/Kg) e
com uma melhora induzida pela Dvl no FSR do grupo I/R (VC: 6,6 £ 0,9 vs. Dvl: 22,9

+ 2,8 mL/min/Kg). Os resultados do FSR sédo mostrados na Figura 6.
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Figura 6: Fluxo sanguineo renal nos grupos Sham VC (n=6), Sham Dvl (n=6), I/R VC

(n=6), I/R Dvl (n=7). *p<0,05 vs. Sham; 4p<0,05 vs. I/R VC.
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5.1.4. RESISTENCIA VASCULAR RENAL

A RVR encontra-se representada na Figura 7. Observou-se um aumento da RVR no
grupo I/R tratado com veiculo (16,3 £ 2,8 a.u.) quando comparada com 0S grupos
Sham VC (2,7 £ 0,2 a.u.) e Sham Dvl (3,8 £ 0,3 a.u.). Novamente, o tratamento com
Dvl apresentou um efeito positivo sobre a hemodinamica renal, diminuindo a RVR

nos animais I/R Dvl (5,2 £ 0,7 a.u).
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Figura 7: Resisténcia vascular renal nos grupos Sham VC (n=6), Sham Dvl (n=6),

I/R VC (n=6), I/R Dvl (n=7). *p<0,05 vs. Sham; 4p<0,05 vs. I/R VC.
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5.2. PARAMETROS BIOQUIMICOS

N&o foram observadas diferencas significativas nos valores de proteindria entre 0s
diferentes grupos. Em relagdo aos valores de ureia e creatinina plasméaticas, os
valores foram similares entre os grupos Sham VC e Sham Dvl. Como esperado, o
grupo I/R apresentou uma elevacao nestes parametros, que foram significativamente
reduzidos com o tratamento com a Dvl. Os valores de cada uma destas analises

estao representados na Tabela 5.

Tabela 5: Resultados da proteinudria, uremia e creatinina plasmatica nos diferentes

grupos.
Grupos
Parametros Sham VC Sham Dvl IR VC /R DvI
(n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
Proteindria
(Mg/24 horas) 88+15 72+0,5 11,4 +0,9 11,0+1,0
Uremia (mg/dL) 479+ 44 41,7 +5,2 166,6 + 35,1* 61,6 +13,1%
Creatinina
Plasmatica 0,40 + 0,05 0,50 + 0,06 1,09 +0,23* 0,51 + 0,05%
(mg/dL)

* <0,05 vs. Sham e 4< 0.05 vs. I/R VC.
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5.3. AVALIACAO HISTOLOGICA

Na andlise histoldgica, ndo foram observadas alteracbes morfoldgicas nos rins dos
ratos Sham tratados com veiculo e Dvl. No grupo I/R foi observado danos nos
tubulos, manifestado como dilatacdo tubular, necrose tubular e deposicdo de
material proteico e perda da borda em escova. O pré-tratamento com Dvl foi capaz
de reduzir a extenséo e severidade da leséo. As fotomicrografias representativas da

histologia renal podem ser observadas naFigura 8.
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Sham I/R

vC

Dvl

Figura 8: Fotomicrografias representativas da histologia renal em ratos Sham
(esquerda) e em ratos submetidos a isquemia/reperfusdo (direita) tratados com
veiculo (acima) ou Dvl (abaixo). Os grupos Sham VC e Sham Dvl apresentaram
morfologia normal. O grupo I/R VC apresentou dano tubular severo, incluindo
dilatacéo tubular (#), deposicdo de material proteico (*), necrose tubular (8) e perda

da borda em escova (&). O tratamento com Dvl reduziu a extensdo do dano tubular.

Aumento original x100.
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5.4. ATIVIDADE DE MIELOPEROXIDASE

A infiltracdo de neutrdfilos foi avaliada pela atividade da MPO, que pode ser
observada na Figura 9. A I/R aumentou significativamente a atividade de MPO nos
animais tratados com veiculo (13,7 + 2,6 U.A./g) quando comparados ao Sham
veiculo (1,1 + 0,2 U.A./g) e ao Sham Dvl (1,3 £ 0,3 U.A./g). O tratamento com Dvl no
grupo I/R reduziu o acumulo de neutréfilos no rim destes animais (1,8 £ 0,9 U.A./g)

guando comparados ao I/R VC.
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Figura 9: Atividade de mieloperoxidase nos grupos Sham VC (n=5), Sham Dvl (n=5),

I/R VC (n=5), I/R Dvl (n=5). *p<0,05 vs. Sham; 4p<0,05 vs. I/R VC.
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5.5. AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

5.5.1. ANION SUPEROXIDO

A andlise do anion superoxido foi realizada por citometria de fluxo usando o
marcador fluorescente DHE. A Figura 10 demonstra os histogramas tipicos do DHE
na parte superior e a quantificacdo da producdo de anion superéxido na parte inferior
no cértex (A) e medula (B) renal dos animais Sham e I/R. No cértex renal, nenhuma
alteracéo na fluorescéncia do DHE foi observada (Sham VC: 2248 + 143; Sham Dvl:
2072 £ 73; /IR VC: 2414 £ 109; I/R Dvl: 2433 + 135 u.a.). Na medula renal os animais
I/R tratados com veiculo apresentaram um aumento na producdo do anion
superoéxido (3012 + 40 u.a.) quando comparado com os grupos Sham (VC: 2254 +
137; Dvl: 2314 = 157 u.a.). Porém, o aumento na fluorescéncia do DHE foi

parcialmente atenuado no grupo I/R Dvl (2759 + 58 u.a.).
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Figura 10: Producédo de anion superoxido. Histogramas representativos da analise

por citometria de fluxo (painel superior) usando DHE e quantificacdo da producéo de

anion superoéxido (painel inferior) nos grupos Sham VC (n=6), Sham Dvl (n=5), I/R

VC (n=5) e I/R Dvl (n=6) no cortex (A) e medula (B) renal. *p<0,05 vs. Sham;

&p<0,05 vs. I/R VC.
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5.5.2. PEROXIDO DE HIDROGENIO

A quantificacdo do peroxido de hidrogénio foi feita por citometria de fluxo usando o
DCF (Figura 11). Histogramas tipicos estdo demonstrados na parte superior da
figura e a quantificacdo da fluorescéncia do DCF no cortex (A) e na medula (B) renal,
na parte inferior. No cértex renal, a I/R (Sham VC: 2164 + 75; I/R VC: 2463 + 85 u.a.)
e o tratamento com Dvl (Sham Dvl: 2407 = 175; I/R Dvl: 2576 + 138 u.a.) nao
afetaram a producédo de perédxido de hidrogénio. Novamente, na medula renal, a I/R
resultou em aumento da fluorescéncia do DCF (Sham VC: 2205 % 63 vs. I/R VC:
2723 £ 73 u.a.). A administracdo de Dvl por via intravenosa ndao modificou a
producdo de peroxido de hidrogénio nos animais Sham (2210 + 67 u.a.), mas

preveniu o aumento da fluorescéncia do DCF no grupo I/R (2417 + 53 u.a.).
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Figura 11: Producdo de peréxido de hidrogénio. Histogramas representativos da
analise por citometria de fluxo (painel superior) usando DCF e quantificacdo da
producédo de peréxido de hidrogénio (painel inferior) nos grupos Sham VC (n=6),
Sham Dvl (n=5), I/R VC (n=5) e I/R Dvl (n=6) no cértex (A) e medula (B) renal.

*p<0,05 vs. Sham; 4p<0,05 vs. I/R VC.
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5.5.3. RADICAL HIDROXILA E ANION PEROXINITRITO

A producéo de peroxinitrito e hidroxila foi calculada usando a fluorescéncia do HPF
no cortex e medula renal (Figura 12). Os histogramas (parte superior) e a
guantificacdo do HPF (parte inferior) demonstram que o tratamento com Dvl n&o
exerce nenhum efeito sobre a producéo de peroxinitrito e hidroxila no cortex renal
(VC: 1722 £ 48 vs. Dvl: 1749 + 31 u.a.) ou medula (VC: 1740 £ 65 vs. Dvl: 1866 +
134 u.a.) nos animais Sham. Porém, a I/R aumentou a fluorescéncia do HPF cortical
(2228 + 121 u.a.) e medular (2641 + 215 u.a.), e o tratamento com Dvl nestes
animais resultou na reducao da producéao de peroxinitrito e hidroxila no rim (cértex:

1854 + 47; medula: 1792 + 88 u.a.).
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da analise por citometria de fluxo (painel superior) usando HPF e quantificacdo da
producéo de radical hidroxila e peroxinitrito (painel inferior) nos grupos Sham VC
(n=6), Sham Dvl (n=5), I/R VC (n=5) e I/R Dvl (n=6) no cértex (A) e medula (B) renal.

*p<0,05 vs. Sham; 4p<0,05 vs. I/R VC.
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5.5.4. OXIDO NITRICO

Na Figura 13 observa-se os histogramas tipicos do DAF (parte superior) e a
quantificacdo da producdo de NO (parte inferior) no cortex e medula renal. O
tratamento com Dvl ndo alterou a fluorescéncia do DAF nos animais Sham no cortex
(VC: 1992 + 47 vs. Dvl: 2069 = 98 u.a.) e medula (VC: 2038 % 61 u.a.vs. Dvl: 2205 +
162 u.a.) renal. No entanto, o grupo I/R que recebeu veiculo apresentou maior
producdo de NO (cortex: 2466 + 107; medula: 3081 + 274 u.a.), e o tratamento com
Dvl antes da I/R resultou em niveis similares de fluorescéncia do DAF (cortex:2123 +

43; medula: 2164 + 154 u.a.) no grupo I/R Dvl quando comparado ao grupo Sham.
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Figura 13: Producdo de oOxido nitrico. Histogramas representativos da analise por
citometria de fluxo (painel superior) usando DAF e quantificacdo da producédo de
oxido nitrico (painel inferior) nos grupos Sham VC (n=6), Sham Dvl (n=5), I/R VC
(n=5) e I/R Dvl (n=6) no coértex (A) e medula (B) renal. *p<0,05 vs. Sham; 4p<0,05 vs.

I/R VC.
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5.6. APOPTOSE

O resultado de apoptose no rim pode ser visualizado na Figura 14, que mostra a
marcacdo pela Anexina V e PIl. No inicio da apoptose, a fosfatidilserina, uma
proteina normalmente localizada na superficie interna da membrana plasmatica,
transloca-se para a superficie externa, ficando disponivel para ligacdo com a
Anexina V. O Pl é um marcador especifico de &acidos nucleicos que penetra nas
células caso a membrana esteja permeavel, ndo marcando as células vivas. Deste
modo, a citometria de fluxo usando Anexina V e PI pode distinguir células vivas e
saudaveis (Q3: Anexina V/PI") de células em apoptose inicial (Q4: Anexina V*/PI’) e
células em apoptose tardia ou necroticas (Q2: Anexina V*/PI*). Os graficos
representativos (A) e a quantificacdo de apoptose (B) demonstram que a I/R
aumenta significativamente a porcentagem de células apoptoticas (6,2 = 0,5 %)
guando comparado aos animais Sham (VC: 2,5 + 0,5; Dvl: 29 + 0,6 %). A
administracdo de Dvl exerce um efeito benéfico no grupo I/R Dvl (2,5 £ 0,5%),

resultando em valores de apoptose similares aos observados no grupo Sham.
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Figura 14: Deteccdo de apoptose por citometria de fluxo com Anexina-V e IP nos

grupos Sham VC (n=4), Sham Dvl (n=5), I/R VC (n=5), I/R Dvl (n=6). (A) Dot plot

representativo da citometria de fluxo de células renais marcadas com Anexina-V e

Pl. (B) Gréfico de barras mostrando a média de porcentagem de células apoptoticas

(Q2+Q4) nos diferentes grupos. *p<0,05 vs. Sham; p<0,05 vs. I/R VC.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da administracao da lectina
de Dioclea violacea anteriormente a inducao da lesdo renal aguda. Nossos dados
demonstraram que a administracdo de Dvl nos animais com LRA aumentou a taxa
de filtracdo glomerular, o fluxo plasméatico renal, o fluxo sanguineo renal enquanto
gue, ao mesmo tempo, diminuiu a resisténcia vascular renal. A Dvl também diminuiu
a hiperuremia, creatinina plasmatica, apoptose e atividade de mieloperoxidase
induzidas pela I/R, e preservou a morfologia do tecido renal. Além disso, analises do
estresse oxidativo revelaram que a geracdo de espécies reativas de oxigénio
também foi reduzida pela administracdo de Dvl no grupo I/R. Em conjunto, todos
esses dados indicam que a Dvl pode exercer um efeito potente na melhora da
disfuncéo renal na LRA. Esses resultados benéficos podem estar associados com a
reducdo do estresse oxidativo e reducdo da inflamacdo, como observado nos
animais experimentais.

A lesdo por isquemia reperfusdo em rins naturais e transplantados é a principal
causa de LRA e um importante determinante da disfuncédo renal em longo prazo
(KENNEDY; ERLICH, 2008). O processo fisiopatologico da LRA seguida de I/R leva
a alteracfes funcionais e estruturais que estdo concentradas proximas as células do
tubulo proximal e do endotélio (SEMEDO et al., 2009). Diversos eventos patoldgicos
estdo envolvidos, como ruptura do citoesqueleto de actina, geracao de moléculas
reativas de oxigénio, resposta inflamatoria e apoptose (BAGUL; FROST; DRAGE,
2013).

O modelo experimental usado para simular a LRA foi a isquemia/reperfusao renal,
gue foi realizada pela ligadura das artérias renais direita e esquerda durante 45

minutos, seguida de reperfusdo por um periodo de 24 horas. N6s observamos que a
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creatinina plasmatica aumentou 2,7 vezes nos animais que passaram pela isquemia
em relacdo ao grupo Sham. Além disso, outros estudos estdo em conformidade com
nossos resultados, demonstrando que este modelo exibe uma diminuigdo no fluxo
sanguineo renal e taxa de filtracdo glomerular, aumento da apoptose e espécies
reativas de oxigénio, infiltracdo de neutréfilos no rim, e a presenca de alteracdes
histolégicas caracteristicas da IRA (BETZ et al.,, 2012; FERREYRA et al., 2013;
HAGAR; ABD EL TAWAB, 2012).

Em relagéo a funcéo renal, nosso trabalho mostrou que o tratamento com a Dvl ndo
interferiu no grupo Sham, porém melhorou a taxa de filtragdo glomerular, a
resisténcia vascular renal e o fluxo sanguineo renal dos animais isquémicos para 0s
niveis normais. Ja foi relatado que outras lectinas da subtribo Diocleinae, dos
géneros Canavalia e Dioclea, foram capazes de promover alteracbes na funcéo
renal. As lectinas da subtribo Diocleinae possuem alta homologia na sequéncia de
aminoacidos, porém podem apresentar diferencas na atividade biologica (ALENCAR
et al., 2013; ASSREUY et al., 1997).

Lectinas isoladas de Canavalia brasiliensis foram administradas em rim isolado
mantido em solucdo nutridora, levando ao aumento da taxa de filtracdo glomerular e
do fluxo urinario apos 90 minutos do tratamento e ao aumento da pressdo de
perfusdo e da resisténcia vascular renal apos 120 minutos(TEIXEIRA et al., 2001).
Em outro trabalho, as lectinas de Dioclea guianensis e Canavalia ensiformis também
foram aplicadas em rins isolados. Ambas provocaram um aumento na pressao de
perfusdo e na resisténcia vascular renal, porém ndo alteraram a taxa de filtracédo
glomerular e o fluxo urinario (HAVT et al., 2003).

Corroborando com esta melhora da fungéo renal no grupo com LRA, a Dvl também
foi capaz de reduzir os niveis de uréia e creatinina plasmatica, e o dano

histomorfolégico nos animais I/R, sem interferir no grupo Sham. A melhora na
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histologia renal se apresentou por diminuicdo de deposicdo de material protéico,
diminuicio da perda da borda em escova e menor quantidade de tubulos
apresentando necrose ou dilatacdo no grupo I/R pré-tratado com a Dvl quando
comparados ao grupo I/R que recebeu veiculo.

Um estudo anterior demonstrou que a Canavalia brasiliensis possui efeito contrario
na histologia renal, provocando aumento da deposicdo de material protéico no
espaco de Bowman (TEIXEIRA et al., 2001). Em relacéo a proteindria, esperavamos
gue estivesse aumentada nos animais com LRA, conforme é comumente observado
no modelo experimental de isquemial/reperfusdo renal (FERREYRA et al., 2013),
porém, nem a I/R e nem o tratamento com Dvl influenciaram este parametro.Este
fato pode ter ocorrido pois a aplicacéo da injecdo na veia peniana levou a producao
de sémen por alguns animais. As proteinas contidas no sémen podem ter sido
eliminadas durante a coleta de urina na gaiola metabdlica, influenciando o resultado
final da proteinuria.

Na lesao renal por isquemia/reperfusdo, o dano celular € mediado pela inflamacao
(FEITOZA et al., 2008; HAGAR; ABD EL TAWAB, 2012; Sl et al., 2014), e em nosso
modelo de I/R nds observamos um aumento na inflamacéo renal, avaliado pela
atividade de MPO. MPO é uma enzima abundante em neutréfilos, e estd bem
estabelecido que a atividade de MPO reflete a quantidade de neutrdéfilos que migra
para o tecido durante a inflamacdo (BRADLEY et al.,, 1982; HAGAR; ABD EL
TAWAB, 2012). Além disso, ja foi demonstrado que a presenca da enzima MPO esta
diretamente envolvida na lesédo renal causada pela I/R (MATTHIJSEN et al., 2007).
Nosso estudo mostrou que a atividade de MPO renal se apresentava
significativamente aumentada apds a I/R, mas foi reduzida pela administracao prévia
de Dvl. Estes resultados sugerem que a acao renoprotetora da Dvl envolve a inibic&o

da infiltracdo de neutrofilos.
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Do mesmo modo, outros estudos ja mostraram que a Dvl é capaz de reduzir a
migracdo de neutréfilos. Em camundongos, o tratamento intravenoso com a Dvl 30
minutos antes da indugcdo de cistite hemorragica por ciclofosfamida levou a uma
reducdo significativa da infiltracdo de leucdcitos na bexiga (ASSREUY et al. 1999). A
Dvl também inibiu a migracdo de neutrdéfilos induzida pela carragenina e pela N-
formil-L-metionil-L-leucil-L-fenilalanina (fMLP) na cavidade peritoneal quando
aplicada intravenosamente 30 minutos antes da administracado dos agentes irritantes
(ASSREUY et al. 1997). Outras lectinas da subtribo Diocleinae, como Canavalia
grandiflora, Dioclea guianensis, Dioclea virgata e Cratylia floribunda, também
apresentaram resultados semelhantes inibindo a infiltragcdo de neutrofilos em
modelos de inflamacédo (ASSREUY et al., 1997; NUNES et al., 2009).

O mecanismo de acédo sugerido € que as lectinas atuam impedindo a atividade
adesiva das selectinas, competindo pela ligagdo com os carboidratos na membrana
celular de leucécitos ou na membrana endotelial (ASSREUY et al., 1997). Esta bem
estabelecido que as selectinas desempenham um papel importante na infiltracéo de
neutrofilos no rim na isquemia/reperfusdo (HERTER et al., 2013; SINGBARTL; LEY,
2000), e como nédo testamos a influéncia da Dvl sobre as selectinas, especulamos
gue 0 mecanismo seja 0 mesmo.

Alem do efeito anti-inflamatorio, outros estudos mostraram que a Dvl também exerce
acao pro-inflamatéria, dependendo da via de administracdo. Camundongos que
tiveram Dvl aplicada na pata por via subcutdnea apresentaram aumento da
expressao do receptor da citocina pro-inflamatéria IL-2 nos linfonodos (BARBOSA et
al., 2001). Em ratos, a Dvl administrada na pata por via subcutanea também levou
ao aumento da inflamacé&o, provocando edema de pata e aumento da atividade de

mieloperoxidase (ALENCAR et al. 2013).
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Os motivos pelos quais a Dvl possui agbes antagonicas dependendo da via de
administracdo ainda nao estdo completamente esclarecidos. Sabe-se que as
discrepancias na atividade biolégica produzidas pelas lectinas Diocleinae sao devido
a diferencas nos sitios que se ligam especificamente aos carboidratos. Além disso,
foi proposto que a habilidade das lectinas em produzir respostas biolégicas distintas
esta relacionada com as suas afinidades aos receptores das células (CAVADA et al.,
2001), indicando que este mecanismo poderia estar envolvido nas diferentes
respostas ocasionadas pelas lectinas.

Diversos estudos mostraram que a infiltracdo de neutrofilos no rim pos-isquémico &
uma das causas da insuficiéncia renal. Os neutrofilos liberam varios mediadores,
incluindo proteases, citocinas e espécies reativas de oxigénio (CHATTERJEE et al.,
2000; HAGAR; ABD EL TAWAB, 2012; SINGBARTL; FORLOW; LEY, 2001). Apesar
dos neutrofilos serem considerados uma importante fonte de espécies de oxigénio, a
reoxigenacao apos hipoxia € suficiente para causar lesdo em varios tipos de células,
mesmo na auséncia de neutréfilos ativados(LI; JACKSON, 2002).

Em nosso estudo, a producdo de espécies reativas e altamente reativas de oxigénio
foi avaliada separadamente no coértex e na medula renal através da producdo de
anion superoxido, peroxido de hidrogénio, peroxinitrito e hidroxila. Estas espécies
reativas de oxigénio séo produzidas por vias normais do metabolismo e séo retiradas
do organismo por antioxidantes, no entanto, em excesso, podem exercer reacdes
prejudiciais (BARADARAN; NASRI; RAFIEIAN-KOPAEI, 2014).

O anion superoxido é formado quando o oxigénio aceita um elétron (02 + e =+02) e
participa de processos quimicos importantes no contexto biolégico, como atuar no
combate de corpos estranhos durante infeccées e como sinalizador molecular
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Na IRA, o *O2 também desempenha um

importante papel, atuando no recrutamento de neutréfilos para area da lesdo, o que
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amplia a extensédo do dano inicial (ANDREOLI, 1991; SEHAJPAL et al., 2014). Além
disso, apesar do *O2 ser um oxidante fraco, ele atua como um precursor de
espécies de oxigénio mais fortes, como peroxido, peroxinitrito, hipoclorito e
cloraminas (ANDREOLI, 1991; MASZTALERZ et al., 2006).

O peroxido de hidrogénio é formado quando o oxigénio recebe dois elétrons (O2 +
2e" + 2H* = H20>) ou por dismutacao de dois anions superoxidos (¢O2 + Oy +2H* =
H202). O H20. possui meia-vida maior do que o superdxido e exerce papel
importante por ser livremente difundido através das membranas celulares
(ANDREOLI, 1991). Esta molécula pode induzir danos por si sO, oxidando proteinas
gue apresentem residuos de metionina ou grupos tiol muito reativos, como a
glutationa (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Assim como ocorre com o *O2" em
modelos experimentais de isquemia/reperfusao renal, € demonstrado que o H>0:
apresenta-se aumentado nos rins dos animais insuficientes quando comparado com
o Sham (HUANG et al., 2012). O H20:2 é, ainda, precursor de outras espécies de
oxigénio, como acido hipocloroso e o radical hidroxila (ANDREOLI, 1991).

O radical hidroxila € um oxidante extremamente forte, que esta aumentado nos rins
guando ha leséo renal, como no modelo de insuficiéncia renal aguda induzido por
contraste e antibidticos (ANDREOLI, 1991; HSU et al., 2011). O HO- danifica
proteinas, membranas celulares do ndcleo e mitocondrial, RNA e DNA, podendo
levar a ruptura da cadeia de DNA (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

O anion peroxinitrito € um potente oxidante produzido pela reacao entre o0 *O2 e 0
NO (NO + «O2 = ONOO’). Quando o ONOO" esta na forma protonada (ONOOH),
possui reatividade semelhante ao HO- (LI; JACKSON, 2002; NOIRI et al., 2001).
Tanto o HO-, quanto o ONOO" podem ser classificados como espécies altamente
reativas de oxigénio por possuir poder oxidante forte o suficiente para hidroxilar

diretamente anéis aromaticos (SETSUKINAI et al., 2003).
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Portanto, na isquemia/reperfusdo renal, todas estas moléculas oxidantes reagem,
em maior ou menor grau, com proteinas, carboidratos, &cidos nucleicos e lipidios
das membranas celulares, resultando em formacéo de radicais organicos, inativacao
de enzimas, peroxidacéo lipidica, oxidacdo proteica e destruicdo de células renais
(MASZTALERZ et al., 2006).

Em nosso trabalho nés observamos um aumento da producéo de anion superéxido,
peroxido de hidrogénio, radical hidroxila e &nion peroxinitrito na medula renal dos
animais isquémicos, e apenas de espécies altamente reativas de 6xigénio no cortex
renal do grupo I/R, que foram revertidos pelo tratamento com Dvl.
Interessantemente, ndo foram constatadas diferencas na producdo de ROS no
cortex renal entre os diferentes grupos. O fato da producéo de radicais livres ser
maior na medula do que no cortex renal pode ser explicada pois 0 processo
fisiopatolégico da LRA provocada por isquemia/reperfusdo renal desencadeia,
principalmente, mudancas estruturais e funcionais em células tubulares e
endoteliais, com dano proeminente nos néfrons justamedulares e remodelamento
tubulo-intersticial mais evidente na medula do que no cortex (BAGUL; FROST;
DRAGE, 2013; VELROYEN et al., 2014). Além disso, estruturas localizadas na
medula renal, como o ramo medular ascendente espesso da alca de Henle, sédo
particularmente sensiveis a diminuicdo do oxigénio, sendo bastante afetadas
durante a isquemia (BELTOWSKI, 2010).

Tendo em vista que o desenvolvimento do estresse oxidativo contribui para a
inducdo da leséo renal na isquemia/reperfusédo, o tratamento da LRA com diversas
substancias antioxidantes tem se mostrado promissor. Como exemplos podemos
citar o tempol (CHATTERJEE et al., 2000), a vitamina C (MILORADOVIC et al.,
2009), agonistas do receptor de proliferacdo de peroxissomo ativado (BETZ et al.,

2012; ZOU et al., 2013), inibidores da fosfodiesterase-4 (MAMMADOQV et al., 2012)e
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inibidores da fosfodiesterase-5 (ZAHRAN et al., 2015). Moléculas que atuam inibindo
a infiltragdo de neutréfilos também se mostraram capazes de reduzir o estresse
oxidativo na LRA (HAGAR; ABD EL TAWAB, 2012).

Em relacédo a Dvl, nosso trabalho mostrou pela primeira vez seu efeito antioxidante.
No entanto, avaliamos apenas o produto final do estresse oxidativo e nao
investigamos as vias que levam a producdo das espécies reativas e altamente
reativas de oxigénio. E possivel que a Dvl atue diretamente no sistema de defesa
antioxidante, aumentando a atividade de enzimas como glutationa peroxidase,
catalase e superoxido dismutase, que reduzem as taxas de oxidagdo no organismo
e, por conseguinte, interrompem a progressao da lesdo na LRA (ABRAHAM; RABI,
2011; MAMMADOV et al., 2012; ZOU et al., 2013). Também €& conhecido que a
isquemial/reperfusdo renal leva ao aumento da atividade de enzimas oxidantes,
como NADPH oxidase e xantina oxidase, que geram espécies reativas de oxigénio e
induzem metaloproteinases da matriz (TSUDA et al., 2012; WU et al., 2009). A Dvl
pode estar afetando estas vias, porém mais estudos sdo necessarios para confirmar
esta hipodtese.

A Dvl também pode interferir na producdo do Oxido nitrico (NO), um potente
antioxidante que pode proteger do dano provocado pelas espécies reativas e
altamente reativas de oxigénio (MANGGE et al., 2014). O NO gerado pela enzima
eNOS é benéfico, e os mecanismos que aumentam a atividade de eNOS séao
capazes de proteger contra a lesdo renal devido a isquemia/reperfusdo (CHIAZZA et
al., 2015). No entanto, em nosso modelo de isquemia/reperfusdo renal, o NO se
encontrou elevado na medula renal do grupo isquémico, possivelmente pelo
aumento da expressao da iNOS, do mesmo modo ja observado em outros estudos
(CHATTERJEE et al., 2003; KORKMAZ; KOLANKAYA, 2013). Supbe-se que a

producdo excessiva de NO em resposta ao aumento da iNOS € deletéria a fungéo
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renal devido ao excesso de NO que reage com O3> para formar ONOO (KORKMAZ;
KOLANKAYA, 2013; MANGGE et al., 2014). Por outro lado, a expressdo da eNOS
esta reduzida na LRA, prejudicando a fungdo renal por causar vasoconstricdo (BETZ
et al., 2012).

Ja foi observado que a Dvl aumentou a ac¢do do NO in vitro, promovendo
vasorrelaxamento em anéis de aorta de ratos Wistar (BEZERRA et al., 2013). Assim
como ocorreu com a Dvl, a Dioclea rostrata causou relaxamento em anéis de aorta
mediado pelo NO (BEZERRA et al.,, 2013). Outras lectinas foram capazes de
aumentar a producao de NO, porém este efeito foi mediado pela iINOS, estimulando
a inflamagcédo (ANDRADE et al., 1999). As lectina de Canavalia gladiata estimulou a
producéo e liberagdo de NO, que € uma das moléculas responsaveis pelo efeito
edematogénico no edema de pata provocado por esta lectina (ASSREUY et al.,
2009). A Canavalia brasiliensis e Dioclea grandiflora aumentaram a producédo do NO
em células peritoneais apds aplicacdo pela via intraperitoneal e nas patas apés
injecéo local, provocando também o edema de pata (ANDRADE et al., 1999). Em
nosso trabalho, a Dvl ndo aumentou os niveis de NO como visto anteriormente, em
vez disso, normalizou os niveis de NO na medula renal dos ratos I/R, indicando que
a Dvl pode exercer alguma influéncia no balanco eNOS/iINOS durante a LRA.
Conforme determinado pela citometria de fluxo, o rim dos ratos I/R apresentaram
células apoptéticas, corroborando com outros estudos no mesmo modelo
experimental de LRA, tanto em ratos (Sl et al., 2014), quanto em camundongos
(KUMAR et al., 2009).Este fenbmeno também € consistente com a histopatologia da
lesdo renal aguda em humanos (LEROLLE et al., 2009). Nosso estudo é o primeiro a
avaliar os efeitos da Dvl na apoptose in vivo quando administrada através da via
intravenosa, e observamos que o tratamento com a Dvl foi capaz de reduzir a

apoptose inicial e a apoptose tardia nos ratos isquémicos até os niveis do Sham.
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A diferenciacdo entre as fases iniciais e tardia da apoptose foi possivel pois a
externalizacdo da fosfatidilserina na célula ocorre no inicio do processo, antes da
membrana celular apresentar sua permeabilidade comprometida, sendo marcada
apenas pela anexina V. No estdgio tardio de apoptose, as células apresentam a
membrana desestruturada e sdo permeaveis ao iodeto de propidio, sendo marcadas
tanto pelo iodeto de propidio, quanto pela anexina V (SUTTON; TCHOUNWOU,
2007).

Quando aplicada por via subcutanea, a Dvl apresenta efeito oposto ao induzir a
apoptose em linfonodos de camundongos, alem de causar necrose nas vénulas
endoteliais altas (BARBOSA et al., 2001). In vitro, outras lectinas da subtribo
Diocleinae, como Canavalia Brasiliensis e Canavalia ensiformis, também induziram
ao aumento da apoptose em cultura de esplendcitos (SILVA et al., 2011) e em
linhagens de células de leucemia humana (FAHEINA-MARTINS et al., 2012). Estes
resultados séo consistentes com os achados de que a Dvl possui efeito anti-
inflamatorio quando administrada por via intravenosa e efeito pré-inflamatorio apés a
administracao local.

A melhora da apoptose no grupo I/R tratado com Dvl pode estar associada com a
diminuicAo de espécies de oxigénio neste grupo, uma vez que estd bem
estabelecido que a producdo de espécies reativas de oxigénio sdo capazes de

iniciar morte celular nas formas de necrose ou apoptose (LI; JACKSON, 2002).



7. SUMARIO DE RESULTADOS

Tabela 6: Sumario de resultados.
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Parametro Sham Dvl vs. IR VC vs. IR DvI vs. IR DvI vs.

Sham VC Sham VC IRVC Sham VC
TFG = ! 1 d
FPR : l 1 !
FSR = ! 1 !
RVR = 1 | _
Proteindria = = — -
Uremia = 1 | -
Creatinina plasmatica = 0 ! =
Atividade de MPO = 0 ! =
*O, cortex = = = -
*O," medula = 1 | 1
H>O, cortex = = = =
H,O, medula = 0 ! =
*OH e ONOO cortex = 0 ! =
*OH e ONOO'medula = 0 ! =
NO cortex = 0 ! =
NO medula = 0 ! =
Apoptose = ) ! =
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8. CONCLUSAO

Nosso estudo demonstrou, pela primeira vez, que a lectina de Dioclea violacea
possui efeitos benéficos, tanto funcionalmente, quanto histomorfologicamente, na
lesd@o renal aguda induzida pela técnica de isquemia/reperfusdo renal. Esta melhora
da funcdo renal parece estar ligada a reducdo da infiltracdo de neutréfilos e da
apoptose em células renais, bem como com a supressdo do estresse oxidativo.
Estes achados sugerem que a lectina de Dioclea violacea nado é toxica para o rim e
poderia ser usada como uma abordagem promissora no tratamento da lesao renal

aguda, incluindo as geradas por isquemia/reperfuséo.
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