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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
renoprotetor do fitoterdpico Uncaria
tomentosa sobre a lesdo renal aguda
isquémica induzida pelo clampeamento
dos pediculos renais de ratos. A hipdxia e a
hipoperfusdo geradas com a isquemia in-
tensificam a produgdo de espécies reativas
ja presentes no processo inflamatério. Os
resultados mostraram que a fungdo renal
avaliada pelo clearance de creatinina, a
excregdo de perdxidos urinarios (FOX) e a
excregdo urindria de malondealdeido
(TBARS) desses animais apresentou
renoprotecdo induzida pela UT, provavel-
mente relacionada as suas atividades
antioxidantes.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate
the renoprotective effects of Uncaria
Tomentosa (cat's claw) on ischemic acute
kidney injury induced by renal clamping in
rats. The hypoxia and hypoperfusion in-
crease the production of reactive species
already present in the inflammatory pro-
cess. Results showed that the renal func-
tion evaluated by creatinine clearance, the
urinary excretion of peroxides and
malondealdehyde indexes demonstrated
that UT induced renoprotection, probably
related to its antioxidant activities.
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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el
efecto rinoprotector del fitoterdpico
Uncaria tormentosa sobre la lesién renal
aguda isquémica inducida por el clampeo
de los pediculos renales de ratones. La
hipoxia y la hipoperfusién generadas con
la isquemia intensifican la produccion de
especies reactivas ya presentes en el pro-
ceso inflamatorio. Los resultados mostra-
ron que la funcién renal evaluada por el
clearance de creatinina, la excrecion de
peroxidos urinarios (FOX) y la excrecion uri-
naria de malondialdehido (TBARS) de esos
animales demostré rinoproteccién induci-
da por la UT, probablemente relacionada
con sus propiedades antioxidantes.
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INTRODUCAO

A lesdo renal de origem isquémica corresponde, junta-
mente com aquelas relacionadas a toxicidade de drogas, a
mais de 70% das categorias de insultos agudos de ordem
renal, que persistem com mortalidade alarmante mesmo
quando instituidas técnicas sofisticadas de resgate de fun-
¢cao™, Trata-se de uma condi¢do na qual a taxa de filtragdo
glomerular se reduz rapidamente, causando subita reten-
¢do de metabdlitos enddgenos®?.

A lesdo renal aguda (LRA) ocorre de forma abrangente
na populagdo, com um progndstico sombrio, que pode evo-
luir para faléncia mdaltipla dos drgdos e septicemia®. Ca-
racteriza-se por elevada mortalidade, em torno de 50%, e
nos casos em que ha necessidade de didlise, esses indices
podem chegar a 88%"%). E uma complicacdo de aproxima-
damente 5% das internagdes hospitalares e de mais de 30%
das internagdes em UTI®, Esses dados tdo significativos
sugerem que estudos fisiopatoldgicos e clinicos sao funda-
mentais em busca de seu efetivo controle. Destaca-se en-
tre esses estudos aqueles voltados para a identificagdo de
agentes que demonstrem papel protetor na
LRA, destacando-se os estudos experimentais
com animais como o ora apresentado.

Na isquemia, a redugdo da fonte energética,
0 ATP, exacerba a produgdo de espécies reativas
de oxigénio que, pelo excesso, gera o
desequilibrio entre os agentes pro-oxidantes e
asreservas de antioxidantes enddgenos®®®. A sim-
ples restauragdo desse fluxo ndo é capaz, muitas
vezes, de prevenir a fase de manutencdo da LRA,
caso haja lesdo tecidual, sendo esta relacionada
ao tempo de exposi¢do ao insulto”?.

Na LRA isquémica, a lesdo tubular representa o evento
final, envolvendo a disfuncdo e/ou morte celular, o que
predispGe a célula a obstrucdo tubular e conseqiiente
retrodifusdo do filtrado, ou seja, o refluxo do ultrafiltrado
com redugdo do volume urindrio final. Tal obstrugdo pode
levar ao aumento das pressdes intratubulares, causada tam-
bém pelo processo inflamatdrio que, apesar de ser um pro-
cesso fisioldgico, metabdlitos toxicos e proteases sao libe-
rados por mediadores quimicos e favorecem a lesdo do te-
cido ja afetado, causando congestdo vascular, além de in-
tensificar o desequilibrio redox. A faléncia e o descolamento
das células epiteliais tubulares favorecem a retrodifusao do
filtrado glomerular para os capilares peritubulares. Os even-
tos de obstrucdo e retrodifusdo contribuem para a redu-
¢do do ritmo de filtracdo glomerular, além de provocar
edema das células tubulares. A associagdo dessas lesGes,
na regido da medula renal, sustenta, por meio de feed-back
positivo, a perpetuacdo da lesdo renal®®),

Estudos experimentais em ratos demonstram o envol-
vimento de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) na lesdo
isquémica por meio da intensificacdo do desequilibrio redox
em rins pos-isquemia®.
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A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconhece a
importancia da fitoterapia nos cuidados com a saude me-
diante resolucdo (WHA 31.33, 1978) sugerindo ser uma al-
ternativa viavel, particularmente para populagdes de pai-
ses em desenvolvimento*®'Y, No Brasil, paralelamente, a
fitoterapia é institucionalizada mediante recomendacgdo
interministerial e resolugdo do Ministério da Saude
condicionando o uso de plantas medicinais no Sistema
Unico de Satde a estudos de caracterizagdo de principios
ativos, mecanismos de agdo das drogas, dentre outras in-
vestigacdes cientificas™.

Plantas medicinais sdo usadas ha séculos nas regides de
floresta peruana. Ha muitos anos, pesquisadores investigam
propriedades de plantas e espécies vegetais da regido, efe-
tuando descobertas sobre as diversas formas de uso dessa
biodiversidade da flora, sendo o uso medicinal o mais co-
mum e importante. Em Lima, hd inUmeros produtores infor-
mais de fitoterapicos, bem como muitos laboratérios e in-
dustrias farmacéuticas obtendo extratos de plantas medici-
nais por meio de métodos sofisticados. Uma das aplicacdes
dessas plantas é, também, a forma de suplemento alimen-
tar, principalmente para aquelas dotadas de propriedades

antioxidantes, como a Unha-de-Gato, ou aque-
las com propriedades reparadoras*?.,

A utilizacdo de
fitoterapicos [...] pode
trazer beneficios
relevantes para o
controle da leséo renal
aguda em suas
diversas
manifestacdes.

A Uncdria tomentosa (Unha-de-Gato, UT ou
cat’s claw, em inglés) usada ha séculos por tri-
bos indigenas da floresta amazonica, que her-
daram o conhecimento de seu uso terapéutico
dos antigos Incas, é uma planta do tipo arbus-
tos trepadores que podem atingir até 30m de
altura, usando seus espinhos (que lembram
unhas de gato, por isso sua denominagdo po-
pular) para se apoiar e subir através de arvores
mais altas®>¥, Dentre as caracteristicas a ela
atribuidas, apresenta propriedades imunoestimulantes e
antioxidantes provavelmente relacionadas a alta concentra-
¢do de flavondides que atuam contra espécies reativas de oxi-
génio, diminuindo o estresse oxidativo no processo inflama-
torio™. Estudos demonstram que novos acidos quindvicos e
outros efeitos da planta podem estar relacionados a tratamen-
tos implementados contra cancer, artrite, gastrite e doencgas
dermatoldgicas*®. Extratos isolados de seus componentes,
como alcaldides oxinddlicos pentaciclicos, podem estar asso-
ciados ao estimulo de células endoteliais in vitro na producdo
de fatores de regulacio da proliferacio de linfécitos™”.

A repercussdo clinica e o impacto na saude publica da
lesdo renal aguda tém se mostrado resistentes a estratégi-
as tradicionais de tratamento, como os métodos de substi-
tuicdo de funcdo. A abordagem preventiva dessa sindrome
ja ndo é sem tempo e seguramente poderd resultar em
avangos mais favoraveis. A utilizacdo de fitoterapicos nes-
se cenario, a semelhanga do que ja ocorreu em doencgas
cardiovasculares com o uso do vinho pelas propriedades
antioxidantes derivadas dos flavondides®®, pode trazer
beneficios relevantes para o controle da lesdo renal aguda
em suas diversas manifestagdes.
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Assim sendo, esse estudo teve por objetivo principal
avaliar os efeitos antioxidantes e antiinflamatdrios da
Uncaria tomentosa (UT) como estratégia de renoprotecdo
em animais pré-condicionados com esse tratamento e sub-
metidos a LRA isquémica, contudo ndo se ateve a aspectos
como efeitos colaterais e toxicidade, por ndo serem estes
focos do estudo. A analise da fitoterapia na protegdo da
fungdo renal apés disfungdo isquémica traz dados signifi-
cativos para os reais beneficios do uso clinico desse agen-
te. O embasamento cientifico para aplicagdo clinica da UT,
bem como para o avango de pesquisas clinicas sobre a res-
pectiva tematica podem agregar valores inusitados na pre-
vencdo da LRA isquémica, e poderdo trazer beneficios eco-
némicos para a sociedade/sistema de saude, por meio da
descoberta de estratégia de menor complexidade e menor
custo quando comparada a tecnologias pesadas.

OBJETIVO

Avaliar o efeito renoprotetor da Uncaria tomentosa so-
bre a fungdo renal, a excregdo urindria de perdxidos e
malondeladeido de ratos com LRA isquémica induzida ex-
perimentalmente.

METODO

Trata-se de um estudo quantitativo experimental com
modelo animal, aprovado pela Comissdo de Etica em Expe-
rimentacdo Animal do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade de S3o Paulo sob protocolo n2 88/07/CEEA e
realizado no Laboratdrio de Pesquisa Experimental com
Modelos Animais (LEMA) da Escola de Enfermagem da
Universidade de S3o Paulo.

Foi utilizado extrato seco de Unha de gato 100Mg
(Herbarium Ltda) em ratos da raga Wistar, adultos, machos,
num total de aproximadamente 35 animais, distribuidos
nos seguintes grupos:

Sham (controle): ratos submetidos a laparotomia, sem
clampeamento dos pediculos renais.

Isquemia: ratos submetidos a isquemia renal de 45 mi-
nutos, por meio do clampeamento dos pediculos renais.

Sham + Uncdria tomentosa (UT): ratos tratados com UT
antes da simulagdo da isquemia (20mg, VO, 1x dia, 5 dias).

Isquemia + Uncdria tomentosa (UT): ratos tratados com
UT antes do dia da cirurgia (20mg, VO, 1x dia, 5 dias).

A mensuracdo da creatinina plasmatica e urindria, para
a verificacdo do clearance de creatinina que foi o
biomarcador de fungdo renal empregado nesse estudo, foi
realizada pelo método de Jaffé®.

O método de xilenol laranja versdo 2 (FOX - 2) foi utili-
zado para mensurar a excre¢do de perdxido urinario®. A
excrecdo urinaria de malondealdeido (MDA) foi mensurada
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pelo método TBARS®?Y. Ambos, FOX-2 e MDA foram utiliza-
dos como parametros oxidativos para efeito de avaliacdo
do mecanismo redox.

RESULTADOS

A analise dos resultados foi feita por analise de varidncia
(ANOVA) seguida pelo teste de Tuckey para comparagdes
multiplas entre os grupos. Os resultados estdo apresenta-
dos em tabelas contendo média e desvio padrao. O nivel
de significancia adotado foi de 0,05.

Fungdo Renal

Conforme demonstrado na Tabela 1, ndo foram obser-
vadas, dentre os grupos, variacdes significantes de peso
entre os grupos.

Tabela 1 - Resultados de peso corporal e fungdo renal global dos
grupos: Sham, Isgquemia, Sham + Uncaria tomentosa; Isquemia+
Uncaria tomentosa - S&o Paulo - 2009

. Clcr/100gr
Grupos (n) Peso (g) U (ml/min) (ml/min)
Sham (7) 293+22 0,0062+0,004 0,54+0,09
Isquemia (7) 299432 0,0176+0,004* 0,17+0,05*
Sham+UT (7) 278+11 0,0134+0,008* 0,54+0,08
Isquemia+UT (7) 287+11 0,0277+0,010%*  0,54+0.07**

Sendo: P= peso corporal, U= fluxo urinario e Clcr/100g = clearance de
creatinina/100g de peso corporal. *p< 0,05 versus Sham e ** versus Isquemia

Os resultados demonstram que o procedimento cirur-
gico do grupo SHAM (sem clampeamento renal) ndo deter-
minou comprometimento da fungdo renal desses animais
quando comparados com o grupo controle de estudos an-
teriores®®, o que confirma que o grupo SHAM pode ser
utilizado como controle para este estudo.

Foram observadas variagGes de fluxo urinario nos ani-
mais dos grupos que foram submetidos ao modelo de
isquemia por clampeamento.

Os animais isquémicos apresentaram reducdo da fun-
¢do renal quando comparados ao grupo Sham (0,17+0,05
vs 0,54+0,09), confirmando o episddio de LRA isquémica
com manutencdo do fluxo urindrio.

O grupo que recebeu pré-tratamento por cinco dias com
Uncaria tomentosa (Isquemia+UT) apresentou atenuacdo
da redugdo do clearance de creatinina (0,54+0,07 vs
0,17+0,05) na comparagdo com o grupo ndo tratado. Isso
confirma melhora significativa da fungdo renal com o pré-
tratamento.

Peroxidos Urindrios

Na Tabela 2, o grupo Sham apresentou resultado consi-
derado padrdo de normalidade para esse parametro. O gru-
po Isquemia, quando comparado ao grupo Sham, apresen-
tou elevacdo na excre¢do de perdxidos urinarios (11,0+1,5
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vs 3,0+0,7), conforme padrdo ja esperado para o modelo
de oxidagdao implementado.

Tabela 2 - Resultados referentes aos val ores de peréxidos urinérios
dosgrupos: Sham, Isquemia, Sham + Uncaria tomentosa; | squemia
+ Uncaria tomentosa - S&o Paulo - 2009

Peroxidos urinarios

Grupos N (nmol/g de creatinina)
Sham 7 3,0+0,7
Isquemia 7 11,0+1,5%
Sham+UT 5 3,8+1,3
Isquemia+UT 6 3,6+1,0%*

*p< 0,05 versus Sham e ** versus Isquemia

Na comparagdo entre o grupo Isquemia+UT e o Isquemia
foi observada diminuigdo estatisticamente significante na
excregao de peroxidos urinarios do grupo submetido ao
pré- tratamento (3,6+1,0 vs. 11,0+1,5).

TBARS Urindrios (MDA)

A Tabela 3 apresenta valores de TBARS urinarios. Os re-
sultados do grupo Sham seguiram o padrdo descrito para
peroxidos urinarios. O grupo Isquemia apresentou eleva-
cdo estatisticamente significante quando comparado ao
grupo controle (281+90 vs 98+26).

Tabela 3 - Resultados referentes aos valores de TBARS urinarios
dosgrupos: Sham, Isquemia, Sham + Uncaria tomentosa; | squemia
+ Uncaria tomentosa - Sao Paulo - 2009

TBARS urinarios

Grupos N (nmol/g de creatinina)
Sham 6 98+26
Isquemia 5 281490 *
Sham+UT 7 108+£35%*
Isquemia+UT 5 1514£33%*

*p< 0,05 versus Sham e ** versus Isquemia

Os valores de peroxidagao lipidica, ou mecanismo redox,
apresentaram-se diminuidos no grupo tratado com UT em
comparagao ao grupo isquemia (151+33 vs 281+90), per-
manecendo mais elevados do que o controle, porém sem
significancia estatistica.

DISCUSSAO

A lesdo renal é uma entidade clinica que acomete di-
versos pacientes graves, principalmente aqueles em septi-
cemia, sendo que essa consiste atualmente na sua princi-
pal causa. A mortalidade pela LRA é alta, no minimo 50%, e
se acentua em casos em que coexistem outras morbidades,
cenario esse ndo raro em pacientes de terapia intensiva.
Os progressos no cuidado de individuos que vivenciam a
LRA sdo nitidos, porém restritos a area de terapias de subs-
tituicdo da funcdo por métodos dialiticos. A persisténcia
da mortalidade em mais de vinte anos de estudos pressu-
pde que os avangos mencionados ndo tém resultado em
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impacto na epidemiologia da lesdo, revalidando a necessi-
dade de adocdo de medidas de protecdo funcional. Nos
ultimos anos, os agentes antioxidantes tem se destacado
nesse campo e, mais recentemente, o uso de fitoterapicos
vem se afirmando com uma possibilidade terapéutica inte-
ressante, particularmente em paises em que a flora natural
€ tdo abundante, como no Brasil. Esse estudo desenvolveu
modelo de lesdo renal aguda em ratos com o objetivo de
verificar o efeito renoprotetor da UT.

A fisiopatologia da LRA é complexa e multifatorial. Nela, a
hipoperfusdo e a hipdxia tecidual resultam na queda dos ni-
veis de ATP, na degradac¢do de AMP a acumulo de hipoxantina.
Simultaneamente, hd um aumento dos niveis de Ca** e ativa-
¢do de proteases dependentes, como a calmodulina que con-
verte a xantina desidrogenase em xantina oxidase®. Por sua
vez, ela passa a catalisar a transferéncia de elétrons para a
NAD e oxida a xantina e a hipoxantina para acido Urico, geran-
do espécies reativas de oxigénio durante a reperfusdo®.

A isquemia-reperfusdo norteia a ativacdo e expressdo de
moléculas de adesdo em células endoteliais e de leucdcitos.
Leucdcitos ativam oxidantes como superdxido, oxido nitrico,
radical hidroxila, peroxinitrito e acido hipocloroso que destro-
em as células endoteliais e epiteliais”. Essas espécies reativas
de oxigénio comprometem a vitalidade celular, a agdo de fa-
tores de crescimento e a proliferagdo celular, o reparo e rege-
neragdo tecidual, dos processos inflamatdrios e imunoldgicos,
além da regulagdo dos sistemas hemodinamico, hemostatico
e vascular®®, Os indicadores de estresse oxidativo incluem
bases de DNA alteradas, produtos de oxidagdo de proteinas e
produtos de peroxidacdo de lipideos®.

A UT é composta por alcaldides oxinddlicos e inddlicos
que apresentam propriedades imunoestimulantes, entre
eles acidos glicosideos quindvicos que apresentam agdes
antiinflamatdrias e compostos antioxidantes que demons-
tram agdo reparadora celular®®'”), Sua acdo antioxidante
parece ser consequéncia da alta concentragdo de flavonoi-
des que sequestram espécies oxigénio reativas, diminuin-
do o estresse oxidativo no processo inflamatdrio®*s),

A administracdo de elementos antioxidantes a esses ani-
mais, provavelmente, inibe a acdo da xantina oxidase e/ou
sequestra os radicais livres, diminuindo assim o dano oxida-
tivo®. Principios ativos desse fitoterapico, como flavondides,
podem agir na remogao de espécies reativas de oxigénio e
na redugdo da peroxidagao lipidica, como p6de ser observa-
do no estudo ora apresentado e confirmado pelos parame-
tros de excreg¢do urindria de peroxidos e malondealdeido.

O modelo experimental de lesdo renal aguda reprodu-
zido nesse estudo buscou, por meio do clampeamento dos
pediculos renais por 45 minutos, simular esse processo de
hipoperfusdo e isquemia-reperfusao, o que se confirmou.
O pré-tratamento dos grupos com Uncaria tomentosa in-
duziu melhora da fungao renal com aumento dos valores
de clearance de creatinina em animais com LRA isquémica,
além de reducgdo de peroxidos urinarios verificada pela di-
minuicdo dos valores de marcadores de lesdo celular (FOX-
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2, TBARS), melhora essa provavelmente relacionada as ati-
vidades antioxidantes do fitoterapico.

Sendo assim, os resultados apresentados salientaram o
efeito protetor do fitoterapico Uncdria tomentosa na fun-
¢do renal de ratos submetidos ao modelo de isquemia re-
nal por clampeamento, com associagdo a reducdo de
peroxidos urindrios e malondealdeido nesses mesmos ani-
mais. A combinacdo de melhora da funcdo renal com redu-
¢do dos indices de peroxidacdo lipidica pressupGe que o
dano funcional estabelecido pela isquemia é de origem
oxidativa, como ja demonstrado em outros modelos de le-
sdo. Esses dados reforcam ainda que a fitoterapia pode vir
a ser considerada como possibilidade terapéutica, com agdo
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