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Resumo

Objetivo: Avaliar o efeito renoprotetor do Echinodorus macrophyllus na lesdo renal aguda induzida pela
ciclofosfamida em ratos.

Métodos: Pesquisa experimental com ratos Wistar, machos e adultos que foram distribuidos nos grupos:
Controle - administracdo de 1,5 ml de cloreto de sodio a 0,9,% por via intraperitoneal, Echinodorous —
administracdo de 2g/kg de Echinodorus macrophyllus por gavagem durante cinco dias, Ciclofosfamida
— administragdo de ciclofosfamida 150mg/kg por via intraperitoneal, Ciclosfofamida + Echinodorus —
administrago de Echinodorus macrophyllus e ciclofosfamida. Foram avaliados a fungéo renal (clearance de
creatinina) e 0s metabdlitos oxidativos (perdxidos e substancias reativas ao acido tiobarbitlrico urindrios, tiéis
no tecido renal).

Resultados: O pré-condicionamento com Echinodorus macrophyllus elevou o clearance de creatinina e
reduziu 0s niveis dos metabdlitos oxidativos.

Conclusdo: A acéo antioxidante do Echinodorus macrophyllus demonstrou efeito renoprotetor evidenciado
pela redugdo do estresse oxidativo na leso renal aguda induzida pela ciclofosfamida em ratos.

Abstract

Objective: Evaluating the renoprotective effect of Echinodorus macrophyllus in acute kidney injury induced by
cyclophosphamide in rats.

Methods: Experimental research with Wistar rats, male adults, distributed into groups, namely: Control —
administration of 1.5 ml sodium chloride 0.9% intraperitoneally; Echinodorous — administration of 2g/kg of
Echinodorus macrophyllus by gavage for five days; Cyclophosphamide — administration of cyclophosphamide
150mg/kg intraperitoneally; and Cyclosphosphamide + Echinodorus — administration of Echinodorus
macrophyllus and cyclophosphamide. Renal function (creatinine clearance) and the oxidative metabolites
(peroxides and urinary substances reactive to thiobarbituric acid, thiols in kidney tissue) were evaluated.
Results: Preconditioning with Echinodorus macrophyllus elevated the creatinine clearance and reduced the
levels of oxidative metabolites.

Conclusion: The antioxidant action of Echinodorus macrophyllus has demonstrated renoprotective effects
evidenced by the reduction of oxidative stress in acute renal injury induced by cyclophosphamide in rats.
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Introducao

A utilizagao de plantas medicinais é notéria nos
ultimos anos, devido aos seus efeitos potencial-
mente benéficos a satide humana, no entanto,
ainda existe uma caréncia de informacio sobre
seus efeitos mutagénicos na maioria dos princi-
pios ativos.

Em particular, nas regioes tropicais existe uma
diversidade de espécies de plantas medicinais que
sao utilizadas pela populagio para o tratamento de
suas doengas. As plantas medicinais sao utilizadas
para vdrias finalidades e baseadas em evidéncias
histéricas ou pessoais que foram incorporadas por
habitos, tradigées ou costumes ao longo do tempo,
porém estudos que comprovem seguranca e eficicia
ainda sio raros.?

A caréncia de pesquisas cientificas para plan-
tas nativas brasileiras compromete a divulgac¢ao
desses produtos e acarreta em dificuldades para
o seu aproveitamento como matéria-prima pela
industria de fitomedicamentos. Nesse contexto,
podemos citar a espécie nativa brasileira Echi-
nodorus macrophyllus da familia Alismataceae,
conhecida vulgarmente por chapéu-de-couro,
chd-mineiro, erva-de-pantano, erva-de-bugre,
congonha-do-campo ou erva-do-brejo, ampla-
mente utilizada na medicina popular nas regioes
sudeste e centro oeste. Suas folhas sao utilizadas
para o tratamento de vérias enfermidades, como
reumatismo e sifilis.®) O Echinodorus macrophyl-
lus é conhecido por sua a¢do diurética, e possui
propriedades anti-inflamatéria e antioxidante.®

Atualmente, as plantas medicinais sdo reco-
nhecidas como potentes antioxidantes e utiliza-
dos principalmente em pesquisas experimentais
para prevengao ou tratamento de lesoes celulares
induzidas pelo desequilibrio entre enzimas antio-
xidantes e oxidantes.””’ Na prética clinica, o uso
de medicamentos frequentemente resultam em
lesao das células renais que caracteriza o quadro
de lesao renal aguda (LRA) com rdpido declinio
da fungao renal, definida clinicamente por um
aumento absoluto da creatinina sérica de pelo
menos 0,3mg/dl ou a elevagdo de 1,5 vezes do
valor basal ou a reducio do fluxo urindrio, docu-
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mentado como oligtria ou menor que 0,5ml/kg
por hora por mais de seis horas.®

A lesao renal aguda é uma complicagio em 5%
das hospitalizagoes e até 30% das internagdes em
unidade de terapia intensiva.”’ Os medicamentos
que apresentam potencial nefrotéxico sio responsi-
veis por aproximadamente 20% dos casos de lesao
renal aguda em pacientes criticos.” Exemplos in-
cluem antimicrobianos, quimioterdpicos, analgési-
cos e imunossupressores."”

Destaca-se entre os quimioterdpicos a ciclo-
fosfamida, um agente citostdtico, empregado no
tratamento de doencas neopldsicas de tumores
sélidos e linfomas e outras doengas nao neopld-
sicas, como a artrite reumatoide e o ldpus eri-
tematoso sistémico. Esse medicamento e seus
metabdlitos podem causar nefrotoxicidade com
disfuncio glomerular e tubular.® Os modelos de
estudos iz vivo demonstraram que durante a ad-
ministragido de ciclofosfamida foi constatada a
diminuigao da reserva antioxidantes no plasma e
no tecido renal dos animais.®?

As caracteristicas anatdmicas e funcionais do rim
favorecem a incidéncia de lesao renal aguda de ori-
gem nefrotdxica, visto que 25% do débito cardiaco
sao direcionados para o 6rgao e o alto fluxo sangui-
neo renal favorece a alta concentragio de substan-
cias téxicas e seus metabdlitos no tecido. Além de
que as células do tibulo proximal e da al¢a de Henle
apresentam maior sensibilidade a lesao induzida por
substincias nefrotéxicas devido a sua localiza¢io em
um ambiente hipdxico da por¢ao externa da medula
renal e essas células necessitam de altas concentra-
¢oes de energia para o transporte ativo de solutos.
) A fisiopatologia da leso renal aguda ¢ composta
por vdrios mecanismos como a disfun¢io da micro-
vasculatura renal que reduz o ritmo de filtragao glo-
merular, a toxicidade tubular direta que desencadeia
intensa resposta inflamatéria e a geragao espécies
reativas de oxigénio."”

Considerando o efeito nefrotéxico da ciclofosfa-
mida e a sua indicagdo para o tratamento de diver-
sas neoplasias e em outras doengas, este estudo tem
como objetivo verificar o efeito protetor do Echi-
nodorus macrophyllus na lesao renal aguda induzida
pela ciclofosfamida em ratos.
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Métodos

Estudo experimental em modelo animal. Foram
utilizados ratos da raca Wistar, machos, adultos, de
250 a 300 gramas que foram distribuidos nos se-
guintes grupos:

- Controle — os animais que receberam solugio
de cloreto de sédio a 0,9% por via intraperitoneal
(i.p.), dose unica;

- Echinodorus — os animais que receberam uma
solucao de Echinodorus macrophyllus (2g/kg) por
gavagem, uma vez ao dia, durante cinco dias;

- Ciclofosfamida — os animais que receberam ci-
clofosfamida (150mg/kg) por via intraperitoneal,
dose Gnica;

- Ciclofosfamida + Echinodorus - animais que rece-
beram Echinodorus macrophyllus (2g/kg) por gava-
gem, uma vez ao dia, durante 5 dias ¢ a ciclofosfami-
da (150mg/kg) por via intraperitoneal, dose tinica no
quinto dia do experimento.

Ao final do protocolo, os animais foram coloca-
dos em gaiolas metabdlicas individuais para e coleta
de urina de 24 horas para avalia¢io da fungio renal
e de metabdlitos oxidativos. Apds esse periodo, os
animais foram anestesiados para a coleta de sangue
terminal por meio da pungao da aorta abdominal e
posterior avaliagao da funcio renal.

A fungio renal foi avaliada por meio do clearan-
ce de creatinina. O método colorimétrico de Jaffé
foi utilizado para determinar os valores da creati-
nina sérica e urindria. O clearance de creatinina foi
calculado pela férmula: clearance de creatinina =
creatinina urindria x fluxo urindrio de 24horas /
creatinina sérica.!"!?

Os metabdlitos oxidativos foram avaliados por
meio da dosagem de perdxidos urindrios, de subs-
tancias reativas ao dcido tiobarbitdrico (TBARS) e
de tidis no tecido renal. A avaliagio de peréxidos
urindrios foi realizada pelo método FOX-2, a uti-
lizagao de ferro-xilenol laranja que oxida o fon Fe**
e produzindo um complexo de coloragio azul-arro-
xeado (0= 4,3 x 10 M cm™).1112 A avaliacio de
TBARS urindrios permite a identificagio de produ-
tos finais da cascata de peroxidagio lipidica que rea-
gem na presenca do dcido tiobarbittirico em fluidos
organicos (0= 1,56 x 10° M! cm™).""'2 O nivel de
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tidis no tecido renal foi avaliado por meio da reacio
com DTNB (a= 13,6 x 10° M cm™).(0V

Os resultados foram apresentados em médiaz-
desvio padrio. A andlise estatistica dos resultados
foi realizada pela andlise de variAncia ANOVA, se-
guida pelo teste de 7ukey para comparagdes entre
os grupos. O nivel de significAncia considerado foi
de p<0,05.

O desenvolvimento do estudo atendeu as nor-
mas nacionais e internacionais de ética em pesquisa
envolvendo o uso de animais.

Resultados

Conforme demonstrado na tabela 1, os grupos
Controle e Echinodorus nio apresentaram varia-
bilidade em relagdo ao clearance de creatinina. A
administragio da dose tnica de ciclofosfamida
resultou em redugio significativa do clearance de
creatinina que caracterizou o modelo de LRA ne-
frotéxica (p<0,001). Observou-se que o pré-con-
dicionamento com Echinodorus macrophyllus em
animais tratados com ciclofosfamida a apresenta-
ram elevacio significativa do clearance de creatini-
na quando comparados com o grupo Ciclofosfa-

mida (p<0,05).

Tabela 1. Resultados da fungéo renal dos diversos grupos
Clearance de

Peso Fluxo urinario

Grupos n (gramas) (ml/min) crez;g]r:;;aig)()()g
Controle 5 280+28 0,013+0,003 0,81+0,05
Echinodorus 6 290+11 0,011+0,002 0,77+0,14
Ciclofosfamida 1 286+14 0,016+0,005 0,20+0,05®
Ciclofosfamida-+Echinodorus -~ 11 293+21 0,011+0,004 0,310,118

3p < 0,001 versus Controle; °p < 0,001 versus Echinodorus; °p < 0,05 versus Ciclofosfamida

Os resultados dos metabdlitos oxidativos (Ta-
bela 2) demonstraram que os valores de peréxidos
urindrios dos grupos Controle e Echinodorus fo-
ram considerados como referéncia de normalidade.
Sendo que o grupo Ciclofosfamida apresentou ele-
vacdo significante dos valores de perdxidos urind-
rios quando comparados com os grupos controle
(p<0,001). O grupo que recebeu o tratamento com
Echinodorus macrophyllus apresentou redugio da ex-
cre¢do de peréxidos urindrios em relagio ao grupo

Ciclofosfamida (p<0,05).



Tabela 2. Resultados dos metabolitos oxidativos dos diversos
grupos

. TBARS
Perdxidos Py Ti6is no
L urinarios .
Grunos urinarios (nmol/g de tecido renal
P (nmol/g de . g (nmol/mg de
LS creatinina .
creatinina) L proteinas)
urindria)
Controle 5 25,6+6,5 0,3+0,1
Echinodorus 6 27,0+7,3 0,3+0,1 2,1£0,2
Ciclofosfamida 1 73,9+24,0® 4,6+1,9% 1,2+0,42
Ciclofosfamida-+Echinodorus 11 47,7+20,2 1,3+1,0% 2,4+0,4°

TBARS - substéncias reativas ao acido tiobarbittrico. 2p < 0,001 versus Controle; °p < 0,001 versus
Echinodorus; °p < 0,05 versus Ciclofosfamida

A quantificagdo de TBARS urindrios seguiu o
padrio descrito para os peréxidos urindrios. O gru-
po Ciclofosfamida apresentou elevago significante
de TBARS quando comparado com os grupos Con-
trole e Echinodorus (p<0,001). O grupo Ciclofosfa-
mida+Echinodorus apresentou redugio estatistica-
mente significante de TBARS em rela¢do ao grupo
Ciclofosfamida (p<0,05).

A avaliacio de ti6is no tecido renal demonstrou
que o grupo Ciclofosfamida apresentou reducio
dos niveis de tidis no tecido renal quando compa-
rado com o grupo Echinodorus (p<0,001) e o pré-
condicionamento com  Echinodorus macrophyllus
aumentou significativamente os niveis de tiéis no
tecido renal na comparagio com o grupo Ciclofos-

famida (p<0,05).

Discussao

Este estudou demonstrou que o pré-condiciona-
mento com Echinodorus macrophyllus atenuou a
lesdo renal aguda induzida pela ciclofosfamida em
ratos que foi evidenciado pelo aumento do clearance
de creatinina e redu¢io dos metabdlitos oxidativos
na urina e aumento da reserva de enzimas antioxi-
dantes no tecido renal. No entanto, o estudo apre-
senta limitacoes em relacao a extracio do Echino-
dorus macrophyllus, visto que nio foi realizada uma
quantificagio especifica dos componentes funcio-
nais da planta. Porém, os resultados desse estudo
permitem identificar o mecanismo de toxicidade via
geragdo de espécies reativas de oxigénio no modelo
de lesdo renal aguda induzida pela ciclofosfamida.
Esses dados permitem o enfermeiro identificar
a ciclosfosfamida como um medicamento com po-
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tencial para nefrotoxicidade e estratificar os pacien-
tes de risco para implementar medidas preventivas
como a hidrata¢io e a administragio de firmacos
antioxidantes. Essa prdtica pode ser evidenciado por
meio de protocolos assistenciais com n-acetilcistei-
na para profilaxia da nefrotoxidade induzidas por
radioconstrate iodado.!?

Clinicamente, a toxicidade da ciclofosfamida
apresenta efeitos adversos leves como os sintomas
urindrios irritativos e transitdrios, leve hemattria
e quadro mais graves como a lesao renal aguda.!?¥
O objetivo principal das terapias de prevencio de
efeitos adversos é a manutencao da eficicia do tra-
tamento medicamentoso e o uso de protetores que
demonstrem inibi¢io ou interferéncia em mecanis-
mos patolégicos de lesio celular.' As estratégias
para prevencio de efeitos adversos da ciclofosfamida
s40 bem vindas e se destacam os agentes antioxidan-
tes como os flavonoides, Echinodorus macrophyllus.

A ciclofosfamida e o seu andlogo estrutural, ifos-
famida, sao largamente utilizado em protocolos te-
rapéuticos para pacientes com neoplasias e também
para condicoes nao neopldsicas. A toxicidade da ci-
clofosfamida estd relacionada principalmente com
a liberacao de metabdlitos téxicos pelo figado, o ci-
tocromo P-450, que converte a ciclofosfamida em
acroleina e cloroacetaldeido. Nos rins, a acroleina e
cloroacetaldeido causam morte das células do epitélio
tubular. O mecanismo téxico primdrio envolve agio
direta da acroleina no tibulo proximal, e a agdo se-
cunddria da aldofosfamida - compostos nitrogenados
toxicos e alquilantes - sao responsdveis pela geragao

1510 Fssa metaboliza-

de espécies reativas de oxigénio."
¢ao da ciclofosfamida induz a liberagao de citocinas
inflamatérias e a geragao de espécies reativas de oxi-
génio que resultam em peroxidagao lipidica da mem-
brana celular e consequente, lesao renal.1>1¢

Dessa forma, a administra¢do do quimioterdpi-
co ciclofosfamida induziu a LRA em ratos que foi
caracterizada pela redu¢ao da taxa de filtragio glo-
merular, evidenciada pela redu¢io do clearance de
creatinina. A libera¢io metabdlitos oxidativos con-
firma o mecanismo de lesiao tubular, como o radical
superoxido e hidroxila e de intermedidrios, como os
peréxidos, que resulta no consumo da reserva de an-

tioxidantes. Estudos realizados com diferentes me-
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dicamentos nefrotéxicos, como a gentamicina, os
radiocontrastes e outros quimioterdpicos refor¢cam
o significativo papel da lesdo oxidativa na lesdo renal
aguda nefrotdxica. 121619

Os antioxidantes sdo compostos que atenuam
ou inibem a oxidagao de proteinas celulares, a pero-
xidagido de lipidios da membrana celular e lesao de
dcidos nucleicos.”” Neste cendrio surgem as plan-
tas medicinais que contém flavonoides, utilizadas
hd milhares de anos na medicina oriental, possuem
atividade antioxidante e func¢io protetora no trata-
mento de doengas mediadas por espécies reativas de
oxigénio."”?" Destaca-se a Echinodorus macrophyl-
lus, descrita pela sua acdo antioxidante e anti-infla-
matdria, rica em flavonoides, confirmada por andli-
se fitoquimica de suas folhas."”

Nesse contexto, observou-se que agao antioxi-
dante do fitomedicamento Echinodorus macrophyl-
lus atenuou a reducio da funcio renal e reducio
significativa dos niveis de peréxidos e de aldeidos
provenientes da peroxidagao lipidica. Resultados
semelhantes de protecio antioxidante da Echino-
dorus macrophyllus foram encontrados em estudos
realizados em modelo de lesao renal aguda induzida
pela gentamicina.’” A administra¢io de flavonoi-
des demonstrou efeito protetor na nefrotoxicidade
induzida pela cisplatina em ratos com elevagao do
clearance de creatinina, redugao de peroxidacio li-
pidica e de mediadores inflamatérios.?” Resultado
semelhante foi demonstrado em estudo realizado
com o fitoterdpico Uncaria tomentosa em modelo
de lesao renal aguda isquémica."

Estudos com fitomedicamentos tém evoluido
nas tltimas décadas, na tentativa de contribuir para
o tratamento de doengas cronicas e agudas. Embo-
ra ainda haja necessidade de investigagdes sobre os
efeitos adversos do Echinodorus macrophyllus para
sua introdu¢io definitiva na prdtica clinica, os me-
canismos antioxidantes protetores desse fitomedica-
mento o insere como possivel alternativa de trata-
mento de prevenc¢ao da LRA nefrotéxica.

Esta pesquisa possibilitard a enfermagem correla-
cionar a pesquisa bdsica a clinica e permite ao profis-
sional uma compreensio mais aprimorada dos meca-
nismos fisiolégicos e patolégicos que acometem a lesdo
renal aguda nefrotéxica pela ciclofosfamida.
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Conclusao

O efeito antioxidante da Echinodorus macrophyl-
lus promoveu renoprotecio funcional evidencia-
do pelo aumento do clearance de creatinina e re-
ducao de metabdlitos oxidativos no modelo de
lesao renal aguda induzida pela ciclofosfamida
em ratos.
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