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Efeito da Justicia acuminatissima, Sara Tudo do Amazonas, na injlria renal aguda isquémica: estudo experimental

INTRODUCAO

A injuria renal aguda (IRA) caracteriza-se clinicamente
como uma sindrome de perda abrupta da fun¢io renal,
definida pela Kidney Disease Improving Global Qutcomes
(KDIGO) como o decréscimo do volume urinirio menor
que 0,5 ml/kg/h por mais de 6 horas e/ou aumento da cre-
atinina sérica acima de 0,3 mg/dl em 48 horas ou superior
a15a19 vezes em relagio a creatinina basal, a qual se
conhega ou se presuma ter ocorrido pelo menos nos 7 dias
que precederam a manifestagio®.

A IRA apresenta incidéncia e prevaléncia que varia de
acordo com o critério adotado, sendo descrita uma incidéncia
de 29,4% na América do Sul, e a maior prevaléncia dessa sin-
drome no ambiente hospitalar acontece em unidade de tera-
pia intensiva (UTT), acometendo até 25% dos pacientes, que
atinge uma taxa de mortalidade de 50%. O diagndstico tardio
e a persisténcia do fator desencadeante da IRA resultam em
prolongamento da permanéncia no hospital, necessidade de
terapia dialitica e pior progndstico, que contribuem para a
evolugio da cronicidade da doenga, disfungdes cardioldgicas
e até Gbito. Portanto, nesse cendrio se confirma a importincia
do diagndstico precoce, paralelamente 4 identificagdo da
causa primdria da IRA, pois possibilitam melhores condi¢ées
de reparo e regeneragio das células renais@>.

A TRA ¢ induzida por mecanismo de isquemia/reperfu-
sio (I/R) renal ou pela administragio de agentes nefrotéxicos
que resulta em necrose tubular aguda (NTA). A IRA isqué-
mica envolve mecanismos fisiopatoldégicos, como resposta
inflamatdria, alteracdes hemodindmicas na microvasculatura
renal por meio da geragio de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e lesdo endotelial, seguida de disfungio tubular e
lesdo nas células epiteliais, que culminam em lesdo renal e,
finalmente, morte celular®>.

Apesar de décadas de pesquisas, existem poucas terapias
que conseguem interferir no processo patogénico da IRA
isquémica, por esse motivo ainda se buscam intervengdes
vidveis, de baixo custo e boa acessibilidade que minimizem
os efeitos pré-inflamatérios e oxidativos dessa sindrome®.

Alguns estudos experimentais com fitomedicamentos
mostraram efeitos renoprotetores promissores. Dentre eles,
destaca-se o efeito antioxidante da Uncaria tomentosa e daiso-
flavona, as quais confirmaram o efeito de protecio renal, com
aumento da taxa de filtragio glomerular e redugio de meta-
bélitos oxidativos no modelo de IRA isquémica em ratos-®.

No estado do Amazonas, as dificuldades de acesso ao
servio de satde e as terapias medicamentosas, a conflanga
nas medicacdes “caseiras”, com custos reduzidos e acesso
facil, colaboram para que a populagio local utilize plantas
medicinais, mesmo que empiricamente® 9. Neste contexto,
destaca-se a Justicia acuminatissima (JA, Miq.) Bremek,
Acanthaceae, subarbusto encontrado na regiio norte do
Brasil, popularmente conhecida como “Sara Tudo” ou “Sara
Tudo de Quintal”, usada na preparagio de chds consumidos
para a cicatrizagdo, agdo anti-inflamatéria e outras indica-
¢6es, como no tratamento de infec¢des do trato urindrio®12),

O cendrio alarmante de ocorréncia da IRA hospitalar e
comunitdria pressupde que a medida mais efetiva para seu

controle ¢ a prevengio. A fitoterapia vem crescendo no ambito
mundial como estratégia preventiva e curativa, estimulando o
uso da etnoboténica para avaliagio dos extratos de plantas para
diversos mecanismos de agdo, entre eles a a¢io antibacteriana,
anti-inflamatéria, anti-hemorrdgica e anestésica.

O uso corriqueiro pela populagdo amazonense, com
pouco ou nenhum resultado consistente sobre os reais
beneficios do “Sara Tudo” e a auséncia de evidéncias que
confirmem o seu efeito em doengas agudas motivaram o
desenvolvimento dessa investigac¢do, com o objetivo princi-
pal de avaliar o efeito da Justicia acuminatissima, Sara Tudo
do Amazonas, na fungio renal, hemodinimica renal, perfil
oxidativo e a histologia renal em ratos na IRA isquémica.

METODO

TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo quantitativo experimental com
modelo animal, utilizando ratos da raca Wistar, machos,
adultos, pesando entre 250-350 gramas, fornecidos pelo
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sio
Paulo (ICB-USP), mantidos com livre acesso 2 dgua e ragio,
em condi¢des térmicas adequadas e em ciclos alternados de
dia e noite.

CENARIO

O estudo foi desenvolvido no Laboratério Experimental
de Modelos Animais (LEMA) da Escola de Enfermagem
da Universidade de Sao Paulo (EEUSP).

O fitoterdpico de intervencio neste estudo é descrito
como Justicia acuminatissima (Sara Tudo do Amazonas),
em forma de pd, com dosagem que foi ajustada por meio
de estudo-piloto.

COLETA DE DADOS

Animais: Foram utilizados 21 ratos da raca Wistar,
machos, adultos, pesando entre 250 e 350 gramas. Os ani-
mais foram distribuidos nos seguintes grupos: Sham (n=7):
ratos submetidos a laparotomia com simulagio da isquemia
renal; Isquemia — Isq (n=6): ratos submetidos 2 laparoto-
mia para clampeamento bilateral dos pediculos renais por
30 minutos, seguida da reperfusio renal; Isquemia + Sara
Tudo — Isq+ST (n=8): ratos que receberam 1.000 mg/Kg
de peso corporal dos animais de Justicia acuminatissima, por
gavagem, 60 minutos antes do procedimento de isquemia
e reperfusio renal.

Os ratos foram anestesiados com Thiopentax® (tiopental
sédico 40-50 mg/kg) por via intraperitoneal (i.p.) e sub-
metidos a laparotomia, segundo a distribui¢do dos grupos.

Obtengdo do material biolégico: Depois de 24 horas de
repouso para recupera¢io pés-operatéria, os animais foram
colocados em gaiolas metabdlicas para coleta de urina de
24 horas, para estudos da fungdo renal e estresse oxidativo.
Posteriormente, os animais foram novamente anestesiados
com Thiopentax® (tiopental sédico 40-50 mg/kg, i.p.) e sub-
metidos 4 laparotomia para a mensuragio do fluxo sangui-
neo renal (FSR) na artéria renal esquerda, que foi isolada e
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envolvida por sonda ultrassonica (T'402; Transonic Systems,
Bethesda, Maryland, EUA), avaliagio da pressio arterial
média (PAM) invasiva apés dissec¢do e cateterizagio da
artéria cardtida para insercio de cateter (tubo de polietileno
— PE 60), coleta de sangue terminal por pungio da aorta
abdominal e sec¢do dos rins para estudo histopatolégico.

Funcido renal: A funcio renal foi avaliada pelo clearance
de creatinina (Cler). A creatinina sérica e urindria foram
mensuradas pelo método de Jaffé. O Cler foi calculado por
meio da seguinte férmula: C/er = Cler x fluxo urindrio de
24 horas/creatinina sérica®®.

Hemodinimica renal: A hemodinimica renal foi men-
surada pelo FSR e resisténcia vascular renal (RVR), conside-
rando a PAM. Para cilculo da RVR, utilizou-se da seguinte
férmula: RVR = PAM / FSR®¥,

Metabélitos oxidativos: A avaliagdo dos metabdlitos oxi-
dativos foi realizada por meio das seguintes mensuracdes:
peréxidos urindrios (PU), pelo método FOX-2%; produtos
finais de peroxidagio lipidica, detectados pelo método de
TBARS (substincias reativas com o 4cido tiobarbitdricos
urindrio)®; dosagem de éxido nitrico (NO), pelo método
de Griess!"” e tidis soluveis ndo proteicos no tecido renal
com corre¢io das proteinas totais quantificadas pelo método
de Bradford®®.

Histologia renal: Para avaliagio do comprometimento
tubulointersticial, foi utilizado o escore de Shi graduado
na escala de 0 a 4%, O indice de lesdo tubular foi avaliado
segundo verificacio de drea com presenca de necrose, infil-
trado inflamatdrio celular, dilatagdo ou atrofia tubular. As
imagens obtidas pela microscopia éptica foram captadas por
meio de videocAmera de luz conectada a um analisador de
imagens e analisadas por campos de 0,245 mm? de laminas
contendo amostra do tecido renal de cada animal.

ANALISE E TRATAMENTO DOS DADOS

Os resultados foram apresentados como média * des-
vio-padrio. O tratamento dos dados foi feito por meio
da andlise de varidncia ANOVA, seguida do pés-teste de
Newman-Keuls Multiple para comparagées entre os gru-
pos, usando GraphPad Prism 6.01® sgffware. O p<0,05 foi
considerado como significante.

ASPECTOS ETICOS

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimenta¢io Animal da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo (FMUSP) sob o protocolo n.°
126/15 /CEUA — FMUSP. Os procedimentos realizados no
presente estudo estdo de acordo com os principios éticos de
experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacio Animal (COBEA).

RESULTADOS

FUNCAO E HEMODINAMICA RENAL

De acordo com aTabela 1, 0 grupo Isq apresentou redu-
¢do significativa do Cler comparado com o grupo Sham, e o
pré-condicionamento com Justicia acuminatissima atenuou a

redugio da fungio renal nos animais submetidos a isquemia,
comparado ao grupo Isq. O grupo Isq demonstrou redugio
do FSR e aumento na RVR quando comparado ao grupo
Sham. O grupo Isq+ST, apesentou aumento do FSR e redu-
¢do da RVR quando comparado ao grupo Isq.

Tabela 1-Funcéo renal global e hemodindmica dos diversos gru-
pos — Sao Paulo, SP, Brasil 2017.

Grupos n Peso Cler/100 g FSR RVR
(g (ml/min) (ml/min)  (mmHg/ml min)
Sham 6 296+18 0,97+0,06 11,0+2,0 10,9+1,8
Isq 5 292+11 0,12+0,01° 4,0+0,6° 263 +4,1¢
Isq+ST 8 29131 0,42 0,17 7,7 +1,3¢ 12,1 + 3,14

1SQ: Isquemia; Isq+ST: Isquemia + Sara Tudo; Clcr: clearance de creatinina;
FSR: fluxo sanguineo renal; RVR: resisténcia vascular renal.

Os valores representam média + desvio padrao.

p <0,001 versus Sham

®p <0,001 versus lsq

p <0,05 versus Sham

9p <0,05 versus Isq

ESTRESSE OXIDATIVO

Os resultados das varidveis que determinam o perfil oxi-
dativo (Tabela 2) demonstram que os valores de referéncia
de normalidade encontram-se no grupo Sham. O pré-tra-
tamento com Justicia acuminatissima reduziu os marcadores
oxidativos (PU, TBARS e NO) nos animais submetidos a
isquemia renal e aumento dos niveis de tiis no tecido renal
quando comparados ao grupo Isq.

Tabela 2 - Perfil oxidativo dos diversos grupos — Sao Paulo, SP,
Brasil, 2017.

PU TBARS NO Tidis no tecido

Grupos n  (nmol/g (nmol/g de  (pmol/g de renal (nmol/mg
de crU) crU) crl) de proteina)
Sham 7 56+04 56,7 +7,2 30,2 +2,2 46,1 + 6,0
Isq 6 13,6+06° 113,7+156% 76,6 +6,6° 199x0,9
Isq+ST 8 43=+27¢ 62,0+20,0> 132+150¢ 31,0+59®

1SQ: Isquemia; ISQ + ST — Isquemia + Sara Tudo; PU: perdxidos urindrios;
TBARS: substancias reativas com o acido tiobarbitdrico; NO: éxido nitrico;
crU: creatinina urindria

Os valores representam média + desvio-padrao.

2p < 0,05 versus Sham

> p < 0,05 versus Isq

€ p< 0,001 versus Sham

4p< 0,001 versus Isquemia

HISTOLOGIA RENAL

A anilise de lesdo tubulointersticial realizada por meio
da Escala de Shi, com os graus de lesio de 0 a 4, mostrou
que o tecido renal do grupo Isq apresentou lesio, comparado
com grupo Sham (p<0,001). O tratamento com o Sara Tudo
induziu redugdo estatisticamente significativa comparado

ao grupo Isq.

www.ee.usp.br/reeusp
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Os resultados relacionados a lesio demostraram que o grupo
Sham (A —Figura 1) possui os padrdes de normalidades, ou seja,
auséncia de lesdes no tecido renal. O grupo Isq (B — Figura 1)

demonstrou edema, infiltrado inflamatério difuso do intersticio,

achatamento das células tubulares com dilatagio da luz tubular,
dreas focais de desnudamento da membrana basal e necrose
tubular, e o pré-condicionamento com Sara Tudo reduziu esses
efeitos deletérios da isquemia (C — Figura 1).

Figura 1 - Histologia do tecido renal. (A) grupo Sham, (B) grupo Isq e (C) grupo ISC+ST -Sao Paulo, SP, Brasil, 2017.

DISCUSSAO

Este estudo avaliou o efeito da Justicia acuminatissima,
Sara Tudo do Amazonas em ratos submetidos a0 modelo
IRA induzida pela I/R. Os resultados confirmaram o efeito
renoprotetor desse fitomedicamento no modelo experimen-
tal instituido.

A IRA induzida pela I/R envolve virios mecanismos
fisiopatoldgicos complexos, lesdo e disfungdo de células
endoteliais e tubulares, resposta inflamatéria e ERO®.
O modelo experimental de IRA isquémica reproduz com
mintcia o que ocorre na condigdo pds-transplante renal na
clinica, cuja prevaléncia é de 20% a 35% e estd associada a
um declinio na taxa de filtracio glomerular®-2Y,

O grupo Isq confirmou que a hipoperfusio transitéria de
30 minutos, por meio do clampeamento dos pediculos renais,
desencadeia uma resposta a isquemia renal demonstrada pela
elevagio da RVR e consequente redugio do FSR. A injuria
isquémica lesiona a barreira do endotélio, prejudica a sua
integridade devido 4 interferéncia na adesdo celular e ao

aumento na pressdo intratubular. Ocorre também o desequi-
librio entre os agentes vasodilatadores e vasoconstrictores, o
que ocasiona o aumento na vasoconstric¢io, elevando a RVR
total e consequente reducio do FSR, além da diminui¢do do
coeficiente de ultrafiltracio®@29,

A avaliagdo da fungio renal nos ratos submetidos & isque-
mia renal de 30 minutos demonstrou a redug¢do do Clcr, com
intensifica¢io do mecanismo redox, além de determinar o
comprometimento do parénquima renal. Autores demons-
traram severa reducio do Cler em animais submetidos a
isquemia de 30 minutos®. Os resultados do perfil oxidativo
do presente estudo demostraram aumento dos PU, TBARS
€ NO urindrios, bem como redugio nos tiéis no tecido renal
no grupo Isq. Ja estd bem estabelecido que na isquemia ocor-
rem eventos fisiopatoldgicos decorrentes de uma série de
processos metabdlicos e enzimdticos, entre eles o estresse
oxidativo. Experimento animal utilizando modelo isquemia
I/R 30 e 45 minutos apresentou dados semelhantes de lesdo
oxidativa, caracterizada pelo aumento dos niveis de PU,NO,
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TBARS e a diminui¢io nos niveis de tiis no tecido renal,
destacando que a isquemia de 45 minutos foi mais agressiva
e determinou resposta oxidativa mais severa®?.

O pré-condicionamento com Justicia acuminatissima
demonstrou melhora nos parimetros hemodinimicos e
corrobora a melhora no ritmo de filtragdo glomerular, o
aumento do FSR e a diminui¢io na RVR, que estio inter-
ligados, confirmada pelo aumento do Clr. A fungio renal
melhorada provavelmente associa-se as propriedades anti-
-inflamatérias da Justicia acuminatissima, comprovadas em
outros estudos. Os compostos quimicos estigmasterol gli-
cosilado e beta-sitosterol glicosilado, encontrados na Justicia
acuminatissima, atuam como anti-inflamatérios, evidenciado
pela reducio do edema na pata do animal induzido por meio
de uma contusio>?Y,

Outro estudo que utilizou Dioclea violacea em ratos com
IRA induzida pelo modelo de I/R, fitoterapico semelhante a
composicio da Justicia acuminatissima, demonstrou melhora
nos parimetros hemodinimicos, com diminui¢do da RVR,
assemelhando ao efeito hemodinamico da Justicia acumina-
tissima na hemodinamica do presente estudo®.

Adicionalmente, a Justicia acuminatissima desencadeou
melhora nos pardmetros de oxidagio, evidenciada pela dimi-
nuigio dos PU, NO e TBARS urindrios, somada a0 aumento
dos niveis de tidis no tecido renal. O efeito protetor e antio-
xidante do fitoterdpico estudado também se assemelha a
outras plantas, como o uso da isoflavona e Uncaria tomentosa
em ratos com IRA por I/R7®. Estudos comprovam que a
Justicia acuminatissima possui um composto quimico deno-
minado tanino condensado, capaz de reduzir a quantidade de
NO em ratos, o que confirma o seu potencial antioxidante®.

A histologia renal mostrou que o grupo Isq apresentou
lesdo intersticial significativa, contudo o Sara Tudo amenizou
os efeitos deletérios no tecido. Os rins de ratos com IRA

RESUMO

confirmaram as alteragdes tubulointersticiais, com presenga
de edema, infiltrado inflamatério difuso do intersticio, acha-
tamento das células tubulares com dilatagdo da luz tubular,
dreas focais de desnudamento da membrana basal e necrose
pelo mecanismo de I/R. Essas evidéncias se assemelham
aquelas descritas em humanos, que incluem apagamento e
perda de borda em escova tubuloproximal, perda irregular de
células tubulares, dreas focais de dilatagio tubular proximal
e distal tubular e dreas de regeneragio celular em condi-
¢oes presumidas como isquémicas®?. O condicionamento
prévio com Justicia acuminatissima induziu diminui¢do nas
alteragdes do tecido renal submetido 4 I/R, confirmada pela
redugio dos infiltrados inflamatérios difusos, edema e acha-
tamento celular no tecido renal.

Tais achados sugerem que esse fitomedicamento, o Sara
Tudo do Amazonas, pode ser um adjuvante na prevengio ou
no tratamento em situagdes de lesdo renal por eventos isqué-
micos, como, por exemplo, os transplantes. Adicionalmente,
esses dados visam contribuir com o raciocinio do enfermeiro
e fornecer sustentagio cientifica para o uso corriqueiro desse
fitomedicamento na populagio em geral e do Amazonas,
refor¢ando um movimento de incorporagio clinica de pos-
sibilidades terapéuticas provenientes da flora nacional.

CONCLUSAO

O tratamento prévio com Justicia acuminatissima, o Sara
Tudo do Amazonas, em ratos submetidos ao modelo de
isquemia renal resultou em atenuagio da lesdo, com elevagio
do Cler,aumento do FSR, redugio da RVR e confirmou sua
atividade antioxidante ao reduzir os metabdlitos oxidativos,
com diminui¢io do TBARS, PU e NO, somados a0 aumento
de tidis, que reduziu a lesdo tubulointersticial. Os achados
reforcam os beneficios terapéuticos desse fitomedicamento
de uso corriqueiro pela populagio do Amazonas.

Objetivo: Avaliar o efeito da Justicia acuminatissima, Sara Tudo do Amazonas, na fun¢io renal, na hemodinimica renal, no perfil
oxidativo e na histologia renal em ratos com injiria renal aguda isquémica. Método: Ensaio pré-clinico com ratos Wistar, adultos,
machos (250-350 g), distribuidos nos grupos Sham, Isquemia e Isquemia + Sara Tudo. Foram avaliados os parimetros hemodinamicos,
a funcio renal, o estresse oxidativo e a histologia renal. Resultados: O pré-tratamento com o Sara Tudo atenuou a lesdo funcional, o que
foi evidenciado pelo aumento no c/earance de creatinina, redugio dos marcadores oxidativos e elevagio de ti6is, pela melhora significativa
do fluxo sanguineo renal, diminui¢io da resisténcia vascular renal e redugio da lesdo tubulointersticial no tecido renal. Conclusio: A
renoprotecio da Justicia acuminatissima, Sara Tudo, na injuria renal aguda isquémica, caracterizou-se por melhora significativa da fungio
renal, reduzindo a lesdo oxidativa, com impacto positivo na histologia renal.

DESCRITORES
Lesdo Renal Aguda; Reperfusio; Medicamentos Fitoterdpicos; Terapias Complementares; Experimentagio Animal.

RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto de la planta Justicia acuminatissima, “Sana Todo del Amazonas”, en la funcién renal, la hemodinimica renal,
el perfil oxidativo y la histologia renal en ratones con injuria renal aguda isquémica. Método: Ensayo pre clinico con ratones Wistar,
adultos, machos (250-350 g), distribuidos en los grupos Sham, Isquemia e Isquemia + Sana Todo. Fueron evaluados los parametros
hemodindmicos, la funcién renal, el estrés oxidativo y la histologia renal. Resultados: El pre tratamiento con el Sana Todo atenué la
lesién funcional, lo que fue evidenciado por el aumento en el aclaramiento de creatinina, reduccién de los marcadores oxidativos y
elevacion de tioles, por la mejora significativa del flujo sanguineo renal, disminucién de la resistencia vascular renal y reduccién de la
lesién tubulointersticial en el tejido renal. Conclusién: La renoproteccion de la Justicia acuminatissima, “Sana Todo del Amazonas”, en
la injuria renal aguda isquémica se caracterizé por mejora significativa de la funcién renal, reduciendo la lesién oxidativa, con impacto
positivo en la histologia renal.

DESCRIPTORES
Lesién Renal Aguda; Repersusion; Medicamentos Fitoterdpicos; Terapias Complementarias; Experimentaciéon Animal.
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