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RESUMO

A hipertensdo arterial € uma condicdo clinica que seu aumento crbénico pode levar ao
desenvolvimento de inimeras alteracfes renais, sendo que as espécies reativas de oxigénio
(ERO) e as metaloproteinases de matriz (MMPs) participam diretamente. A curcumina é um
antioxidante natural que tem sido extensivamente estudado na literatura, porém, os mecanismos
relacionados a prevencdo das alteracdes renais promovidas pela utilizagdo de curcumina no
modelo de hipertensdo induzida pelo inibidor das sintases de oxido nitrico (L-NAME) ainda
permanecem obscuros. Portanto, o objetivo do presente estudo é avaliar os efeitos da curcumina
sobre as alteracOes renais e sobre o aumento de MMPs e ERO na hipertensdo arterial
experimental. A hipertensdo arterial foi induzida pelo tratamento com L-NAME e os animais
controles e hipertensos foram tratados com curcumina ou veiculo [grupos: CV (Controle +
Veiculo); CC (Controle + Curcumina); LV (L-NAME + Veiculo); L100 (L-NAME +
Curcumina 100); L50 (L-NAME + Curcumina 50)]. Ao final dos protocolos, 0 sangue e 0s rins
foram coletados e utilizados para determinar os parametros de funcéo renal, assim como alguns
experimentos de estresse oxidativo, de determinacdo dos niveis de MMPs e expressao de EDL1.
A hipertenséo induzida por L-NAME promoveu um aumento na presséo arterial dos animais,
nos niveis de creatinina, nos niveis de MMP-9, na atividade de MMP-2, e na expressdo de ED1.
O tratamento com curcumina atenuou os niveis de creatinina, MMP-2 e MMP-9, a expressao
de ED1, promoveu um aumento na atividade da enzima antioxidante SOD e no nimero de
glomérulos no tecido renal. Assim, o tratamento com curcumina atenuou as alteracdes renais
causadas pela hipertensdo induzida por L-NAME, com consequente melhora da funcdo renal

destes animais.

Palavras-chave: Hipertensdo arterial; Espécies reativas de oxigénio; Metaloproteinases;

Curcumina; AlteragGes renais.



ABSTRACT

Arterial hypertension is a clinical condition that leads to the development of several renal
alterations, in which reactive oxygen species (ROS) and matrix metalloproteinases (MMPS)
directly participate. Curcumin is a natural antioxidant that has been extensively studied in the
literature. However, the mechanisms related to the prevention of renal alterations promoted by
curcumin use in the model of induced hypertension by the inhibitor of nitric oxide synthases
(L-NAME) remain unclear. Therefore, the objective of the present study is to evaluate the
curcumin effects on renal alterations and on MMPs and ROS increase in the experimental
arterial hypertension. Arterial hypertension was induced by L-NAME treatment and the animals
from both control and hypertension groups were treated with curcumin or vehicle [groups: CV
(Control + Vehicle); CC (Control + Curcumin); LV (L-NAME + Vehicle); L100 (L-NAME +
Curcumin 100); L50 (L-NAME + Curcumin 50)]. By the end of protocols, blood and kidneys
were collected and used to determine renal function parameters as well as some oxidative stress,
MMPs levels and ED1 expression experiments. L-NAME induced hypertension promoted an
increase in blood pressure, creatinine levels, MMP-9 levels, MMP-2 activity, and ED1
expression. The curcumin treatment attenuated creatinine levels, MMP-2 expression, MMP-9
levels, ED1 expression and promoted an increase in the activity of the antioxidant enzyme SOD
and in the number of glomeruli in the renal tissue. Thus, the curcumin treatment attenuated
renal alterations caused by L-NAME induced hypertension with an improvement of renal

function in these animals.

Keywords: Arterial hypertension; Reactive oxygen species; Metalloproteinases; Curcumin;

Renal alterations.
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1 INTRODUCAO

A hipertensdo arterial é considerada um fator de risco primério para doencas
cardiovasculares e cerebrovasculares, podendo ocorrer em todas as idades e em ambos 0s sexos,
sendo também conhecida como um “mal silencioso” devido a auséncia de sinais precoces de
seu desenvolvimento. Segundo a World Health Organization (2021), hé cerca de 1,28 bilhdes
de adultos entre 30 e 79 anos que apresentam esta patologia, e apenas uma a cada cinco pessoas
a tem sob controle. A elevacdo da pressao arterial pode causar, entre outras coisas, estresse
oxidativo e ativacdo de vias proteoliticas que contribuem para disfuncbes e lesdes renais
(GONZALES et al., 2014).

Pesquisadores em todo mundo vém estudando as fungdes bioldgicas do éxido nitrico
(NO). Nesse sentido, ratos tratados com N-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME), um potente
inibidor da sintese de NO, constituem um modelo bastante utilizado de hipertenséo arterial
sistémica (RIBEIRO et al., 1992). Sabe-se que a administracdo de L-NAME leva a hipertenséo
persistente e lesdo renal caracterizada por glomeruloesclerose (lesdes nos poddcitos dos
glomeérulos renais), isquemia glomerular e infiltrado intersticial renal 9proovendo a inflamag&o
dos tabulos renais) (BAYLIS et al., 1992; RIBEIRO et al., 1992).

Apds algumas semanas de inibicdo da NO sintase (NOS), observa-se nefroesclerose
(danos graves ao néfrons e desenvolvimento de necrose), isquemia, infiltrado intersticial,
alteraces microvasculares renais e albumindria progressiva (ZATS; BAYLIS, 1998). Em fases
mais avancadas, nota-se depressdo da funcdo renal e microangiopatia renal (formacdo de
trombos na microvasculatura) com caracteristicas funcionais e morfologicas de hipertenséo
maligna (RIBEIRO et al., 1992).

As alteragdes renais podem ser causadas devido a varios fatores, como por meio das
metaloproteinases de matriz e do estresse oxidativo. As metaloproteinases de matriz (MMPs),
também conhecidas como “matrixinas”, s80 enzimas que fazem parte de uma superfamilia de
endopeptidases, possuindo como caracteristica o fato de serem dependentes de calcio e
possuirem zinco em sua constituicdo, além de terem a capacidade de degradar inUmeros
componentes da matriz extracelular (MURPHY; NAGASE, 2008; QUINTERO-FABIAN et
al.,, 2019). As MMPs em condigdes fisiologicas sdo bastante relevantes nos processos de

remodelamento de tecidos, porém seu aumento de maneira desordenada pode estar relacionado
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a Varios processos patoldgicos, principalmente devido a aumentar a passagem de células
inflamatdrias e tumorais através do endotélio (HU et al., 2007; KURZEPA et al., 2014a). A
MMP-2 e a MMP-9 sédo gelatinases que se encontram localizadas nas células da camada intima
e média dos vasos, sendo que a expressdo da MMP-2 é de maneira constitutiva, e da MMP-9 é
de maneira induzida (HU et al., 2007; NEWBY, 2006).

Segundo a literatura, a atividade das MMPs pode ser controlada por diversos fatores
como citocinas, hormdnios, fatores de crescimento e estresse oxidativo (GUIMARAES et al.,
2010). Para que estas enzimas possam ser reguladas, hd diversos niveis que podem ser
considerados; porém, trés formas se destacam: pela inducdo da transcri¢do génica, por meio da
modificacdo apds a etapa de traducdo, e pela interacdo das MMPs com seus inibidores teciduais
enddgenos, os inibidores teciduais de MMPs (TIMPs) (GUIMARAES et al., 2010; KURZEPA
et al., 2014a). Em condicGes normais, existe um equilibrio entre a razdo de MMPs e TIMPs,
uma vez que os TIMPs mantém o equilibrio entre a formacdo da matriz extracelular e sua
destruicdo (ZAKIYANOQV et al., 2019). Entretanto, quando ha processos patolgicos como a
hipertensdo arterial, ocorre um desequilibrio dessa relacdo, podendo levar a degradacao
excessiva das proteinas da matriz extracelular e ao desenvolvimento do remodelamento
vascular patoldégico (PRADO et al., 2021). Dentre as principais enzimas proteoliticas
envolvidas neste processo, a MMP-2 e a MMP-9 tém demonstrado um papel significativo no
progresso das doencas cardiovasculares devido a sua capacidade em degradar proteinas da
matriz extracelular (como a elastina e o colageno), podendo contribuir com o desenvolvimento
de doencas como aterosclerose, infarto agudo do miocardio, doenca cardiaca isquémica,
aneurismas vasculares e hipertensdo (GUIMARAES et al., 2010; PRADO et al., 2021).

Em relacdo ao estresse oxidativo, este é definido como um dano tissular causado pelo
desequilibrio entre os fatores pro e antioxidantes. Ele esta presente em uma grande variedade
de condicBes patologicas e acredita-se que funcione como agente patogenético em muitas
dessas condigBes. Evidéncias demonstram que as especies reativas de oxigénio (ERO)
desempenham um papel extremamente importante no desenvolvimento de inimeras doengas
renais relacionadas a hipertensdo (GONZALES et al., 2014). Diversas alteracdes renais podem
se desenvolver com a falta de tratamento da hipertensdo, e quanto as alteracdes glomerulares,
0 estresse oxidativo esta diretamente relacionado ao desenvolvimento da glomerulopatia
lipoproteica, alem de outras lesdes glomerulares inflamatdrias (RODRIGO; RIVERA, 2002).

Quanto aos danos no intersticio e tabulo, um dos principais mecanismos é por meio da

exposicdo das células tubulares a proteinas de baixa densidade, que podem levar ao
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desenvolvimento de danos tubulares através da producdo de ERO pela enzima NADPH oxidase
(PICCOLI et al., 2011).

Para entdo buscar-se uma diminuicdo dos danos renais causados pelas alteragdes
promovidas pela hipertensdo arterial, uma possibilidade seria 0 composto curcumina, o qual faz
parte do grupo dos polifendis (moléculas bastante presentes em plantas, e que fazem parte da
dieta, sendo a curcumina um flavonoide) de coloracdo amarela intensa, isolado da planta
Curcuma longa Linn. (Zingiberaceae) que é cultivada em regifes tropicais, sendo uma
substancia muito utilizada como especiaria na culinaria, e apresentando diversas acdes
farmacoldgicas descritas em varios estudos (BOONLA et al., 2014; CORREA et al., 2013).
Sua producdo ocorre em quase todas as regides do Brasil, sendo os estados de S&o Paulo, Minas
Gerais e Goias 0s maiores produtores (FARIA, 2012).

O efeito anti-hipertensivo da curcumina foi avaliado em diferentes modelos
experimentais (BOONLA et al., 2012; HU et al., 2017). Os mecanismos associados aos efeitos
benéficos da curcumina na hipertensdo ainda ndo estdo totalmente esclarecidos, porém ja foi
descrito que este polifenol pode atenuar a disfuncao endotelial, aumentar biodisponibilidade do
oxido nitrico, diminuir o estresse oxidativo, e levar a alteracdes epigenéticas que resultam em
menor ativacdo de fatores pro-fibroticos, incluindo MMP-2 (BOONLA et al., 2012; HU et al.,
2017).

Assim, a partir do que foi exposto, ainda se fazem necessarios novos estudos sobre a
acao da curcumina nas alteracdes renais decorrentes da hipertensdo com o objetivo de ampliar

o0 entendimento dos mecanismos pelos quais a curcumina pode promover seus efeitos benéficos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A HIPERTENSAO ARTERIAL NA SOCIEDADE

Uma das doengas mais prevalentes e representativas no mundo contemporaneo é a
hipertensdo arterial. Segundo dados da World Health Organization (WHO), cerca de 17,9
milhGes de dbitos ocorreram em 2019 devido a doencas cardiovasculares, sendo que 85% dos
casos foram devido a infarto e derrame. Segundo as Diretrizes Brasileiras de Hipertensédo
Arterial, a hipertensdo tem como principais fatores para seu desenvolvimento os fatores
genéticos, a idade, 0 sexo, a etnia, 0 sobrepeso, a ingestdo elevada de sédio e potassio, 0
sedentarismo, 0 uso excessivo de alcool e fatores socioeconémicos (BARROSO et al., 2021).
Esta patologia possui como principal diagnostico o aumento sustentado da pressdo arterial
acima de 140/90 mmHg, ou seja, pressdo arterial sistélica maior ou igual a 140 mmHg e pressao
arterial diastolica acima ou igual a 90 mmHg (BARROSO et al., 2021; GUPTA-MALHOTRA
et al., 2015). De acordo com o Sistema de Informacdo de Mortalidade do Ministério da Saude
(2020), o nimero de dbitos por hipertensdo arterial em 2019 no Brasil foi de 53.022, enquanto
que em 2006 o namero foi de 36.710, demonstrando um aumento bastante significativo no
namero de dbitos por essa doenca no pais.

Além de estar relacionada a causas de 06bito, a hipertensdo é um dos principais fatores
de risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, tendo a doenca cardiaca
hipertensiva na 10% posic¢do do ranking mundial em 2012 (ANDRADE et al., 2015). No ano de
2013, a prevaléncia de adultos residentes nas capitais brasileiras com hipertenséo arterial foi de
24,1%, demonstrando a imensa importancia desta doenca na populacdo (ANDRADE et al.,
2015).

A hipertensdo arterial, por ser uma doenca geralmente assintomatica, pode levar ao
desenvolvimento de complicagdes que podem ser fatais, como por exemplo aneurismas, doenca
arterial coronéria, infarto, danos nos nervos e também danos renais, como a doenca renal
cronica (Figura 1) (MAYO CLINIC, 2019).
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Figura 1 — Complicagdes causadas pela hipertensao arterial.
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Fonte: Adaptado de MAYO CLINIC (2019).

A hipertenséo tem acometido cerca de 1 bilh&o de pessoas em todo o0 mundo, e devido
a isso, tem levado a um aumento significativo no desenvolvimento de danos renais,
especialmente a insuficiéncia renal cronica. A insuficiéncia renal aguda é caracterizada por
stbita e rapida perda da funcdo renal, enquanto que a insuficiéncia renal cronica se caracteriza
por perda lenta e progressiva da funcdo renal, o que é promovido pela hipertensao
(BIBLIOTECA VIRTUAL EM SAUDE, MINISTERIO DA SAUDE, 2011). Esta doenca tem
atingido paises desenvolvidos e também subdesenvolvidos, sendo que todos 0s anos mais de
220.000 pessoas iniciam o tratamento de dialise (HAFEZ; ABDELLATIF; ELKHATIB, 2006).

2.2 0 PAPEL DO OXIDO NIiTRICO NA HIPERTENSAO ARTERIAL
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O 6xido nitrico (NO) é um gés presente na atmosfera em baixas quantidades, que por
possuir um elétron extra, é bastante reativo (FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000). Esta
molécula no organismo tem inimeras func¢Ges, como o controle da circulacéo placentaria logo
no periodo inicial de existéncia do ser humano, age como neurotransmissor para potencializar
a memoria e aprendizagem, além de ser responsavel pela manutengdo do fluxo sanguineo nos
tecidos e no controle do extravasamento tecidual, sendo um vasodilatador importante (FLORA
FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).

O NO ¢ produzido no organismo através de um aminoacido chamado L-arginina, o qual
é utilizado na sintese de creatinina (FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000). A arginina para
ser produzida de maneira continuada, possui uma neo-sintese nos tdbulos proximais renais a
partir de uma molécula chamada citrulina (FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000). A sintese
da citrulina pode ser blogueada por meio de alguns analogos da L-arginina, como o L-NAME
(N-nitro-L-arginina-metil-éster), o que entdo impediria a sintese de NO e consequentemente
levaria a uma inibicdo de seus efeitos, levando a alteragdes vasculares como a vasoconstrigéo
(FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000). Esta vasoconstricdo se da devido ao fato de o NO ser
sintetizado em larga escala no endotélio, o que permite uma oposi¢cdo do endotélio em
normotensao a vasoconstricdo causada pela atividade do sistema nervoso simpatico e, portanto,

a inibicéo de sua producdo ndo mais impediria a vasoconstricdo (OLIVER et al.; 2014).

2.3 FUNCOES DO OXIDO NITRICO NOS RINS

O NO possui diversas fungdes conhecidas pela literatura, estando entre elas a sua
capacidade de agir como neurotransmissor para potencializar a memoria e aprendizagem, a sua
atuacdo como responsavel pela manutencao do fluxo sanguineo nos tecidos, além de ter o papel
de controlar o extravasamento tecidual, sendo um vasodilatador bastante relevante (FLORA
FILHO; ZILBERSTEIN, 2000). O NO também possui outra denominagdo como “fator
relaxante derivado do endotélio”, pelo fato de induzir o relaxamento na musculatura lisa
(EVORA et al., 2003). Nos rins, o0 NO ¢ responsavel por varias fungdes importantes: pela
natriurese e diurese, atuando como mediador da excrecdo de sodio e &gua, respectivamente;
atuando na regulacdo da hemodinamica renal, em que 0 NO possui papel importante de manter
o tonus vascular renal normal; pela manutencédo da perfusdo medular, atuando no equilibrio de
sodio e pressdo sanguinea; pelo controle do feedback tubuloglomerular (FTG), o qual é definido

pela vasoconstricdo da arteriola aferente resultando em uma diminuicdo da taxa de filtragdo
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glomerular; pela inibicdo da reabsorcdo de sodio pelos tlbulos renais; e pela intervencdo na
atividade neural simpética presente neste 6rgdo (Figura 2) (MOUNT; POWER, 2006).

Figura 2 — FuncGes fisiolégicas do NO nos rins.
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Em estudos feitos com inibicéo da sintese de NO, verificou-se que houve um aumento
de 30 a 50% nos valores da resisténcia vascular renal (devido a vasoconstricdo da arteriolas
eferentes) e diminuicdo de 25 a 40% no fluxo sanguineo renal (taxa que demonstra o sangue
sistémico que é entregue ao rim, ou seja, quanto menor, menos sangue é entregue) (MAJID;
NAVAR, 2001). Além disso, o0 NO contribui de maneira significativa na manutencdo do
balango eletrolitico, aumentando a excre¢do de sddio e do fluxo urinério, demonstrando o papel
essencial do NO na hemodinédmica renal (BACHMANN; MUNDEL, 1994).

Quando o NO é produzido pelas 6xido nitrico sintases (NOS), ele ¢é difundido em células
do musculo liso dos vasos e ativa a guanilil ciclase solivel (GCs), a qual converte o trifosfato
de guanosina (GTP) em monofosfato de guanosina ciclico (GMPc), promovendo a
vasodilatacdo (AHMAD et al., 2018). Além disso, a ativacdo do GMPc pode levar a ativacdo
de canais i6nicos, reduzindo os niveis de calcio intracelular e abrindo os canais de potassio para
promover a hiperpolarizagéo (para relaxar o musculo liso); pode ativar a fosfodiesterase, a qual

hidrolisa 0 AMPc; e pode ativar a proteina quinase G (PKG), a qual fosforila diferentes
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proteinas envolvidas com a vasodilatacdo, a ativagdo de neutréfilos, a modulagdo do ténus das
células musculares lisas e a expansdo da matriz (AHMAD et al., 2018). Nos rins, a 6xido nitrico
sintase endotelial (eNOS) é a maior produtora de NO, que pelo caminho NO/GCs/GMPc produz
vasodilatacdo (AHMAD et al., 2018). Uma diminuicao na producéo de NO ou sua inibicéo esta
relacionada ao desenvolvimento de hipertensdo, devido ao fato de que ha uma diminuicdo
significativa nos seus efeitos sobre o0 sodio renal, a excre¢do de fluidos e a resisténcia vascular
renal (AHMAD et al., 2018).

Um outro sistema que pode ser ativado devido a alteracGes na pressdo arterial € o sistema
renina-angiotensina. Quando esse sistema é ativado, ocorre uma liberacdo de renina pelas
células justaglomerulares, a qual converte seu substrato angiotensinogénio em angiotensina I,
sendo posteriormente convertida em angiotensina Il pela enzima conversora de angiotensina
(ECA) (HERRMANN; TEXTOR, 2019). Esta angiotensina Il liberada promove a
vasoconstricao e leva a liberacdo de aldosterona proveniente do cortex adrenal e a retencdo de
agua e sodio, aumentando a volemia e o débito cardiaco, que contribuem para a elevagdo da
pressdo arterial (HERRMANN; TEXTOR, 2019). O estresse oxidativo promovido por esta
enzima pode alterar diretamente o tonus e a funcdo vascular, através da diminuicdo da
biodisponibilidade e/ou sinalizacdo do Oxido nitrico; além de aumentar a proliferacdo e
migracdo celular nos vasos, inflamacdo e apoptose, assim como alteragcbes na matriz
extracelular, ocasionando o remodelamento vascular (SCHULZ; GORI; MUNZEL, 2011).

A capacidade dos rins em manter a pressdo sanguinea e a filtracdo glomerular constantes
ainda que ocorram alteracdes na pressao arterial sistémica é chamada de autorregulacéo renal
(JUST, 1997). O FTG é um processo essencial nesta autorregulacéo, pois 0 aumento na filtracdo
glomerular gera um aumento de sédio na alca de Henle detectado pela macula densa, a qual
promove a sinalizacdo para a vasoconstricdo da arteriola aferente, diminuindo a filtracéo
glomerular (MOUNT; POWER, 2006). Segundo Majid e Navar (2001), ha uma alta expressédo
de 6xido nitrico sintase neuronal (NNOS) na macula densa, e por isso 0 NO pode estar envolvido
na regulacdo do FTG atraves do estimulo a GCs, produzindo GMPc e ativando a proteina
quinase GMPc-dependente dentro das células da macula densa.

O fluxo medular renal esta relacionado com a regulagéo da pressao sanguinea e com o
equilibrio de sédio (COWLEY et al., 2003). O NO tem atuacao direta sobre o fluxo medular
renal, influenciando tanto a manutencdo da pressdo sanguinea quanto o equilibrio de sodio
(MOUNT; POWER, 2006). Em estudos feitos com o analogo da L-arginina L-NAME,
verificou-se que houve uma diminui¢do em até 40% do fluxo medular renal, indicando que o

NO exerce influéncia direta sobre os vasos presentes na medula renal (COWLEY et al., 2003).
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Além disso, 0 NO também tem acao de contrapor os efeitos vasoconstritores da noradrenalina,
vasopressina e angiotensina I na medula renal, mantendo o fluxo medular normal e impedindo
0 desenvolvimento de hipertensdo (MOUNT; POWER, 2006).

2.4 AS METALOPROTEINASES DE MATRIZ E SUAS IMPLICACOES RENAIS

Conforme descrito anteriormente, as MMPs pertencem a uma familia com mais de 25
enzimas relacionadas, que tém como caracteristica serem dependentes de calcio e possuirem
zinco em sua constituicdo, o qual é essencial para suas atividades proteoliticas, incluindo a
degradacdo de inumeros componentes da matriz extracelular (MURPHY; NAGASE, 2008).
Esta familia de proteinases inclui as colagenases, as gelatinases, as estromelisinas, as
matrilisinas, as MMPs do tipo membrana e também “outras” MMPs (THAIKILL; BUNN;
FOWLKES, 2009; ZAKIYANOQOV et al., 2019). As MMPs atuam no turnover da matriz
extracelular, tendo um papel essencial na manutencao do equilibrio de sua sintese e degradacéo
(XU et al., 2014). Este processo é essencial para morfogénese e remodelamento de tecidos sob
condi¢gdes normais, entretanto seu aumento pode estar relacionado a diversos processos
patoldgicos, como doencas inflamatdrias e neoplasicas (HU et al., 2007; XU et al., 2014).

As MMPs apresentam em sua estrutura alguns elementos em comum, que sao o peptideo
de sinalizacdo, o pro-peptideo e a regido catalitica, onde se encontra presente 0 zinco
(KURZEPA et al., 2014a). As gelatinases (MMP-2 e MMP-9) possuem em sua estrutura, além
dos elementos em comum com as outras MMPs, a presenca de um fragmento hidrofébico
envolvido em gelatina, o qual se assemelha a fibronectina do tipo Il (Figura 3) (KURZEPA et
al., 2014b). A MMP-9 ainda possui em sua constituicdo uma regido que se assemelha ao
colageno do tipo V, o que a diferencia das outras MMPs (KURZEPA et al., 2014b).

Figura 3 — Estrutura geral das gelatinases MMP-2 e MMP-9. Apenas a MMP-9 possui a regido
semelhante ao colageno do tipo V.



26

I Regido catalitica |

{ Peptideo sinalizador ] l Regido Regido tipo

‘ “dobradica” hemopexina
| e

F Regido colageno
fibronectina tipo V (somente
MMP-9)

Fonte: Adaptado de KURZEPA et al., 2014.

A atividade das gelatinases, assim como a das outras MMPs, € regulada em varios
niveis, sendo através principalmente da transcri¢do génica, da ativacdo das pro-enzimas, e pela
acao dos inibidores naturais (KURZEPA et al., 2014a). Devido ao fato de as MMPs serem
enzimas proteoliticas, elas séo inicialmente secretadas na forma de zimogénios (ou também
chamadas de prd-enzimas) no meio extracelular, sendo que o grupo tiol presente no residuo de
pré-peptideo de cisteina se associa de maneira coordenada ao a&tomo de zinco do centro ativo,
0 que impede a ligacdo desta regido a um substrato adequado (KURZEPA et al., 2014a;
LARONHA; CALDEIRA, 2020). Pelo fato das gelatinases serem secretadas como zimogénios,
ou seja, proenzimas, o grupo tiol do residuo de cisteina forma uma ligacdo coordenada com o
atomo de zinco presente no sitio catalitico da enzima, o que previne a ligacdo da enzima ao seu
substrato apropriado (KURZEPA et al., 2014b).

O processo de ativacdo destas enzimas é dividido em duas fases. Na primeira, compostos
de baixo peso molecular (como o NO e compostos de mercurio) sdo unidos ao grupo tiol do
pré-peptideo, o qual blogueia o 4&tomo de zinco e rompe a ligacgdo cisteina-zinco mencionada
acima, sendo que a inibi¢do do grupo tiol é reversivel e o pro-peptideo ainda nao é clivado,
levando a apenas uma nova conformacéo da enzima, também chamado de “cysteine switch”
(KURZEPA et al., 2014a; KURZEPA et al., 2014b). Ja na segunda fase, ocorre a clivagem do
pro-peptideo, o qual € um processo irreversivel, levando a uma diminui¢do no peso molecular
das enzimas (o peso molecular da MMP-2 aproxima-se de 66 kDa e da MMP-9 de 86 kDa)
(KURZEPA et al., 2014a; KURZEPA et al., 2014b). Esta remogdo do pro-peptideo é

dependente de outras endopeptidases, como outras MMPs, furina e plasmina, além de poderem
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também ser ativadas através de ERO enddgenas (LARONHA; CALDEIRA, 2020; WAN et al.,
2008).

As MMPs também tém a sua atividade modulada por ions e reagentes que interagem
positivamente na inducéo da clivagem e ativacdo destas enzimas, como 0 zinco, ou também
podem interagir de maneira negativa, como 0s ions cobre que podem diminuir a secre¢do de
MMP-2 (BENJAMIN; KHALIL, 2012). Da mesma forma, as MMPs podem ter suas atividades
inibidas por inibidores exdgenos ou enddgenos, como os inibidores teciduais de MMPs, 0s
TIMPs (BENJAMIN; KHALIL, 2012). Os TIMPs fazem parte de uma familia de quatro
membros (1, 2, 3 e 4), podendo inibir todas as MMPs, porem com eficacias diferentes
(BOURBOULIA; STETLER-STEVENSON, 2010). Dentre os membros, o TIMP-2 é o Unico
desta familia que interage de maneira especifica com a MMP do tipo membrana MT1-MMP e
com a gelatinase MMP-2; porém, tanto o TIMP-3 quanto o TIMP-4 também podem interagir
com a pr6-MMP-2 e o TIMP-1 e TIMP-3 podem interagir com a MMP-9 (BOURBOULIA,
STETLER-STEVENSON, 2010; BREW; NAGASE, 2010).

Segundo Rodriguez-Sanchez et al. (2019), pacientes que apresentam hipertenséo arterial
crbnica ainda que controlada por uso de medicamentos, podem apresentar riscos significativos
de desenvolver alteragdes renais importantes, como glomeruloesclerose, fibrose intersticial e
arteriosclerose, presentes na doenca renal cronica. As MMPs e seus inibidores teciduais
possuem papel fundamental nestas alteragdes renais, uma vez que agem no remodelamento da
matriz extracelular, a qual é o mecanismo crucial para o desenvolvimento da doenca renal
cronica (RODRIGUEZ-SANCHEZ et al., 2019). Neste contexto, estudos tém demonstrado
uma relacdo direta entre niveis elevados de MMP-2 e TIMP-2 no soro de pacientes com doenca
renal cronica, além de os niveis de MMP-2 estarem diretamente relacionados aos graus de
insuficiéncia renal (KOBUSIAK-PROKOPOWICZ et al., 2018). Outros estudos demonstram
que a isoforma MMP-9 possui a capacidade de promover o aparecimento de alteracdes nas
estruturas renais conforme ha o desenvolvimento da doenca renal cronica, levando a estagios
mais avancados da doenca com um aumento de fibrose renal, o que demonstra o papel essencial

destas enzimas no desenvolvimento de doencas renais (CHENG et al., 2017).

2.5 ESTRESSE OXIDATIVO NAS ALTERACOES RENAIS

Um dos mais fundamentais mecanismos para o desenvolvimento da hipertensao arterial
é 0 estresse oxidativo, o qual resulta de um excesso de ERO que ndo pode ser contrabalanceado

por enzimas antioxidantes (GONZALES et al., 2014). Em estudos com humanos, foi
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demonstrado o desenvolvimento de hipertenséo através de um aumento de ERO juntamente
com uma diminuicio de NO (GONZALES et al., 2014).

Dentre as principais ERO e espécies reativas de nitrogénio (ERN) existentes, pode-se
citar o anion superoxido (O2™), o radical hidroxila (OH«), 0 oxigénio singlete (*O2), o perdxido
de hidrogénio (H202), 0 6xido nitrico (NOe¢), 0 didxido de nitrogénio (*°NO2), 0 peroxinitrito
(ONOO-), e o &cido hipocloroso (HOCI). O O>" é formado através da a¢do do complexo
enzimatico NADPH oxidase, sendo considerado o radical livre mais produzido in vivo. A
producdo de maneira excessiva de ERO pela NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato) oxidase normalmente estd relacionada ao desenvolvimento de danos teciduais,
associando-se a diversas doengas cronicas, como a doenca renal cronica (SUNG et al., 2013).
O O™ pode ser dismutado a H20- por uma reagéo catalisada pela enzima superoxido dismutase
(SOD), e 0 H20, também pode ser gerado pelo oxigénio e acdo de oxidases vasculares, como a
xantina oxidase (XO), glicose oxidase (GO) e NADPH oxidase 4 (NOX4), através da
transferéncia de elétrons ao oxigénio molecular (Figura 4) (PISOSCHI; POP, 2015). O H20>
atua principalmente no ataque na estrutura de heme-proteinas através da liberacdo de ferro,
inativacdo ou oxidacdo do DNA, de lipideos, e de grupos —SH (PISOSCHI; POP, 2015). Esta
molécula pode ser eliminada por acdo da catalase (CAT) ou da glutationa peroxidase (GPx),
formando agua e oxigénio, ou também podem ocorrer reagdes ndo enzimaticas para gerar 0
OH- (RODINO-JANEIRO et al., 2013). Uma dessas reagdes é o ciclo Haber-Weiss, no qual o
H20: reage com ferro intracelular para formar o OHe (SUNG et al., 2013).

Figura 4 — Formagcdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio.
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Legenda: A geracao das ERO tem seu inicio através da redugdo de O, por um elétron levando a formagéao do O,
0 qual pode ser dismutado a H,O; por uma reagdo catalisada pela enzima SOD. O NO- ¢ produzido por
oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) a partir de L-arginina e tetra-hidrobiopterina. O NOe« formado
reage com O, formando ONOO-. O H,O, também pode ser gerado através do oxigénio e da acdo de
oxidases vasculares, como a XO, GO e NOX4, e pode ser eliminado pela agdo da CAT ou GPx, formando
agua e oxigénio. Além disso, podem ocorrer reagdes ndo enzimaticas para gerar o radical OHe a partir do
H20,. As enzimas mieloperoxidases (MPO) sdo ativadas pelo H,O, para formar um radical altamente
reativo que pode oxidar NO« para NO; e reagir com 0 NOy para formar o radical *NO,. O H20, também
pode ser usado pela MPO para formar o HOCI. O radical O, é formado a partir da reagdo de HOCI com
H,0,. (ERO: Espécies reativas de oxigénio. O,: Oxigénio. O,": Anion superdxido. H,0,: Peréxido de
hidrogénio. SOD: Superdxido dismutase. NO+: Oxido nitrico. ONOO-: Peroxinitrito. XO: Xantina
oxidase. GO: Glicose oxidase. NOX4: NADPH oxidase 4. CAT: Catalase. GPx: Glutationa Peroxidase.
OHe: Radical hidroxila. sNO,: Di6xido de nitrogénio. HOCI: Acido hipocloroso. *0,: Oxigénio singlete).

As enzimas MPO sdo ativadas por H202 e promovem a oxidagdo de NOe para anion
dioxido de azoto (NO>"), o qual pode reagir com 0 NO2™ para formar o radical *NO,. Além disso,
0 H20> pode ser usado pela MPO para formar o HOCI, o qual € um composto bastante reativo
por agir oxidando moléculas importantes como lipideos, proteoglicanos, aminoacidos e outros
constituintes da membrana celular (SUNG et al., 2013). O NO- ¢ produzido por eNOS a partir
de L-arginina, e tetra-hidrobiopterina. O radical O>" e o radical NOe« reagem formando NOO-,
o qual é um radical potente que quando esta protonado, leva a deplecdo de grupos sulfidrila,
podendo também causar danos a varias moléculas, agindo de maneira semelhante ao radical
OH- (PISOSCHI; POP, 2015; RODINO-JANEIRO et al., 2013).

As enzimas da familia das SOD podem transformar O, atraves da deplecdo destes

radicais apés a acdo de fatores extracelulares, como radiacéo ionizante e prejuizos oxidativos,
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ou também diretamente da cadeia de transporte de elétrons no metabolismo do oxigénio
(PISOSCHI; POP, 2015). Estas enzimas sdo as principais quanto a remogdo de O>™, e possuem
3 isoformas principais nos mamiferos: a citoplasmatica CuZnSOD (SOD-1), a mitocondrial
MnSOD (SOD-2), e a extracelular CuzZnSOD (SOD-3) (FUJITA et al., 2009). Cada isoforma
da SOD proveém de genes distintos, porém as 3 isoformas apresentam a mesma funcéo: produzir
H20- a partir de O>" (FUJITA et al., 2009).

A GPx é uma enzima citosolica que depende de selénio para exercer sua atividade,
atuando na reducdo da molécula de H2O2 a agua e oxigénio, e em contrapartida oxida glutationa
reduzida (GSH) a glutationa dissulfeto (GSSG), além de reduzir radicais perdxido a alcoois e
oxigénio (FANUCCHI, 2014; TABET; TOUYZ, 2007). O sistema da GPx esta quase sempre
localizado onde se encontra a SOD (GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2010; HALLIWELL,
1994). Na auséncia de atividade adequada de GPx ou de niveis de GSH, H>0, e perdxidos
lipidicos ndo sdo detoxificados e podem ser convertidos a OHe, 0 qual é extremamente reativo,
além de poder também gerar radicais de lipoperoxidacéo por meio de metais de transicdo como
o ferro (Fe?*) (TABET; TOUYZ, 2007). Este sistema que envolve GPx e GSH é considerado
como a principal defesa em niveis baixos de estresse oxidativo (TABET; TOUYZ, 2007).

A CAT é uma enzima que contém o grupo heme em seu sitio catalitico, se encontrando
presente nos peroxissomas das células dos mamiferos, tendo como provavel funcéo a destruicdo
do perdxido de hidrogénio gerado pelas enzimas oxidativas localizadas dentro das organelas
subcelulares (GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2010). De maneira mais especifica, em
condi¢cdes normais esta enzima leva a dismutacdo de H2O; a oxigénio molecular e duas
moléculas de &gua (2 H.0>—2 H20 + O,) (BAUREDER; HEDERSTEDT, 2013). A CAT tem
grande capacidade de destruir o H2O2 em termos de moléculas de H20- destruidas por minuto
por molécula de enzima, sendo que ela € uma das enzimas mais ativas conhecidas. Porém, sua
afinidade pelo H20; € baixa, sendo necessarias altas concentracdes de H>O- para que ela possa
trabalhar rapidamente. Em contrapartida, a CAT transforma o H>O lentamente quando existem
pequenas concentra¢des do mesmo (GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2010). Em conjunto, essas
trés enzimas funcionam para metabolizar o H20> e outros perdxidos derivados da oxidagéo de
macromoléculas.

Em estudos feitos com modelo animal de nefrectomia para o desenvolvimento de
doenca renal cronica, verificou-se que houve uma redugdo na expressao das enzimas CAT e
GPx, o0 que demonstra que a doenca leva a uma supressdo do sistema enzimético antioxidante
do organismo (ARAUJO; WELCH, 2006). Além disso, a inibicdo de NO por inibidores

enddgenos pode levar ao desenvolvimento de estresse oxidativo e doenca renal, demonstrando
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que o NO tem papel fundamental na preservacdo renal (ARAUJO; WELCH, 2006). Em um
estudo feito com indug&o a hipertensdo através da utilizacdo de L-NAME em ratos, demonstrou-
se que houve uma diminuigdo na atividade das enzimas SOD e GPx nos tecidos renais, e um
aumento na atividade da enzima CAT devido ao aumento de H,O, (OKTEM et al., 2011). Em
um outro estudo feito também com a técnica de inducdo a hipertensdo por L-NAME e ratos,
verificou-se que houve um aumento significativo na atividade da enzima CAT e nos niveis de
peroxidacdo lipidica nos tecidos renais, demonstrando um aumento significativo de estresse
oxidativo (TALAS et al., 2014).

2.6 O USO DA CURCUMINA PODE LEVAR A UMA REDUCAO DOS DANOS RENAIS

A curcumina (Curcuma longa), é pigmento amarelo natural proveniente dos rizomas de
Curcuma Longa L. (acafrdo), correspondendo a cerca de 4% de sua composic¢do quimica, sendo
amplamente utilizada em todo mundo, sobretudo enquanto tempero asiatico e como tratamento
na medicina chinesa (ALI et al., 2006; TAPIA et al., 2013). Esta substancia desde muitos
séculos € utilizada para o tratamento de inimeras doencas, como 0 reumatismo, Ulceras
provenientes do diabetes, tosse, anorexia e sinusite (ALl et al., 2006). Além disso, a curcumina
possui inimeras acOes terapéuticas comprovadas, como anti-inflamatéria, antioxidante, anti-
carcinogénica, anti-mutagénica, dentre outras (ALI et al., 2018).

A curcumina (C21H2006) € uma molécula cujo nome IUPAC ¢é (1E,6E)-1,7-bis(4-
hidroxi3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona, e que possui peso molecular de 368,38 g/mol
(Figura 5) (TEIXEIRA et al., 2022). Essa molécula apresenta uma meia-vida de 6-7 horas e,
devido a sua composic¢do ser bastante lipofilica, sua solubilidade em agua é baixa, o que pode
promover uma baixa biodisponibilidade e eficacia (JAGER et al., 2014; TEIXEIRA et al.,
2022). Por isso, a via de administracdo € crucial, assim como o veiculo utilizado para que seu
metabolismo e acdo possam ser mais eficazes (TEIXEIRA et al., 2022). Além disso, segundo
Moghadamtousi e colaboradores (2014), a curcumina apresenta seguras atividades
farmacologicas tanto em animais como em humanos, ainda que utilizada em altas doses em
ensaios clinicos com humanos (12 g/dia) (MOGHADAMTOQUSI et al., 2014; VAREED et al.,
2008).

Figura 5 — Estrutura quimica da curcumina.
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OCHj; OCH,

Fonte: MOGHADAMTOUSI et al., 2014.

A curcumina é considerada um antioxidante bifuncional, possuindo a capacidade de
exercer tanto efeito direto, atraves de atuar retirando as ERO; como também indireto, através
de induzir a expressdo de proteinas citoprotetivas, como a glutationa transferase, a heme
oxigenase 1, a catalase, e a ferritina (TAPIA et al., 2013). Segundo Jakubczyk et al. (2020), as
propriedades antioxidantes da curcumina podem ser determinadas e visualizadas pela reducéo
da concentragdo de malonaldeido (MDA) no soro, o qual é um marcador da peroxidacdo
lipidica, e também pelo aumento da atividade das enzimas SOD e GPx, uma vez que os altos
niveis de MDA estdo relacionados com o excesso de radicais livres. J& no estudo feito por
Wilken e colaboradores (2011), verificou-se que a curcumina teve a capacidade de prevenir a
formacao de peroxinitrito por macrofagos, tanto in vitro quanto in vivo por meio da inibicéo da
atividade das iNOS.

Segundo Tapia et al. (2012), em um estudo feito com modelo animal de inflamagao
induzida por 5/6NX em ratos, ao se administrar curcumina antes e durante o procedimento
experimental, verificou-se que esta impediu o desenvolvimento de efeitos danosos aos rins,
além de proteger contra o estresse oxidativo, e diminuir a hipertensdo e hiperfiltracdo
glomerular. Em um outro estudo promovido por Wu e colaboradores (2017), verificou-se que
em um modelo de insuficiéncia renal aguda induzido por glicerol, a curcumina exerceu efeitos
protetivos nos rins através da inibigdo de estresse oxidativo e também por diminuir os danos
renais e a apoptose celular. Além disso, no estudo de Damiano et al. (2020), demonstrou-se que
utilizando um modelo de nefrotoxicidade induzido pela micotoxina ocratoxina A, a
administracdo de curcumina promoveu uma diminui¢cdo no estresse oxidativo e preveniu a

hiperfiltragdo glomerular, além de reduzir os danos glomerulares e tubulares, assim como a



33

inflamacdo e a fibrose tubulointersticial, demonstrando a capacidade renoprotetora da

curcumina.

3 OBJETIVO GERAL

Verificar os efeitos do uso de curcumina na presséo arterial no modelo experimental por
inibicdo de 6xido nitrico em ratos e avaliar os efeitos deste componente nos niveis das MMPs

e estresse oxidativo nos rins associados a esse modelo de hipertens&o.
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3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito do L-NAME e da curcumina em um periodo de 14 dias sobre:
a) A pressdo arterial sistélica em animais controles e hipertensos apos administracdo de L-
NAME;
b) A funcgéo e remodelamento renal;
c) A formacdo de ERO e a atuacgdo de antioxidantes enddgenos nos rins;
d) Os niveis das MMPs- 2 e 9 e do inibidor TIMP-2 nos rins;
e) Os niveis de ED1 e MPO nos rins.

4 JUSTIFICATIVA

Sabe-se que a hipertensdo causa alteracdes renais e que essas alteragdes tém sido
associadas ao aumento de ERO. Essas espécies, por sua vez, podem ativar MMPs e ambos
participam ativamente do processo de remodelamento do tecido renal. Como a curcumina
possui conhecida atividade antioxidante, acreditamos que o tratamento de animais hipertensos

com essa substancia possa proteger os rins das alteragdes causadas pela hipertensao arterial.
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Com base nas informacdes acima e nos resultados apresentados, a hip6tese deste projeto
é que hipertensdo através da inibicdo de NO leve ao desenvolvimento de alteracdes renais
importantes que contribuirdo para o desenvolvimento de disfuncéo renal. Acreditamos que a
ativacdo das metaloproteinases e o estresse oxidativo facam parte dos mecanismos envolvidos
nessas alteracdes renais, e que o tratamento com a curcumina possa reverter ou, a0 menos,

diminuir estas acdes sobre as lesdes renais promovidas pela hipertensao.

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos machos Wistar, com peso de 180 a 200g, fornecidos pelo Anilab
(Animais de Laboratério Criagdo e Comércio Ltda- Laboratdrios Veterinarios, Paulinia-SP) e
mantidos no Laboratorio Experimental Animal da Universidade de Ribeirdo Preto (UNAERP).

Os animais foram mantidos em salas com ciclos claro/escuro de 12 horas, com temperatura
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controlada (22-25 °C), em caixas de polietileno e receberam agua e racdo comercial ad libitum.
O projeto foi aprovado pelo comité de Etica animal da UNAERP (n° 13/2017) (Anexo A).

5.2 INDUCAO DA HIPERTENSAO PELA TECNICA L-NAME

Para induzir a hipertensédo, foi utilizado o modelo experimental por blogueio de
formacéo de NO, utilizando o composto L-NAME. Os animais foram tratados com L-NAME
por gavagem diariamente pela manh& dose de 20 mg/kg/dia por 14 dias, e 0s animais controle
foram tratados com &gua destilada também por gavagem no mesmo periodo. Os animais que
apresentaram aumento de 30 mmHg na pressdo arterial foram considerados hipertensos
(MAHMOUD et al., 2015). Ao mesmo tempo, os animais foram tratados por gavagem no
periodo da tarde com curcumina diluida em carboximetilcelulose nas doses de 50mg/kg/dia e
100 mg/kg/dia de acordo com o menor efeito toxico ja descrito na literatura
(KUKONGVIRIYAPAN et al., 2014; NAKMAREONG et al., 2011). Assim, foram realizados
cinco grupos experimentais contendo de 8 a 10 animais em cada grupo (alguns animais
morreram durante o procedimento), conforme descrito abaixo:

CONTROLE + VEICULO (CV): animais tratados com veiculo.

L-NAME + VEICULO (LV): animais que receberam L-NAME e veiculo.

CONTROLE + CURCUMINA 100 (CC): animais tratados com curcumina na dose de 100
mg/kg/dia.

L-NAME + CURCUMINA 50 (LC50): animais que receberam L-NAME e curcumina na dose
de 50 mg/kg/dia.

L-NAME + CURCUMINA 100 (LC100): animais que receberam L-NAME e curcumina na
dose de 100 mg/kg/dia.

Ao final do protocolo experimental, os animais foram anestesiados com uretano 1,25
g/kg e o sangue colhido por punc¢do da veia cava foi distribuido em tubos apropriados para
coleta de sangue. O plasma foi coletado em heparina e centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos
a 4°C, e tanto plasma quanto soro foram armazenados a -20°C e utilizados para 0s ensaios de
determinacdo dos niveis de ureia e creatinina (soro), assim como para a determinacdo das
especies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (plasma). Os rins foram coletados de duas
formas: para analises bioquimicas, congelamos os rins esquerdos inteiros a -80°; para analises
histoldgicas, fixamos os rins direitos (ap6s serem cortados em 3 partes: polo superior, polo

inferior e parte mediana) em paraformaldeido 4%.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kukongviriyapan%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24662163
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A pressao arterial foi avaliada diariamente pelo método ndo invasivo da pletismografia
de cauda usando o Pletismégrafo EFF306 (Insight, Brasil). Brevemente, os animais foram
alocados em tubos de contengdo e 0 manguito e um transdutor foram colocados na cauda do
animal. O transdutor estava acoplado a um computador para as medidas de pressao. Foram
realizadas 10 medidas consecutivas, sendo as 3 primeiras descartadas. As medidas foram
analisadas e as médias utilizadas para estatistica. Além disso, determinou-se o peso corporal

dos animais durante todo o protocolo experimental.

5.3 DETERMINAGCAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINA

Em todos os ensaios descritos a seguir (com excecao da ureia, creatinina e histologia
renal) foi realizada a normalizacéo pela concentracdo de proteina de cada amostra. O conteudo
proteico das amostras foi analisado pelo método de Bronsted-Lowry (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, EUA).

5.4 AVALIACAO DA FUNCAO RENAL

As concentragdes de ureia e creatinina foram determinadas no soro. Para a determinagéao
de ureia, utilizou-se o kit InterKit Ureia UV (#1728, Katal Biotecnoldgica Ind. Com. Ltda, Belo
Horizonte, MG, Brasil), em que se adicionou 1,0mL do reagente de trabalho previamente
preparado a 0,01mL de amostra ou padrao, e utilizando-se uma cubeta termostatizada a 37°C,
verificou-se as absorbancias em espectrofotdmetro a 340nm ap6s 30 segundos e 60 segundos.
Os célculos foram feitos a partir da média dos valores encontrados para cada amostra e para 0
padrdo e expressos em mg/dL.

Para a determinacdo de creatinina, utilizou-se o kit InterKit Creatinina (#1753, Katal
Biotecnoldgica Ind. Com. Ltda, Belo Horizonte, MG, Brasil), em que se adicionou 1,0mL do
reagente de trabalho previamente preparado a 0,1mL de amostra ou padrao, e utilizando-se uma
cubeta termostatizada a 37°C, verificou-se as absorbancias em espectrofotdbmetro a 510nm apés
30 segundos e 90 segundos. Os calculos foram feitos a partir da média dos valores encontrados

para cada amostra e para o padrdo e expressos em mg/dL.

5.5 AVALIACAO DA PEROXIDACAO LIPIDICA
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A peroxidac&o lipidica foi avaliada através da determinacéo de substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS), estimada como dialdeido maldnico, também conhecido como
malonaldeido, por fluorimetria. Para esta determinacdo, foram-se feitas duas analises: uma no
plasma e uma no tecido. Para a primeira, colocou-se em tubos de ensaio a mistura da reacao
contendo 100 pL de agua destilada, 50 uL de duodecil sulfato de sédio (SDS, 8,1%), 100 pL
de agua destilada, 100 pL plasma, 375 pL de &cido acético (20%) e 375 uL de TBA (0,8%), a
qual foi incubada em banho-maria a 95°C por 1 hora. Posteriormente, a mistura foi centrifugada
(4000 rpm por 10 min) e o sobrenadante foi recolhido e colocado em placas para leitura no
espectrofotdmetro (532 nm). A curva padrdo foi feita de maneira similar, contendo 25 pL de
concentragcdes conhecidas de MDA. A concentracdo de TBARS no plasma foi calculada de
acordo com a curva padrao e expressa em nmol/L. Ja para a segunda andlise, para cada 150 pL
de amostra ou de padrdo, foram adicionados 750 pL de acido fosférico 1,22 M, 1,350 ml de
adgua e 750 pL de é&cido tiobarbitdrico (TBA) 0,67% em &cido acético 50%. Apos
homogeneiza¢do por 30 segundos, as amostras foram incubadas em banho-maria a 95°C,
durante 60 minutos. Em seguida, as mesmas foram resfriadas em banho de gelo. Por fim, foram
adicionados 1,8 ml de metanol e 0,2 ml de hidréxido de soédio (NaOH) 1 M para cada aliquota
de 1,0 ml de amostra ou de padréo. As leituras foram realizadas em espectrofluorimetro Varian,
Cary eclipse, (Aexcitagdo: 532 nm e Aemissdo: 553 nm) e a concentra¢do de malonaldeido foi

estimada utilizando uma curva padréo com tetraetoxipropano e expressa em nmol/mg proteina.

5.6 DETERMINACAO DE H;0;

As amostras de tecido foram homogeneizadas em 300 pL de solugdo de Krebs de pH
7,4, com a seguinte composicdo (mM): NaCl 130; KH2PO4 1,18, KCI 4,7; MgSO4 1,17,
NaHCOs 14,9; glicose 5,5; CaCl, 1,6. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10000 g
por 5 minutos a 4°C. Determinou-se a concentracdo de H>O> por fluorimetria utilizando o kit
Amplex Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase assay kit (#A22188, Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), como descrito anteriormente pela literatura (SIMPLICIO et al., 2015). Os resultados

foram representados como nmol H2O2/mg proteina.

5.7 DETECCAO DE 0~

Para se determinar os niveis de O.", utilizou-se a sonda lucigenina para se realizar a

técnica de luminescéncia, em que se verifica a atividade da enzima NAD(P)H oxidase. Para
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isto, amostras de tecido renal previamente cortados foram homogeneizados com 200 pL de
tampéo PBS (pH 7,4) e foram transferidos para frascos de luminescéncia contendo 1 ml de
tampéo krebs-HEPES, pH 7,2 e 5 umol/l de lucigenina. Ap6s avaliagdo dos valores da linha de
base, o substrato enzimatico B-NAD(P)H (100ummol/L) foi adicionado a solucdo e as
contagens de luminescéncia foram medidas continuamente durante 15 minutos em luminémetro
marca Berthold 9505 (EG&G Instruments GmbH, Munich, Germany) a 37 °C. Os valores da
linha de base obtidos na auséncia de B-NAD(P)H foram descontados dos valores obtidos na
presenca de B-NAD(P)H. Os resultados foram expressos em unidades relativas de

luminescéncia (URL)/mg/minuto, como descrito previamente (JANISZEWSKI et al., 2002).

5.8 AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

5.8.1 Determinacéo da atividade tecidual da SOD

As amostras de tecido coletadas e congeladas foram homogeneizadas com PBS pH 7,4
e levadas a centrifuga a 1500 g por 12 minutos a 4°C. Em seguida, foi adicionado 20 uL de
sobrenadante a uma placa de Elisa de 96 pocos para reagir com a solugéo de trabalho de
tetrazolio. Quanto menor a atividade da SOD na reagdo, maior a concentracdo de O3 na amostra,
o qual reage com o tetrazélio, levando a formagdo de um composto chamado formazam, que
possui coloracdo amarela. Os resultados foram expressos em % da taxa de inibicdo, ou seja,
determina a capacidade da SOD em inibir a reagdo do Oz com o tetrazolio (SIMPLICIO et al.,
2015).

5.8.2 Determinacdo da atividade tecidual da CAT

As amostras de tecido coletadas e congeladas foram homogeneizadas com PBS pH 7,4
e levadas a centrifuga a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C. Determinou-se o volume de amostra
(de acordo com a resposta ao perdxido de hidrogénio), e utilizando-se uma cubeta de quartzo,
adicionou-se 1 mL de PBS 10X previamente preparado e o volume de amostra definido,
zerando-se o aparelho a 250 nm. Logo em seguida, adicionou-se 100 puL de peroxido de
hidrogénio 100mM e monitorou-se a absorbancia por 1 minuto, anotando os valores de 30
segundos e 60 segundos. Os célculos foram feitos a partir da subtracdo das absorbéncias
encontradas (AEBI, 1984) e expressos como U/mg proteina, sendo que 1 U corresponde a

atividade da enzima capaz de hidrolisar 1 umol de perdxido de hidrogénio por minuto.
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5.8.3 Determinacéo dos niveis teciduais da GSH

As amostras de tecido coletadas e congeladas foram homogeneizadas com PBS pH 7,4
e levadas a centrifuga a 4000 rpm por 12 minutos a 4°C. Em seguida, 100 uL. do homogenato
foi adicionado a 100 pL de acido tricloroacético (12,5%), permanecendo no gelo por 30 minutos
e centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C. Para montar a placa de Elisa de 96 pocos,
adicionou-se 30 pL da amostra, 270 pL de Tris HCl e 5 pL de Acido 5,5-ditiobis (2-
nitrobenzoico) (DTNB; 3,96 mg de DTNB em 1 mL de metanol). Quando o &cido entra em
contato com o grupo SH — tiol dos grupos sulfidrilicos, produz entdo uma coloracdo amarela, a
qual é lida por espectrofotbmetro a 415 nm. Os valores foram expressos em pg GSH/mg de
proteina. (SIMPLICIO et al., 2015).

5.9 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE (MPO)

A atividade de MPO foi determinada como uma estimativa de acumulacdo de
neutrdfilos no tecido renal. Para isso, pesou-se 50 g de cada amostra de tecido renal e adicionou-
se 500 pl de solugdo tampao 1 (5,84 g/L de NaCl 0,1M, 5,53 g/L de Na,EDTA 0,015M, 200
mL de tamp&o NaPOg4, 1,168 g de NaCl; ajustando o pH para 4,7 e adicionando mais 1,116 g
de Na2EDTA), homogeneizando em polytron e centrifugando por 10 minutos a 4°C em 10.000
rpm. Adicionou-se sobre o precipitado 750 pl de NaCl 0,2% e homogeneizou-se por 30
segundos. Adicionou-se entdo 750 ul de NaCl 1,6% com glicose 5%, homogeneizando.
Centrifugou-se por 10 minutos a 4°C em 10.000 rpm, desprezando o sobrenadante. Sobre o
precipitado adicionou-se 250 pl de tampao 2 (200 mL de NasPO4 0,0M, ajustando para pH 5,4
e adicionando em seguida H-TAB 0,5% - 0,5 g em 100mL), homogeneizando. Congelou-se e
descongelou-e a amostra 3x no nitrogénio liquido, centrifugou-se a 15 minutos a 4°C em 10.000
rpm e o sobrenadante foi usado para o ensaio. Na placa, adicionou-se 25 ul de amostra em
duplicata além do branco (25 pl de tampao 2); e sobre todas as amostras colocou-se 25 ul de
substrato TMB. Incubou-se a 37 °C por 5 minutos, e depois adicionou-se 25 ul de H202 0,002%,
incubando novamente a 37 °C por 5 minutos. Por fim, adicionou-se 100 ul de HoSO4 4M, e leu-
se no espectrofotdmetro na absorbancia de 450 nm.

5.10 WESTERN BLOTTING
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Para a preparacdo das amostras, os tecidos congelados foram homogeneizados em
tampado de lise RIPA (1 mL de PBS 10X, 0,1 mL de IGEPAL, 0,05 g de deoxicolato de sodio,
0,1 mL de SDS 10%, 4gua destilada gsp para 10 mL; apos 4 pL. de PMSF e 5 pL de inibidor de
protease) centrifugados a 10000 g por 10 min a 4°C. Foi realizado imunoblot no homogenato
total. As amostras homogeneizadas foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida
de 10% ou 12% SDS-PAGE e transferidas para membranas de nitrocelulose. As membranas
foram incubadas overnight, 4°C, com anticorpo priméario para MMP-2 (#MAB3308, EMD
Millipore Corporation), MMP-9 (#AB19016, EMD Millipore Corporation), TIMP-2
(#MAB3310, EMD Millipore Corporation), ED1 (#MCA341GA, mouse anti rat CD68, Bio-
Rad Laboratories, Inc) (marcacdo de macréfagos) e SOD-1 (#SC-8637). Em seguida foram
incubadas com o anticorpo secundario apropriado (#NA931, anti-mouse IgG, GE Healthcare,
para MMP-2 e TIMP-2; #NA934, anti-rabbit IgG, GE Healthcare, para MMP-9; #NA931, anti-
mouse IgG, GE Healthcare, para ED1; e anti-goat 1gG, para SOD-1), conjugado a peroxidase,
por 90 minutos, a temperatura ambiente. As bandas foram reveladas com ELC (GE Healthcare)
e as imagens foram detectadas (ImageQuant LAS 500, GE Healthcare) e digitalizadas
(IQuantCapture 400, v.1.0.0, GE Healthcare). As intensidades das bandas foram comparadas
através do programa ImageQuant (GE Healthcare) e expressas em unidades arbitrarias.
Utilizou-se a proteina -actina (#A3854, monoclonal anti-p, Sigma) (controle interno; 1:12500)

como fator normalizador.

5.11 ZIMOGRAFIA

A quantidade de MMP-2 nos tecidos renais, foi determinada por meio da técnica de
zimografia (CASTRO et al., 2008; CERON et al., 2010; MARTINEZ et al., 2008). Trata-se de
uma técnica em que um gel de eletroforese é copolimerizado ao substrato para as enzimas em
estudo. O substrato utilizado foi a gelatina, devido ao fato das MMP-2 serem gelatinases. As
amostras de rim foram trituradas e homogeneizadas em tampéo de extracdo (tampdao CaCl, 10
mM, Tris-HCI 50 mM, pH 7,4; contendo os inibidores de proteases NaF 50 mM, Ortov 50 mM,
fenantrolina 20 mM; seguindo a seguinte propor¢ao: 20 uL. NaF, 10 pL Ortov, 50 pL
fenantrolina para 920 puL. de tampao) e incubadas por 16 horas em geladeira. Centrifugou-se a
4 °C a 3000 rpm por 15 minutos e retirou-se o sobrenadante. Deste sobrenadante, quantificou-
se proteina por meio do método de Bradford descrito anteriormente, e calculou-se um volume
correspondente a 15 pg de proteina para cada amostra. Em seguida, transferiu-se a quantidade

de cada amostra correspondente a 15 pg de proteina para tubos de 0,5 mL e adicionou-se a cada
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um deles tampéo de amostra ndo redutor 6X na propor¢édo de 1:5 de amostra, e congelou-se as
amostras preparadas em -20°C. Para preparar os géis, fez-se inicialmente o gel de separagéo
10% (7,308 mL agua destilada; 3,75 mL da solucdo 40% acrilamida/bisacrilamida; 3,75 mL de
tampao Tris CI/SDS 4X pH 8,8; 0,188 de gelatina; 50 uL de APS; 10 uL de TEMED), e apds
endurecer, aplicou-se em cima o gel de largada 3,9% (3,212 de agua destilada; 0,488 da solugéo
40% acrilamida/bisacrilamida; 1,25 mL de tampao Tris CI/SDS 4X pH 6,8; 25 uL. de APS; 5
uL de TEMED), inserindo junto a estes géis os pentes para a formagao de pocos. Antes de
aplicar as amostras no gel, colocou-as em banho-maria por 15 minutos a 37 °C, aplicando-as
em seguida. O padrédo utilizado na corrida foi soro fetal bovino. Apoés eletroforese, estes géis
foram submetidos a 2 banhos de 30 minutos de Triton a 2%, para remover o SDS e foram
colocados em solucéo Tris-HCI 50 mM para a renaturacdo das proteinas e ativacdo enzimatica,
por 16 horas. Posteriormente, foram fixados e corados com solucdo Coommassie Blue 0,05%
por 1,5 horas, levando a uma coloragdo completa do gel. Para a visualizagcdo das bandas
correspondentes as MMPs em estudo, utilizou-se descorante feito de metanol a 30% e acido
acetico a 10%, trocando o descorante em trés tempos: 15 minutos, 30 minutos, e 60 minutos.
Observou-se a degradacdo da gelatina incorporada ao gel por meio da formacdo de bandas
claras contra o fundo azul do corante. A quantificacdo das bandas das MMPs foi feita usando o
programa de imagens ImageJ. A MMP-2 foi identificada por meio dos pesos moleculares: 75,
72, e 64 kDa.

5.12 AVALIACAO DA HISTOLOGIA RENAL

Os rins do lado direito dos animais foram cortados em 3 partes: polo superior, polo
inferior e parte mediana, foram fixados em paraformaldeido 4% e inseridos em parafina. Esses
tecidos foram cortados (5-7 pm) e corados em hematoxilina ¢ eosina (HE) com objetivo de
verificar suas estruturas teciduais, principalmente a extensdo da lesdo glomerular. As laminas
foram fotografadas utilizando microscopia convencional, e analisou-se cada animal de cada
grupo por meio da contagem de glomérulos por foto em um quadrante fixo (utilizando-se o
aumento de 5x), sendo que para cada animal foram feitas cerca de 45 fotos (considerando o0s
polos superior e inferior e a regido mediana do rim). A contagem foi feita por meio do programa
AxioVision (verséo 4.8.2), como mostrado abaixo:

Figura 6 — Contagem de glomérulos por campo.
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Fonte: Da Autora.

5.13 ANALISE ESTATISTICA
Os resultados obtidos no nosso estudo foram analisados com o programa GraphPad
Prism 8 e foram analisados com ANOVA (analise de variancia) de uma via seguida pelo pds-

teste de Tukey, ANOVA de duas vias seguidas pelo p6s-teste de Tukey; e também por meio do
Teste T de Student. Foram considerados estatisticamente diferentes valores com p<0,05.

6 RESULTADOS

6.1 PRESSAO ARTERIAL

A Figura 7 apresenta os valores de pressao arterial (mmHg) correspondentes aos cinco
grupos em estudo, durante 2 semanas. Percebe-se que os valores basais de pressao arterial
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sistolica foram similares nos cinco grupos experimentais antes do inicio do tratamento.
Entretanto, logo na primeira semana apos o inicio do tratamento com L-NAME, a presséo
sistélica aumentou no grupo LV quando comparado ao grupo CV (p<0,05). Quanto aos animais
hipertensos que receberam tratamento com curcumina, ambos 0s grupos (LC100 e LC50)
apresentaram queda da pressao arterial em relagdo ao grupo de animais hipertensos (LV) logo
na primeira semana de tratamento (p<0,05). O tratamento com curcumina néo alterou a presséo

dos animais controles (p>0,05).

Figura 7 — Presséo arterial (mmHg) dos animais.
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Legenda: NUmero de animais: n=7-8 por grupo experimental. Erro padrdo da média. Teste ANOVA one-way,
seguido pelo teste Tukey s post-hoc. *p<0,05 versus CV; #p<0,05 versus LV. (CV: Controle + Veiculo.
CC: Controle + Curcumina. LV: L-NAME + Veiculo. LC100: L-NAME + Curcumina 100 mg/kg/dia.
LC50: L-NAME + Curcumina 50 mg/kg/dia).

6.2 PESO CORPORAL

A Figura 8 apresenta os valores de peso corporal dos animais determinados
semanalmente pelo periodo de duas semanas. E possivel perceber que ndo houve alteracoes
estatisticamente significativas entre 0s cinco grupos experimentais (p>0,05) durante o periodo

de estudo, conforme representado a seguir.
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Figura 8 — Peso corporal (g) dos animais.
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Legenda: Ratos Wistar em tratamento durante um periodo de 14 dias. NUmero de animais: n=7-8 por grupo
experimental. Erro padrdo da média. Teste ANOVA one-way, seguido pelo teste Tukey’s post-hoc.
p>0,05. (CV: Controle + Veiculo. CC: Controle + Curcumina. LV: L-NAME + Veiculo. LC100: L-
NAME + Curcumina 100 mg/kg/dia. LC50: L-NAME + Curcumina 50 mg/kg/dia).

6.3 UREIA

Conforme observado na Figura 9, percebe-se que ndo houve alteragdes estatisticamente

significativas entre 0s cinco grupos experimentais nos niveis de ureia no soro (p>0,05).

Figura 9 — Ureia em soro (mg/dL).
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Legenda: Animais em tratamento durante um periodo de 14 dias. NUmero de animais: n=16 por grupo
experimental. Erro padrdo da média. Teste ANOVA two-way, seguido pelo teste Tukey’s post-hoc.
p>0,05. Teste T Student. p>0,05. (CV: Controle + Veiculo. CC: Controle + Curcumina. LV: L-NAME
+ Veiculo. LC100: L-NAME + Curcumina 100 mg/kg/dia. LC50: L-NAME + Curcumina 50
mg/kg/dia).

6.4 CREATININA

A Figura 10 apresenta os valores de creatinina em soro (mg/dL) correspondentes a cada
grupo experimental. A inducdo da hipertensdo promoveu um aumento significativo no grupo
sem tratamento quando comparado ao grupo controle (p<0,05), e o tratamento com curcumina
levou a uma diminuicdo estatisticamente significativa tanto no grupo LC100 quanto no grupo

LC50 ao serem comparados com o grupo hipertenso LV (p<0,05).

Figura 10 — Creatinina em soro (mg/dL).
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Legenda: Animais em tratamento durante um periodo de 14 dias. NUmero de animais: n=16 por grupo
experimental. Erro padrdo da média. Teste ANOVA two-way, seguido pelo teste Tukey’s post-hoc.
*p<0,05 versus CV; #p<0,05 versus LV. Teste T Student. #p<0,05 versus LV. (CV: Controle + Veiculo.
CC: Controle + Curcumina. LV: L-NAME + Veiculo. LC100: L-NAME + Curcumina 100 mg/kg/dia.
LC50: L-NAME + Curcumina 50 mg/kg/dia).

6.5 PEROXIDACAO LIPIDICA

A Figura 11 apresenta os resultados obtidos através da determinacdo das espécies
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) no tecido e no plasma. Percebe-se que ndo houve
diferencas estatisticamente significativas entre os cinco grupos em estudo (p>0,05) para o
TBARS no tecido. Porém, é possivel perceber que a inducdo da hipertensdo promoveu um
aumento significativo na peroxidacao lipidica no plasma no grupo LV quando comparado ao
grupo CV (p<0,05), e o tratamento com curcumina levou a uma diminuicdo estatisticamente

significativa no grupo LC50 ao comparar com o grupo hipertenso LV (p<0,05).

Figura 11 — Efeito do uso da curcumina sobre a producdo de TBARS em tecido renal (nmol/mg
proteina) e em plasma (nmol/L).
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Legenda: Animais em tratamento durante um periodo de 14 dias. Nimero de animais: n=10-16 por grupo
experimental. Erro padrdo da média. A: TBARS no tecido renal. B: TBARS no plasma. Teste ANOVA
two-way, seguido pelo teste Tukey’s post-hoc. *p<0,05 versus CV; #p<0,05 versus LV. Teste T Student.
#p<0,05 versus LV. (CV: Controle + Veiculo. CC: Controle + Curcumina. LV: L-NAME + Veiculo.
LC100: L-NAME + Curcumina 100 mg/kg/dia. LC50: L-NAME + Curcumina 50 mg/kg/dia).

6.6 DETERMINACAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO (H20)
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A Figura 12 representa os niveis de H.O, em tecido renal e é possivel perceber que néo
houve diferencas estatisticamente significativas entre 0s cinco grupos experimentais (p>0,05).

Figura 12 — Efeito do uso da curcumina sobre os niveis de H202 no tecido renal (nmol/mg

proteina).
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Legenda: Animais em tratamento durante um periodo de 14 dias. NUmero de animais: n=10 por grupo
experimental. Erro padrdo da média. Teste ANOVA two-way, seguido pelo teste Tukey’s post-hoc.
p>0,05. Teste T Student. p>0,05. (CV: Controle + Veiculo. CC: Controle + Curcumina. LV: L-NAME
+ Veiculo. LC100: L-NAME + Curcumina 100 mg/kg/dia. LC50: L-NAME + Curcumina 50
mg/kg/dia).

6.7 DETECCAO DE ANION SUPEROXIDO (0O;")

Conforme observado na Figura 13, a inducdo da hipertensao nao promoveu um aumento
significativo na producdo de O2™ no grupo sem tratamento (LV) quando comparado ao grupo
controle (CV) (p<0,05), e j& o tratamento com curcumina levou a uma diminuicio
estatisticamente significativa tanto no grupo LC100 quanto no grupo LC50 ao comparar com o

grupo hipertenso LV (p<0,05).

Figura 13 — Efeito do uso da curcumina sobre a producéo de O™ através da utilizacdo da sonda
lucigenina no tecido renal (RLU/mg proteina).
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Legenda: Animais em tratamento durante um periodo de 14 dias. NUmero de animais: n=10 por grupo
experimental. Erro padrdo da média. Teste ANOVA two-way, seguido pelo teste Tukey’s post-hoc.
p>0,05 versus CV; #p<0,05 versus LV. Teste T Student. #p<0,05 versus LV. (CV: Controle + Veiculo.
CC: Controle + Curcumina. LV: L-NAME + Veiculo. LC100: L-NAME + Curcumina 100 mg/kg/dia.
LC50: L-NAME + Curcumina 50 mg/kg/dia).

6.8 AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

6.8.1 Determinacdo da atividade da superdxido dismutase (SOD)

Na Figura 14, é possivel observar os resultados correspondentes a taxa de inibicdo da
enzima SOD. Percebe-se que o grupo hipertenso tratado com curcumina LC100 apresentou um
aumento estatisticamente significativo na atividade da enzima SOD quando comparado aos
grupos CV e LV (p<0,05), enquanto que o grupo LC50 ndo apresentou diferencas

estatisticamente significativas quando comparado aos grupos CV e LV (p>0,05).

Figura 14 — Efeito do uso da curcumina sobre a atividade da SOD no tecido renal (%
Inibicdo/mg proteina).
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Legenda: Animais em tratamento durante um periodo de 14 dias. NUmero de animais: n=16 por grupo
experimental. Erro padrdo da média. Teste ANOVA two-way, seguido pelo teste Tukey’s post-hoc.
*p<0,05 versus CV; #p<0,05 versus LV. Teste T Student. p>0,05. (CV: Controle + Veiculo. CC:
Controle + Curcumina. LV: L-NAME + Veiculo. LC100: L-NAME + Curcumina 100 mg/kg/dia. LC50:
L-NAME + Curcumina 50 mg/kg/dia).

6.8.2 Determinacéo da atividade da catalase (CAT)

A Figura 15 apresenta os resultados correspondentes a atividade da enzima CAT no
tecido renal. Percebe-se que ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre os cinco

grupos experimentais durante o periodo de estudo (p>0,05).

Figura 15 — Efeito do uso da curcumina sobre a atividade da CAT no tecido renal (U/mg
proteina).
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Legenda: Animais em tratamento durante um periodo de 14 dias. NUmero de animais: n=16 por grupo
experimental. Erro padrdo da média. Teste ANOVA two-way, seguido pelo teste Tukey’s post-hoc.
p>0,05. Teste T Student. p>0,05. (CV: Controle + Veiculo. CC: Controle + Curcumina. LV: L-NAME
+ Veiculo. LC100: L-NAME + Curcumina 100 mg/kg/dia. LC50: L-NAME + Curcumina 50
mg/kg/dia).

6.8.3 Determinacao dos niveis de glutationa reduzida (GSH)
Conforme apresentado na Figura 16, 0s cinco grupos experimentais em estudo nao

apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre si quanto aos niveis de GSH no
tecido renal (p>0,05).

Figura 16 — Efeito do uso da curcumina sobre os niveis de GSH no tecido renal (ug/mg tecido).
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Legenda: Animais em tratamento durante um periodo de 14 dias. NUmero de animais: n=16 por grupo
experimental. Erro padrdo da média. Teste ANOVA two way, seguido pelo teste Tukey’s post-hoc.
p>0,05. Teste T Student. p>0,05. (CV: Controle + Veiculo. CC: Controle + Curcumina. LV: L-NAME
+ Veiculo. LC100: L-NAME + Curcumina 100 mg/kg/dia. LC50: L-NAME + Curcumina 50

mg/kg/dia).
6.9 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE MIELOPEROXIDASE (MPO)
Na Figura 17 encontram-se o0s resultados obtidos através da determinacdo da atividade

de MPO no tecido renal. Percebe-se que ndo houve diferencas estatisticamente significativas

entre 0s cinco grupos em estudo (p>0,05).

Figura 17 — Efeito do uso da curcumina sobre a atividade de MPO no tecido renal (U/mg
proteina).



54

)
S 301
Q = CV
o2 mm CC
E T
D 201 —IC -T- == AV
8 == = LC100
f =1 LC50
2 10-
Q
©
©
©
:E 0 1 1 1 T
<

Controle L-NAME

Fonte: Da Autora.

Legenda: Animais em tratamento durante um periodo de 14 dias. NUmero de animais: n=10 por grupo
experimental. Erro padrdo da média. Teste ANOVA two-way, seguido pelo teste Tukey’s post-hoc.
p>0,05. Teste T Student. p>0,05. (CV: Controle + Veiculo. CC: Controle + Curcumina. LV: L-NAME
+ Veiculo. LC100: L-NAME + Curcumina 100 mg/kg/dia. LC50: L-NAME + Curcumina 50
mg/kg/dia).

6.10 WESTERN BLOTTING
6.10.1 Western Blotting de MMP-2
Na Figura 18 ha a representacdo da expressao de MMP-2 no sobrenadante obtido a partir

do homogenato do tecido renal. Percebe-se que 0s cinco grupos experimentais néo
apresentaram diferencas estatisticas significativas (p>0,05).

Figura 18 — Efeito do uso da curcumina sobre a expressao de MMP-2 por Western blotting
(unidades arbitrarias).
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Legenda: Gel representativo, em escala de cinza, do Western blotting de extratos de rim de animais dos cinco
grupos experimentais das bandas de 72 kDa de MMP-2 ¢ da B-actina de 42 kDa (A). O painel B
representa os valores das bandas de 72 kDa de MMP-2 corrigidas pela B-actina. Ndmero de animais:
n=4-6 por grupo experimental. Erro padrdo da média. Teste ANOVA two-way, seguido pelo teste
Tukey’s post-hoc. p>0.05. Teste T Student. p>0.05. (CV: Controle + Veiculo. CC: Controle +
Curcumina. LV: L-NAME + Veiculo. LC100: L-NAME + Curcumina 100 mg/kg/dia. LC50: L-NAME
+ Curcumina 50 mg/kg/dia).

6.10.2 Western Blotting de MMP-9

A Figura 19 demonstra a representacdo da expressdo de MMP-9 no sobrenadante obtido
a partir do homogenato do tecido renal. Os animais do grupo LV e LC100 apresentaram
aumento significativo da expressao de MMP-9 quando comparados ao grupo CV (p<0,05).
Entretanto, o grupo tratado com curcumina na dose de 50 mg/kg/dia (LC50) apresentou uma

diminuicdo significativa da expressdo de MMP-9 quando comparado ao grupo LV (p<0,05).

Figura 19 — Efeito do uso da curcumina sobre a expressao de MMP-9 por Western blotting
(unidades arbitrarias).
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Legenda: Gel representativo, em escala de cinza, do Western blotting de extratos de rim de animais dos cinco
grupos experimentais das bandas de 98 kDa de MMP-9 ¢ da B-actina de 42 kDa (A). O painel B
representa os valores das bandas de 98 kDa de MMP-2 corrigidas pela B-actina. NUmero de animais:
n=5-6 por grupo experimental. Erro padrdo da média. Teste ANOVA two-way, seguido pelo teste
Tukey’s post-hoc. *p<0,05 versus CV. Teste T Student. #p<0,05 versus LV. (CV: Controle + Veiculo.
CC: Controle + Curcumina. LV: L-NAME + Veiculo. LC100: L-NAME + Curcumina 100 mg/kg/dia.
LC50: L-NAME + Curcumina 50 mg/kg/dia).

6.10.3 Western blotting de TIMP-2

Na Figura 20 ha a representacdo da expressdo das bandas de TIMP-2 no sobrenadante
obtido a partir do homogenato do tecido renal. E possivel verificar que os cinco grupos

experimentais ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas (p>0,05).

Figura 20 — Efeito do uso da curcumina sobre a expressdo de TIMP-2 por Western blotting
(unidades arbitrarias).
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Legenda: Gel representativo, em escala de cinza, do Western blotting de extratos de rim de animais dos cinco
grupos experimentais das bandas de 25 kDa de TIMP-2 ¢ da B-actina de 42 kDa (A). O painel B
representa os valores das bandas de 25 kDa de TIMP-2 corrigidas pela B-actina. Namero de animais:
n=4-6 por grupo experimental. Erro padrdo da média. Teste ANOVA two-way, seguido pelo teste
Tukey’s post-hoc. p>0.05. Teste T Student. p>0.05. (CV: Controle + Veiculo. CC: Controle +
Curcumina. LV: L-NAME + Veiculo. LC100: L-NAME + Curcumina 100 mg/kg/dia. LC50: L-NAME
+ Curcumina 50 mg/kg/dia).

6.10.4 Western blotting de ED1

A Figura 21 demonstra a representacao da expressdo de ED1 no sobrenadante obtido a
partir do homogenato do tecido renal. Os animais do grupo LV apresentaram aumento
significativo da expressao de ED1 quando comparados ao grupo CV (p<0,05). Além disso, 0s
grupos tratados com curcumina (LC100 e LC50) apresentaram uma diminuicéo significativa da

expressdo de ED1 quando comparados ao grupo LV (p<0,05).

Figura 21 — Efeito do uso da curcumina sobre a expressao de ED1 por Western blotting
(unidades arbitrarias).
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Legenda: Gel representativo, em escala de cinza, do Western blotting de extratos de rim de animais dos cinco
grupos experimentais das bandas de 90 kDa de ED1 e da B-actina de 42 kDa (A). O painel B representa
os valores das bandas de 90 kDa de ED1 corrigidas pela f-actina. Nimero de animais: n=5-6 por grupo
experimental. Erro padrdo da média. Teste ANOVA two-way, seguido pelo teste Tukey’s post-hoc.
*p<0,05 versus CV; #p<0,05 versus LV. Teste T Student. #p<0,05 versus LV. (CV: Controle + Veiculo.
CC: Controle + Curcumina. LV: L-NAME + Veiculo. LC100: L-NAME + Curcumina 100 mg/kg/dia.
LC50: L-NAME + Curcumina 50 mg/kg/dia).

6.10.5 Western blotting de SOD-1

Na Figura 22 ha a representacdo da expressdo de SOD-1 no sobrenadante obtido a partir
do homogenato do tecido renal. Percebe-se que 0s cinco grupos experimentais nao

apresentaram diferencas estatisticas significativas (p>0,05).

Figura 22 — Efeito do uso da curcumina sobre a expressdo de SOD-1 por Western blotting
(unidades arbitrérias).
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Legenda: Gel representativo, em escala de cinza, do Western blotting de extratos de rim de animais dos cinco
grupos experimentais das bandas de 19 kDa de SOD-1 e da B-actina de 42 kDa (A). O painel B
representa os valores das bandas de 19 kDa de SOD-1 corrigidas pela B-actina. Namero de animais:
n=4-6 por grupo experimental. Erro padrdo da média. Teste ANOVA two-way, seguido pelo teste
Tukey’s post-hoc. p>0.05. Teste T Student. p>0.05. (CV: Controle + Veiculo. CC: Controle +
Curcumina. LV: L-NAME + Veiculo. LC100: L-NAME + Curcumina 100 mg/kg/dia. LC50: L-NAME
+ Curcumina 50 mg/kg/dia).

6.7 ZIMOGRAFIA DE MMP-2

Na Figura 23 encontra-se um zimograma representativo dos extratos de tecido renal com
0s pesos moleculares das trés bandas de MMP-2 (75 kDa, 72 kDa e 64 kDa). Verificou-se que
ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre os cinco grupos em estudo (p>0,05)
para as bandas de 75 kDa (figura 11 B). Em relacdo as bandas de 72 kDa e 64 kDa, € possivel
perceber que o grupo hipertenso LV demonstrou niveis aumentados para ambas as bandas
guando comparado ao grupo CV (figura 11 C-D; p<0,05); enquanto que os grupos tratados com
curcumina (LC100 e LC50) atenuaram o aumento induzido pela hipertensdo para ambas as
bandas (figura 11 C-D; p<0,05).

Figura 23 — Efeito do uso da curcumina sobre a expressao de metaloproteinases de matrix do
tipo 2 (MMP-2) por zimografia (unidades arbitrarias).
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Fonte: Da Autora.
Legenda: Gel representativo, em escala de cinza, do zimograma de extratos de rim de animais dos cinco grupos
experimentais (A). O painel B demonstra os valores das bandas de diferentes pesos moleculares da
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MMP-2 (75 kDa, 72 kDa, 64 kDa). Nimero de animais: n=9-10 por grupo experimental. Erro padréo
da média. Teste ANOVA two-way, seguido pelo teste Tukey’s post-hoc. *p<0,05 versus CV; #p<0,05
versus LV. Teste T Student. #p<0,05 versus LV. (CV: Controle + Veiculo. CC: Controle + Curcumina.
LV: L-NAME + Veiculo. LC100: L-NAME + Curcumina 100 mg/kg/dia. LC50: L-NAME +
Curcumina 50 mg/kg/dia).

6.12 AVALIACAO DA HISTOLOGIA RENAL

Na Figura 24 encontra-se a determinacdo do numero de glomérulos por area em fotos
do tecido renal dos cinco grupos experimentais no aumento de 5x. Percebe-se que 0s animais
do grupo CC, LC100 e LC50 apresentaram aumento significativo no nimero de glomérulos
guando comparados ao grupo CV (p<0,05). Além disso, os grupos tratados com curcumina em
ambas as doses (LC100 e LC50) apresentaram um aumento significativo no ndmero de

glomérulos quando comparado ao grupo LV (p<0,05).

Figura 24 — Corte histologico do tecido renal direito para determinacdo do numero de
glomérulos por area.
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Legenda: Representacdo de glomérulos (marcas de “x” em azul-claro) nos cinco grupos experimentais (A=CV;
B=CC; C=LV; D=L100; E=L50) em tecido renal corado por hematoxilina e eosina no aumento de 5x
(1). Determinagdo do nimero de glomérulos por &rea nos cinco grupos experimentais (2). Nimero de
animais: n=9-10 por grupo experimental. Erro padrdo da média. Teste ANOVA two-way, seguido pelo
teste Tukey’s post-hoc. *p<0,05 versus CV; #p<0,05 versus LV. Teste T Student. #p<0,05 versus LV.
(CV: Controle + Veiculo. CC: Controle + Curcumina. LV: L-NAME + Veiculo. LC100: L-NAME +
Curcumina 100 mg/kg/dia. LC50: L-NAME + Curcumina 50 mg/kg/dia).
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7 DISCUSSAO

Sabe-se que o Oxido nitrico possui papel fundamental na manutencédo do tonus vascular,
na prevencdo da agregacao plaquetaria e, principalmente, na regulacéo da pressdo sanguinea, a
qual pode sofrer alteraces drasticas com a diminuicdo desta molécula (DUSSE; VIEIRA;
CARVALHO, 2003). Em nosso trabalho, os animais do grupo hipertenso LV apresentaram
valores de pressdo arterial maiores do que quando comparados ao grupo controle CV, tanto na
primeira quanto na segunda semana de tratamento. Além disso, houve diferencas
estatisticamente significativas quando os animais hipertensos foram tratados com curcumina.
Esse resultado sugere que a indugéo da hipertensao através do uso de L-NAME ocorreu como
0 esperado e que o tratamento com a curcumina interfere de maneira significativa na redugéo
da presséo arterial nos animais.

Segundo estudos promovidos por Linardi et al. (2004), o uso de L-NAME na dose de
80 mg/kg/dia por 4 semanas para a inducdo de hipertensdo em ratos Wistar levou a um aumento
significativo da pressdo arterial dos animais quando comparados aos animais controle. Além
disso, no estudo feito por Akinyemi et al. (2015), utilizando ratos machos Wistar, em um estudo
utilizando L-NAME (40 mg/kg/dia) por 14 dias para a inducdo da hipertensdo junto a
suplementacdo de extratos de rizomas de gengibre e turmérico (circuma) ou tratando com
atenolol, verificou-se que houve uma reducdo significativa da pressdo arterial nos animais
hipertensos induzidos por L-NAME tratados com os extratos ou com o atenolol, quando
comparados ao grupo hipertenso induzido por L-NAME sem tratamento.

Quanto a acdo da curcumina nos animais hipertensos, em um estudo promovido por
Greish e colaboradores (2020), a utilizacdo de L-NAME (40 mg/kg/dia) para a inducéo de
hipertensdo em ratos Wistar por 4 semanas, e de maneira concomitante a gavagem de curcumina
na dose de 100 mg/kg/dia durante 10 semanas, levou a um aumento significativo nos valores
de pressao arterial nos animais do grupo apenas tratado com L-NAME quando comparados ao
grupo controle ndo tratado, enquanto que os animais tratados com L-NAME e curcumina de
maneira concomitante apresentaram uma diminuicdo significativa nos valores de pressao
arterial. Em um outro estudo realizado por Nakmareong et al. (2011), verificou-se que em ratos
machos Sprague-Dawley induzidos a hipertensdo por L-NAME e tratados simultaneamente
com curcumina na dose de 100 mg/kg/dia durante trés semanas, houve uma diminuicdo
significativa nos valores de pressdo arterial quando comparados ao grupo induzido a

hipertensdo sem tratamento. Estes resultados corroboram nosso estudo, demonstrando a
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capacidade da curcumina em levar a uma reducdo significativa da pressdo arterial em um
periodo de 14 dias neste modelo animal de hipertenséo.

Em relacdo ao peso dos animais, é possivel perceber que em nosso estudo ndo houve
diferencas estatisticas significativas entre 0os 5 grupos experimentais, demonstrando que a
curcumina ndo levou a alteragdes neste parametro (0 que ja era esperado), além de que 0s
animais estavam com o0 peso considerado normal durante todo o tempo de estudo, néo
apresentando nenhum caso de peso fora da normalidade (ANIMAL RESOURCES CENTRE,
2021). Em um estudo promovido por Boonla e colaboradores (2014), verificou-se que ao
induzir ratos Wistar com peso normal a hipertensao através do método de 2-rins-1-clipe ou pelo
uso do L-NAME e tratando alguns dos grupos com curcumina nas doses de 50 e 100 mg/kg/dia
por 6 semanas, demonstrou-se que nao houve diferencas estatisticas significativas entre o0s
grupos experimentais para este parametro, o que corrobora nosso estudo.

Conforme a hipertenséo de desenvolve, outras complicagdes podem vir a surgir como a
angina, infarto, arritmia, derrame, e danos renais, que podem culminar em faléncia renal
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). A hipertensdo é uma das causas principais de
insuficiéncia renal crénica devido a sua capacidade de promover efeitos nocivos na vasculatura
renal através da pressdo arterial elevada (BUFFET; RICCHETTI, 2012). A longo termo, a
pressdo arterial elevada pode causar um aumento na pressao intraglomerular, interferindo
diretamente na filtragdo glomerular e, consequentemente, levando a um aumento desordenado
de proteinas na urina (BUFFET; RICCHETTI, 2012).

Devido a isso, a avaliacdo da funcdo renal é essencial para verificar e monitorar a
presenca de doengas renais, podendo assim auxiliar de maneira direta a determinagdo de um
diagndstico correto. Dentre os parametros bioquimicos disponiveis, a ureia e a creatinina sao
0s mais utilizados. A ureia é o produto principal de excrecdo do metabolismo proteico, e em
doencas renais, se acumula por ndo ser excretada normalmente, atingindo valores que
ultrapassam os valores considerados normais, sendo que para ratos machos Wistar os valores
s&o entre 26 e 58 mg/dL (DABLA, 2010; LIMA et al., 2014). E possivel perceber que em nosso
estudo os animais dos cinco grupos experimentais ndo obtiveram valores estatisticamente
diferentes para este parametro. Em estudos feitos por Abdel-Rahman e colaboradores (2017), a
inducdo da hipertensdo pelo uso de L-NAME em ratos machos Sprague-Dawley por quatro
semanas resultou em alteracdes significativas nos valores de ureia quando comparados ao grupo
controle. Em um outro estudo promovido por Adaramoye, Nwosu e Farombi (2012), um grupo
de ratos Wistar foi tratado com L-NAME em um periodo de 3 semanas, enquanto que outro

grupo foi tratado com L-NAME e curcumina na dose de 200 mg/kg/dia no mesmo periodo.
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Neste estudo, verificou-se que os animais apenas tratados com L-NAME apresentaram uma
elevacdo significativa nos valores de ureia quando comparados ao grupo controle, enquanto que
0s animais tratados com curcumina e L-NAME de maneira concomitante apresentaram uma
diminuicdo significativa nos valores de ureia em relacdo aos animais somente tratados com L-
NAME, demonstrando que a hipertensdo induzida por este modelo leva a altera¢Ges nos valores
de ureia e que a utilizagdo de curcumina pode levar a uma diminuicdo destas taxas
(ADARAMOYE; NWOSU; FAROMBI, 2012).

Um segundo parametro importante para verificar a funcdo renal é a creatinina, a qual é
um metabolito da creatina que estd em sua maior parte localizada no masculo esquelético
(DABLA, 2010). As mulheres normalmente possuem um valor mais baixo de creatinina do que
0s homens devido ao fato de terem menos massa muscular do que eles, e estes valores refletem
diretamente sobre a massa muscular de cada individuo (DABLA, 2010). Os valores de
referéncia encontrados na literatura para ratos Wistar sdo de 0,24 a 1,20 mg/dL (LIMA et al.,
2014). No presente estudo, é possivel perceber que os valores encontrados de creatinina
apresentaram uma diferenca estatistica significativa entre os grupos LV e CV, e também entre
ambos os grupos tratados hipertensos (LC100 e LC50) quando comparados ao grupo LV, porém
é importante ressaltar que mesmo o valor aumentado de creatinina no grupo LV ndo esta acima
do valor de referéncia encontrado na literatura, sendo portanto considerado normal (LIMA et
al., 2014). No estudo promovido por Akinyemi et al. (2015), verificou-se que em ratos machos
Wistar induzidos a hipertensdo por L-NAME e tratados com curcumina por 14 dias houve uma
diminuicdo significativa dos niveis de creatinina quando comparados ao grupo hipertenso sem
tratamento. No estudo promovido por Greish e colaboradores (2020), utilizando-se L-NAME
para inducdo da hipertensdo por 4 semanas e curcumina na dose de 100 mg/kg/dia por 10
semanas em ratos Wistar, verificou-se que houve um aumento significativo nos valores de
creatinina sérica no grupo hipertenso sem tratamento quando comparado ao controle, e também
houve uma diminui¢do significativa no grupo hipertenso tratado com curcumina quando
comparado ao grupo hipertenso sem tratamento. Verifica-se entdo que para ambos o0s
pardmetros biogquimicos (ureia e creatinina), ndo houve diferencas significativas que possam
ser consideradas clinicas entre 0os grupos estudados. No periodo proposto deste estudo, essas
alteracdes ndo foram detectadas, 0 que sugere que um tempo mais longo poderia levar a
alteracdes primeiramente na ureia, e depois na creatinina dos animais tratados.

Um dos mais fundamentais mecanismos para o desenvolvimento da hipertenséo arterial
é 0 estresse oxidativo, o qual resulta de um excesso de ERO que ndo pode ser contrabalanceado

por enzimas antioxidantes (GONZALES et al., 2014). A peroxidac&o lipidica ocorre através de
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radicais livres que atacam lipideos que apresentem ligagdes duplas de carbono, principalmente
acidos graxos poli-insaturados, podendo levar ao dano celular, facilitando o desenvolvimento
de diversas patologias e do envelhecimento (AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014). Um
dos principais produtos provenientes do desenvolvimento da peroxidacdo lipidica é o
malondialdeido (MDA), sendo um produto extremamente toxico e mutagénico (AYALA,;
MUNOZ; ARGUELLES, 2014). Em nosso estudo, é possivel perceber que houve um aumento
significativo da peroxidacédo lipidica no grupo LV quando comparado ao grupo CV (p<0,05), e
que o tratamento com curcumina promoveu uma diminuicdo significativa na dose de
50mg/kg/dia neste pardmetro quando comparado ao grupo hipertenso LV (p<0,05). Este
resultado é corroborado pelo estudo feito por Kukongviriyapan e colaboradores (2014), no qual
animais que foram submetidos ao modelo de hipertenséo por indugdo de cddmio apresentaram
um aumento de MDA no plasma quando comparados ao grupo controle, e que o tratamento
com curcumina nas doses de 100 e 50 mg/kg/dia apresentaram uma diminuigéo significativa
nos niveis de MDA no plasma quando comparados ao grupo hipertenso sem tratamento.
Entretanto, quanto a determinacdo de TBARS no tecido renal é possivel perceber que ndo houve
diferengas significativas entre os cinco grupos experimentais (p>0,05). No estudo de Bayrak e
colaboradores (2008), verificou-se que no modelo de isquemia e perfusdo renal utilizando a
curcumina como tratamento, houve uma diminui¢cdo nos niveis de MDA no tecido renal,
demonstrando uma diminuic¢do nos niveis de peroxidacéo lipidica renal de maneira geral. No
estudo promovido por Greish e colaboradores (2020), os animais com hipertensdo induzida por
L-NAME apresentaram um aumento nos niveis de MDA no tecido renal quando comparados
ao controle, e ja os animais hipertensos tratados com curcumina tiveram uma diminuicao
significativa desses niveis quando comparados aos animais hipertensos sem tratamento, o que
também se diferencia do nosso estudo. Além disso, o estudo promovido por Boonla e
colaboradores (2014) demonstrou que animais induzidos a hipertensao através do modelo de 2-
rins-1-clipe apresentaram um aumento nos niveis de MDA no plasma quando comparados ao
controle, e que tanto os animais hipertensos tratados com curcumina na dose de 50 mg/kg/dia
guando os animais tratados na dose de 100 mg/kg/dia por um periodo de 6 semanas
apresentaram uma diminuicéo significativa nos niveis de MDA quando comparados ao grupo
hipertenso sem tratamento, o que também se diferencia do nosso estudo. E importante ressaltar
que houve alteragdes significativas que demonstram a atuacdo da curcumina como antioxidante
no plasma e que os estudos obtidos na literatura para a determinacéo de TBARS no tecido renal

apresentam um tempo maior de tratamento, tanto com a inducgdo do L-NAME, quanto com a
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curcumina, 0 que pode sugerir que em um tratamento mais prolongado poderia ser possivel
observar alteragdes significativas no tecido renal quanto & peroxidacdo lipidica neste estudo.

O H20; é gerado a partir do radical O2", o qual € produzido pela mitocondria e pelas
NADPH oxidases (SCHIEBER; CHANDEL, 2014). O O™ resulta da reducéo de um elétron do
oxigénio molecular (O2) que, dentro da célula, é convertido rapidamente para H.O2 por meio
de enzimas SOD (SCHIEBER; CHANDEL, 2014). No presente estudo, verificou-se que néo
houve alterac6es significativas entre 0s cinco grupos experimentais quanto a producéo de H20..
No estudo de Landmesser e colaboradores (2003), verificou-se que ao utilizar ratos machos
Sham C57BL/6 tratados com L-NAME (1mM), ndo houve diferencas estatisticamente
significativas nas aortas dos animais tratados quando comparados ao controle. Ja segundo o
estudo de Moningka et al. (2012), ao tratar ratos machos Sprague-Dawley com L-NAME IV na
dose de 1,5 mg/100 g de peso corporal, seguido de 150 mg/L na dgua para 0s animais beberem
por um periodo de 4 a 6 semanas, verificou-se que houve um aumento na producdo de H.0>
nos animais tratados com L-NAME quando comparados aos animais sem tratamento,
demonstrando que possivelmente em dose e periodos maiores, seria possivel também verificar
um aumento na produgédo de H>O2 em nosso estudo.

As enzimas NADPH oxidases sdo as Unicas enzimas conhecidas que séo especificas
para a producdo de ERO nos rins (JHA et al., 2017). A producdo de O™ por essas enzimas esta
diretamente ligada a inUmeras patologias glomerulares, e a inibicdo de sua atividade pode levar
a uma melhora na acdo dos poddcitos, com consequente diminuicdo da albuminudria
(HOLTERMAN et al.,, 2015). No trabalho apresentado, verificou-se que na técnica de
quimiluminescéncia para a determinacdo da sonda lucigenina tanto o grupo LC100 quanto o
grupo LC50 apresentaram uma diminuicdo estatisticamente significativa quando comparados
ao grupo LV, ainda que este ndo tenha apresentado diferencas estatisticamente significativas
guando comparado ao grupo CV, demonstrando que a curcumina pode contribuir para a
diminuicdo de producdo de O~ em ambas as doses. No estudo de Jan-On e colaboradores
(2020), ao tratar ratos machos Sprague-Dawley com L-NAME na dose de 50 mg/kg/dia na agua
para 0s animais beberem por 6 semanas, observou-se que houve um aumento significativo na
producdo de O, em aortas quando comparado ao grupo controle, o que se diferencia do nosso
estudo. Em um outro estudo feito por Boonla e colaboradores (2013), animais machos Sprague-
Dawley foram submetidos a hipertensdo renal pelo método de Goldblatt (2-rins-1-clipe) e
receberam curcumina nas doses de 50 ou 100 mg/kg/dia por 6 semanas. Verificou-se que as
aortas dos animais hipertensos sem tratamento com curcumina apresentaram um aumento

significativo nos niveis de O2" quando comparados ao controle, diferenciando-se do nosso
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estudo; entretanto, os grupos de animais tratados com curcumina em ambas as doses
apresentaram uma diminuicéo significativa nos niveis de O.™ quando comparados ao grupo
hipertenso sem tratamento, o que corrobora nosso estudo (BOONLA et al., 2014).

A enzima SOD, assim como as enzimas catalase e GPx s&o consideradas como o
principal sistema de defesa antioxidante do organismo. A SOD por sua vez, é responsavel por
sequestrar especificamente os anions superoxido (O2™), catalisando a sua reagdo para formar O>
e H202 (LEI et al., 2015). Considerando-se estas informacdes, é possivel evidenciar que no
presente estudo houve diferencas significativas entre o grupo hipertenso tratado LC100 e ambos
0s grupos CV (controle) e LV (hipertenso sem tratamento com curcumina) estudados,
demonstrando que na dose de 100 mg/kg/dia, a curcumina promoveu um aumento na atividade
desta enzima. Em um estudo promovido por Cardoso e colaboradores (2013), verificou-se que
no sangue e nos tecidos renais de animais hipertensos induzidos por L-NAME por um periodo
de 6 semanas, houve uma diminuicao significativa na atividade da SOD quando comparados ao
grupo controle. Em um outro estudo promovido por por Ali et al. (2018), verificou-se que ao
utilizar um modelo de doenca renal crénica em ratos, tratando-0s por 5 semanas com curcumina
em diversas doses, houve um aumento significativo na atividade da SOD nos tecidos renais de
ratos tratados somente com curcumina nas doses de 75 e 150mg/kg sem a doenca; e também
nos animais doentes tratados com curcumina em ambas as doses quando comparados ao grupo
controle doente. J& no estudo feito por Greish e colaboradores (2020), o tratamento com
curcumina na dose de 100 mg/kg/dia por 10 semanas no modelo de induc¢éo da hipertenséo por
L-NAME demonstrou um aumento nos valores de SOD em tecidos renais quando comparado
ao grupo hipertensivo nédo tratado com curcumina, o que corrobora nossos estudos.

Além disso, ha trés isoformas desta enzima, sendo que a isoforma citoplasmética Cu/Zn
SOD (SOD-1) tem sido demonstrada como um marcador para o estresse oxidativo em pacientes
com doenca renal terminal (PAWLAK; PAWLAK; MYSLIWIEC, 2005). No presente estudo,
é possivel perceber que ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre os cinco
grupos experimentais. Nossos resultados sdo corroborados pelo estudo de Majzunova e
colaboradores (2019), em que utilizando ratos Wistar tratados com L-NAME (50 mg/kg/dia)
na agua para os animais beberem por um periodo de 6 semanas, ndo apresentou diferencas
estatisticamente significativas na expressdo de SOD-1 quando comparado ao grupo controle
sem tratamento.

A catalase (CAT) é uma enzima que possui a capacidade de converter o H.O, em agua
e O, estando localizada principalmente nos peroxissomos celulares e no citosol e sendo

bastante importante na protecdo celular quando em altas taxas de estresse oxidativo
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(WASSMANN; WASSMANN; NICKENIG, 2004). No estudo aqui apresentado, é possivel
perceber que ndo houve alteragfes estatisticamente significativas entre 0s cinco grupos
estudados. No estudo de Bayrak e colaboradores (2008), verificou-se que em um modelo de
isquemia e reperfusédo cronica renal, tratando os animais com curcumina na dose de 200 mg/kg
por 7 dias, houve um aumento na atividade da enzima catalase no tecido renal, assim como na
da SOD e nos niveis de GPx. Em um outro estudo feito por Tapia et al. (2013), verificou-se que
em um modelo de nefrectomia de ratos, ao tratar os animais com curcumina na dose de 120
mg/kg durante o periodo cirdrgico (30 dias) e 30 dias apoOs este periodo, preveniu-se 0
decréscimo das atividades da CAT, da SOD e da GPx no tecido renal. Entretanto, no estudo
promovido por Greish e colaboradores (2020), o tratamento com curcumina nos animais
hipertensos ndo demonstrou diferencas significativas quando comparado aos animais
hipertensos nédo tratados, 0 que corrobora nosso estudo.

A glutationa reduzida (GSH) possui papel essencial em diversas vias bioquimicas, como
na regulacdo do estado redox intracelular (WASSMANN; WASSMANN; NICKENIG, 2004).
Ja a enzima glutationa peroxidase (GPx) tem a capacidade de converter o H,O2 em agua e Oy,
através da oxidacdo da glutationa reduzida em glutationa dissulfeto (WASSMANN;
WASSMANN; NICKENIG, 2004). Neste contexto, percebe-se que no presente estudo nédo
houve diferencas estatisticas entre os cinco grupos experimentais. No estudo promovido por
Ali et al. (2018), verificou-se que utilizando 0 modelo de doenca renal crénica nos animais e
tratando com a curcumina em varias doses, observou-se que, nas doses de 75 e 150 mg/kg,
houve um aumento significativo da GSH no tecido renal tanto nos animais doentes quanto nos
animais controle, diferenciando-se do nosso estudo. Além disso, em um outro estudo feito por
Nakmareong e colaboradores (2011), verificou-se que em aortas de animais hipertensos através
do uso de L-NAME, tratados com curcumina nas doses de 50 e 100 mg/kg por um periodo de
3 semanas, houve um aumento nos niveis de GSH nos grupos tratados quando comparados ao
grupo hipertenso sem tratamento, o que também diferencia-se do nosso estudo. Devido a estes
resultados, é possivel sugerir que, com um tempo maior de tratamento, 0S NOSSOS animais
hipertensos ndo tratados poderiam vir a apresentar uma diminui¢do na atividade da GPx e da
CAT, e os tratados com curcumina poderiam apresentar um aumento na atividade destas
enzimas.

Em doencas glomerulares ou tubulointersticiais, diversas espéecies reativas de oxigénio
podem contribuir para modificar proteinas, lipidios e acidos nucleicos (MALLE; BUCH;
GRONE, 2003). Neste contexto, a mieloperoxidase (MPQO) é uma proteina heme que tem a

habilidade de gerar acido hipocloroso ou hipoclorito (HOCI/OCI") a partir de peroxido de
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hidrogénio e anions cloreto, sendo que estas espécies reativas podem produzir proteinas
clorinadas e adutos lipidicos que causam disfuncdo celular em diferentes regibes renais
(MALLE; BUCH; GRONE, 2003). Além disso, a aderéncia de neutréfilos na membrana basal
glomerular assim como a sua degradacao pela presenca de oxidantes demonstra ter interacao
direta com o envolvimento da MPO (MALLE; BUCH; GRONE, 2003). No estudo aqui
apresentado, percebe-se que ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre os cinco
grupos experimentais quanto a determinacéo da atividade de MPO. No estudo promovido por
Alp Yildirim e colaboradores (2015), fez-se o tratamento de ratos machos Wistar com L-NAME
(60 mg/kg/dia) na 4gua dos animais beberem por um periodo de 5 semanas e verificou-se que
0s niveis plasmaticos de MPO estavam aumentados nos animais tratados quando comparados
ao grupo controle, diferenciando-se do nosso estudo. Em um outro estudo promovido por
Gandhi, Zalawadia e Balaraman (2008), verificou-se que utilizando-se um modelo de isquemia
e reperfusdo renal com a aplicacdo de L-NAME (10 mg/kg/dia) apds a nefrectomia por 15 dias,
observou-se que o0s animais tratados com L-NAME apresentaram uma atividade
significativamente maior do que 0s animais sem o tratamento, o que também se diferencia de
nosso estudo. E importante ressaltar que em nosso modelo, a dose e o periodo utilizados de
tratamento com L-NAME séo diferentes dos encontrados na literatura e, em vista deste aspecto,
sugerimos que um periodo mais longo de tratamento poderia levar a alteragdes na atividade de
MPO.

As alteracdes vasculares e teciduais renais sdo promovidas por diversas enzimas, sendo
as metaloproteinases de matriz (MMPs) importantes representantes. Estas enzimas sdo
endopeptidases zinco-dependentes que possuem fungdes importantes tanto para a homeostase
quanto para o desenvolvimento dos tecidos, além de também estarem diretamente relacionadas
ao turnover celular (CATANIA; CHEN; PARRISH, 2007). A maior parte das MMPs estdo
presentes nos rins, podendo ser localizadas em regides diferentes de acordo com cada espécie
(PARRISH, 2017). As MMPs em condi¢des normais sdo reguladas em 4 niveis: transcricao;
ativacdo de seus precursores, conhecidos como zimogénios; interacdo direta com a matriz
extracelular; e por fim, a inibi¢do de suas a¢bes através dos seus inibidores teciduais especificos,
os TIMPs (DIMAS; ILIADIS; GREKAS, 2013). Entre as classes de MMPs, existem duas que
pertencem a classe das gelatinases: a MMP-2 e a MMP-9. A MMP-2 possui a capacidade de
degradar principalmente colageno do tipo 1V, fibronectina, laminina, elastina, gelatina, além de
alguns substratos ndo provenientes da matriz, como o plasminogénio (DIMAS; ILIADIS;
GREKAS, 2013). J4 a MMP-9 degrada alguns constituintes da matriz extracelular, como
colageno do tipo IV, gelatina e agrecano (proteoglicano); também degradando outros substratos
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ndo presentes na matriz, como a trasferrina-carboximetilada e o plasminogénio (DIMAS;
ILIADIS; GREKAS, 2013).

As MMP-2 sdo enzimas que através da técnica de zimografia em roedores, sao
identificadas as bandas de 75 kDa, 72 kDa e 64 kDa principalmente, enquanto que em humanos
sdo identificadas apenas as bandas de 72 kDa e 64 kDa (as quais sdo mais ativadas) (CASTRO
et al.,, 2009; KANDASAMY et al., 2010). As MMPs inicialmente encontram-se latentes e
inativas, chamadas pro-MMPs (72 kDa), devido ao fato de conterem pré-peptideos em sua
constituicdo (KANDASSAMY et al., 2009). Estas podem ser modificadas atraves de clivagem
proteolitica, tornando-se ativas (64 kDa), ou podem também ser ativadas diretamente enquanto
pro-MMPs através de ativagdo por estresse oxidativo (KANDASAMY et al., 2010). No estudo
aqui apresentado, verificou-se através da técnica de zimografia que ndo houve diferencas
estatisticas significativas entre 0s grupos experimentais para as bandas de 75 kDa de MMP-2,
porém para as bandas de 72 kDa e 64 kDa houve um aumento significativo ao comparar 0s
grupos LV com CV, e uma diminuicgéo significativa comparar os grupos LC50 e LC100 com o
grupo LV. Verificou-se através da técnica de Western blotting que ndo houve diferencas
estatisticas significativas entre todos 0s grupos experimentais para as bandas de 72 kDa,
diferente do apresentado pela técnica de zimografia. Neste contexto, € possivel perceber que
em nosso estudo tanto as pr6-MMPs (72 kDa) quanto os resultados provenientes da MMP
ativada por clivagem proteolitica (64 kDa) apresentaram diferencas estatisticas entre os grupos
LV e CV, e também entre os grupos LC100 e LC50 quando comparados ao grupo LV, sugerindo
gue as MMP-2 estdo sendo ativadas, seja por estresse oxidativo ou outras vias (KANDASAMY
et al., 2010). Segundo um estudo feito por Rizzi e colaboradores (2019), utilizando o modelo
de hipertensdo 2-rins-1-clipe em ratos sham, verificou-se que devido & hipertensdo
desenvolvida, houve um aumento nos niveis de MMP-2 (tanto 72 kDa quanto 64 kDa) em aortas
tanto através da técnica de Western blotting quanto através da técnica de zimografia. J& em um
estudo promovido por Yang e colaboradores (2008), utilizando um modelo de inducdo a
hipertensdo com L-NAME por 30 dias em ratos espontaneamente hipertensos, verificou-se que
apos 15 dias houve um aumento nos niveis de MMP-2 através das técnicas de ELISA e RT-
PCR no tecido renal. Além disso, no estudo de Boonla e colaboradores (2014), verificou-se
que, em animais induzidos a hipertensédo pelo modelo 2-rins-1-clipe e tratados com curcumina
nas doses de 50 e 100 mg/kg/dia, utilizando a técnica de imuno-histoquimica, houve um
aumento nos niveis de MMP-2 em aortas dos animais hipertensos sem tratamento, e 0s grupos
dos animais tratados com ambas as doses de curcumina apresentaram uma diminuigéo

significativa nos niveis de MMP-2 quando comparados ao grupo hipertenso sem tratamento.
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Diante dos estudos apresentados, € possivel perceber que em nosso estudo a curcumina foi
capaz de atenuar os niveis de MMP-2, o que é semelhante a grande parte dos estudos
encontrados na literatura. Devido a isso, hd um grande indicativo de que a curcumina possuli
esta capacidade de atenuar os niveis de MMP-2 em animais hipertensos pelo modelo de
hipertensdo utilizando o L-NAME mesmo em um periodo reduzido de tratamento.

E importante salientar que a técnica de zimografia tem por objetivo identificar a
atividade proteolitica das MMPs separadas em bandas em gel de poliacrilamida e gelatina,
demonstrando a capacidade destas enzimas em degradar a gelatina presente no gel (sdo
gelatinases); enquanto que a técnica de Western blotting possui a capacidade de detectar
proteinas especificas mesmo em meio a uma mistura de proteinas diferentes, utilizando
anticorpos que sejam especificos para a proteina em estudo (GWOZzZDZ; DOREY, 2017,
KLEINER, STLETER-STEVENSON, 1994). Levando isto em consideracédo, ao utilizarmos a
técnica de Western blotting em nosso estudo para determinar os niveis de MMP-9, verificamos
que houve um aumento significativo nestes niveis quando comparamos o grupo hipertenso LV
com o grupo controle CV, enquanto que houve uma diminuicdo significativa quando
comparamos o grupo LC50 com o grupo LV, demonstrando a capacidade da curcumina em
atenuar os niveis da MMP-9 nos animais hipertensos. Em um estudo promovido por Sangartit
et al. (2014), utilizando um modelo de indugdo a hipertensdo por cadmio e tratando 0s animais
com tetrahidrocurcumina (um metabdlito da curcumina), verificou-se que em aortas dos
animais tratados com esta substancia, houve uma diminuicéo significativa nos niveis tanto da
MMP-2 quanto da MMP-9 quando comparados ao grupo sem tratamento. No estudo feito por
Yang e colaboradores, verificou-se que apds 15 dias, os animais induzidos a hipertenséo por L-
NAME apresentaram um aumento significativo nos niveis de MMP-9 no tecido renal tanto pelo
método de ELISA quanto por RT-PCR. Ja no estudo promovido por Boonla e colaboradores
(2014), verificou-se que em aortas de animais tratados com curcumina na dose de 50 mg/kg/dia
apresentaram uma diminui¢do significativa nos niveis de MMP-9 quando comparados ao grupo
hipertenso sem tratamento, o que também corrobora nosso estudo.

As atividades das MMPs sdo reguladas por dois principais inibidores endégenos, a o2-
macroglobulina e os TIMPs, sendo que o TIMP-2 possui alta ou baixa expressao renal de acordo
com a especie (NAGASE, VISSE, MURPHY, 2006; PARRISH, 2017). Neste contexto, &
possivel perceber que em nosso estudo ndo houve diferencas estatisticas significativas entre 0s
5 grupos experimentais. Estes resultados se assemelham ao estudo feito por Ceron e
colaboradores (2012), em que utilizando-se o modelo de hipertenséo 2-rins-1-clipe e a técnica

de zimografia nas aortas dos animais, verificou-se que em um periodo de 10 semanas ndo houve
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alteracdes na expressdao de TIMP-2 gquando comparou-se 0 grupo hipertenso com 0 grupo
controle. Em um outro estudo feito por Castro e colaboradores (2009), demonstrou-se que
utilizando a técnica de zimografia para as aortas de animais hipertensos induzidos pelo modelo
2-rins-1-clipe, ndo houve diferencas significativas quando comparados ao grupo controle e, ao
utilizar antioxidantes especificos em animais hipertensos (tempol e apocinina), ambos também
ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas quando comparados ao grupo hipertenso
sem tratamento, o0 que corrobora nossos resultados.

Considerando o contexto de inflamacéo, percebe-se que os macrofagos sao essenciais
na homeostase tissular e respostas imunes tanto nos rins saudaveis quanto nos que apresentam
doencas (GUITERAS; FLAQUER; CRUZADO, 2016). Sua infiltracdo esta relacionada ao
desenvolvimento de doenca renal cronica, causando diversas respostas de ativacdo como
fagocitose e a producédo de citocinas pro-inflamatdrias e metabolitos toxicos, além de que ha
uma possivel relacdo entre a severidade do dano renal ao grau de infiltracdo de macréfagos
(GUITERAS; FLAQUER; CRUZADO, 2016). No presente estudo, observou-se que 0 grupo
LV apresentou um aumento significativo de marcagdes para macrofagos CD68 quando
comparado ao grupo CV. Esses resultados se assemelham ao estudo promovido por Ozkurt e
colaboradores (2018), em que ratas fémeas receberam L-NAME (20 mg/kg/dia) por 30 dias, e
observou-se que houve um aumento significativo no nimero de marcagdes para macréfagos.
Além disso, no estudo de Polichnowski, Lu e Cowley Jr. (2011) determinou-se que ao induzir
a hipertensdo ratos machos Sprague-Dawley utilizando a combinacdo de ANG 11 (5 ng/kg/min)
e L-NAME (1,4 pg/kg/min) de maneira intravenosa por um periodo de 14 dias, houve um
aumento significativo nas marcagdes para macréfagos CD68 nos animais hipertensos quando
comparados ao grupo controle. Ainda em nosso estudo, o tratamento dos animais hipertensos
com curcumina levou a uma diminuicdo significativa de marcacGes para macréfagos CD68
guando comparados ao grupo LV, sugerindo que neste modelo de inducéo a hipertensao ambas
as doses de curcumina podem promover a diminuicdo de infiltracdo de macrofagos e,
consequentemente, contribuir para a prevencdo do desenvolvimento da inflamacéo.

Além da inflamacéo, 0 aumento da presséo arterial sistémica e o desenvolvimento de
danos vasculares podem comprometer as respostas autorregulatorias renais, causando
alteracbes histologicas que podem levar ao desenvolvimento de nefroesclerose e,
consequentemente, a doenca renal cronica (BIDANI; GRIFFIN, 2004). Os danos renais
provenientes da hipertensdo sdo divididos de acordo com a gravidade da doenga, sendo o
primeiro estdgio a nefroesclerose benigna, na qual lesbes vasculares ndo-especificas de

arterioesclerose séo desenvolvidas sem a presenca de proteinuria, além de que a nefroesclerose
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é inicial e ndo leva a um comprometimento sério do funcionamento renal; e o segundo estagio
e a nefroesclerose maligna, na qual hd o desenvolvimentos de arterioesclerose hiperplésica e
necrose fibrinoide de arteriolas e glomérulos, levando a proteinuria e perda de funcéo (BIDANI;
GRIFFIN, 2004; JAIN, 2013). Em nosso estudo € possivel observar um resultado bastante
curioso: a inducéo a hipertenséo ndo levou a uma diminui¢do do numero de glomérulos quando
comparado ao grupo controle (p>0,05), entretanto, o tratamento com curcumina em ambas as
doses demonstrou um numero significativamente maior tanto no grupo CC quando comparado
ao grupo CV (p<0,05), quanto nos grupos LC100 e LC50 quando comparados ao grupo LV
(p<0,05). No estudo feito por Pereira e Mandarim-de-Lacerda (2001), ratos Wistar receberam
por 40 dias L-NAME na dose de 50 mg/kg/dia para a induc¢do a hipertenséo, e verificou-se que
apos este periodo, os animais hipertensos apresentaram uma diminui¢do significativa no
numero de glomérulos por area quando comparados ao grupo controle, o que se diferencia do
nosso estudo. Em um outro estudo promovido por Abdollahifar e colaboradores (2020),
verificou-se que utilizando um modelo de inducédo a toxicidade renal por bussulfan em ratos
Wistar, e de maneira concomitante recebendo curcumina por gavagem na dose de 80 mg/kg/dia
em um periodo de por 30 dias, houve uma diminui¢do no nimero de glomérulos no grupo que
apenas recebeu bussulfan, e o grupo que recebeu curcumina além do bussulfan apresentou um
aumento significativo no nimero de glomérulos quando comparado ao grupo que apenas
recebeu bussulfan, demonstrando que a curcumina preveniu a diminuicdo no ndmero de
glomérulos, como em nosso estudo. E importante salientar que nosso estudo foi feito por um
curto periodo de tempo, enquanto que os estudos feitos na literatura sdo todos mais longos, e
que um estudo mais longo poderia demonstrar danos maiores nos glomérulos dos animais
hipertensos. Além disso, em nosso estudo os animais hipertensos ndo apresentaram uma
diminuicdo no namero de glomérulos, e que o uso de curcumina, tanto no grupo controle (CC)
guanto nos grupos hipertensos (LC100 e LC50) apresentou um nimero maior de glomérulos, o
que pode sugerir que a curcumina é capaz de prevenir possiveis danos aos glomérulos, sejam
devido a idade (uma vez que ha mudancas nas fungdes renais conforme os animais vao
envelhecendo) ou mesmo devido a hipertensdgo (MEDEIROS; AQUILA; MANDARIM-DE-
LACERDA, 2006).
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8 CONCLUSAO

Nosso trabalho sugere que o0 aumento da pressao arterial, dos niveis das atividades das
MMPs renais, e da expressdo de ED1 através da inducao pelo L-NAME participam do dano
renal observado em nosso modelo experimental. O tratamento com curcumina foi capaz de
atenuar a hipertensdo em ambas as doses estudadas, aumentou a atividade antioxidante renal,
atenuou a expresséo das enzimas MMP-9 e a atividade da MMP-2 nos animais hipertensos, sem
alterar os niveis de seu inibidor TIMP-2, diminuiu a expressdao de ED1 e preveniu danos
glomerulares, com consequente melhora da funcéo renal destes animais em um periodo de 14

dias.
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