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RESUMO

MONTEIRO, E. B. Compostos fenolicos do acai: uma estratégia para minimizar a
inflamac&o e o estresse oxidativo associados as toxinas urémicas. 2018. 82 f. Tese (Doutorado
em Alimentacdo, Nutricdo e Saude) - Instituto de Nutri¢cdo, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

O extrato hidro-alcoolico do carogo do acai (acai seed extract; ASE) tem demonstrado
efeito protetor na génese da disfuncdo endotelial e alteracGes renais em modelo murino de
hipertensdo renovascular. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antioxidante e anti-
inflamatdrio do extrato do caroco do acai em presenca das toxinas urémicas indoxil sulfato
(IS) e p-cresil sulfato (pCS) em células endoteliais humanas e em modelo murino de doenca
renal crénica (DRC). Células endoteliais do corddo umbilical humano (HUVEC) receberam
diferentes tratamentos com ASE (10 pg/mL) e com as toxinas IS (61 pg/mL) e pCS (40
pg/mL). Foram avaliados os pardmetros de viabilidade e morte celular, a capacidade
migratoria, a expressdo génica de marcadores inflamatorios e a avaliagdo do dano oxidativo e
da resposta antioxidante celular. Adicionalmente, utilizamos modelo in vivo de DRC induzida
por adenina (0,25%), tratado ou nd&o com o ASE, sendo avaliados os parametros de fungéo
renal, marcadores do dano oxidativo e teor de colageno em tecido renal, além da
determinacdo de metabdlitos em plasma e urina. As toxinas IS e pCS promoveram a reducéo
na viabilidade de células endoteliais e 0 aumento do percentual de morte celular, bem como a
diminuicdo da capacidade migratoria celular (p<0,05). O ASE foi capaz de prevenir a morte
celular e a reducdo da capacidade migratoria em células tratadas com 1S. Ambas as toxinas
promoveram 0 aumento da producédo e expressao de citocinas pré-inflamatérias, tendo o ASE
acao preventiva desse efeito. As toxinas também promoveram o aumento da secrecdo de
TNF-a, € o ASE reverteu esse fendmeno em células tratadas com ambas as toxinas em
concomitancia (p<0,05). A expressdo da enzima antioxidante superdxido dismutase foi
diminuida em células tratadas com as toxinas, e 0 ASE foi capaz de prevenir esse efeito
(p<0,05). Nos animais experimentais, os parametros de funcdo renal avaliados apontaram para
a instauracdo da DRC, e para a acdo benéfica do ASE na atenuacdo do aumento da
concentracdo de uréia plasmatica e da proteindria (p<0,05). Os marcadores de dano oxidativo
avaliados em tecido renal dos animais sugerem o quadro de estresse oxidativo na DRC, sendo
0 ASE capaz de reverter esse fendmeno observado. Os animais com DRC apresentaram maior
deposicdo de colageno em tecido renal, quadro esse que foi revertido pelo ASE (p<0,05).
Observamos que o éacido hiparico foi o principal metabdlito na urina dos animais
experimentais dos grupos Controle + ASE e DRC + ASE, seguido do é&cido 3,4-
dihidroxifenilacético e da catequina. A excrecdo urinaria desses compostos apresentou-se de
forma diferente entre os grupos Controle e DRC. Em plasma de animais com DRC, o &cido
hipurico encontrou-se duas vezes mais concentrado. Os resultados apontam para os efeitos
benéficos do ASE nos danos causados pelas toxinas urémicas, particularmente pelos IS, em
modelo in vitro de células endoteliais. In vivo, observamos a atenuacdo de danos ocasionados
na doenca renal cronica promovida pelo ASE. O presente trabalho retrata o efeito protetor do
extrato do caro¢o do acai rico em compostos fenolicos sobre os agravos provocados por
toxinas urémicas em diferentes modelos experimentais.

Palavras-chave: Acai. Toxinas urémicas. Estresse oxidativo. Inflamacéo.



ABSTRACT

MONTEIRO, E. B. Ac¢ai phenolic content: a potent strategy to minimize inflammation and
oxidative stress promoted by uremic toxins. 2018. 82 f. Tese (Doutorado em Alimentacéo,
Nutricdo e Saude) - Instituto de Nutricdo, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2018.

Acai seed extract (ASE) has shown a protective effect on endothelial dysfunction and
renal alterations in a murine model of renovascular hypertension. The main goal of this work
was to evaluate the antioxidant and anti-inflammatory potentials of agai extract in the
presence of uremic toxins indoxyl sulfate (I1S) and p-cresyl sulfate (pCS) in human endothelial
cells and in a murine model of chronic kidney disease (CKD). Human umbilical vein
endothelial cells (HUVEC) had received different treatments with ASE (10 ug/mL), IS (61
pg/mL) and pCS (40 pg/mL). We evaluated the parameters of cell viability, cell death,
migration capacity, inflammatory cytokine production and expression and biomarkers of
oxidative stress, as well as cellular antioxidant response. In addition, in an in vivo model of
CKD fed with adenine (0.25%), we evaluated biomarkers of renal function and oxidative
damage, collagen content in renal tissue, as well as phenolic metabolites profile in plasma and
urine of animals, whether treated or not with ASE. IS and pCS reduced endothelial cell
viability and prevented cell death, and also decreased endothelial cell cellular migration
capacity (p <0.05). ASE was able to prevent cell death and reduction of migratory capacity in
IS-treated cells. Both toxins promoted increased expression of proinflammatory cytokines,
and ASE prevented this effect. The toxins also promoted increased secretion of TNF-a, and
ASE reversed this phenomenon in cells treated with both toxins in concomitance (p <0.05).
Antioxidant enzyme expression of superoxide dismutase was decreased in cells treated with
both toxins, and ASE was able to prevent this effect (p <0.05). In experimental animals, renal
function parameters indicated the onset of CKD, and ASE attenuated the increased plasma
urea concentrations and proteinuria (p <0.05). Oxidative damage biomarkers evaluated in
renal tissue suggested the presence of oxidative stress in CKD animals. ASE was able to
ameliorate this hazard effect. In addition, ASE prevented collagen deposition in renal tissue
observed in CKD animals (p <0.05). Hippuric acid was the main metabolite found in urine of
Control + ASE and CKD + ASE groups, followed by 3,4-dihydroxyphenylacetic acid and
catechin. The urinary excretion of these compounds differed between Control and CKD
groups. In plasma from CKD animals, hippuric acid was found to be twice as concentrated in
comparison to Control group. Results pointed out to the beneficial effects of ASE on uremic
toxin deleterious effects, particularly on IS, in endothelial cells. In vivo, we observed that
ASE ameliorated oxidative damage and renal function in chronic kidney disease. The present
work shows the protective effect of acai seed extract, rich in phenolic compounds, on uremic
toxins deleterious effects in different experimental models of uremic toxicity.

Keywords: Acai. Uremic toxins. Oxidative stress. Inflammation.
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INTRODUCAO

A doenca renal cronica (DRC) é caracterizada pela ocorréncia de lesdo renal e perda
progressiva e irreversivel da funcdo dos rins, constituindo um importante problema de satde
publica no Brasil e no mundo. Com o comprometimento da funcédo renal, diversos compostos
toxicos se acumulam na corrente sanguinea e podem causar efeitos deletérios aos sistemas
bioldgicos, sendo assim chamados de toxinas urémicas. Duas importantes toxinas urémicas
estudadas sdo o p-Cresil sulfato (pCS) e o Indoxil sulfato (IS), as quais apresentam grande
potencial danoso ao organismo uma vez que ndo sao eficientemente removidas pelas técnicas
dialiticas comumente empregadas e estdo associadas a instauracdo do estresse oxidativo e da
inflamacdo. As elevadas concentracfes séricas dessas toxinas constituem fator de risco para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e estdo associadas positivamente com as altas
taxas de mortalidade na DRC (ITO; YOSHIDA, 2014; VANHOLDER et al., 2014).

Dentre as estratégias para atenuacdo dos danos oxidativo e inflamatdrio ocasionados
por essas substancias, compostos bioativos presentes em alimentos (em particular os
compostos fendlicos) vem ganhando destaque. O acai (Euterpe oleracea Mart.) é um fruto
tipico da regido Norte do Brasil amplamente consumido no pais e rico em compostos
fendlicos, tais como epicatequinas, catequinas e antocianinas (SCHAUSS et al., 2006a).
Estudos recentes utilizando o extrato hidro-alcodlico do carogco de agai (ASE, da sigla em
inglés acai seed extract) demonstraram efeitos benéficos em parametros cardiometabdlicos,
dentre eles a acdo protetora contra a disfuncdo endotelial e alteracbes vasculares e renais em
modelo animal de hipertensdo renovascular (ROCHA et al. 2007; ROCHA et al., 2008; DE
MOURA et al., 2011; DA COSTA et al., 2012; DA COSTA et al., 2017).

A adocdo de medidas preventivas e/ou terapéuticas com o uso de alimentos funcionais
(em particular o acai), bem como o entendimento de seus mecanismos de ac¢do, sdo de grande
importancia para minimizar a atuacdo de compostos deletérios a satde e melhorar assim a
qualidade de vida de pacientes com DRC. Logo, o presente trabalho visou avaliar os
potenciais efeitos antioxidante e anti-inflamatorio do extrato do carogo de acai na modulacéo
dos marcadores de disfuncdo endotelial induzida por IS e pCS em células endoteliais
humanas, assim como a capacidade do extrato do acai em modular marcadores do estresse

oxidativo e do processo inflamatorio em modelo murino de DRC associado a uremia.



13

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 Doenca renal crénica

A doenca renal cronica (DRC) é caracterizada pela ocorréncia de lesdo renal e perda
progressiva e irreversivel da funcéo dos rins, constituindo um importante problema de satde
publica. Estima-se que a prevaléncia da DRC seja de 10-16% da populacdo adulta em paises
da Asia e da Europa, bem como em paises desenvolvidos como Australia e Estados Unidos
(WEBSTER et al., 2016; SOHEL et al, 2016). No Brasil, estima-se que 91.314 pacientes
apresentam DRC em fase terminal, sendo que a cada ano 28.000 novos pacientes iniciam a
terapia renal substitutiva (BRASIL, 2014).

O rim é um orgdo de multiplas funcbes importantes no organismo, tais como a
excrecdo de produtos finais de diversos metabolismos, o controle do equilibrio acido-basico,
hidroeletrolitico e da pressdao arterial, e a producdo de horménios. A funcdo excretora é
frequentemente utilizada como pardmetro de avaliacdo da funcdo renal, por ter maior
correlacdo com os desfechos clinicos e por declinar paralelamente ao decréscimo das demais
funcdes (ROMAO JUNIOR, 2004). A fungéo excretora renal pode ser mensurada através da
Taxa de Filtragdo Glomerular (TFG), que representa a quantidade de fluido filtrado pela
totalidade de néfrons funcionantes, por unidade de tempo. Atualmente, é considerado portador
da DRC o individuo que apresenta TFG inferior a 60mL/min/1,73m?2 por ao menos trés meses
consecutivos, e/ou a presenca de dano renal parenguimatoso e alteracbes em exames de
imagem (LEVEY et al., 2015).

Diversos estudos epidemiol6gicos demonstram a associacao inversa entre a TFG e 0
risco de mortalidade geral e de morbi-mortalidade por doencas cardiovasculares (DCV) (GO
et al., 2004; FOLEY, 2010). A mortalidade por DCV em pacientes renais com TFG menor
que 60mL/min/1,73mz2 é estimada ser 57% maior do que em individuos ndo portadores da
DRC (MASSON et al., 2015). Assim sendo, torna-se importante a prevencdo de DCV nesses
pacientes, bem como o seu diagndstico precoce e tratamento adequado.

A DRC é classificada em cinco estagios, de acordo com o grau de funcdo renal do
paciente. Na Fase 5 ou fase terminal de insuficiéncia renal crénica, 0s rins ndo conseguem
manter a homeostase do meio interno, sendo comumente observados os sintomas de acidose
metabdlica, anemia e alteracfes no metabolismo mineral 6sseo. Nessa etapa, a TFG é inferior
a 15 mL/min/1,73m? e as opcOes terapéuticas sdo os métodos de depuracdo artificial do

sangue (dialise peritoneal ou hemodialise) ou o transplante renal (WEBSTER et al., 2016).



14

No entanto, a partir da Fase 4 (TFG entre 15 a 29 ml/min/1,73m?) ja podem ser
observados o0s sinais e sintomas caracteristicos da uremia. Os sintomas mais precoces e
comuns sdo a hipertensdo arterial, a anemia, 0 edema, a fraqueza, o mal-estar e os sintomas
digestivos (tais como nauseas, vomitos e sabor metélico na boca). A uremia ou sindrome
urémica é caracterizada pela retencdo progressiva de substancias que normalmente seriam
excretadas pelos rins de um individuo saudavel. Ao menos oitenta e oito compostos sdo
descritos como solutos urémicos que se acumulam no organismo de pacientes em estagios
finais da doenca renal; sdo também denominados toxinas urémicas, uma vez que causam
danos aos sistemas bioldgicos (VANHOLDER, 2003).

1.2 Toxinas urémicas

De acordo com o European Uremic Toxin Work Group (EUTox), as toxinas urémicas
podem ser classificadas em trés grupos baseando-se em seu peso molecular e propriedades de
ligacdo com proteinas plasmaticas, caracteristicas essas que influenciam sua remocéo durante
0s processos dialiticos. Sao eles: (1) compostos hidrossolUveis e de baixo peso molecular
(<0,5 kDa) ndo ligados a proteinas; fazem parte desse grupo 40 solutos urémicos, incluindo a
uréia; (2) compostos de peso molecular intermediario (0,5-6 KDa), como a ,-microglobulina.
Nesse grupo sdo inclusos 25 componentes; e (3) compostos de baixo peso molecular (<0,5
kDa; 23 compostos) que circulam na corrente sanguinea ligados as proteinas plasmaticas,
sendo as toxinas p-cresil sulfato (pCS) e indoxil sulfato (IS) os principais representantes.
Além das duas substancias mencionadas, outros anions organicos tais como os acidos 3-
carboxi-4-metil-5-propil-2-furanpropandico (CMPF), indolacético e hiplrico compde esse
grupo (DURANTON et al., 2012; VANHOLDER et al., 2012; 2014).

As toxinas urémicas ligadas as proteinas sdo uma classe de 23 compostos que
apresentam fortes interagdes com proteinas plasmaticas em sistemas bioldgicos, em especial a
albumina. Por essa razdo, sdo substancias de dificil remocdo por técnicas dialiticas
comumente empregadas no tratamento de pacientes em estagio 5 da DRC (VANHOLDER et
al., 2005; DURANTON et al., 2012). Tais toxinas se apresentam na circulagdo sanguinea de
duas formas: a fracdo ligada (ndo passivel de sofrer difusdo) e ndo ligada (ou livre),
dependendo da afinidade da toxina com a proteina plasmatica. Em sua maioria, essa ligacéo &
reversivel e envolve interagbes ndo covalentes tais como interacfes eletrostaticas ou

hidrofébicas, pontes de hidrogénio ou forcas de Van der Waals. Por obedecer a “Lei de acdo
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das massas”, 0 equilibrio quimico entre as formas ligada e livre € conseguido através da
equacao abaixo:

Proteina + Toxina = Proteina — Toxina

A acdo bioldgica dessa classe de toxinas urémicas é exercida através de sua fracao
livre e passivel de difusdo; essa fracdo biologicamente ativa € capaz de ser metabolizada e
excretada. Em contrapartida, a fracdo ligada atua como uma espécie de reservatério que libera
a toxina na forma livre a fim de manter o equilibrio, quando a mesma for metabolizada e/ou
excretada. Como resultado do acumulo dessas substancias, ha competicdo com outros
compostos enddgenos e exdgenos por sitios de ligacdo da albumina, reduzindo a taxa de
ligagdo dos mesmos com a proteina carreadora (LIABEUF et al., 2011; WATANABE et al.,
2011). As toxinas IS e pCS possivelmente competem pelo mesmo sitio de ligacdo com a
albumina (sitio 1), uma vez que a adicéo de IS ao soro de pacientes em hemodialise aumentou

a concentracdo de pCS livre, e vice-versa (MEIJERS et al., 2009).

1.3 As toxinas urémicas Indoxil sulfato e p-cresil sulfato

O metabolismo fermentativo da microbiota intestinal sobre proteinas nao digeridas no
trato gastrointestinal pode originar uma variedade de fendis e indois, que sdo conjugados
anteriormente a sua excrecdo pelos rins. O pCS ¢é formado a partir da molécula de p-cresol,
que por sua vez é produzida através do metabolismo dos aminoacidos aromaticos tirosina e
fenilalanina, principalmente em porcdes distais do colon. A fenilalanina é convertida em
tirosina atraves da acdo da enzima fenilalanina hidroxilase; a tirosina é convertida ao acido 4-
hidroxifenilacético, que posteriormente é descarboxilado a p-cresol. O composto atravessa a
mucosa colbnica e é conjugado com ions sulfato por sulfotransferases citoplasmaticas a pCS,
sendo essa a principal forma circulante na corrente sanguinea (GRYP et al., 2017).

O IS é produzido no limen intestinal através do metabolismo de bactérias colnicas
que, através da acdo da enzima triptofanase, metabolizam o aminoéacido triptofano oriundo de
proteinas dietéticas a moléculas de Indol. Tais moléculas perpassam a mucosa coldnica e,
através da veia porta, chegam ao figado e sdo hidroxiladas a Indoxil pela enzima citocromo
P4502E1 (CYP2EL). Apos, sdo sulfatadas pela acdo de sulfotransferases hepaticas, formando
assim o ion indoxil sulfato. Assim como em moléculas de pCS, a forma sulfatada € a forma

predominantemente circulante na corrente sanguinea (ITO; YOSHIDA, 2014).
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Figura 1 - Formacdo das toxinas Indoxil sulfato e p-cresil sulfato.
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Legenda: (a) Produgdo de Indoxil sulfato a partir do aminoécido triptofano. A molécula de Indol é produzida
pela acdo de bactérias da microbiota col6nica no limen intestinal. O indol perpassa a mucosa colénica e chega
ao figado, sendo hidroxilado e sulfatado a Indoxil sulfato no citoplasma de hepatdcitos; (b) Produgdo de p-cresil
sulfato a partir do aminoacido tirosina. O 4cido 4- hidroxifenilacético é produzido pela acdo de bactérias da
microbiota colnica no Iimen intestinal, e este por sua vez é descarboxilado a p-cresol. O p-cresol perpassa a
mucosa col6nica e, no citoplasma dos enterocitos, é sulfatado a p-cresil sulfato. Adaptado de MEYER &
HOSTETTER (2012).

Em um individuo saudavel, a fracdo livre de ambas as toxinas é filtrada no glomérulo
renal, enquanto que a fracdo ligada a proteina é secretada na regido tubular por transporte
ativo. Na DRC, a remocéo da toxina por dialise é limitada a sua forma livre. Para mediar a
excrecdo urinaria desses solutos, as células tubulares proximais sdo equipadas com
transportadores na membrana basolateral, os transportadores de anions organicos (organic
anion transporter; OAT). Além deles, essas células contam com outros transportadores
atuantes na excregdo luminal tais como o MRP-4 (multidrug resistance protein 4) e BCRP
(breast cancer resistance protein). Com a progressdo da faléncia renal, ha perda de funcéo
desses transportadores e a excre¢do das toxinas é prejudicada, resultando em seu acumulo
(MEYER & HOSTETTER, 2014; MUTSAERS et al., 2015).

Estudos demonstram a correlacdo positiva entre as elevadas concentracfes séricas das
toxinas e estagios avancados da DRC, bem como com a menor taxa de filtragdo glomerular
nesses pacientes (WU et al., 2011; POESEN et al., 2013). Em estudo de Barreto et al. (2009),
as elevadas concentracfes de IS em pacientes em diferentes estagios da doenca renal foram

correlacionadas com o aumento na causa-mortis geral e por disturbios cardiovasculares; os
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autores relatam que esse efeito independe de fatores de risco tradicionais (como por exemplo
a presenca de hipertensdo arterial, do diabetes mellitus e de dislipidemias), da calcificagdo da
aorta e de espessamento arterial. Em relacdo ao pCS, a retencdo dessa toxina no plasma de
pacientes pré-dialise e em hemodialise foi associada ao aumento do risco de mortalidade geral
(WU et al., 2011; LIN et al., 2013). Liabeuf et al. (2010) relataram que as concentracfes de
pCS livre foram relacionadas ao aumento da mortalidade em pacientes renais, independente
de outros fatores de risco.

Em recente meta-analise, Lin et al. (2015) igualmente relataram que as elevadas
concentragOes de ambas as toxinas estdo relacionadas ao aumento na mortalidade de pacientes
com DRC, porém apenas o pCS foi associado ao aumento do risco de eventos
cardiovasculares. De maneira geral, os pesquisadores tém mostrado que ambas as toxinas
podem impactar de forma distinta na predicdo da mortalidade e do risco cardiovascular,
principalmente ao avaliarmos as formas livre e total das toxinas. Em elevadas concentragdes
da forma livre de pCS, o percentual da fracdo ligada diminui, ao contréario da toxina IS. Tal
fato pode influenciar na diferenca de toxicidade desses compostos (LIABEUF et al., 2011).

Dentre os possiveis efeitos toxicos ocasionados por IS e pCS em células do sistema
cardiaco, encontram-se 0 aumento da sintese de colageno em fibroblastos cardiacos e da
sintese protéica em cardiomidcitos in vitro, e ainda o aumento do estresse oxidativo local e da
fibrose cardiaca in vivo (LEKAWANVIJIT et al., 2012). As toxinas podem também exercer
efeitos deletérios significantes em células do musculo liso vascular (VSMC) (MEIJERS et al.,
2009; LIN et al., 2013). Além disso, ambas as toxinas IS e pCS parecem exercer papel
importante no processo de disfuncdo endotelial, através da geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e da inducdo da senescéncia vascular (DOU et al., 2007; YU et al., 2011,
WATANABE et al., 2014).

1.4 Toxinas urémicas e disfuncao endotelial

O endotélio consiste em uma monocamada de células localizada na interface entre o
limen vascular e as camadas mais externas da parede do vaso sanguineo; é atualmente
considerado um 6rgédo dindmico que responde a diversos estimulos fisicos e humorais e que
apresenta papel importante na homeostase vascular. Ele é responsavel pela sintese e liberacédo
de diversos fatores envolvidos em processos fisiologicos, tais como na manutengdo do ténus

vascular e na resposta a isquemia, na funcdo plaquetéria, nos processos de coagulacdo e
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fibrindlise, na angiogénese, na inflamagdo, na resposta imune e no metabolismo de células do
masculo liso vascular (ENDEMANN; SCHIFFRIN, 2004).

As células endoteliais sdo responsaveis pela producdo de diversos fatores que
participam da regulacdo do ténus vascular. Dentre os fatores vasoconstritores liberados pelo
endotélio, destacam-se os derivados do &cido araquidénico, anion superoxido, endotelina-1
(ET-1) e angiotensina-ll; na relagdo das substancias vasodilatadoras, encontram-se a
prostaciclina (PGl;), o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), o peptideo
natriurético tipo C e o oxido nitrico (NO). A interacdo desses fatores desencadeia a resposta
vascular e, como resultado, a obtencéo do ténus basal fisiologico; a interrupcdo do equilibrio
na producdo e liberacdo desses fatores caracteriza a disfuncdo endotelial. A disfuncéo
endotelial € um evento que geralmente precede o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares e também esta presente em diversas situacdes patologicas, dentre elas a DRC
(DAVIGNON; GANZ, 2004; MALYSZKO, 2010; JOURDE-CHICHE et al., 2011). O
endotélio de pacientes portadores da DRC ¢ altamente propenso ao dano devido a continua
exposicao a fatores de risco tais quais as toxinas urémicas. Nesse caso, a célula endotelial tem
seu fendtipo modificado e apresenta propriedades pro-coagulante, pré-adesividade, pro-
inflamatoria e vasoconstritora. O estresse oxidativo parece estar envolvido na génese desses
efeitos e da sindrome cardiorrenal (RUIZ et al., 2013; GARCIA-JEREZ et al., 2015).

1.5 Toxinas urémicas e estresse oxidativo

O estresse oxidativo é definido como o dano tissular resultante do desequilibrio entre a
producdo de espécies oxidantes e os mecanismos de defesa antioxidante. Os principais
radicais livres oxigenados s@o o anion superoxido (O;) e o radical hidroxila (OHe); outras
espécies, tais como o peroxido de hidrogénio (H,0;), o peroxinitrito (ONOO"), o didxido de
nitrogénio (N»0) e o acido hipocloroso (HOCI), muito embora ndo sejam espécies radicalares,
tém poder oxidante e contribuem assim para o surgimento do quadro (HIMMELFARB et al.,
2002).

As reacOes oxidativas ocorrem predominantemente na mitocondria atraves da enzima
mitocondrial citocromo oxidase, que atua na transferéncia de dois pares de elétrons ao
oxigénio molecular (O,) e tem como produto final duas moléculas de agua (H.O). Esse
complexo enzimatico possui quatro centros redox, cada qual armazenando um elétron. Na
medida em que 0s quatro centros estdo reduzidos, os elétrons sdo transferidos ao O, sem

etapas intermediarias, limitando a formacéo de radicais livres. Uma pequena fracdo da reacéo,
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no entanto, ocorre via etapas intermediérias e favorece a formacdo dessas espécies. O
organismo conta com inUmeros sistemas antioxidantes intracelulares, dentre os quais
complexos enzimaticos e componentes hidro e lipossollveis que neutralizam as espécies
reativas, antes que ocorra dano oxidativo celular. A producéo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) por células fagocitarias ocorre em maior escala, para fins de defesa do organismo
contra patégenos (HIMMELFARB et al., 2002; GRIENDLING; FITZGERALD, 2003).

Diversos processos bioldgicos parecem estar envolvidos na producdo de EROs. Além
da respiracdo mitocondrial, hd a atividade de enzimas pro-oxidantes como a nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH oxidase), xantina oxidase, Oxido nitrico
sintase (NOS) desacoplada e mieloperoxidase. A enzima NADPH oxidase é provavelmente a
mais importante fonte de EROs na vasculatura, pela producdo do anion superdéxido (Oy)
(CAI; HARRISON, 2000; SCHULZ et al., 2011).

No que concerne aos sistemas de defesa antioxidante, as enzimas superoxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e catalase (CAT) séo
componentes do sistema antioxidante enzimatico e podem ter sua expressdo e/ou atividade
diminuida na DRC (KUCHTA et al., 2011; SAITO, 2013). Dentre 0os componentes ndo
enzimaticos atuantes na defesa antioxidante encontram-se os tidis, a glutationa, o acido
ascorbico, o a-tocoferol e diversas classes de compostos fendlicos (STOCLET et al., 2004).

Dentre as consequéncias do estresse oxidativo, destacam-se as modificacBes quimicas
de biomoléculas, culminando em mudancas estruturais e/ou funcionais. O estresse oxidativo
pode alterar diretamente a funcéo e o tdnus vasculares através da oxidacdo de proteinas ou de
acidos nucleicos, ou ainda no aumento da proliferagdo e migracdo de células vasculares, na
inflamacdo, na apoptose e em alteracbes na matriz extracelular, resultando em hipertrofia e
remodelamento vasculares. Todas essas modificagdes na vasculatura sdo associadas ao
desenvolvimento e perpetuacdo das DCV na DRC (SCHIFFRIN et al., 2007; HALLIWEL,
2007).

Estudos relatam que as toxinas urémicas IS e pCS sé@o capazes de instaurar o quadro
de estresse oxidativo através do aumento da producdo de EROs e da expressao e da atividade
da enzima NADPH oxidase (YU et al., 2011; WATANABE et al., 2014). Han e colaboradores
(2015) observaram a inducdo da atividade da NADPH oxidase e 0 aumento na producéo de
EROs promovidos por pCS em cadiomiocitos, e ainda a disfungdo diastolica e apoptose
cardiaca em ratos nefrectomizados. Ja Owada e colaboradores (2008) notaram que a retencao
de IS promoveu o aumento na produgéo de EROs e a reducdo da atividade sequestrante do

radical superdxido (por acdo da enzima antioxidante superdxido dismutase) em animais
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nefrectomizados. No trabalho de Yisireyili et al. (2013), a toxina IS foi associada a fibrose
cardiaca e a hipertrofia de cardiomidcitos in vivo, acompanhadas do aumento do estresse
oxidativo (avaliada pela expressdao da NADPH oxidase e de marcador de dano oxidativo em
lipidios celulares). Os autores ainda observaram um decréscimo na expressdo de proteinas
envolvidas na resposta antioxidante e 0 aumento da expressdo de marcadores inflamatdrios e
pro-fibréticos, tais como o TGF-B1 (transforming growth factor £1), a a-actina do musculo

liso e o colageno tipo I.

1.6 Toxinas urémicas e inflamacéo

O estresse oxidativo e a inflamacdo parecem estar associados e concomitantemente
presentes na DRC. Entre 30 a 50% dos pacientes renais apresentam elevadas concentracdes de
marcadores inflamatérios como proteina C-reativa, fibrinogénio, interleucina-6 (IL-6) e fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a)), bem como das moléculas de adesdo VCAM-1 (vascular cell
adhesion molecule-1), ICAM-1 (intercelular adhesion molecule-1), e-selectina e p-selectina.
As EROs atuam no aumento da expressdo de moléculas de adesdo e de moléculas
quimiotéticas (tais como o monocyte chemoattractant peptide-1; MCP-1) via ativacdo de um
importante fator de transcri¢cdo nuclear, 0 NF-xB (nuclear factor kappa B) (BRUNET et al.,
2011; CHOI; KANG; KWAK, 2014; KAMINSKY et al., 2017). Com a inducdo da expressao
das moléculas supracitadas, € promovida a infiltracdo de mondcitos e linfocitos T ao endotélio
ativado, caracterizando os primeiros estagios da aterosclerose. Os mondcitos que migram para
a camada subendotelial se diferenciam em macréfagos, que por sua vez fagocitam moléculas
de lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) modificadas, formando as chamadas células
espumosas ou foam cells. Os macréfagos ativados atuam na producdo de EROs e de citocinas,
que perpetuam o processo inflamatorio e a injaria local. Nas etapas subsequentes do processo
aterosclerdtico, ocorre a formacao de capa fibrosa com a proliferacdo de VSMC e a inducéo
da angiogénese, podendo culminar finalmente na ruptura da placa e trombose. Estudos
apontam para o papel das toxinas urémicas na modulacdo de um ou mais fatores envolvidos
nas diversas etapas desse processo (RUDIJANTO, 2007; TUMUR et al., 2010;
LEKAWANVUIT etal., 2012; BOLATI et al., 2013).

A ativagdo do fator de transcricdo nuclear NF-xB estd envolvida em diversas
condicBes patologicas, dentre as quais a DRC. Conforme mencionado anteriormente, a
ativacdo desse fator pode ser realizada por diversas espécies reativas e resulta na transcricdo

de diversos genes pré-inflamatorios, que decodificam citocinas e moléculas de adesdo. No
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trabalho de Yang e colaboradores (2012), foi observado o aumento da expressao desse fator
de transcricdo em células endoteliais tratadas com IS. A ativacdo do NF-«xB induzida por IS
estd associada a senescéncia celular, a inibicdo da proliferacdo de células tubulares proximais
e ao aumento da expressdo de genes pro-fibréticos (SHIMIZU et al., 2012; NIWA;
SHIMIZU, 2012). Watanabe et al. (2013a) e Poveda et al. (2014) igualmente observaram o
efeito pro-inflamatdrio exercido pelo pCS em células epiteliais do tubulo proximal, através do
aumento da expressao de citocinas induzido pela ativacdo do NF-«kB. Além disso, Watanabe
et al. (2013a) relataram que esse efeito foi associado a instauracdo do estresse oxidativo e a
inducdo de genes envolvidos no processo de fibrose.

Em trabalho desenvolvido por Sun e colaboradores (2012), ambas as toxinas IS e pCS
promoveram aumento na expressao de TGF-B1 in vitro (em células do tabulo renal) e in vivo
(em animais nefrectomizados), possivelmente via sistema renina-angiotensina-aldosterona. Os
autores também observaram que as toxinas induziram a transi¢cdo fenotipica de células
tubulares, levando a producdo de matriz extracelular excessiva, deposicdo de coldgeno no
intersticio e progressdo da fibrose. Com a evolucdo da fibrose, células epiteliais tubulares
perdem sua capacidade regenerativa e sdo submetidas a apoptose, levando a atrofia tubular e a
disfuncdo glomerular (WEBSTER et al., 2016). De fato, IS e pCS podem ser consideradas
nefrotoxinas uma vez que sdo capazes de estimular a fibrose tubulointersticial e a esclerose
glomerular, levando a perda funcional de néfrons e a consequente progressdo da DRC
(NIWA, 2012; GAO & LIU, 2017).

Em suma, as toxinas urémicas IS e pCS tém papel fundamental na génese do estresse
oxidativo e da inflamacdo e contribuem assim com a progressdo da DRC. Das possiveis
terapias alternativas para minimizar os agravos promovidos por essas substancias, o0 emprego
de compostos bioativos presentes em alimentos merece aten¢do, dentre 0s quais 0s compostos
fenolicos figuram entre os mais importantes (TEPEL et al., 2003; STOCLET et al., 2004).

1.7 O efeito protetor dos compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios das plantas encontrados em
elevadas concentragdes em algumas espécies vegetais. S&o estruturalmente diversos, sendo
mais de 8000 especies diferentes relatadas. Eles apresentam ao menos um anel aromatico em
sua estrutura quimica com um ou mais grupos hidroxila ligados e podem ser classificados em
flavonoides e ndo flavonodides (DEL RIO et al., 2013). Cerca de 500 espécies diferentes de

compostos fenolicos podem ser encontradas em alimentos de origem vegetal e o perfil e
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contetdo de compostos fendlicos dependem da variedade da planta, das condic¢des de cultivo,
do estagio de maturacéo na colheita, do armazenamento e da manipulagdo pos-colheita, além
do processamento do alimento (MITJAVILA; MORENO, 2012).

Estudos epidemioldgicos sugerem que a ingestdo de compostos fendlicos pode reduzir
a incidéncia de algumas doencas cronicas ndo-transmissiveis, tais como doengas
cardiovasculares, neurodegenerativas, obesidade e alguns tipos de canceres. Possivelmente,
esses efeitos protetores se devem a bioatividade exercida por compostos fendlicos e/ou outros
fitoquimicos que atuam sinergisticamente; como por exemplo, podemos citar as propriedades
antioxidante, anti-inflamatéria, antitumoral e anti-isquémica de alguns compostos
(NICHOLSON et al.,2010; BARBAGALLO et al., 2013; DEL RIO et al., 2013). Por conta do
potencial antioxidante e anti-inflamatorio desses compostos, sua inclusdo na dieta pode
conferir protecdo contra danos oxidativos no sistema vascular e, portanto, habilidade em
retardar a progressdo de lesGes iniciais de placas aterosclerdticas avangadas, com risco de
ruptura e trombose (MEHENDALE et al., 2006; PASTEN et al., 2007; YAMADA, 2007).

A acdo antioxidante dos compostos fenolicos pode ser classificada em direta ou
indireta. A atividade antioxidante direta é relativa a quelacdo de metais in vitro, quelacéo de
espécies reativas (como, por exemplo, a acdo de varredura de anions superoxido), inibi¢ao da
peroxidacdo lipidica (acdo de varredura de peroxinitrito) e reducdo de formacdo de
hidroperoxidos. J& a acédo indireta é relacionada a modulacéo de vias de sinalizacdo celular e
expressao de genes envolvidos na regulacdo de enzimas de defesa antioxidante e mudancas no
padrdo de acetilacdo de histonas nucleares (STOCLET et al., 2004; MITJAVILA; MORENO,
2012; BARBAGALLO et al., 2013). Diversas enzimas antioxidantes tais como a glutamato-
cisteina ligase, heme oxigenase-1 e glutationa-S-transferase contém uma seqiiéncia especifica
de nucleotideos na regido promotora de seus genes, definidas como elementos de resposta
antioxidante. Fatores de transcricdo como o Nrf2 (nuclear fator erythroid 2-related factor2),
regulado por compostos fendlicos, podem se ligar a essas sequéncias e ativar a expressao
dessas enzimas (PEDRUZZI et al., 2012; CHOI, KANG, KWAK, 2014; STOCKLER-PINTO
etal., 2014).

Diversos estudos apontam para o papel protetor no sistema cardiovascular exercido
por compostos fendlicos. Nicholson et al. (2010) observaram que resveratrol e quercetina
induziram o aumento na expressdo de mRNA (&cido ribonucléico mensageiro) de eNOS
(6xido nitrico sintase endotelial) e preveniram o aumento na expressdo de ET-1 provocada por
H.0O,. O fendlico epigalocatequina galato (EGCG) também apresentou os efeitos, mas em

menor magnitude que em comparacdo aos demais compostos. Em outro estudo com EGCG
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foi observada ativacdo da eNOS via fosforilagdo de residuo de serina na posicdo 1177
(fosforilagdo ativadora) em células endoteliais da aorta de bovinos (LORENZ et al., 2004).
Em dois modelos murinos de hipertenséo, houve reducéo na pressao arterial sistélica, média e
diastdlica quando na administragdo oral de extrato hidro-alcodlico de casca de uva (DE
MOURA et al., 2002).

Zapolska-Dolwaret al. (2012), em trabalho que avaliou a agdo de um extrato rico em
compostos fendlicos de Aronia melanocarpa (arénia ou chokeberry) em células endoteliais,
observaram a redu¢do no aumento da expressao de ICAM-1 e VCAM-1 induzida por TNF-a.
O extrato ainda foi capaz de atenuar a ativacdo de NF-kB e suprimiu a produgdo de EROs em
cultura celular. Noll et al. (2013) avaliaram a expressdo de biomarcadores de disfuncao
endotelial (dentre eles, e-selectina, VCAM-1 e ICAM-1) e citocinas pro-inflamatorias (IL-6 e
TNF-0) em aorta de ratos hiperhomocisteinémicos que receberam catequina e epicatequina na
dieta. Como resultados, os autores relatam que ambos 0s compostos exerceram efeitos
benéficos na reducdo da expressdo dos marcadores de disfuncdo endotelial, mas somente a
catequina reduziu a expressdo das citocinas citadas.

Negrdo et al. (2013), também utilizando a catequina em Seus experimentos,
observaram o aumento da viabilidade de células endoteliais e da taxa de migragdo celular em
concentracfes de 100uM; ja em concentracGes abaixo de 1uM, os efeitos ndo foram
observados. Em VSMC de aorta humana, houve inibigdo da migracéo celular na concentracéo
de 100uM de catequina. Houve ainda a inibigdo na secre¢do de TNF-a no sobrenadante dos
dois tipos celulares, porém ndo houve alteracdo significativa na atividade do fator de
transcricdo NF-kB em células endoteliais. Por fim, Kleemann et al. (2011) observaram o
efeito protetor da quercetina na peroxidacao lipidica induzida por H,O, em células endoteliais
humanas, e ainda a inducdo na expressao de e-selectina e VCAM-1. Foram aferidos ainda os
efeitos anti-proliferativo e anti-inflamatério do composto fenélico em modelo murino de
aterosclerose.

Por conta da bioatividade exercida in vitro e in vivo, os compostos fenolicos presentes
em alimentos tém sido considerados possibilidades terapéuticas na prevencao e no tratamento
de uma série de doencas cronicas ndo-transmissiveis. Nesse sentido, 0 acai vem ganhando
destaque devido a sua elevada capacidade antioxidante e anti-inflamatoria, sendo o seu uso

como alimento funcional promissor.
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1.8 O extrato hidro-alcoo6lico do carogo de acai (Euterpe oleracea Mart.)

O acai (Euterpe oleracea Martius) € um fruto originario da Amazénia e consumido em
regibes do Brasil, Suriname e Colémbia. A espécie vegetal pertence a familia boténica
Arecaceaee consiste em uma palmeira de multiplos caules, com até 25 caules em cada moita.
Os troncos das arvores possuem alturas entre 3 e 20 metros, e didmetros de 7 a 18
centimetros. O fruto apresenta cor violeta, diametro de cerca de 13,5 milimetros e peso de
cerca de 2g, e tem sua maturagdo completa em até 175 dias. Seu caroco apresenta cor bege e
representa até 83% do peso do fruto. O consumo do acai é amplamente difundido no Brasil
sob a forma de sucos, sorvetes e bebidas. Além do uso como alimento, o acai tem sido
utilizado no tratamento de diversos sintomas (tais como febre e dores) por comunidades
amazonicas e populagdes indigenas (HEINRICH et al., 2011; YAMAGUCHI, PEREIRA,
LAMARAO, 2015; MOURA; RESENDE, 2016).

Figura 2 - Imagens ilustrativas do fruto do acai (Euterpe oleracea Mart.)

(b)

Legenda: (a) Inflorescéncia de um agaizeiro; (b) Membrana fibrosa que reveste o caroco.

Recentemente, seu papel como alimento funcional vem ganhando destaque e é
atribuido primordialmente ao seu contetido de compostos fendlicos. Estudos demonstram que
a polpa do acai é rica em epicatequinas, catequinas, homoorientina, orientina, isovitexina e
antocianinas, sendo as mais abundantes cianidina 3-O-glicosideo e cianidina 3-O-rutinosideo
(GALLORI et al., 2004; SCHAUSS et al., 2006a). E importante destacar sua elevada
capacidade antioxidante in vitro, em especial contra radicais superoxido e peroxil (SCHAUSS
et al., 2006b). O extrato hidro-alcodlico do caro¢o do acai, por sua vez, € rico em

epicatequinas, catequinas e proantocianidinas, sendo o conteudo de fenodlicos totais na polpa e
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no carogo cerca de 18 e 25%, respectivamente (RODRIGUES et al., 2006; ROCHA et al.,
2007; DE MOURA et al., 2012).

Estudos recentes demonstraram efeitos benéficos no sistema cardiovascular exercidos
pelo extrato hidro-alcodlico do caroco de agai (acai seed extract; ASE). Rocha et al. (2007)
observaram que o ASE promove efeito vasodilatador dependente do endotélio em leito
arterial mesentérico (LAM) de ratos Wistar; esse efeito deve ocorrer via inducdo do NO e
possivelmente via liberacdo de EDHF. Em trabalho posterior (Rocha et al., 2008), os autores
relatam que o ASE reverteu a hipertensdo instaurada em 4 diferentes modelos de hipertenséo
experimental, provavelmente por acdo antioxidante e vasodilatadora. Em modelo SHR
(spontaneously hypertensive rats), ratos recém-desmamados que receberam ASE tiveram a
instauracdo do quadro hipertensivo prevenida. A expressdo de eNOS aumentada em LAM de
ratos SHR em comparagdo aos animais normotensos foi diminuida com ASE.Além disso, o
ASE foi capaz de reduzir um importante marcador de dano oxidativo celular em lavado
bronco-alveolar de ratos saudaveis submetidos a inalacdo de fumaca de cigarro. Também em
Moura et al. (2011) e Moura et al. (2012), o ASE atuou de forma benéfica na reducdo dos
danos oxidativo e inflamatorio induzidos por fumaca de cigarro em modelo murino de
inflamacéo pulmonar aguda e cronica.

No estudo de Oliveira et al. (2010), os autores avaliaram a resposta vasodilatadora
dependente do endotélio em LAM de camundongos da linhagem C57BL/6 alimentados com
dieta rica em gordura (dieta high fat, indutora da sindrome metabdlica). Essa resposta era
menor em animais do grupo high fat em comparacdo ao grupo controle, que recebeu dieta
normolipidica. A administracdo do ASE na dose de 300 mg/kg/dia, no entanto, foi capaz de
restaurar a resposta vasodilatadora do endotélio. Os marcadores da sindrome metabdlica
avaliados, tais como perfil lipidico, glicemia, resisténcia a insulina e marcadores do dano
oxidativo celular, foram aumentados com a dieta high fat, sendo esse aumento prevenido por
ASE.

O trabalho de Costa et al. (2012) pretendeu avaliar o efeito protetor do ASE em
modelo de hipertensdo renovascular causada pela estenose da artéria renal (two-kidney, one-
clip; 2K-1C), que é associado a alteracbes morfofuncionais na vasculatura. Os autores
observaram que o ASE foi capaz de prevenir o desenvolvimento da hipertensdo arterial
sistdlica em animais 2k-1C. A vasodilatacdo dependente do endotélio em resposta a
acetilcolina foi inferior em modelo 2K-1C em rela¢do ao grupo controle, sendo essa resposta
restaurada em LAM de animais tratados com ASE. Houve reducgéo do estresse oxidativo em

LAM de animais tratados com ASE, mensurado através da expressdo e da atividade de
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enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GPx) e de marcadores do dano oxidativo celular. O
tratamento com ASE foi eficaz na redugdo dos danos estruturais e no remodelamento de
artérias mesentérica e aorta induzidos pelo modelo de hipertensdo renovascular.

Por fim, em recente trabalho, Costa et al. (2017) avaliaram o efeito do ASE na injdria
renal por isquemia cronica, em modelo 2K-1C. Os autores observaram o aumento da presséo
arterial sistolica, do volume renal, da deposicdo de coldgeno e do volume glomerular em
animais 2K-1C em relacdo ao Controle. Com excecdo do volume renal, o ASE preveniu todos
os efeitos. O estresse oxidativo, avaliado através dos marcadores de dano oxidativo em
proteinas e lipidios celulares, foi atenuado em animais 2K-1C tratados com ASE, bem como
foi atenuado o aumento da expressdao de proteinas envolvidas na defesa antioxidante
enzimatica (SOD, CAT e GPx). Os autores concluiram que o ASE foi capaz de prevenir a
injaria e a disfuncdo renal, provavelmente devido a sua capacidade antioxidante e anti-
hipertensiva.

Diante do exposto, sugerimos a hipotese de que o ASE seja capaz de exercer a¢les
antioxidante e anti-inflamatdria em diferentes modelos experimentais frente a acao deletéria

de toxinas urémicas.



27

2 JUSTIFICATIVA

Em pacientes com DRC, o declinio da funcdo renal é acompanhado do aumento da
prevaléncia de DCV e da mortalidade. Por isso, a prevencdo de DCV € de suma importancia
nesses pacientes. Diversos fatores de risco da DRC séo associados a génese de doencas
cardiovasculares; dentre esses fatores, € relevante o papel das toxinas urémicas. Estratégias
terapéuticas com vistas a reducdo dos danos ocasionados por essas toxinas ainda sdo
insuficientes. Nesse contexto, torna-se importante avaliar o potencial efeito benéfico dos
compostos fendlicos do carogo do acai nos danos causados pelas toxinas urémicas em células

endoteliais humanas e em modelo experimental de DRC.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial antioxidante e anti-inflamatdrio do extrato do caro¢o do agai na
presenca de toxinas urémicas (indoxil sulfato e p-cresil sulfato) em diferentes modelos

experimentais.

3.2 Objetivos especificos

o Avaliar a atividade metabolico-funcional de células endoteliais na presenca das
toxinas urémicas (IS e pCS) em células HUVEC tratadas ou ndo com ASE;

o Avaliar marcadores de inflamacéo e estresse oxidativo em células endoteliais
na presenca das toxinas urémicas (IS e pCS) em células HUVEC tratadas ou ndo com ASE;

o Avaliar os pardmetros bioquimicos e de fungdo renal em modelo murino de
DRC tratado ou ndo com o ASE;

o Avaliar marcadores de dano oxidativo em modelo murino de DRC tratado ou

ndo com o ASE.
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4 METODOS

4.1 Confeccéo do extrato hidro-alcodlico do caroco de acai (Euterpe oleracea Mart.).

Os frutos frescos foram processados de acordo com Rocha et al. (2007) para obtencao
do extrato hidro-alcodlico do carogo do acai. Os frutos, provenientes da cidade de Belém
(Para, Brasil), foram fornecidos pelo Professor Pergentino Souza da Universidade Federal do
Pard (UFPA). Aproximadamente 200 g do fruto foram pesados, ainda congelados, e
despolpados com auxilio de multiprocessador (Walita Mega Master). A membrana fibrosa dos
carocos foi retirada manualmente e os carogos foram triturados com auxilio de graal e pistilo,
e em liquidificador. Foram adicionados aos carocos triturados 400 mL de agua destilada e a
mistura foi submetida a decoccdo. Apds 5 minutos de fervura, todo o decoto obtido foi
resfriado naturalmente e acondicionado em garrafa de vidro ambar com etanol P.A (400 mL)
durante 10 dias sob refrigeracdo, com agitacdo mecanica (agitador Cientec CT-150) diaria de
40 minutos em temperatura ambiente. Apés este periodo o extratohidro-alcodlico foi filtrado
em gaze e papel de filtro de 22um, com o auxilio de uma bomba avacuo (Prismatec 121). O
filtrado foi rotaevaporado sob baixa presséo a 65°C (Fisatom 801), congelado em nitrogénio
liquido e posteriormente liofilizado (Heto PowerDry LL3000, Thermo Scientific).

ApoOs o preparo de todos os extratos a serem utilizados, o teor de compostos fendlicos
foi avaliado, assim como o seu potencial vasodilatador verificado através da reatividade
vascular. Essas medidas sdo utilizadas como controle de qualidade e viabilidade do extrato
para a posterior utilizacdo. A concentracdo de compostos fendlicos no ASE, medida pelo
procedimento de Folin-Ciocalteau para analise total de fendis (SINGLETON; ROSSI, 1965),
foi de aproximadamente 250 mg/g de extrato. Usualmente, 100 g do caro¢o proporciona

aproximadamente 5 g de extrato liofilizado.
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Figura 3 - Processo de obtencdo do extrato hidroalcodlico do carogo de acai

Aquecimento a
100 °C por 5
minutos

(d)

(f) (@)

Nitrogénio
Liquido

)

Legenda: (a)- Fruto do acai; (b)- Membrana fibrosa do acai apds despolpamento; (c)- Caroco do agai sem a
membrana fibrosa; (d)- Carocgo triturado; (e)- Extracdo em solucdo de etanol 50% v/v (10 dias); (f)- Filtracdo

com gaze ; (g)- Filtragdo com papel filtro; (h)- Rotaevaporacdo; (i)- Liofilizacdo; (j)- Agai Seed Extract (ASE).
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4.2 Culturas de células

4.2.1 Condicdes de cultura celular

Para realizacdo deste trabalho foi utilizada a linhagem de células endoteliais humanas
imortalizadas Human Umbilical Vein Endotelial Cells (HUVEC; ATCC® CRL1730™), As
células HUVEC foram cultivadas em meio de cultura RPMI 1640 Glutamax® (Gibco, Life
Technologies, EUA) suplementado com estreptomicina 100ug/mL, penicilina 100 Ul/mL e
10% de soro fetal bovino inativado (SFB) (Cultilab, SP, Brasil).

As células foram mantidas em atmosfera umidificada com 5% de CO, a 37°C. Os
experimentos in vitro foram realizados de acordo com as recomendacdes do European
Uremic Toxin Work Group (EUTox), revisadas em Cohen et al. (2007). As concentracdes de
pCS e IS utilizadas nos estudos in vitro foram de 40ug/mL (212uM) e 63ug/mL (250uM),
respectivamente, compativeis com as concentracbes médias observadas em humanos em
estadgio 5 da DRC (VANHOLDER et al., 2014). Como ambas as toxinas sdo sintetizadas na
forma de sal de potassio, uma solugdo de K,SO4 em concentracdo de 35ug/mL (200uM) foi
utilizada como controle para igualar as concentracfes desse ion. Uma vez que as toxinas IS e
pCS sdo majoritariamente encontradas em sistemas bioldgicos ligadas as proteinas
plasmaticas, utilizou-se meio de cultura suplementado com albumina de soro bovino (35g/L)
para realizacdo dos ensaios, em concordancia com o preconizado pela EUTox (COHEN et al.,
2007).

4.3 Ensaio de viabilidade celular com o ASE e com toxinas urémicas

A avaliagdo da viabilidade celular foi realizada com uso do reagente alamarBlue®
(Life Technologies, EUA), o qual se baseia na incorporacdo de um indicador REDOX
(oxidacao-reducdo) que tem sua cor alterada em resposta a atividade metabdlica da célula. O
composto ativo contido em alamarBlue®, inicialmente de cor azul e ndo fluorescente, é
reduzido na cadeia transportadora de elétrons na mitocdndria de células metabolicamente
ativas e passa a ter coloracgdo violeta e emitir fluorescéncia, relacionada ao numero de células
viaveis.

Num primeiro momento as células endoteliais foram incubadas com diferentes
concentracdes de ASE visando determinar a concentracdo mais adequada do extrato a ser
utilizada nos ensaios in vitro. Brevemente, 1x10* células/poco foram plaqueadas em uma

placa de 96 pocos a um volume inicial de 200ulL. Apo6s 24h de incubagdo a 37°C em
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atmosfera imida de 5% de CO, para permitir a aderéncia celular, 200uL. de meio RPMI 1640
suplementado com 1% de antibidtico (ATB) e 2% de SFB, e contendo ASE em diferentes
concentragdes (0,1 a 100ug/mL), foram adicionados. Seguindo o mesmo protocolo de
plaguemaento os efeitos das toxinas urémicas IS e pCS sobre a viabilidade celular também
foram determinados. Assim, mantendo as mesmas condigdes de cultivo celular as células
foram incubadas com ASE (10ug/mL; concentracdo onde ndo ouve perda da viabilidade
celular)PCS (40pg/mL) ou IS (63ug/mL). Apds os respectivos periodos de tratamento (0, 24,
48 ou 72hs), o meio de cultura foi removido através de inversdo da placa e 20uL de
alamarBlue® em meio RPMI livre de vermelho de fenol foi adicionado. Posteriormente, as
placas foram incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, pelo periodo de 1-4 horas e a
absorbancia de cada pogo foi determinada em espectrofotdmetro a 570nm e 600nm (Plate

Chameleon Multilabel Detection Platform, Hidex).
4.4 Avaliacéo de morte celular por azul de Trypan

O ensaio com azul de Trypan é baseado no principio de que células viaveis ndo
captam o corante em questdo, ao contrario de células ndo viaveis, facilitando a visualizacao da
morfologia celular e a contagem dos nucleos celulares. As células endoteliais foram
plaqueadas em placas de 24 pocos na concentracéo de 1x10* células/poco e incubadas a 37°C
em atmosfera Umida de 5% de CO; por 24h. Posteriormente, foi adicionado meio RPMI 1640
(suplementado com 1% ATB e 2% SFB) contendo ASE (10ug/mL), PCS (40ug/mL) ou IS
(63pug/mL), seguido de incubagdo por 48hs. O meio de cultura foi entdo descartado por
inversdo da placa, para posterior lavagem com tampdo PBS (500uL/poco). Apds essa etapa,
foi adicionada a enzima Tripsina (100uL/poco) e as células foram incubadas por 10 minutos.
A seguir, foi adicionado tampdo PBS (500uL/po¢o) e as células foram delicadamente
homogeneizadas com auxilio de pipeta e transferidas a tubos para centrifuga. Realizado esse
procedimento, as células foram centrifugadas por 4 minutos a 1000 rpm e 400uL de solugédo
de azul de Trypan (0,5%) foram acrescidos a cada tubo. As células viaveis e ndo viaveis
foram contadas em microscopio invertido (Nikon Eclipse TS1000) com auxilio de camara de
Neubauer.

4.5 Ensaio de migracéo celular

O ensaio de migracdo celular de células endoteliais foi realizado de acordo com o
modelo estabelecido por Biirk (1973) de cicatrizacéo in vitro. As células foram plaqueadas em
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placas de 12 pogos na concentragdo de 10° células/poco e incubadas a 37°C em atmosfera
umida de 5% de CO, por 24h. Apds tornarem-se confluentes, uma lesdo na camada unicelular
foi realizada com o auxilio de uma ponteira e imagens foram capturadas em microscopio
invertido (Nikon Eclipse TS1000). As células foram lavadas com tampao PBS (phosphate
saline buffer) e meio RPMI 1640 suplementado com 1% ATB e 2% de SFB contendo ASE
(10pg/mL), PCS (40pg/mL) ou IS (63ug/mL) foi adicionado. Apos sucessivos periodos de
incubacdo (6-24hs), imagens foram capturadas em campos microscopicos representativos de
cada cultura celular, sendo posteriormente a area de cicatrizacdo quantificada em cada um dos

tempos analisados através do programa ImageJ® versdo 1.49 (EUA).
4.6 Expressao génica de citocinas inflamatdrias pelo método de RT-qPCR

Para avaliacdo da expressdo génica de citocinas inflamatdrias pelo método de RT-
gPCR (reacdo de transcricdo reversa seguida de PCR quantitativa), as células endoteliais
foram plaqueadas em placas de 06 pocos na concentracdo de 10° células/poco e incubadas a
37°C em atmosfera Umida de 5% de CO, por 24h. Posteriormente, foi adicionado meio RPMI
1640 (suplementado com 1% ATB e 2% SFB) contendo ASE (10ug/mL), PCS (40pug/mL) ou
IS (63pug/mL), seguido de incubacdo por 24hs. O meio de cultura foi entdo descartado por
inversdo da placa, com posterior lavagem com tampéo PBS (1mL/pogo) e adi¢do de Trizol
(ImL/poco) para extracdo do RNA. Uma vez realizado o protocolo de extracdo, o RNA foi
quantificado com o uso do equipamento BioDropuLITE (BioDrop, Reino Unido). Apds,
realizou-se a conversdo do RNA em cDNA (DNA complementar), molécula mais estavel e
passivel de quantificacdo, através da acdo da enzima Transcriptase Reversa (Applied
Biosystems High Capacity RNA-to-cDNA Kit, Life Technologies, EUA). Os parametros de
ciclagem foram: 60 minutos a 37°C; 5 minutos a 95°C; resfriamento a 4°C por tempo
indeterminado (em termociclador Veriti 96Well Thermal Cycler, AppliedBiosystems, EUA).
Procedeu-se entdo com a adi¢do de MasterMix (contendo enzima DNA polimerase) e Primers
iniciadores do processo de replicagdo do cDNA, especificos para cada gene a ser analisado
(TagMan® Gene Expression Assay, AppliedBiosystems, EUA). A analise de PCR quantitativa
foi realizada em equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System (AppliedBiosystems, EUA).

4.7 Quantificagcdo de TNF-a no sobrenadante de células endoteliais

A citocina TNF-a ¢ um dos principais biomarcadores do processo inflamatorio. Para

avaliar a influéncia das toxinas urémicas e do ASE na sua producdo e secrecdo em células
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endoteliais, utilizamos o kit Human TNF Alpha PicoKine™ ELISA (EK0525; Boster
Biological Technology, EUA). Foram plaqueadas 10’ células em placas de Petri de 60 mm, e
apos incubacdo por 24h a 37°C em atmosfera Umida de 5% de CO,, foi adicionado meio
RPMI 1640 (suplementado com 1% ATB e 2% SFB) contendo ASE (10ug/mL), pCS
(40pg/mL) ou IS (63ug/mL), seguido de incubagdo por 24hs. O sobrenadante foi entdo
coletado em tubos com capacidade de 2,0mL e armazenado a -80°C até o momento da
analise. Aliquotas de 100uL das amostras ou do padrao (Human TNF Alpha standard) foram
adicionadas em cada pogo de placa de 96 pocgos tratada com o anticorpo de captura (Anti-
Human TNF Pre-coated 96-well strip microplate), seguida de incubacdo por 120 minutos a
temperatura ambiente. O volume contido nos pocos foi removido por inversdo da placa e foi
adicionada aliquota de 100uL do anticorpo biotinilado (Anti-Human TNF antibody), seguida
de incubacdo por 90 minutos a temperatura ambiente. ApoOs essa etapa, foi adicionado o
complexo Avidina-Biotina-Peroxidase, sendo o mesmo incubado por 40 minutos; para a
reacdo colorimétrica, foi adicionado o reagente para o desenvolvimento de cor (TMB), o qual
é substrato para a peroxidase e cuja reacdo origina composto de cor azul. Esse composto é
prontamente modificado a amarelo quando interrompida a reacdo. A densidade Gtica do
composto foi lida a 450nm em leitor de microplaca (Plate Chameleon Multilabel Detection
Platform, Hidex).

4.8 Avaliacdo da expressdo de proteinas pela técnica de Western blot

A técnica de Western blot foi utilizada para investigacdo da expressdo de proteinas
envolvidas na defesa antioxidante e na resposta inflamatdria em células endoteliais. Sdo elas
as enzimas glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD), e 0
fator de transcri¢ao NF«kB fosforilado (pNF«B p50).

Foram plaqueadas 10’ células em placas de petri de 60 mm, e apds incubacéo por 24h
a 37°C em atmosfera umida de 5% de CO,, as células foram tratadas sob as diferentes
condicBes experimentais. Apds o periodo de tratamento, as placas foram lavadas com tampdao
PBS gelado (Phosphate buffer saline) e lisadas com 100uL de tampdo RIPA (Tris 50 mM,
EDTA 5mM, NaCl 150 mM, Triton 1%,SDS 0,1%, NaF 50 mM, pirofosfato de sodio 30 mM
e agua milli-Q) e 10uL coquetel de inibidores de proteases (Sigma Aldrich, Alemanha). O
lisado foi recolhido em tubos de capacidade 1,5mL e centrifugado (140000xg, 5 min, 4°C). A
concentracdo de proteinas foi determinada pelo kit BCA (Bio-Rad), conforme especificactes
do fabricante. Em seguida, o volume correspondente a 60 pg de proteina total foi adicionado
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ao tampéo de amostra e aquecido a 95°C por 5 minutos. As amostras foram aplicadas em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE 8% ou 10%) e submetidas a corrida eletroforética (20V,
328mA, 60min). As proteinas do gel foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
e os sitios de ligacdo inespecificos da membrana foram blogueados com solucdo de BSA a 5%
em TBS-T por periodo de 4h a temperatura ambiente. Os respectivos anticorpos das proteinas
de interesse foram adicionados e incubados overnight a 4°C sob agitacdo suave. Apds este
periodo, as membranas foram lavadas 03 vezes com TBS-T por 10 minutos. Posteriormente
as lavagens, as amostras foram incubadas com anticorpo secundario nao-conjugado por 40
minutos, seguido de sequéncia de lavagens com TBS-T, incubagdo com estreptavidina por 40
minutos e nova sequéncia de lavagens com TBS-T. A seguir, a revelacdo das membranas foi
realizada com auxilio do kit Clarity Western ECL (Bio-Rad) e do equipamento ChemiDocTM
XRS (Bio-Rad). As imagens foram analisadas com auxilio do software Imagelab V4.0 build

16 (Bio-Rad) e software ImageJ.

4.9 Atividade das enzimas antioxidantes

4.9.1 Atividade da catalase

A enzima catalase tem a funcdo de catalisar a degradacao do peroxido de hidrogénio
(H20,) em agua e oxigénio molecular. Sua atividade foi avaliada através do consumo de H,0,
no lisado celular por espectrofotometria no comprimento de onda de 240 nanémetros
(Ultrospec 2100 Pro-Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK). Foram utilizadas
aliquotas de 20 e 40uL de amostra de cada grupo experimental em cubetas de quartzo
separadas. As amostras foram incubadas com 2mL de tampdo fosfato e H,O, (0,16%). A
concentracdo de H,0, foi avaliada durante 0, 30 e 60 segundos (GREENE et al., 1999), sendo
os resultados normalizados através da dosagem de proteinas de cada amostra pelo método de
Bradford (1976).

4.9.2 Atividade da glutationa peroxidade (GPx)

A GPx é uma enzima selénio-dependente que catalisa a reducdo do H,O, e
hidroperdxidos organicos (ROOH) para H,O e alcool, utilizando a glutationa (GSH) como
doadora de elétrons (BURGOYNE et al., 2013). A atividade da GPx foi medida em funcdo da

taxa de decaimento da NADPH por espectrofotometria no comprimento de onda de 340
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nandmetros (FLOHE; GUNZLER, 1984). Foram utilizados 60uL de lisado celular de cada
grupo experimental em cubetas separadas, sendo em cada cubeta adicionados 1590ul de
tampdo fosfato (PBS), glutationa reduzida (GSH; 2mM), glutationa redutase (GR; 0,11
mg/mL) e azida sddica (0,065 mg/mL). Apds incubacdo por 10 minutos, foram adicionados
200ul de NADPH (10 nM), seguida de incubagdo por mais 3 minutos. Na sequéncia,
adicionou-se 200ul de H,0, e a leitura foi feita por 3 minutos a 340nm (Ultrospec 2100 Pro-
Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK). Os resultados foram normalizados pela

dosagem de proteinas de cada amostra utilizando-se o método de Bradford (1976).

4.9.3 Atividade da super6xido dismutase (SOD)

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) foi avaliada por metodologia
adaptada de Bannister et al. (1987). O produto resultante da reacdo catalisada pela SOD é o
H,0,, tendo o anion superoxido como substrato. A atividade enzimatica foi estimada pela
inibicdo da auto-oxidacdo da adrenalina medida espectrofotometricamente (480nm). A
adrenalina é oxidada pelo anion superoxido para formar um produto roseo chamado
adrenocromo. Foram utilizadas aliquotas de 20, 40 e 60uL de cada amostra de lisado celular
em cubetas separadas. Em cada cubeta, foram adicionados 20uL de catalase (0,0024g/mL de
agua destilada), 970uL de tampéo glicina (0,759 em 200mL de &gua destilada) e 40uL de
norepinefrina (95mg em 5mL de &gua destilada + 15ul/mL de HCI fumegante). Por fim,
procedeu-se com a leitura das amostras durante 3 minutos a 480nm (Genesys 10S UV-VIS
Spectrophotometer, Thermo Scientific). Foi realizada normalizacdo dos resultados através da

dosagem de proteinas de cada amostra pelo método de Bradford (1976).

4.10 Carbonilacdo de proteinas

Para avaliacdo do estresse oxidativo in vitro, foi realizada a quantificacdo de proteinas
carboniladas, utilizando-se protocolo experimental adaptado de Levine et al. (1990). De forma
sucinta, foram coletadas duas aliquotas de 100uL cada do lisado celular. Para cada uma das
aliquotas, foram adicionados 500uL de acido tricloroacético (TCA) 10%. As amostras foram
centrifugadas por 2 minutos a 2.000 rpm e temperatura de 28°C, sendo 0 sobrenadante
descartado. Uma parte das amostras (série A) foi incubada com 500uL. de DNPH e outra parte
(série B) incubada com 500uL de HCI 2 M por 10 minutos a 28°C. Em seguida, foram
adicionados 500 puL de TCA 10% em ambas as séries de amostras e as mesmas foram
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centrifugadas por 2 minutos a 2.000 rpm, sendo o sobrenadante descartado. Os pellets foram
entdo lavados com solucdo de etanol: acetato de etila (1:1) e centrifugados por 2 minutos a
2.000 rpm e temperatura de 28°C. Apo0s descarte do sobrenadante, as etapas de lavagem com
solucdo de etanol: acetato de etila e subsequente centrifugacdo foram repetidas mais duas
vezes. Todas as amostras foram adicionadas de 1mL de guanidina 6M, com posterior
centrifugacgdo a 5.000 rpm por 3 minutos a 28°C. A leitura da absorbancia do sobrenadante foi
realizada em espectrofotdbmetro a 370nm (Ultrospec 2100 Pro-Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK). As proteinas totais das amostras foram quantificadas atraves do kit da
BioRad em placa de 96 pocos, utilizando uma curva padréo de albumina bovina, conforme
instrucOes do fabricante.

4.11 Ensaio in vivo

4.11.1 Delineamento experimental

O ensaio in vivo foi aprovado pelo Comité de Etica de Estudos em Animais da
Universidade de Lyon, Franga (EUO05340-INSA-Lyon-APAFIS), sendo realizado sob
autorizacdo APAFIS n°3210-2015121608242729v1. Os experimentos foram conduzidos de
acordo com as orientacfes do Ministério da Agricultura (Ministere del’Agriculture, n° 87—
848) e das Diretrizes do Conselho Europeu para Manejo e Uso de Animais de Laboratorio
(European Union Council Directive for the Care and Use of Laboratory Animals of
November 24, 1986; 86/609/EEC).

Foram utilizados no ensaio 40 camundongos machos da linhagem CD1 Swiss
(Janvier-Labs, Franca) acondicionados em ambiente de temperatura e umidade controladas
(21°C+0,5°C e 60%—-70% umidade), sob ciclo claro-escuro de 12 horas e com livre acesso as
dietas e agua. A doenca renal cronica foi induzida quimicamente com dieta contendo adenina
(0,25% p/p; Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, Franga); subprodutos formados no
metabolismo da adenina se depositam na forma de cristais na regido tubular proximal e
induzem dano tubulointersticial e fibrose (RABE et al., 2016). A dieta padrdo comercial
utilizada no ensaio in vivo tinha como composicdo nutricional 46,7% de carboidratos, 3,9% de
fibras, 16,1% de proteinas, 3,1% de lipidios e valor caldrico de 3.339 Kcal/kg (dieta A04,
Safe Diets, Franca).

Os animais foram randomicamente divididos em 04 grupos, a saber: (1) Grupo

Controle, recebeu dieta padrdo comercial e agua ao longo de todo o experimento; (2) Grupo
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Controle + ASE, que recebeu dieta padrdo ao longo de todo o experimento e bebida contendo
ASE durante a segunda metade do experimento (ASE diluido na &gua a ser ofertada aos
animais, cuja dose era de 300 mg/kg/dia); (3) Grupo DRC, que teve a inducao da doenca renal
através da oferta de dieta contendo adenina (0,25%) durante 04 semanas, seguida de oferta de
dieta padrdo nas 04 semanas posteriores; (4) Grupo DRC+ASE (300mg/Kg/ dia, em &gua de
beber), que recebeu dieta contendo adenina durante 04 semanas, e ap06s a inducdo da doenca
renal, recebeu dieta padrdo e bebida contendo ASE nas 04 semanas posteriores.

Os animais tiveram o peso corporal aferido na frequéncia de 03 vezes na semana,
assim como o consumo da dieta e a ingestdo hidrica. Na semana anterior ao sacrificio, 02
animais de cada grupo foram alocados em gaiolas metabdlicas para coleta da urina, com a
finalidade de avaliacdo da diurese e dos demais indicadores da funcéo renal, além da analise
de metabolitos (metodologias descritas a seguir). O monitoramento da glicemia de jejum
(ap6s 08 horas de jejum) e pds-prandial foi realizado através da coleta de uma gota sangue da
porcdo terminal da cauda e com auxilio de glicurdbmetro Accu-Check®Performa (Roche,
Meylan, Franca).

Ao final das 08 semanas, os animais foram anestesiados com pentobarbital sodico
(35mg/kg) e eutanasiados, para posterior remocdo dos Orgaos e tecidos de interesse. Tais
tecidos e orgaos foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -
80°C até o momento das analises. O sangue foi coletado por puncdo cardiaca em tubos
heparinizados e centrifugado (35009/2 min) para separacdo do plasma, imediatamente
congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C até o momento das analises. O peso
e 0 comprimento corporais foram mensurados, e o indice de Lee foi calculado pela razdo entre
0 peso corporal e o comprimento naso-anal dos animais.

A avaliacdo da funcdo renal dos animais foi realizada através da analise dos seguintes
parametros: ingestdo hidrica (mL/24hs), diurese (mL/24hs), proteindria (mg/24hs) e
concentracdo de uréia plasmatica (mg/dL).

4.11.2 Anélises bioguimicas

Para a quantificacdo de uréia em plasma dos animais, foi utilizado kit comercial
(Sobioda, Franca), baseando-se na atividade da enzima urease, adicionada ao meio reacional,
e sua capacidade em degradar a uréia em composto colorimétrico. De forma sucinta, aliquotas

de 1puL de plasma foram coletadas e adicionadas dos respectivos reagentes em diluicdes
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recomendadas pelo fabricante. Apd6s periodo de incubacdo, foi realizada leitura em
espectrofotometro (MultiskanGo, ThermoScientific) em comprimento de onda de 580nm.

A dosagem de proteinas totais foi realizada em urina dos animais, de acordo com
método de Bradford (1976). Para tal, aliquotas de 10uL de cada fluido foram retiradas e
adicionadas do reagente de Bradford (Sigma Aldrich, EUA), com posterior incubacdo e
leitura em espectrofotometro a 595nm (MultiskanGo, ThermoScientific). Foi realizada curva
padrdo utilizando-se albumina do soro bovino (BSA) (Sigma Aldrich, EUA).

A dosagem de colesterol e triglicerideos em plasma foi realizada através de Kits
comerciais (Sobioda, Franga), baseando-se em reagdo enzimatica colorimétrica. Em ambas as
andlises, aliquotas das amostras de plasma foram diluidas e adicionadas dos respectivos
reagentes em diluices recomendadas pelo fabricante. Apos periodo de incubacdo, foi
realizada leitura em espectrofotometro (MultiskanGo, ThermoScientific) em comprimento de
onda de 505nm.

4.11.3 Carbonilacdo de proteinas em figado e rim dos animais

A quantificacdo de proteinas carboniladas foi realizada em tecidos hepético e renal dos
animais como um indicador do estresse oxidativo in vivo. De forma resumida, foram coletadas
duas aliquotas de 100uL cada de homogenato do tecido em questdo. Para cada uma das
aliquotas, foram adicionados 750uL de HCI (2,5N) como controle ou de DNPH (10mM).
Apbs incubacdo por 1 hora em ambiente escuro, as proteinas foram precipitadas com acido
tricloroacético (TCA) 20% e posteriormente incubadas em banho de gelo por 5 minutos. Na
sequéncia, as amostras foram centrifugadas a 10.000xg por 10 minutos a 4°C, sendo o
sobrenadante descartado. O pellet foi resuspendido em TCA 10%, para posterior
centrifugacdo a 10.000xg por 10 minutos a 4°C. O pellet foi lavado com solucéo de etanol:
acetato de etila (1:1) e centrifugado a 10.000xg por 10 minutos a 4°C. Apds descarte do
sobrenadante, as etapas de lavagem com solucdo de etanol: acetato de etila e subsequente
centrifugacdo sdo repetidas mais duas vezes. Apos lavagem final, foi adicionada solugdo de
hidrocloreto de guanidina (6M), e posteriormente as amostras foram centrifugadas a 10.000xg
por 5 minutos a 4°C. Por fim, foram transferidos 200pL do sobrenadante de ambos os tubos
para po¢os de uma placa de 96 pocos, em duplicata, e foi mensurada absorbancia a 370nm
(MultiskanGo, ThermoScientific). A absorbancia de cada amostra é corrigida subtraindo-se a
absorbancia apresentada pelo controle de cada amostra. Foi realizada normalizagdo dos

resultados através da dosagem de proteinas de cada amostra pelo método de Bradford (1976).
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4.11.4 Substancias reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS)

Como parte da avaliacdo do dano oxidativo renal nos animais, procedemos com a
analise de substancias reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS). O dano em lipidios de
membrana é estimado através da concentracdo do &cido malondialdeido (MDA), um
subproduto da peroxidacéo lipidica. A reacdo do MDA com o &cido tiobarbiturico (TBA), por
sua vez, gera um produto de coloracao rosea, cuja absorbancia é lida a 532nm.

Aliquotas de 50-100uL de homogenato de tecido renal foram transferidas para tubos e
acrescidas de solucdo de &cido tiobarbiturico a pH 3,0 (1L0mM) e de acido acético (P.A.). O
contetdo dos tubos foi homogeneizado em vortex e, apds, as amostras foram incubadas a
95°C em banho seco por 1h, rapidamente resfriadas em gelo por 5 minutos e por fim
acidificadas com HCI (6N). O complexo MDA-TBA formado foi extraido com acetato de
etila, sendo separada a fase organica por centrifugacdo (3000rpm por 10 minutos). Apos
secagem em N, liquido para evaporacdo do solvente, foram adicionados 200uL da mistura
etanol:agua (1:9) e posteriormente um volume de 100uL foi injetado em cromatografo liquido
de alta eficiéncia (Agilent LC 1100). Para elaboracdo da curva padrdo, foram elaboradas
diferentes concentragdes do é&cido 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP). Os parametros
cromatograficos sdo os descritos a seguir: fase estacionaria composta por coluna C18 de fase
reversa (Nucleosil; 250x4,6mm, com 5um de tamanho de particula); fase mével composta de
metanol e dgua destilada (2:8); corrida isocratica com débito de 0,8mL/min; pressdo de 150
bars. A absorbancia do eluente foi monitorada por detector com arranjo de diodos e espectro
na faixa do UV-VIS a 532 nm (DAD/ UV-VIS).

4.11.5 Dosagem de coldgeno em tecido renal

O teor de colageno em tecido renal foi determinado através da dosagem de
hidroxiprolina. Para tal, utilizamos o kit Hydroxyproline Assay (Sigma-Aldrich, EUA), cujo
método se baseia na reacdo de oxidagdo da hidroxiprolina com o composto 4-(dimetilamino)-
benzaldeido (DMAB), resultando em produto colorimétrico proporcional ao conteudo de
hidroxiprolina presente. Em linhas gerais, aliquotas de 100puL do homogenato tecidual foram
hidrolisadas em HCI (12M) a 120°C por 3 horas. Apdés hidrolise acida, aliquotas de 50uL das
amostras foram transferidas para pocos de uma placa de 96 pocos e secas em forno a 60°C.
Prosseguiu-se com a incubacdo das amostras com cloramina-T & temperatura ambiente por 5

minutos, seguida da incubagdo com DMAB a 60°C por 90 minutos. A absorbancia foi lida a
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560nm (MultiskanGo, ThermoScientific) e a concentragdo de hidroxiprolina foi determinada
com auxilio de curva padrdo utilizando-se 0 composto cis-4-hidroxi-L-prolina. O célculo do
teor de colageno foi realizado assumindo-se que 13,5% da molécula de coldgeno é composta
por hidroxiprolina (NEUMAN; LOGAN, 1950).

4.11.6 Anélise dos compostos fendlicos em plasma e metabélitos na urina dos animais

Para analise dos compostos fendlicos em plasma e urina foram destinados 08 animais,
sendo 04 animais pertencentes ao grupo Controle + ASE e 04 animais do grupo DRC+ASE.
Um a dois animais de cada grupo foram alocados em gaiolas metabdlicas por 24-48 horas
para coleta de urina; para a analise em plasma, foi utilizado o total de 04 animais por grupo.

A extracdo dos compostos fendlicos em plasma foi realizada conforme descrito a
seguir: aliquotas de 200pL das amostras foram adicionadas de 20pL de HCI (12N), 1mL de
agua destilada e 6mL de acetato de etila; apds, as amostras foram homogeneizadas em vértex
por 10 segundos e centrifugadas a 3500 rpm por 10 minutos. Foram removidos 6mL do
sobrenadante e adicionados 3mL de acetato de etila para segunda extracdo. ApOs esse
procedimento, foram removidos 3mL do sobrenadante e as amostras foram evaporadas em N
liquido a 38°C, para posterior ressuspensdo no momento da analise cromatografica.

Em amostras de urina, foi realizada extracdo em fase solida (SPE; solid phase
extraction). O cartucho utilizado para a extracdo (Waters SPE Oasis HLB 3mL, EUA) foi
ativado com 2mL de metanol e lavado com 2mL de agua destilada. Apos esse procedimento,
as amostras foram diluidas (1:1) em solucdo aquosa acidificada (H3P0O44%) e carregadas no
cartucho. Em amostras do grupo Controle + ASE, houve etapa de clarificagdo por
centrifugacdo a 2500 rpm durante 10 minutos, previamente ao carregamento no cartucho.
Procedeu-se com as etapas de lavagem com 2mL de solugdo de dgua/metanol (95:5, v/v) e
eluicdo com 2mL de metanol contendo &cido férmico (1mL/L). Findada a extracdo, 0s
volumes de amostra foram coletados e evaporados em N, liquido a 38°C, para posterior
ressuspensdo no momento da analise cromatografica.

As amostras de urina foram ressuspendidas em 500uL de fase A (composicdo da
mesma sera descrita a seguir), sendo ainda as amostras do grupo Controle + ASE previamente
diluidas em agua milli-Q (1:1). As amostras de plasma foram ressuspendidas em 350uL de
fase A. Os padrbes utilizados na analise foram o0s seguintes: acido galico, catequina,

epicatequina, acido isovanilico, &cido vanilico, acido 4-(OH)-fenilacético, acido 3,4-di(OH)-
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fenilacético, &cido hipdrico, quercetina e quercetina-3-glicosideo (em concentragdes de
20ppm).

As analises foram realizadas em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu)
acoplado a bomba LC-10AD, degaseificador (DGU-14A) e detector com arranjo de diodos
com espectro na faixa do UV-VIS (DAD/ UV-VIS; SPD-M10A). Como fase estacionéria, foi
utilizada coluna Kromasil C18 (E177745; 5um, 150x2,1mm; AkzoNobel), com pressdo
inicial de 164 kgf (amostras) e 141 kgf (padrdes). O sistema gradiente de eluicdo foi
composto pelas fases A (acido formico 0,3% e acetonitrila 1% em agua) e B (acetonitrila 1%
em metanol), conforme demonstrado na Tabela 1. O fluxo utilizado foi de ImL/minuto e o
volume de injecgdo foi de 10pL. Os resultados foram calculados pelo software LC Solution e a
quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada a partir da comparacdo dos tempos de
retencdo obtidos nos cromatogramas das amostras com os tempos de retencdo dos padrdes,
juntamente com a comparagdo de seus respectivos espectros. Os resultados foram expressos

em pg do composto fendlico por mL de plasma ou urina.

Tabela 1 — Sistema gradiente de elui¢do utilizado nas analises de compostos fendlicos em
plasma e urina dos animais experimentais

) L Fase Movel B
) Fase Movel A (&cido formico 0,3% e o
Tempo (minutos) o ] (acetonitrila 1% em
acetonitrila 1% em agua) (%)
metanol) (%)

0 81,8 18,2
01 79,8 20,2
18 56,6 43,4
23 14,2 85,8
30 14,2 85,8
30,01 81,8 18,2

40,01 81,8 18,2
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram comparados através da analise de variancia (one-way ANOVA),
seguido do pos-teste de Tukey para multiplas comparacGes. Para a analise dos compostos
fendlicos em plasma e urina dos animais, foi utilizado o Teste T de Student para comparagao
entre as médias dos grupos. Os resultados foram expressos como média + desvio padréo. Para
andlise dos dados biométricos do ensaio in vivo, foi utilizado software estatistico Stat View®.
Para as demais analises, foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prisma® versdo 6.0

com nivel de significancia de 5% (bicaudal).
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6 RESULTADOS

6.1 Viabilidade celular com ASE

A avaliagdo da viabilidade de células endoteliais na presenca de diferentes
concentracdes de ASE foi realizada a fim de se determinar a concentragdo mais adequada do
extrato a ser utilizada nos ensaios in vitro (Figura 4). As células endoteliais foram tratadas por
24h com diferentes concentracdes de ASE (0,1 a 100 pg/mL). Através dos dados obtidos,
observamos que a partir da concentracdo de 20 pg/mL houve reducdo significativa da
viabilidade celular em relagdo ao controle (p<0,05). Tendo em vista que concentragdes
inferiores a 20 pg/mL ndo alteraram a viabilidade celular em comparagdo ao controle, optou-
se por utilizar a concentracdo de 10 pg/mL para a realizacdo dos demais experimentos in
vitro.

Figura 4 - Viabilidade de células endoteliais tratadas com ASE
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Legenda: Viabilidade de células endoteliais tratadas com ASE. As células
receberam tratamentos em diferentes concentracdes de ASE (0,1 a 100
pg/mL), e foram incubadas por 24hs. CT = grupo controle de células
incubadas com meio suplementado de 1% ATB e 2% SFB. Os dados
expressam média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes (n=8)
e foram submetidos a ANOVA com poés-teste de Tukey. Letras iguais
representam mesmo nivel de significancia a 5% (p<0,05).

6.2 Ensaio de viabilidade celular

De acordo com o observado na Figura 5, a incubagdo com ambas as toxinas urémicas
IS e pCS, de forma isolada ou concomitante, reduziram a atividade metabolica das células,

representada pelo menor percentual de redugéo do indicador alamarBlue® (p<0,05). Em
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comparacdo ao grupo Controle, houve redugdo de 76% e 81% na viabilidade celular em
células tratadas com IS e pCS, respectivamente, e de 73% em células endoteliais tratadas com
ambas as toxinas simultaneamente (p<0,05). Esse dado pode ser indicativo da perda de fungéo
celular, caracteristica no processo de disfuncdo endotelial comumente encontrada em
pacientes urémicos.

A utilizacdo do ASE na concentracdo de 10ug/mL nao foi capaz de recuperar a
atividade metabolica observada em nenhuma das condi¢des analisadas. O tratamento com as
toxinas urémicas e ASE simultaneamente promoveu reducdo na viabilidade celular em 78%
para o tratamento com IS e ASE, 79% para o tratamento com pCS e ASE, e 74% para 0
tratamento com ambas as toxinas e ASE, em relacdo ao grupo Controle (p<0,05). Ja com a
incubacdo isolada do ASE em HUVEC, houve manutencdo da atividade metabolica celular,

sem diferenca significativa em relacdo ao controle (p>0,05).

Figura 5 - Efeito do tratamento de toxinas urémicas e/ou ASE na
viabilidade celular
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Legenda: Efeito do tratamento de toxinas urémicas e/ou ASE na
viabilidade celular. As células endoteliais receberam diferentes
tratamentos com as toxinas urémicas IS (63 pg/mL) e pCS (40 pg/mL), e
ASE (10 pg/mL), administrados isoladamente ou em concomitancia, em
diferentes periodos de incubagéo (0-72hs). As células do grupo controle
receberam K,SO, (35pg/mL). Os dados expressam média + desvio padrdo
de 4 experimentos independentes (n=8) e foram submetidos a ANOVA
com pos-teste de Tukey. Letras iguais representam mesmo nivel de
significancia a 5% (p<0,05). AUC = &rea sob a curva.
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6.3 Avaliacdo de morte celular por azul de Trypan

Através dos resultados obtidos, é possivel observar que o tratamento com pCS
culminou em um maior percentual de células inviaveis em comparacdo as células do grupo
Controle (+594%), e que o tratamento com a toxina e 0 ASE em concomitancia nao foi capaz
de reverter o quadro observado (+675%) (p<0,05). Em células tratadas com IS, foi observado
comportamento semelhante ao pCS em relacdo ao Controle (aumento de 263% no percentual
de morte celular), porém células tratadas com IS e ASE tiveram o percentual de células
inviaveis restaurado (-31%) (p<0,05). O tratamento com ambas as toxinas IS e pCS
igualmente apresentou maior percentual de morte celular em relagdo ao Controle (+295%),
com restauracdo desse percentual ao nivel observado no grupo Controle (+11%) (p<0,05). As
células tratadas somente com ASE apresentaram percentual de inviabilidade semelhante ao
grupo Controle (Figura 6). Sugerimos, portanto, que o ASE pode atuar de forma benéfica na
prevencdo da morte celular com o tratamento com IS.

Figura 6 - Efeito do tratamento de toxinas urémicas ou ASE na morte celular.
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Legenda: Efeito do tratamento de toxinas urémicas ou ASE na morte celular. As células endoteliais receberam
diferentes tratamentos com ASE (10ug/mL) e/ou com as toxinas urémicas (a) pCS (40ug/mL); (b) IS (63
pg/mL); (¢) PCS (40pg/mL) + IS (63 pg/mL), e foram incubadas por 48hs. As células do grupo controle
receberam K,SO, (35ug/mL).Os dados expressam média + desvio padrdo de 5-8 experimentos (n=5-8) e foram
submetidos a ANOVA com pos-teste de Tukey. Letras iguais representam mesmo nivel de significancia a 5%
(p<0,05).
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6.4 Migracao celular

De acordo com o observado na Figura 7, podemos concluir que ambas as toxinas
urémicas (avaliadas de forma isolada ou concomitantemente) inibiram a migracdo celular,
retardando o processo de regeneracdo apds a lesdo. Frente a incubacdo concomitante com
ASE, observamos diferentes comportamentos: em células tratadas com IS, o ASE foi capaz de
reverter o efeito deletério promovido; j& com pCS, o ASE ndo foi capaz de restaurar a
capacidade migratoria e regenerativa celular. De modo semelhante ao tratamento com pCS, o
ASE néo foi capaz de restaurar a capacidade migratoria de células incubadas com ambas as
toxinas urémicas em concomitancia. Logo, concluimos que embora o tratamento com ASE
ndo preveniu os danos ocasionados pelo pCS, ele foi capaz de prevenir os danos ocasionados
pelo IS na migracdo de células endoteliais. As células tratadas somente com ASE
apresentaram percentual de migracdo semelhante ao do grupo Controle (p<0,05).

Figura 7 - Efeito do tratamento de toxinas urémicas ou ASE na migracéo celular
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Legenda: Efeito do tratamento de toxinas urémicas ou ASE na migracdo celular. Uma lesdo na monocamada
confluente de células endoteliais foi realizada, e posteriormente as células receberam os diferentes tratamentos
com ASE (10pg/mL) e/ou com as toxinas urémicas (a) IS (63ug/mL); (b) pCS (40 pg/mL); (c) ICS (63pg/mL) +
PCS (40 pg/mL). As células do grupo controle receberam K,SO, (35ug/mL). As células foram incubadas por até
24hs e a area re-epitelizada foi mensurada através de imagens obtidas em microscopio invertido. Os dados
expressam média + desvio padrdo de 5 experimentos (n=5) e foram submetidos a ANOVA com pds-teste de
Tukey. Letras iguais representam mesmo nivel de significancia a 5% (p<0,05).
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6.5 Expressdo de marcadores inflamatdrios

De acordo com os resultados demonstrados na Figura 8, o tratamento de células
HUVEC com as toxinas pCS e IS (isoladas ou em concomitancia) foi capaz de modular
positivamente o gene responsavel pela transcricdo da molécula de adesdo VCAM-1 em
relacdo ao controle, bem como ocorreu com as outras moléculas analisadas ICAM-1 e MCP-1
(p<0,05). O tratamento das células endoteliais com ASE, por outro lado, reverteu o aumento
da expressdo das citocinas em questdo, apresentando-se de forma semelhante ao grupo
controle (p>0,05). A adicdo de ASE ao meio de cultura contendo toxinas urémicas culminou
em diferentes resultados: em meio contendo pCS, a adicdo do ASE foi capaz de prevenir o
aumento na expressdo de MCP-1 e ICAM-1, mas esse efeito na expressao de VCAM-1 ndo
foi significativo (p>0,05). J& com relacdo a toxina IS, o acréscimo de ASE demonstrou-se
eficaz em modular negativamente a expressao das trés moléculas estudadas. Por fim, a adicédo
de ASE em meio contendo ambas as toxinas resultou na diminuigéo da expresséo de MCP-1,
tendo esse efeito menor amplitude na expressdo das demais moléculas de adesdo. Sugerimos
entdo que o ASE foi capaz de modular de forma positiva os efeitos deletérios causados por IS
na expressdo de moléculas pré-inflamatorias em células endoteliais, de modo que tal efeito foi
menos significativo em relacdo ao tratamento com pCS.

Figura 8 - Efeito do tratamento de toxinas urémicas ou ASE na expressao de citocinas
inflamatérias por RT-gPCR
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Legenda: Efeito do tratamento de toxinas urémicas ou ASE na expressao das citocinas inflamatorias por RT-
gPCR. As células endoteliais receberam diferentes tratamentos com as toxinas urémicas IS (63 pug/mL) e pCS
(40 pg/mL) e ASE (10 pg/mL), administrados isoladamente ou em concomitancia, e foram incubadas por 24hs.
As células do grupo controle receberam K,SO, (35pg/mL). Os dados expressam média + desvio padrdo de 3
experimentos (n=3) e foram submetidos a ANOVA com poés-teste de Tukey. Letras iguais representam mesmo
nivel de significancia a 5% (p<0,05).
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6.6 Producdo de TNF-alfa pelas células endoteliais

Os resultados da concentracdo de TNF-o no sobrenadante de células endoteliais
tratadas com toxinas urémicas e ASE estdo expostos na Figura 9. Através da Figura, foi
possivel observar que o tratamento isolado com IS e pCS aumentou de forma significativa a
concentracdo da citocina pro-inflamatéria em comparacdo aos grupos Controle e Controle +
ASE (p<0,05). De forma semelhante, as células tratadas com as toxinas simultaneamente
também apresentaram maiores concentracbes de TNF-a em relagdo as células do grupo
Controle e tratadas apenas com o ASE (p<0,05). O tratamento com ASE foi capaz de diminuir
a concentracdo de TNF-a no sobrenadante de células tratadas com IS+pCS, sem efeitos
significativos sobre o tratamento com IS e pCS isoladamente.

Figura 9 - Efeito do tratamento de toxinas urémicas ou ASE na
secrecdo de TNF-a pelas células endoteliais
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Legenda: Efeito do tratamento de toxinas urémicas ou ASE na secre¢do de TNF-a
pelas células endoteliais. As células endoteliais receberam diferentes tratamentos
com as toxinas urémicas IS (63 pg/mL) e pCS (40 pg/mL) e ASE (10 pg/mL),
administrados isoladamente ou em concomiténcia, e foram incubadas por 24hs. As
células do grupo controle receberam K,SO, (35ug/mL). Os dados expressam
média + desvio padrdo de 3 experimentos (n=3) e foram submetidos a ANOVA
com pos-teste de Tukey. Letras iguais representam mesmo nivel de significancia a
5% (p<0,05).
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6.7 Expressdo de proteinas envolvidas na atividade antioxidante e na inflamacdo em

células endoteliais

A expressao de proteinas envolvidas na defesa antioxidante (SOD, GPx, catalase) e do
fator de transcricdo NF-xB foi avaliada pela técnica de western blot. De acordo com 0s
resultados apresentados na Figura 10A, observamos que as células tratadas com ASE
apresentaram aumento na expressdo de SOD em comparacao as células do grupo Controle e
que em células tratadas com toxinas urémicas houve diminuicdo significativa da expressdo
dessa enzima (p<0,05). Em decorréncia do tratamento concomitante com ASE, a reducéo da
expressdo de SOD promovida pelas toxinas foi prevenida. Em células tratadas com IS e ASE,
a expressdo de SOD foi estatisticamente semelhante as células tratadas apenas com ASE
(p>0,05).

A Figura 10B relata a expressdo de GPx em ceélulas dos diferentes grupos
experimentais. Podemos notar que em células tratadas com pCS, houve reducéo na expressao
da enzima em comparacédo ao grupo Controle (p<0,05). J4 em células tratadas com IS, pCS e
ASE simultaneamente, houve reducdo em relacdo ao Controle, e em comparacéo as células do
grupo IS+ASE (p<0,05). A expressdo da GPx ndo apresentou diferencas significativas entre
o0s demais grupos experimentais (p>0,05).

No que concerne a enzima catalase e ao fator de transcricdo NF-kB, observamos que
ndo houve diferencas significativas em suas expressdes nos diferentes grupos experimentais

(p>0,05; Figuras 10C e 10D, respectivamente).



Figura 10 - Efeito do tratamento de toxinas urémicas ou ASE na expressdo de
enzimas antioxidantes e do fator de transcricdo NF-kB pelas células endoteliais
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Legenda: Efeito do tratamento de toxinas urémicas ou ASE na expressdo de enzimas antioxidantes e
do fator de transcricdo NF-xB pelas células endoteliais. (A) Catalase; (B) superdxido dismutase
(SOD) (C) Glutationa Peroxidase (GPx); (D) Nuclear factor kappa B fosforilado (pNFxB p50). As
células endoteliais receberam diferentes tratamentos com as toxinas urémicas IS (63 pg/mL) e pCS
(40 pg/mL) e ASE (10 pg/mL), administrados isoladamente ou em concomitancia, e foram incubadas
por 24hs. As células do grupo controle receberam K,SO, (35ug/mL). Os dados expressam média +
desvio padrdo de 3 experimentos (n=3) e foram submetidos a ANOVA com pds-teste de Tukey.
Letras iguais representam mesmo nivel de significancia a 5% (p<0,05).
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6.8 Efeito do ASE e das toxinas urémicas na atividade antioxidante

De acordo com a Figura 11A, podemos observar a reducdo na atividade da catalase em
células tratadas com IS (-65,5%; p<0,05) e I1S+pCS (-85,7%; p<0,05) em comparagdo ao
ASE. Em células tratadas com pCS, a atividade da catalase apresentou-se semelhante
estatisticamente em relacdo ao ASE (p>0,05). J& com o tratamento concomitante de toxinas
urémicas e o ASE, observamos que o ASE ndo foi capaz de restaurar a atividade dessa
enzima, sendo a reducéo de 72,4% no grupo IS+ASE , 70,1% no grupo pCS+ASE e 75,5% no
grupo IS+pCS+ASE (p<0,05). Em relacdo ao grupo Controle, ndo houve diferenca
significativa entre nenhum dos tratamentos apresentados (p>0,05).

A Figura 11B apresenta os resultados da atividade da superoxido dismutase. Em
relacdo ao grupo Controle, as células tratadas com as toxinas pCS e IS+pCS apresentaram
atividade da SOD significativamente superior (+517% e 781%, respectivamente; p<0,05); o
mesmo foi observado em relacdo ao grupo Controle + ASE (288% e 411%, respectivamente;
p<0,05). Em células tratadas com IS e ASE em concomitancia, podemos igualmente notar
esse fendmeno, qual seja, 0 aumento significativo da atividade da SOD em comparacao aos
grupos Controle (457%, p<0,05) e Controle + ASE (162%, p<0,05). J& em células tratadas
apenas com a toxina IS, ndo foi possivel observar diferenca significativa em relacdo aos
grupos Controle e Controle + ASE; o mesmo foi notado entre células tratadas com as toxinas
pCS e IS+pCS com adicdo do ASE, e ambos os grupos Controle (p>0,05). O tratamento das
células com pCS e ambos IS e pCS em conjunto promoveu um aumento significativo na
atividade da SOD em comparacdo ao tratamento apenas com IS (188% e 312%,
respectivamente; p<0,05). Células tratadas com pCS e IS+pCS apresentaram ainda aumento
significativo na atividade da SOD em relacdo aos seus tratamentos adicionais com ASE
(152% e 217%, respectivamente; p<0,05). Por fim, observamos ainda que células tratadas
com IS+pCS e IS+ASE apresentaram atividade da SOD significativamente superior em
relacdo ao tratamento com pCS e ASE em concomitancia (260% e 128%, respectivamente;
p<0,05).

A Figura 11C apresenta os resultados da atividade enzimética da Glutationa
peroxidase. Observamos que apenas em células tratadas duplamente com IS e ASE houve
aumento da atividade dessa enzima, quando comparada aos demais grupos tratados com
toxinas urémicas. Ao compararmos células tratadas com IS e com IS e ASE em
concomitancia, podemos observar que o ASE promoveu um aumento de 150% na atividade

dessa enzima (p<0,05). No entanto, ndo foi notada diferenca significativa entre o referido



53

grupo e os grupos Controle e Controle + ASE (p>0,05), assim como observado na

comparacéo entre os dois grupos Controle e os demais grupos tratados com toxinas urémicas.

Figura 11 - Efeito do tratamento de toxinas urémicas ou ASE na atividade das
enzimas antioxidantes
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Legenda: Efeito do tratamento de toxinas urémicas ou ASE na atividade das principais
enzimas antioxidantes (A) Catalase, (B) SOD, (C) GPx. As células endoteliais receberam
diferentes tratamentos com as toxinas urémicas IS (63 pg/mL) e pCS (40 pg/mL) e ASE (10
pg/mL), administrados isoladamente ou em concomitancia, e foram incubadas por 24hs. As
células do grupo controle receberam K,SO, (35pug/mL). Os dados expressam média + desvio
padrdo de 3 experimentos (n=3) e foram submetidos a ANOVA com poés-teste de Tukey.
Letras iguais representam mesmo nivel de significancia a 5% (p<0,05).

6.9 Efeito do ASE e das toxinas urémicas na carbonilacdo de proteinas in vitro

A Figura 12 apresenta os resultados do ensaio de carbonila¢do de proteinas em células
endoteliais tratadas com toxinas urémicas e ASE. Podemos observar que em células tratadas
simultaneamente com ambas as toxinas houve aumento significativo da concentracdo de
proteinas carboniladas em relacdo aos demais grupos, sendo que o ASE nédo foi capaz de
reverter esse fenbmeno (p<0,05). O tratamento com as toxinas isoladamente ndo alterou de

forma significativa as concentragdes de proteinas carboniladas (p>0,05).
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Figura 12 - Efeito do tratamento de toxinas urémicas ou ASE na
carbonilacéo de proteinas in vitro
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Legenda: Efeito do tratamento de toxinas urémicas ou ASE na carbonilagdo de
proteinas. As células endoteliais receberam diferentes tratamentos com as toxinas
urémicas 1S (63 pg/mL) e PCS (40 pg/mL) e ASE (10 pg/mL), administrados
isoladamente ou em concomitancia, e foram incubadas por 24hs. As células do
grupo controle receberam K,SO,4 (35ug/mL). Os dados expressam média + desvio
padrdo de 3 experimentos (n=3) e foram submetidos a ANOVA com pds-teste de
Tukey. Letras iguais representam mesmo nivel de significancia a 5% (p<0,05).

6.10 Ensaio in vivo

Os resultados relativos ao ensaio in vivo com animais experimentais estdo expostos a
sequir. A Figura 13 apresenta o grafico de curva de ganho de peso dos diferentes grupos

experimentais, e a Tabela 2 reporta os dados biométricos dos animais.

Figura 13 - Curva de ganho de peso dos animais experimentais.
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Legenda: Curva de ganho de peso dos animais. Dados representam
médiatdesvio padrdo para N = 9-10 para cada grupo. As médias foram
comparadas por ANOVA e, quando apropriado, teste pos-hoc de Tukey foi
aplicado. Diferengas estatisticas foram consideradas significativas quando
p<0,05.
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Atraveés dos resultados demonstrados na Figura 13 e na Tabela 2, observamos que 0s
animais DRC apresentaram menor ganho de peso corporal ao final do experimento em
comparacdo aos animais dos grupos Controle e Controle + ASE. Foi observada reducao de
26% do peso corporal no grupo DRC (p<0,001) e 27% no grupo DRC + ASE (p<0,001) em
relagdo aos animais do grupo Controle. Quando comparamos com 0s animais do grupo
Controle + ASE, observamos a reducédo de 24% no peso corporal dos animais DRC (p<0,01) e
DRC + ASE (p<0,001). Em relacdo a ingestdo de dieta, ndo houve diferenca entre 0s grupos
durante todo periodo experimental.

Ainda de acordo com os dados da Tabela 2, os animais dos grupos DRC apresentaram
menor comprimento corporal e menor peso dos rins ao final do experimento em relagéo aos
animais dos grupos Controle. Os animais do grupo DRC apresentaram 39% de reducao no
peso dos rins em relacdo ao grupo Controle (p<0,0001) e 34% em relacdo ao grupo Controle
+ ASE (p<0,0001). Similarmente, em animais DRC que foram tratados ASE, essa reducdo foi
de 40% em comparacdo ao Controle (p<0,0001) e 36% em relag&o ao grupo Controle + ASE
(p<0,0001).

E possivel notar também o aumento significativo no peso do coracdo dos animais com
DRC em relacdo aos animais dos grupos Controle e Controle + ASE (p<0,05); o mesmo foi
observado entre animais do grupo DRC + ASE e dos grupos Controle e Controle + ASE
(p<0,05). Além disso, os animais experimentais com DRC apresentaram menor percentual de
gordura corporal total e nos trés segmentos de tecido adiposo branco avaliados (tecido
adiposo branco subcutaneo, epididimario e retroperitoneal), quando comparados com 0s
animais dos grupos Controle. Em animais do grupo DRC, notamos uma reducdo do
percentual de gordura corporal total em 61% em relacdo ao grupo Controle (p<0,01) e 45%
em comparacao ao grupo Controle + ASE (p<0,05). J&4 no grupo DRC + ASE, houve reducao
de 65% (p<0,001) e 51% (p<0,01) em relacdo aos grupos Controle e Controle + ASE,
respectivamente.

Foi possivel observar no presente estudo que os rins dos animais dos grupos Controle
apresentavam coloragdo e aspecto morfoldgico proprios ao tecido, diferentemente dos animais
dos grupos experimentais. Em animais com DRC que receberam ou ndo o ASE, 0s rins
apresentaram alteracfes morfoldgicas além da consideravel reducdo em seu peso, tais como a
coloracdo mais clara e a presenca de pequenas vesiculas em todo o 6rgdo, conforme

apresentado na Figura 14.
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Tabela 2 - Dados biométricos dos animais experimentais

Controle  COMtO®  ppc DRC+ASE P valor
+ASE

Peso corporal (g) 445+1,6°  431+1,8°  33,0+1,2° 32,642,0°  <0,001
Comprimento (cm) 11,2+40,1*  11,0#0,1*  10,0+0,2° 10,0+0,2° <0,001
indice de Lee (x10°) 318+3 319+4 320+4 31843 0,828
Figado, mg/10g 482+26 499+17 443+16  448+16 0,203
Coragéo, mg/10g 43+1° 44+1° 59+2" 61+2" <0,001
Rins, mg/10g 148+7° 137+7° 90%10° 88+4° <0,001
TABsc, mg/10g 74+8° 87+30° 316" 39+5" <0,001
TABe, mg/10g 217+31° 222+96° 76+13° 119+16° <0,001
TABr, mg/10g 61+8° 78+36° 29+5° 386" <0,001
TAB total, mg/10g 425+51° 475+188°  166+28°  235+30° <0,001

Legenda: Dados biométricos dos animais experimentais. Dados representam médiatdesvio padrdo para N = 9-10
para cada grupo. As médias foram comparadas por ANOVA e, quando apropriado, teste pos-hoc de Tukey foi
aplicado. O indice de Lee foi calculado como sendo a razdo entre 0 peso corporal elevado ao cubo e o
comprimento naso-anal. Diferencas estatisticas foram consideradas significativas quando p<0,05 e foram
simbolizadas por letras diferentes. Abreviaturas: TABsc = tecido adiposo branco subcutaneo; TABe = tecido
adiposo branco epididiméario; TABr = tecido adiposo branco retroperitoneal. Peso dos drgdos em mg/10g de peso
corporal.

Figura 14 - Fotos ilustrativas de rim retirado de animal dos
grupos Controle e DRC
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Legenda: Rim retirado de animal do grupo Controle (a esquerda) e de
animal do grupo DRC (& direita).

6.10.1 Dados bioguimicos

Os dados bioquimicos dos animais experimentais estdo expostos na tabela a seguir:

Tabela 3: Dados bioquimicos dos animais experimentais.

Controle Controle-ASE DRC DRC+ASE P valor

Glicemia de jejum, mg/dL ~ 77+3° 74+4° 99+7*  106+12° 0,001
Glicemia, mg/dL 161+4° 162+5° 185+8° 187+9° 0,001
Triacilglicerois, mg/dL 134+17 107+11 89+6 108+15 0,121
Colesterol total, mmol/L ~ 81+10° 87+42 150+23°  197+22° <0,001

Legenda: Dados representam médiatdesvio padrdo para N = 9-10 para cada grupo. As médias foram comparadas
por ANOVA e, quando apropriado, teste pos-hoc de Tukey foi aplicado. Diferengas estatisticas foram
consideradas significativas quando p<0,05 e foram simbolizadas por letras diferentes.
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De acordo com os resultados expostos acima, € possivel observar que os animais com
DRC + ASE apresentaram valores de glicemia de jejum mais elevados do que os valores
apresentados pelos animais dos grupos Controle (p<0,05) e Controle + ASE (p<0,05). Embora
sem diferenca estatistica significativa, houve uma tendéncia ao aumento da glicemia de jejum
nos animais do grupo DRC em relagdo aos grupos Controle. No que diz respeito a glicemia
pos-prandial, os animais dos grupos DRC e DRC+ASE apresentaram valores superiores em
comparagdo aos apresentados pelos animais dos grupos Controle (p<0,05) e Controle + ASE
(p<0,05).

As concentracOes plasmaéticas de colesterol total foram significativamente maiores nos
grupos DRC e DRC + ASE em relacdo aos grupos Controle (p<0,05) e Controle + ASE
(p<0,05). A concentracdo plasmatica de triacilglicerdis nao diferiu significativamente entre os

grupos (p>0,05).

6.10.2 Indicadores de funcao renal

A Figura 15 apresenta os indicadores da funcdo renal dos animais experimentais. E
possivel observar na Figura 15A que os animais com DRC apresentaram concentragdes de
uréia plasmatica significativamente superiores em relacdo aos grupos Controle (p<0,05),
sendo o ASE capaz de prevenir as elevadas concentracGes séricas dessa toxina em animais do
grupo DRC+ASE, mesmo nédo retornando aos niveis apresentados pelos grupos Controle.
Igualmente, as taxas de proteindria apresentam a mesma tendéncia supracitada, tendo o ASE
efeito na reducdo da excregdo urinaria desse metabdlito (p<0,05) (Figura 15B). No que tange
aos parametros de ingestdo hidrica e diurese, observamos que houve um aumento significativo
de ambos os marcadores em animais com DRC, e que o ASE ndo teve efeito na reversao
desse quadro (p<0,05) (Figuras 15 C e D).



Figura 15 - Indicadores da funcao renal dos animais experimentais
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Legenda: Indicadores da funcédo
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dos animais experimentais.

e, quando apropriado, teste pos-hoc de Tukey foi aplicado. Diferengas estatisticas foram

consideradas significativas quando p<0,05 e foram simbolizadas por letras diferentes.

6.10.3 Efeito do ASE em marcadores de estresse oxidativo in vivo

6.10.3.1 Carbonilacdo de proteinas em tecidos hepatico e renal

58

A Figura 16 apresenta os resultados do ensaio de carbonilagdo de proteinas em tecidos

hepatico e renal dos animais experimentais. Podemos observar que no tecido renal (Figura

16B) de animais com DRC houve aumento significativo da concentracdo de proteinas

carboniladas em relacdo aos demais grupos, tendo o ASE efeito protetor do dano oxidativo

(p<0,05). Em tecido hepatico, ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos
(p>0,05) (Figura 16A).
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Figura 16 - Carbonilacdo de proteinas em tecidos hepatico e renal dos animais experimentais
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Legenda: Carbonilacéo de proteinas em tecidos hepatico e renal dos animais experimentais. Dados
representam médiatdesvio padrdo para N = 9-10 para cada grupo. As médias foram comparadas
por ANOVA e, quando apropriado, teste pos-hoc de Tukey foi aplicado. Diferencas estatisticas
foram consideradas significativas quando p<0,05 e foram simbolizadas por letras diferentes.

6.10.3.2 TBARS em tecido renal

A Figura 17 apresenta os resultados da dosagem de subprodutos da peroxidacédo

lipidica (tal como o malondialdeido, MDA) em tecido renal dos animais experimentais.

Podemos observar que no tecido renal de animais com DRC houve aumento significativo da

concentracdo de MDA em relacdo aos demais grupos, tendo o ASE efeito redutor do dano

oxidativo ao reduzir a concentragdo desse composto em tecido de animais DRC (p<0,05).

Figura 17 - Concentragdo de Malondialdeido em tecido
renal dos animais experimentais
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Legenda: Concentracdo de Malondialdeido em tecido renal dos
animais experimentais. Dados representam médiatdesvio padrdo
para N = 9-10 para cada grupo. As médias foram comparadas por
ANOVA e, quando apropriado, teste pos-hoc de Tukey foi
aplicado. Diferencgas estatisticas foram consideradas significativas
quando p<0,05 e foram simbolizadas por letras diferentes.



60

6.10.4 Efeito do ASE na concentracdo de coldgeno em tecido renal

A Figura 18 apresenta os resultados da dosagem da concentracdo de coldgeno em
tecido renal dos animais experimentais. Notamos através da Figura que em animais com
DRC, houve aumento significativo da concentracdo de coldgeno em relacdo aos demais
grupos (p<0,05). Em tecido de animais DRC tratados com ASE, foi possivel observar a
reducdo do teor de colageno, estando equiparado aos niveis encontrados nos grupos Controle
(p<0,05).

Figura 18 - Teor de coladgeno em tecido renal dos
animais experimentais
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Legenda: Teor de coldgeno em tecido renal dos animais
experimentais. Dados representam meédiatdesvio padrdo para
N = 9-10 para cada grupo. As médias foram comparadas por
ANOVA e, quando apropriado, teste pos-hoc de Tukey foi
aplicado.  Diferengas  estatisticas foram  consideradas
significativas quando p<0,05 e foram simbolizadas por letras
diferentes.

6.10.5 Perfil de compostos fendlicos em plasma e urina dos animais experimentais

A fim de compararmos as rotas metabdlicas dos compostos fenolicos do ASE e a
possivel influéncia da DRC, realizamos a analise metabolitos no plasma e urina dos
compostos fenolicos ingeridos pelos animais experimentais. A Tabela 4 apresenta 0s
resultados encontrados. Observamos que o0 &cido hipurico € o metabdlito de maior
concentragdo encontrado na urina dos animais experimentais de ambos 0s grupos, e que a
concentracgdo do mesmo é equivalente em ambos o0s grupos. JA& o é&cido 3,4-
dihridroxifenilacético apresenta concentragdo 5 vezes maior na urina de animais com DRC,

em comparacao ao seu grupo Controle (p<0,05). Os compostos fendlicos catequina e acido
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vanilico tiveram maior excrecdo urinaria em animais do grupo Controle + ASE, em relagdo ao
grupo DRC + ASE (p<0,05). O &cido gélico teve taxa de excre¢do similar em ambos 0s
grupos (p>0,05). O somatdrio dos metabolitos totais em urina dos animais apresentou-se
semelhante estatisticamente em ambos 0s grupos, enquanto que a exclusdo do &cido hipdrico
demonstrou maior excrecdo de metabdlitos na urina dos animais do grupo Controle + ASE
(p<0,05).

Em plasma dos animais experimentais, foi possivel identificar apenas o &cido hipurico,
sendo que a concentracdo desse metabdlito em animais DRC é duas vezes maior do que a

encontrada em animais do grupo Controle (p<0,05).

Tabela 4 - Metabolitos dos compostos fendlicos em plasma e urina dos animais
experimentais

Metabdlitos (ug/mL) ASE DRC +ASE
Urina

Acido hipurico 285,6 + 34 278,9+3,0
Acido 3,4-dihidroxifenilacético 4,5+ 0? 22,4 +1,0°
Catequina 352+ 7° 47+1,0°
Acido vanilico 8,8 +3? nd

Acido galico 0,02+0 0,02 +0,0
Total 334,1+29,7 306,02+9,1
Total (excluindo acido hipurico)  48,5+6,8° 27,1+0,1°
Plasma

Acido hipurico 71+1,0° 15,5+ 1,0°

Legenda: Metabodlitos em plasma e urina dos animais experimentais. Dados representam
médiatdesvio padrdo para N = 4 para cada grupo. As médias foram comparadas por Teste T de
Student. Diferencas estatisticas foram consideradas significativas quando p<0,05 e foram
simbolizadas por letras diferentes. nd = ndo detectado.
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7 DISCUSSAO

No presente trabalho, comprovamos o potencial deletério exercido pelas toxinas
urémicas IS e pCS em células do endotélio vascular. Ambas as toxinas reduziram
significativamente a viabilidade das células em comparacéo aos grupos Controle. Foi possivel
observar ainda que em ceélulas tratadas com as toxinas e o ASE em concomitancia, a
viabilidade manteve-se reduzida em relacdo aos grupos Controle, sugerindo que o ASE na
concentracdo utilizada ndo exerca papel preventivo desse parametro. A reducdo da viabilidade
celular provocada por toxinas urémicas é também descrita em outros trabalhos na literatura
(TUMUR; NIWA, 2009; YANG et al., 2012).

De forma complementar, avaliamos a acdo das toxinas urémicas e do ASE na morte
de células endoteliais utilizando o azul de trypan. Observamos que o tratamento com ambas as
toxinas, isoladas ou em concomitancia, ocasionou aumento significativo no percentual de
células mortas em relacdo aos grupos Controle, e que o ASE foi capaz de prevenir o aumento
do percentual de morte celular quando no tratamento com IS e ambas as toxinas em conjunto.
Similarmente, células endoteliais tratadas com soro de pacientes urémicos apresentaram
aumento significativo no percentual de células invidveis, assim como no decréscimo da
viabilidade celular, em comparacdo as células tratadas com soro de pacientes saudaveis
(CHITALIA et al., 2011). Sugerimos que as toxinas urémicas oferecem potencial danoso a
viabilidade e funcionalidade de células endoteliais, e que no caso do IS, sua toxicidade pode
ser atenuada pelo ASE.

A disfuncdo endotelial tem papel importante no desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, que é a causa mortis mais comum em pacientes renais. A manutencdo da
integridade fisica e metabdlica do endotélio é crucial na prevencdo ou no retardo da
progressdo da doenca vascular e, no caso de injaria endotelial, é requerido um processo de
reparo ativo. A habilidade do endotélio em proliferar e migrar atua de forma significativa na
regeneracdo e no reparo da lesdo (LEE et al., 2001). Observamos no presente estudo que as
toxinas urémicas prejudicaram a capacidade migratoria de células endoteliais e que o ASE
preveniu esse dano em células tratadas com o IS. De forma semelhante, Dou et al. (2004)
conduziram investigagdo utilizando células da linhagem HUVEC e as toxinas IS e p-cresol, e
observaram que ambas as toxinas inibiram a migracdo de células endoteliais em
concentragfes proximas as utilizadas no presente estudo. Ressalta-se, no entanto, que a

utilizacdo do p-cresol como toxina urémica em ensaios in vitro pode ser limitada, uma vez
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que a molécula nao é o produto final do metabolismo da tirosina e se apresenta em baixas
concentracdes em plasma de pacientes urémicos (VANHOLDER et al., 2011).

Zhu et al. (2012), em trabalho que avaliou o impacto do tratamento de células
progenitoras endoteliais (EPC) com p-cresol e pCS, concluiram que pCS nédo causara efeito
negativo na proliferacdo, migracéo e diferenciagdo celular, diferentemente de sua molécula
precursora. Os autores sugerem que ambos 0s compostos devem atuar de maneira distinta na
funcdo vascular e que se faz necessario conhecer melhor os mecanismos de acdo da
toxicidade do pCS no sistema cardiovascular. Por outro lado, Wu et al. (2013) observaram
decréscimo significativo no percentual de migracdo de EPCs apds incubacdo com IS, bem
como foi descrito no trabalho de Hung et al. (2016). E importante ressaltar, no entanto, que as
células progenitoras endoteliais, apesar de serem consideradas marcadoras de funcao
endotelial, tem seu metabolismo diferenciado em comparacédo a célula endotelial madura, que
efetivamente compde o endotélio vascular.

Na sequéncia, avaliamos a expressdo de citocinas envolvidas no processo inflamatorio
local. Tais moléculas sao responsaveis pelo maior recrutamento de mondcitos e linfécitos ao
espaco subendotelial de artérias que sofreram injUria e, portanto, perpassam por processo
inflamatorio presente na disfuncdo endotelial; vale ressaltar que esse fendmeno ¢é
caracteristico das etapas iniciais do processo aterosclerético e pode resultar na formacéo da
placa de ateroma, através da maturacdo de mondcitos em macrofagos e consequente formacgédo
das células espumosas (foam cells). Assim sendo, é de fundamental importancia a avaliacdo
da expressdo dessas moléculas na sindrome cardiorrenal. Observamos em nossos resultados
que as toxinas urémicas IS e pCS aumentaram de forma significativa a expressdo das
citocinas pré-inflamatorias estudadas em relacdo aos grupos Controle. Notamos ainda que o
ASE foi capaz de prevenir o aumento da expressdo das citocinas inflamatorias, principalmente
em células tratadas com IS. Logo, apontamos para o efeito benéfico do ASE na inflamacéo do
endotélio vascular. Ainda nesse cenario, avaliamos a producdo de TNF-alfa pelas células
endoteliais e notamos que o tratamento das celulas com as toxinas urémicas foi capaz de
estimular a produgdo dessa citocina pré-inflamatdria, sendo que o ASE apresentou efeito
protetor da inflamacdo em células tratadas com ambas as toxinas simultaneamente. Por fim,
avaliamos a expressdo da forma ativa do fator de transcricdo NF-xB, responsavel pela
modulacéo da expressao de citocinas pré-inflamatorias. Embora sem diferencas significativas
entre 0s grupos experimentais, nossos resultados apontam para uma tendéncia ao aumento da
expressdo do NF-xkB em células tratadas com toxinas urémicas em relacdo aos grupos

Controle.
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Tumur et al. (2010) avaliaram a expressao de MCP-1 e ICAM-1 em células endoteliais
tratadas com IS em diferentes concentracfes. Assim como no presente estudo, houve aumento
na expressao das referidas citocinas. A utilizagdo de inibidores do NFkB (PDTC ¢
isohelenina) e do antioxidante N-acetil-L-cisteina (NAC) reverteu 0 aumento na expressao de
ambas as moléculas, indicando que tal aumento promovido por IS ocorre via indugdo do
estresse oxidativo e da ativacdo do NF-xB. Watanabe et al. (2013b) também apontam para o
aumento na expressdo de MCP-1 em células endoteliais tratadas com IS e que esse efeito é
relacionado com a instauracdo do estresse oxidativo (avaliado pela ativacdo da isoforma
NOX4 da enzima pré-oxidante NADPH oxidase e pelo aumento na producdo de &nions
superoxido). A toxina pCS também promoveu aumento na expressdo de MCP-1 e na secre¢ao
dessa proteina no sobrenadante de células endoteliais (WATANABE et al., 2014).

Os efeitos cardioprotetores de compostos fenolicos vém sendo apontados em inmeros
ensaios in vitro e in vivo. Liu et al. (2016) observaram a agdo protetora do composto
epigalocatequina-3-galato (EGCG) na prevengdo do aumento na expressdo de mediadores
inflamatdrios vasculares (dentre eles VCAM-1 e ICAM-1) em cultura de células endoteliais
tratadas com um poluente ambiental (bifenilpoliclorado). De forma semelhante, Warner et al.
(2016) também concluiram que compostos fendlicos, em especial o acido protocatecuico,
podem prevenir o aumento da expressdao de VCAM-1 em células endoteliais estimuladas por
TNF-a. Em estudo conduzido por Medina-Rémon et al. (2016), foi observado que a ingestdo
de dieta mediterranea, rica em compostos fendlicos, foi capaz de reduzir as concentracdes
plasmaticas de biomarcadores inflamatérios (dentre eles VCAM-1, ICAM-1 e MCP-1) em
individuos idosos. Conforme mencionado anteriormente, sugerimos que o ASE, rico em
compostos fendlicos tais como (+)-catequina e (-)-epicatequina (SOARES et al., 2017), possa
atuar na prevencdo de danos inflamatorios ocasionados pelas toxinas urémicas (em particular
pelo IS) em células endoteliais.

O estresse oxidativo € um fenémeno considerado peca-chave no desenvolvimento de
diversas doencas crbnicas ndo-transmissiveis e é gerado quando o potencial pré-oxidante
supera a capacidade antioxidante. Esse desequilibrio entre espécies pro- e antioxidantes pode
causar dano oxidativo em moléculas como lipidios, proteinas e o DNA celular
(HIMMELFARB et al.,, 2002). Dada a sua importancia na génese de doengas renais e
cardiovasculares, investigamos a expressdo e a atividade das principais enzimas atuantes na
defesa antioxidante, bem como em marcadores do dano oxidativo celular in vitro e in vivo.

Através dos resultados expostos, observamos o aumento da expressdo da SOD em

células tratadas com ASE em relacdo ao Controle, em contraste a diminui¢do da expressao
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dessa enzima em células tratadas com toxinas urémicas. Notamos que o ASE previne a
reducdo da expressdo da SOD quando em concomitancia as toxinas, sendo que no tratamento
com IS, a expressdo da enzima é semelhante estatisticamente ao grupo Controle + ASE. Logo,
sugerimos que as toxinas urémicas possam favorecer o desequilibrio da resposta antioxidante
no que diz respeito a primeira linha de defesa celular. Sugerimos ainda que o ASE atua de
forma preventiva aumentando a expressdo da SOD, sendo mais efetiva sua atuagcdo quando
em conjunto com o IS. Foi possivel observar também que a expressdo de GPx em ceélulas
tratadas com pCS foi reduzida em comparacéo as células do grupo Controle. Logo, sugerimos
que o pCS possa influenciar a resposta antioxidante da GPx em células endoteliais. Em
relacdo a expressao de catalase, ndo houve diferenca significativa entre os grupos.

No que diz respeito a atividade enzimatica da SOD, células tratadas com pCS e com
ambas as toxinas 1IS+pCS apresentaram atividade dessa enzima significativamente superior ao
encontrado em células dos grupos Controle e Controle+ASE. Tal fato sugere que o pCS,
isolado ou em conjunto com o IS, é capaz de promover um quadro de estresse agudo nas
células endoteliais, estimulando a ativacdo da primeira linha de defesa antioxidante enddgena.
Assim como relatado por De Moura et al. (2012), sugerimos que 0 aumento das espécies
oxidantes provocado pelas toxinas seja proporcional e paralelo ao incremento da atividade da
SOD e de seu substrato. O tratamento das células com pCS e ambos IS e pCS em conjunto
promoveu um aumento significativo na atividade da SOD em comparagdo ao tratamento com
IS isoladamente, demonstrando que, nesse caso, ha maior eficacia na instauracdo do
desequilibrio oxidativo quando em presenca do pCS. O tratamento concomitante de pCS e
IS+pCS com ASE manteve a atividade da SOD semelhante a apresentada por células dos
grupos Controle, sugerindo possiveis mecanismos distintos de a¢do do ASE na normalizagéo
da resposta antioxidante, como por exemplo a possivel atuacdo direta como scavenger de
espécies reativas.

Observamos ainda uma reducdo na atividade da enzima catalase em células tratadas
com a toxina IS e com ambas as toxinas IS e pCS em concomitancia quando comparadas as
células tratadas com ASE. Tal observacéo aponta para um desequilibrio no sistema de defesa
antioxidante enzimatica, podendo estar associada & geracdo de espécies reativas, que por sua
vez sdo altamente danosas ao organismo e estdo relacionadas a patogénese da doenca renal e
de doencas cardiovasculares. O tratamento com pCS ndo reduziu significativamente a
atividade da catalase em relacdo ao ASE, sugerindo a ocorréncia de um estresse agudo
promovido por essa toxina capaz de estimular essa linha de defesa enddgena. Foi possivel

observar que o ASE, embora apresente efeito antioxidante comprovado e habilidade em
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normalizar a resposta antioxidante em outros modelos experimentais (DA COSTA et al.,
2012; CORDEIRO et al.,, 2017), ndo atuou nesse sentido em nenhuma das condi¢Oes
analisadas no que tange a enzima catalase. Sugerimos que os compostos fendlicos do ASE
possam atuar diretamente na neutralizacdo de espécies reativas, em detrimento da inducéo da
atividade dessa enzima.

Em relagdo a GPx foi possivel notar que, em células tratadas com IS e ASE em
conjunto, houve um aumento expressivo na atividade dessa enzima quando em comparagao ao
estimulo provocado apenas pela toxina. Tal observacdo sugere que, nesse caso especifico, o
ASE possa auxiliar na resposta antioxidante através do aumento da atividade da GPx. Em
suma, sugerimos que o pCS apresenta maior impacto na funcionalidade das principais
enzimas atuantes na defesa antioxidante que o IS. Sugerimos ainda que o ASE possa atuar
beneficamente na restauracdo do equilibrio entre espécies oxidantes e antioxidantes,
atenuando o quadro de estresse oxidativo instaurado principalmente pelo IS.

E importante ressaltar que os diferentes compostos bioativos presentes no ASE, bem
como as diferentes toxinas urémicas, podem causar impacto de modo e intensidade distintos
no sistema redox. Dessa forma, podemos esperar que as enzimas antioxidantes se comportem
de maneira diferente frente aos diferentes estimulos (KOHEN; NYSKA, 2002; MARINELI et
al., 2015; RIBEIRO et al., 2017). Devemos pontuar ainda que as espécies reativas podem
atuar tanto no sentido de aumentar a atividade das enzimas antioxidantes quanto diminui-las,
ja que elas podem tanto inibir quanto estimular a resposta antioxidante, como um mecanismo
compensatdrio na tentativa de restaurar a homeostase diante de um estado pro-oxidante.

Com a finalidade de investigar o dano oxidativo celular, prosseguimos com a
avaliacdo da peroxidacéo lipidica in vivo e a dosagem de proteinas carboniladas in vitro e in
vivo. A concentracdo de MDA em tecido renal dos animais demonstrou ser significativamente
superior em animais com DRC em comparacdo aos grupos Controle e Controle + ASE,
apontando para a instauracdo do quadro de estresse oxidativo com o desenvolvimento da
doencga renal. Em animais com DRC que consumiram ASE, notamos uma reducdo na
concentracdo de MDA renal. Essa observacgao nos indica que o ASE pode atuar positivamente
na protecdo ao dano lipidico ocasionado na DRC, auxiliando na manutencdo da integridade da
membrana plasmatica e consequentemente na manutencdo da funcéo celular.

A avaliacdo do dano oxidativo em proteinas foi realizada em células endoteliais e em
tecidos hepéatico e renal dos animais experimentais. Foi possivel constatar o aumento
significativo na concentracdo de proteinas carboniladas em células tratadas duplamente com

IS e pCS em comparacdo aos demais grupos. Os tratamentos com as toxinas de forma isolada
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apresentaram resultados estatisticamente semelhantes aos dos grupos Controle. O tratamento
de células endoteliais com ASE na presenca de ambas as toxinas em concomitancia promoveu
a reducdo da concentracdo de proteinas carboniladas, retornando a niveis estatisticamente
semelhantes aos apresentados pelos grupos Controle. Desse modo, sugerimos que ambas as
toxinas quando atuantes em conjunto podem potencializar o dano oxidativo em células
endoteliais, sendo o ASE capaz de auxiliar beneficamente na reverséo desse quadro. De forma
semelhante ao MDA, a andlise de carbonilacdo de proteinas em tecido renal dos animais foi
estatisticamente superior em animais com DRC em comparacdo aos grupos Controle e
Controle + ASE, tendo o ASE o potencial de reduzir esse pardmetro indicador do dano
oxidativo. Sugerimos, portanto, que o ASE exerce um papel protetor em células do endotélio
vascular e em tecido renal no combate ao dano oxidativo, seja atuando na modulacdo da
atividade de enzimas antioxidantes, ou ainda possivelmente atuando como scavenger de
espécies reativas.

No presente estudo, avaliamos o impacto do consumo do ASE em animais com DRC
induzida quimicamente através da dieta com adenina. Esse modelo é amplamente utilizado na
literatura como promotor do dano tubulointersticial. Apds absor¢do intestinal, a adenina é
prontamente metabolizada em 2,8-dihidroxiadenina, que por sua vez se precipita na forma de
cristais nos tdbulos proximais renais. Os cristais de 2,8-dihidroxiadenina podem provocar
oclusdo tubular e ainda promover injdria local, e com isso a instaura¢do da inflamagdo no
epitélio tubular, fibrose tubulointersticial e disfuncao renal (EDDY et al., 2012; MISHIMA et
al., 2015; RABE; SCHAEFFER, 2016). De fato, conforme evidenciado por indicadores da
funcdo renal tais como o aumento da concentracdo de uréia plasmaética e da proteinuria, o
modelo experimental utilizado foi eficiente na instauragdo da DRC, em concordéancia com
diversos relatos na literatura (JIA et al., 2013; SANTANA et al.,, 2013). O aumento nas
concentracdes plasmaticas de uréia e da proteintria na DRC foi atenuado pelo ASE nesse
modelo experimental.

Em nosso estudo, os animais dos grupos DRC e DRC + ASE apresentaram menor
ganho de peso corporal em comparagdo aos animais dos grupos Controle. Em estudo de
Santana et al. (2013), também foi observada a reducéo de 26% do peso corporal em animais
que consumiram dieta com adenina (0,2%) por 6 semanas, quando comparados aos animais
alimentados com dieta padrdo. Jia et al. (2013) também observaram a reducdo do peso
corporal durante fase de inducdo da DRC, utilizando-se dieta com adenina em concentragéo
de 0,3% por 10 dias. A reducdo da concentracdo de adenina na dieta (0,15 a 0,2%), no

entanto, estabilizou a perda de peso dos animais. Os animais dos grupos DRC e DRC + ASE
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apresentaram reducdo no peso do tecido adiposo total, bem como de diferentes padrfes de
tecido adiposo, em relagdo aos animais dos grupos Controle. Tal observacao também foi feita
por Koppe et al. (2013), que notaram a diminui¢do nas reservas de tecido adiposo e a
distribuicdo ectopica de gordura corporal em animais nefrectomizados e que receberam
injecBes intraperitoneais de pCS. Notamos que o ASE atuou de forma benéfica na atenuagdo
da perda de tecido adiposo na DRC. No que diz respeito aos dados bioquimicos, destacamos a
elevacdo da glicemia e colesterolemia em animais de ambos os grupos DRC em comparacao
aos grupos Controle. Tais observacGes sugerem a ocorréncia de disturbios no metabolismo
glicidico e lipidico em decorréncia da DRC, podendo contribuir para o desenvolvimento de
co-morbidades como as dislipidemias e o diabetes mellitus, comumente associadas a DRC.
No presente trabalho, 0 ASE nédo auxiliou na reducéo desses indices como relatado em outros
modelos experimentais (CORDEIRO et al., 2017).

A progressiéo da DRC é frequentemente veiculada ao acumulo de colageno
tubulointersticial, sendo o teor total de coldgeno renal um pardmetro comumente utilizado na
avaliacdo do processo de fibrose (EDDY et al.,, 2012). Observamos em nosso modelo
experimental que a concentracdo de colageno em tecido renal foi significativamente superior
em animais dos grupos DRC em relagdo aos grupos Controle e Controle + ASE. De fato,
Niwa e colaboradores (2012) relataram que em animais nefrectomizados tratados com IS
observou-se a progressdo da DRC e 0 aumento da expresséo de genes fibrogénicos, tais como
(TGF)-B1, (TIMP)-1 (tissue inhibitor of metalloproteinase) e pro-al-(l)-colageno. Além
disso, 0 ASE apresentou efeito benéfico e preventivo desse efeito em animais do grupo DRC
+ ASE.

A determinacdo do perfil de compostos fendlicos em urina e plasma dos animais
experimentais Controle + ASE e DRC+ASE foi realizada a fim de avaliarmos as possiveis
rotas do metabolismo de compostos fendlicos presentes no ASE, e a plausivel influéncia da
DRC nesse processo. De acordo com estudo prévio do nosso grupo (SOARES et al., 2017), o
ASE tem como compostos fendlicos principais (+)-catequina e (-)-epicatequina, seguidos de
(-)-epigalocatequina galato; tais compostos sdo pertencentes a subclasse dos flavan-3-6is.
Estudos relatam que mais de 80% dos flavan-3-6is ingeridos na dieta ndo sdo absorvidos no
intestino delgado e chegam ao célon, sendo entdo submetidos ao metabolismo da microbiota
colonica (MONAGAS et al., 2010; MOSELLE et al., 2015). Os flavan-3-06is sdo
metabolizados pela microbiota coldnica em diversos compostos fenolicos intermediarios, tais
como as hidroxifenil-y-valerolactonas e os &cidos fenilvaléricos, que por sua vez sdo oxidados

a acidos hidroxifenilpropidonicos, e posteriormente acidos dihidroxifenilacéticos. A
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progressiva transformacdo microbiana desses compostos leva a formagdo de outros acidos
fendlicos, tais como o &cido benzdico. Outros metabdlitos de flavan-3-0is incluem os &cidos
hipurico, p-cumarico, vanilico e galico, este ultimo componente da estrutura molecular de
flavan-3-6is (MONAGAS et al., 2010; MOSELLE et al.,, 2015; ZHANG et al., 2016;
ALVARES-CILLEROS et al., 2018).

De fato, observamos no presente estudo que o consumo de ASE, rico em flavan-3-4is,
resultou na excrecdo urinaria de catequina e dos é&cidos hipuarico, vanilico, 3,4-
dihidroxifenilacético e galico. No entanto, a excrecdo desses compostos ocorreu de forma
diferente entre os animais do grupo Controle e animais com DRC. Os animais do grupo
Controle que consumiram o ASE apresentaram maior excrecdo de catequina e do &cido
vanilico em relacdo aos animais com DRC que também tiveram o ASE ofertado.
Possivelmente, esses compostos sdo metabolizados pela microbiota intestinal de animais com
DRC e originam outros compostos secundarios que nao foram detectados em nosso estudo.
Em contrapartida, os animais do grupo DRC+ASE apresentaram maior excre¢do do cido 3,4-
dihidroxifenilacético em comparacdo ao grupo Controle + ASE. De forma similar, sugerimos
que essa alteracdo observada seja decorrente da mudanca na composicdo da microbiota
intestinal, que por sua vez atua em diferentes vias de metabolizagdo desses compostos.
Ressaltamos ainda que o acido 3,4-dihidroxifenilacético é molécula precursora do pCS, sendo
um dos metabélitos intermediarios na producdo dessa toxina. Por essa razéo, é possivel que a
instauracdo da DRC nos animais experimentais tenha acarretado na mudanca da composi¢ao
da microbiota col6nica, favorecendo o crescimento de espécies proteoliticas formadoras da
toxina urémica pCS (GRYP et al., 2017).

Em ambos os grupos, o acido hiparico apresentou-se como metabélito de maior
concentracdo na urina dos animais, ndo apresentando diferenca significativa entre 0s grupos.
De fato, o &cido hipurico figura entre os principais acidos fenolicos excretados apds o
consumo de flavan-3-6is (SUCHY-DICEY et al., 2016). No entanto, a concentracdo desse
metabolito é duas vezes maior no plasma de animais do grupo DRC+ASE. De fato, esse acido
fenolico € considerado uma toxina urémica na DRC, ja que pode se acumular no plasma de
pacientes renais e promover efeitos tdxicos ao organismo. Mishima e colaboradores (2017)
analisaram o perfil de metabolitos em plasma e urina de animais urémicos que receberam
dieta contendo adenina (0,2%) durante 5 semanas. Similarmente ao encontrado em nosso
estudo, o &cido hipdrico apresentou-se em concentragdes mais elevadas no plasma de animais
urémicos em comparacdo ao grupo Controle, sendo essa diferenga atribuida a disbiose

decorrente da DRC e a menor depuracdo renal desse composto. Em contrapartida, a excre¢ao
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urinéria desse metabolito foi similar entre esses grupos, assim como observado no presente
trabalho. Os autores sugerem que 0 aumento na concentracdo plasmética desse composto
resulta em maior carga de filtrado glomerular, culminando no retorno de sua taxa de excrecéo
aos niveis considerados normais. Logo, apesar de ambos 0s grupos apresentarem taxas de
excrecdo urinaria semelhantes desse metabolito, a concentracdo plasmatica em animais do
grupo DRC ¢é aumentada devido ao seu menor clearance renal. Com efeito, os trabalhos de
Poesen et al. (2013) e Poesen et al. (2016) relatam que a concentracdo de solutos na urina de
pacientes com DRC ndo é necessariamente reduzida, mesmo em face ao clearance renal
diminuido.

Por fim destacamos que, quando excluimos o acido hipdrico do somatdrio dos
compostos analisados, o teor total de metabdlitos excretados por animais do grupo Controle +
ASE é significativamente superior se comparado ao teor apresentado por animais do grupo
DRC + ASE. O é&cido hipurico pode ser oriundo do metabolismo de outras moléculas além
dos compostos fendlicos, justificando assim tal excluséo.

A disbiose tem sido frequentemente associada a DRC e € caracterizada pela mudanca
qualitativa e quantitativa no perfil do microbioma do hospedeiro e em alteracGes na funcao
protetora da barreira intestinal. Dentre as alteracbes no perfil da microbiota col6nica
encontradas na DRC, destacam-se a maior prevaléncia de bactérias proteoliticas e produtoras
de enzimas como ureases, uricases e de solutos urémicos, dentre eles as toxinas IS e pCS.
Além disso, ha a menor prevaléncia de espécies bacterianas produtoras de acidos graxos de
cadeia curta, associados a homeostase intestinal. A disbiose intestinal pode contribuir para a
progressdo da DRC, o aumento do risco cardiovascular na DRC, a toxicidade urémica e
inflamacdo (VAZIRI et al.,, 2013; RAMEZANI; RAJ, 2014; NALLU et al.,, 2017).
Pontuamos, por fim, que as mudancas no perfil microbiano intestinal podem alterar o
processo de metabolizacdo de diferentes componentes da dieta, a exemplo dos compostos
fendlicos, e que as alteragdes no microbioma podem ser responsaveis pelas variacGes
individuais na homeostase do organismo e sobre os efeitos exercidos por um determinado

composto na salde como observado no presente trabalho.
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CONCLUSAO

e Concluimos com o presente trabalho que as toxinas urémicas sdo capazes de promover
dano a viabilidade e funcionalidade das células endoteliais humanas, e que o ASE

parece atenuar a citotoxicidade promovida principalmente pelo IS;

e O ASE foi capaz de prevenir o dano inflamatdrio ocasionado pelas toxinas em células

endoteliais, destacando-se novamente sua atuacédo frente aos efeitos exercidos pelo IS;

e As toxinas urémicas favorecem o desequilibrio da resposta antioxidante celular, e o
ASE parece atuar beneficamente na restauracdo do equilibrio entre espécies oxidantes
e antioxidantes, atenuando o quadro de estresse oxidativo instaurado principalmente

pelo IS;

e Em modelo murino de DRC, o ASE foi capaz de minimizar o dano oxidativo e a
disfuncdo renal, evidenciada principalmente pelo elevado teor de coldgeno em tecido

renal;

e Os animais com DRC apresentaram perfil e concentracdo de metabolitos distintos em
comparagdo ao grupo Controle, sugerindo diferentes rotas de metabolizagcdo dos

compostos fendlicos do ASE in vivo.
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Article hictory: p-Cresyl glecuronide (p-C0G) 15 a by-product of tymsine metabalism that accumulates in patients with
Received 9 Rovember 207 end-stage renal disease p-OG binding to human serum albumin in physiclogical conditions (37°C, pH
Acrepted 23 April 24 T.40) was studied by wltrafilraticn (MWOD 10 kDa ) and data were analyzed assuming one binding site.
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The estimated value of the ssoclation constant was 277 = 108 M- and a masimal stoeichiometry of
Janmol per mole. At a concentration relevant for end-stage renal patients, p-CG was 23% bound to
altamin. Competition experiments, using flusresent probes, demonstrated that p-0G did not bind o
Sudlow's site | or dte 1. The p-CG did not inte rfere with the binding of p-cresy-sulfate or indosgy] sulfate
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1. Intro-duction

Chronic kidney disease (CKD ) is characterized by the progres sive
and irreversible loss of renal function. Many solutes normally
eocreted in urine by the kidneys acoumulate in the body fluids of
patients with CKD. These retention solutes may interact with bio-
logical functions and exert major toxic effects; for this reason, they
are often referred to as uremic toxins | 1.2]. Of note, protein-bound
uremic toxins are espedally relevant, due to their poor removal by
commaonly used dialysis technigues and high toxicity [3.4 ] p-Cresol
is the main product of tymsine biotransformation by anaembic
intestinal bacteria and is transformed into both p-cresyl sulfate (p-
%) and p-cresyl glucuronide (p-0G ) in the liver by sulfatation and

Abbreviations: (K[ chronic kidney diseass; OMPE 3= Crboxp=d=methyl-5
propyl-2-furanpropanaic a0d; s0WL, estimated glomerulr filtration rate; ESRED,
end -stage renal diseases; HPLE high pressure bgqud chromaingraphy; HESA, human
serum dbumin; NSH non spedfic binding; 15 indoxyl-sulfate; PHS, phosphaie
tuffered saline; pLG, p-lresyl ghuouronide; plS, poresy] sulfate.
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glummnidation, respectively (Fig. 1) p-C5, the maost preponderant
metabaolite of p-cresol in human, is frequently associated with
increased mortality rate and risk of cardiovascular diseases among
uremic patients |5—8]. Experimental studies demonstrated that p-
C5 can exert deleterious effects both in vitre and in vivo, such as
induction of oxidative stress [9] endothelial damage |10,11],
proximal tubular injury | 12] and insulin resistance |13 | While p-C5
has been extensively studied, only limited publications in literature
were dedicated to p-0G behavior. This later metabalite is produced
at markedly lower concentrations in human and further in-
vestigations are needed in order to better elucidate its role in
uremia. Total and free p-0G concentrations are independently
assodated with mortality in predialysis patients |14 ] Additionally,
p-0G was found to act synergistically with p-CS increasing the
oxidative burst in leuwcocytes and contributed to the pro-
infammatory effect |15]. Other authors also demonstrated that p-
CG could exert pro-inflammatory effects that contributed to
vascular damage by stimulating crosstalk between leukocytes and
vessel wall when acted sy nergistically with p-C5 | 16]. Both p-cresaol
derivatives are bound to plasmatic proteins in biological systems;
however, the percentage of protein binding varies drastically be-
tween the two conjugates. P-CS is found to be approdmately 90%
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