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RESUMO: Pelas caracteristicas anatémicas e fisioldgicas dos rins, a lesdo renal aguda tem sua
origem nefrotoxica pela alta circulacdo local, o que favorece a alta concentracdo de substancias
toxicas e seus metabdlitos no tecido. A lesdo renal aguda é uma complicacdo comum em internagdes
hospitalares e principalmente em internacdes em unidades de terapia intensiva. A ciclofosfamida, um
quimioterapico utilizado no tratamento de doencas autoimunes e neoplasias sélidas, pode causar
nefrotoxicidade com disfuncao glomerular e tubular. O uso de plantas medicinais, pelas suas potentes
acOes antioxidantes, tem sido usado para prevencao ou tratamento de lesdes celulares induzidas pelo
desequilibrio entre enzimas antioxidantes e oxidantes. Por esse motivo, o objetivo do experimento foi
avaliar o potencial efeito protetor da Echinodorus grandiflorus na prevencdo da nefrotoxidade
induzida pela ciclofosfamida. Para isso, foi realizado o experimento com a utilizacdo de 35 ratos
machos, Wistar, divididos em seis grupos experimentais, sendo administrado a ciclofosfamida na
dose de 150mg/kg nos grupos G2 a G6 e diferentes doses da Echinodorus grandiflorus, com posterior
analise de pardmetros sanguineos e histoldgicos. A administracdo de ciclofosfamida na dose de
150mg/kg de massa corporal, em dose Unica, foi capaz de induzir a nefrotoxicidade aguda em todos
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Extrato de echinodorus grandiflorus apresenta...

os ratos. O extrato bruto de Echinodorus grandiflorus apresentou potencial efeito renoprotetor ao uso
da ciclofosfamida, na dose de 300mg/kg de massa corporal, sendo possivel observar redugdo dos
efeitos nefrotoxicos do quimioterapico, pela reducdo dos danos tubulares e pela diminuicdo dos
espacos capsulas, nitidamente encontradas alterados no grupo que recebeu apenas ciclofosfamida,
denotando resultados promissores para utilizacdo desta planta medicinal na prevencdo da
nefrotoxicidade induzida pelo farmaco. Contudo, novos estudos dos efeitos renoprotetor do chapéu
de couro, poderéo elucidar os mecanismos envolvidos na acdo do extrato bruto do chapéu de couro.
A utilizacdo de extrato bruto de plantas medicinais torna-se um adjuvante aos tratamentos pelo baixo
custo e pela facilidade de acesso das diferentes populacdes as plantas desde que devidamente
orientados pelos profissionais habilitados.

PALAVRAS-CHAVE: Chapéu de couro; Lesdo renal aguda; Mesna; Quimioterdpicos; Plantas
medicinais.

EXTRACT OF Echinodorus grandiflorus PRESENTS RENOPROTETIC EFFECT ON
RATS WITH ACUTE NEPHROTOXICITY INDUCED BY CYCLOPHOSPHAMID

ABSTRACT: Due to the anatomical and physiological characteristics of the kidneys, acute kidney
injury has its nephrotoxic origin due to the high local circulation, which favors the high concentration
of toxic substances and their metabolites in the tissue. Acute kidney injury is a common complication
in hospital admissions and especially in intensive care unit admissions. Cyclophosphamide, a
chemotherapy drug used in the treatment of autoimmune diseases and solid neoplasms, can cause
nephrotoxicity with glomerular and tubular dysfunction. The use of medicinal plants, due to their
potent antioxidant actions, has been used for the prevention or treatment of cellular injuries induced
by the imbalance between antioxidant and oxidant enzymes. For this reason, the aim of the experiment
was to evaluate the potential protective effect of Echinodorus grandiflorus in preventing
cyclophosphamide-induced nephrotoxicity. For this, the experiment was carried out with the use of
35 male Wistar rats, divided into six experimental groups, being administered cyclophosphamide at
a dose of 150mg/kg in groups G2 to G6 and different doses of Echinodorus grandiflorus, with
subsequent analysis of parameters blood and histology. The administration of cyclophosphamide at a
dose of 150mg/kg of body weight, in a single dose, was able to induce acute nephrotoxicity in all rats.
The crude extract of Echinodorus grandiflorus showed a potential renoprotective effect with the use
of cyclophosphamide, at a dose of 300mg/kg of body mass, and it was possible to observe a reduction
in the nephrotoxic effects of the chemotherapy, due to the reduction of tubular damage and the
reduction of capsule spaces, clearly found altered in the group that received only cyclophosphamide,
showing promising results for the use of this medicinal plant in the prevention of drug-induced
nephrotoxicity. However, further studies of the renoprotective effects of the leather hat may elucidate
the mechanisms involved in the action of the crude extract of the leather hat. The use of raw extract
of medicinal plants becomes an adjuvant to treatments due to the low cost and ease of access of
different populations to plants, provided that they are properly guided by qualified professionals.

KEYWORDS: Leather hat; Acute kidney injury; Mesna; Chemotherapeutics; Medicinal plants.

EL EXTRACTO DE ECHINODORUS GRANDIFLORUS TIENE UN EFECTO
RENOPROTECTOR EN RATAS CON NEFROTOXICIDAD AGUDA INDUCIDA POR
CICLOFOSFAMIDA

RESUMEN: Debido a las caracteristicas anatomicas y fisioldgicas de los rifiones, la lesion renal
aguda tiene su origen nefrotoxico por la elevada circulacion local, que favorece la alta concentracion
de sustancias toxicas y sus metabolitos en el tejido. La lesion renal aguda es una complicacion
frecuente en los ingresos hospitalarios y principalmente en las unidades de cuidados intensivos. La
ciclofosfamida, un quimioterapico utilizado en el tratamiento de enfermedades autoinmunes y
neoplasias solidas, puede causar nefrotoxicidad con disfuncion glomerular y tubular. El uso de plantas
medicinales, debido a sus potentes acciones antioxidantes, se ha utilizado para la prevencion o el
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tratamiento de lesiones celulares inducidas por el desequilibrio entre enzimas antioxidantes y
oxidantes. Por este motivo, el objetivo del experimento era evaluar el posible efecto protector del
Echinodorus grandiflorus en la prevencion de la nefrotoxicidad inducida por la ciclofosfamida. Para
ello, se realiz6 el experimento utilizando 35 ratas Wistar macho, divididas en seis grupos
experimentales, administrandoseles ciclofosfamida a una dosis de 150mg/kg en los grupos G2 a G6
y diferentes dosis de Echinodorus grandiflorus, con posterior andlisis de sangre y parametros
histologicos. La administracion de ciclofosfamida a una dosis de 150mg/kg de masa corporal, en
dosis Unica, fue capaz de inducir nefrotoxicidad aguda en todas las ratas. El extracto crudo de
Echinodorus grandiflorus present6 un potencial efecto renoprotector al uso de ciclofosfamida, a una
dosis de 300mg/kg de masa corporal, siendo posible observar una reduccion de los efectos
nefrotdxicos de la quimioterapia, por la reduccién del dafio tubular y por la disminucion de los
espacios capsulares, encontrdndose claramente alterados en el grupo que recibié solamente
ciclofosfamida, denotando resultados promisorios para el uso de esta planta medicinal en la
prevencion de la nefrotoxicidad inducida por el farmaco. Sin embargo, nuevos estudios sobre los
efectos renoprotectores del sombrero de cuero podrian dilucidar los mecanismos implicados en la
accion del extracto crudo de sombrero de cuero. El uso de extractos crudos de plantas medicinales se
convierte en un coadyuvante de los tratamientos por su bajo coste y la facilidad de acceso de las
diferentes poblaciones a las plantas desde que son guiadas adecuadamente por profesionales
cualificados.

PALABRAS CLAVE: Sombrero de cuero; Lesion renal aguda; Mesna; Quimioterapia; Plantas
medicinales.

1. INTRODUCAO

A fitoterapia é caracterizada pelo uso de plantas medicinais em suas diferentes formas
farmacéuticas (NASCIMENTO et al., 2014), sendo que os fitoterapicos sdo aqueles medicamentos
cuja matéria prima é exclusivamente originaria de vegetais (BRASIL, 2010).

No Brasil existem uma grande diversidade tanto na pratica, como na forma de aplicacdo dos
fitoterapicos, influenciadas pela regionalidade, cultura e crenca da populacdo de cada regido
(ARNOUS; SANTOS; BEINNER, 2005), porém, ainda sao raros estudos que comprovem seguranca
e eficacia dos mesmos (NASCIMENTO et al.,, 2014). Segundo os autores, as caracteristicas
desejaveis das plantas medicinais sdo a eficcia, baixo risco, assim como a reprodutibilidade e
constancia da sua qualidade.

Pelas suas potentes acgdes antioxidantes, as plantas medicinais tem sido usadas,
principalmente, em pesquisas experimentais para prevengdo ou tratamento de lesdes celulares
induzidas pelo desequilibrio entre enzimas antioxidantes e oxidantes (SILVEIRA, BANDEIRA,
ARRAIA, 2008).

Ha maultiplos usos da Echinodorus grandiflorus (E. grandiflorus) na medicina popular, sendo
usada para uma gama de doencas nas varias regides do pais (MARQUES et al., 2017). Suas principais
acOes sdo: depurativa (CORREA, 1984; SILVA-JUNIOR, 1994), anti-inflamatdria (DUTRA et al.,
2006; GARCIA et al., 2010), anti-hipertensiva (PRANDO et al., 2016; TIBIRICA et al., 2007), anti-
artrite (GARCIA, 2016), agindo na cascata da inflamacdo (MARQUES et al., 2017) e diurético
(PRANDO et al., 2016).
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O extrato metanolico feito do rizoma tem potencial uso no manejo da dor e da inflamagéo
(DUTRA et al., 2006), disturbios renais (calculos) e inflamacdo da bexiga (LORENZI; MATOS,
2002).

A literatura mostra um séria de casos em que o “chapéu de couro” tenha propriedades
antiflamatorias contra a dor (DUTRA et al., 2006) e processos inflamatérios (GARCIA et al., 2010;
GARCIA, 2014; GARCIA et al., 2016,a,b). Haje na cascata da inflamacdo (MARQUES et al., 2017).
Demonstrou-se que essa flavona atua inibindo a ruptura da barreira induzida por lipopolissacarideos,
reduzindo a expressdo de células de adesdo e suprime a migracdo de leucdcitos, bem como a
hiperpermeabilidade celular, inibindo varios fatores de inflamacéo, tais como TNF-@, e dessa forma
diminuindo o processo de inflamacéo (LEE et al., 2014).

A atividade antioxidante associada aos bioativos que ocorrem naturalmente nas plantas, esta
relacionada a sua capacidade de neutralizar o radical livre de muitos compostos produzidos no
organismo dos diferentes animais, e estdo principalmente ligados a flavonoides glicosilados e a outros
derivados fenolicos (MARQUES et al., 2017).

Observa-se na pratica clinica que o uso de medicamentos frequentemente resulta em leséo de
celulas renais, caracterizando o quadro de lesdo renal aguda, que ocasiona rapido declinio da funcéo
renal (MEHTA et al., 2007).

A lesdo renal aguda é uma complicacdo que em ocorre em 5% das hospitalizaces e até 30%
das internacGes em unidade de terapia intensiva (HOSTE; SHURGERS, 2008). Estima-se que 0s
medicamentos que apresentam potencial nefrotdxico sdo responsaveis por aproximadamente 20% dos
casos de lesdo renal aguda em pacientes criticos (DENNEN; DOUGLAS; ANDERSON, 2010), como
exemplo incluem-se antimicrobianos, quimioterdpicos, analgésicos e imunossupressores
(PERAZELLA, 2009).

Com destaque, encontra-se o quimioterapico ciclofosfamida, um agente citostatico,
empregado no tratamento de doencas neoplasicas de tumores solidos e linfomas e outras doencgas ndo
neoplasicas, como artrite reumatdide e o IUpus eritematoso sistémico. Esse medicamento e seus
metabolitos podem causar nefrotoxicidade com disfungdo glomerular e tubular (SINAGOGLU et al.,
2012).

Considerando o efeito nefrotoxico da ciclofosfamida e sua indicacdo frequente para o
tratamento de diversas neoplasias e em outras doengas, este estudo teve como objetivo avaliar o
potencial efeito protetor do Echinodorus grandiflorus na lesdo renal aguda induzida pela

ciclofosfamida em ratos machos da linhagem Wistar.

2. METODOLOGIA
2.1 Material vegetal
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O do extrato de E. grandiflorus (Chapéu de Couro) foi obtido a partir da coleta de suas folhas
no Horto de Plantas Medicinais da Universidade Paranaense (UNIPAR), Campus 2 — Umuarama,
Parané-Brasil (S23°47°55-W53°18°48) no periodo de fevereiro de 2015 pela manha.

2.2 Preparacao do extrato hidroetandlico de Echinodorus grandiflorus

O material vegetal foi seco em estufa com circulacdo forcada de ar a 37°C por cinco dias.
Ap0s a secagem, o material foi submetido a trituragdo. A pulverizagdo foi realizada em trituradores
industriais, e em seguida, o material foi acondicionado em sacos duplos, de polietileno na parte interna
e de papel Kraft na parte externa, até o preparo dos extratos brutos.

O extrato aquoso foi obtido por infusdo, segundo o que € preconizado pelo uso popular
(LORENZI; MATOS, 2002), com pequenas modificacdes. O material vegetal seco e moido (100g)
foi submetida ao processo de extragdo por infusdo com 1L de agua em pré-ebulicdo. A extracdo foi
realizada até que o meio de extracdo atingisse a temperatura ambiente por aproximadamente cinco
horas.

O residuo foi separado por filtracdo e o extrato obtido foi concentrado em evaporador rotatorio
até um volume de 200mL. O produto final obtido foi tratado com 600mL de etanol para precipitacdo
das proteinas e polissacarideos, obtendo-se um precipitado (PEI) e um sobrenadante etanélico do

infuso (SEI). O SEI obtido foi liofilizado e armazenado em freezer (- 20°C) até sua utilizacéo.

2.3 Fase experimental

Todos os procedimentos adotados na pesquisa tiveram aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Experimentacdo Animal (CEPEEA) da Universidade Paranaense — UNIPAR,
com o numero de protocolo 34635/2018.

Foram utilizados 35 ratos machos, linhagem Wistar, adultos, com 90 dias de idade, e massa
corporal média de 321g, oriundos do Biotério da Universidade Estadual de Maringad (UEM). Os
animais foram mantidos com livres acesso a 4gua e alimentos e permaneceram em condigdes térmicas
(22°C=2), com ciclos alternados de 12 horas de claro e escuro no Biotério de Manuten¢do Animal do
Laboratorio de Pesquisa Pré-clinica de Produtos Naturais e Bioativos da Universidade Paranaense.

Os animais permaneceram nesta condicdo por um periodo de 20 dias para adaptacéo, e apos
esse periodo, foram divididos em grupos para realizacdo do experimento. Para tanto os animais foram
pesados, e a partir da média £10% do peso corporal, foram distribuidos nos diferentes grupos de
tratamento e controle.

Grupo 1 (G1 - controle negativo): n = 5, os animais receberam agua filtrada por gavagem, 1x
ao dia durante 15 dias, e no 15° dia foi administrado solucdo de NaCl 0,9 % intraperitoneal na dose
de 1,5mL/kg em dose Unica.
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Grupo 2 (G2 - Cy): n =6, os animais receberam solucdo de NaCl 0,9 % por gavagem na dose
de 1,5 mL/Kkg por 15 dias;

Grupo 3 (G3 - Cy + EGRA 1): n = 6, 0s animais receberam o extrato da planta por gavagem
na dose de 30mg/kg uma vez ao dia durante 15 dias;

Grupo 4 (G4 - Cy + EGRA 2): n = 6, 0s animais receberam o extrato da planta por gavagem
na dose de 100mg/kg uma vez ao dia por 15 dias;

Grupo 5 (G5 - Cy + EGRA 3): n =6, os animais receberam o extrato da planta por gavagem
na dose de 300mg/kg uma vez ao dia por 15 dias;

No 15° todos os animais dos grupos G2 a G5 receberam ciclofosfamida por via intraperitoneal
na dose 150mg/kg dose Unica.

Grupo 6 (G6 - controle positivo): n =6, os animais receberam solugdo de NaCl 0,9% por
gavagem na dose de 1,5mL/kg por 15 dias, no 15° dia receberam ciclofosfamida por via
intraperitoneal na dose de 150 mg/kg, dose Unica associado ao 2-mercaptoetanosulfonato sédico
(MESNA), por via intraperitoneal na dose de 29,93mg/kg de peso corporal, em dose Unica. O célculo
da dose do MESNA foi realizado por extrapolacdo alométrica (PACHALY, 2006), baseada na dose
diéria de humanos que é de 600mg/kg/dia.

A gavagem foi realizada por meio da plicatura da pele na regido dorso-cervical para contencao
dos animais, e facilitacdo para introducdo da canula de administracao do extrato, minimizando a falsa
via que pode ocorrer durante o procedimento.

Durante as 48 horas apds a administracdo da ciclofosfamida (G2 a G6) os animais foram
monitorados para que se pudesse avaliar os seguintes parametros: grau de fechamento dos olhos,
frequéncia respiratéria e mobilidade (Adaptado de DORNELLES, 2013). Estes parametros serviram
de subsidio para analise nociceptiva dos animais.

Ao final do periodo experimental os ratos foram anestesiados em cémara saturada com
isoflurano 3%, com acompanhamento dos sinais vitais, os animais ficaram sob anestesia, sendo
realizada um incisdo ventral na linha alba, para exposicéo da veia cava caudal para coleta do sangue.
O procedimento foi necessario para que se pudesse colher volumes superiores a 3mL de sangue para
realizacdo de hemograma e exames bioquimicos dos animais, que foram realizados no Laboratério
de Analises Clinicas da Universidade Paranense (ROSSI-JESUS et al., 2015). Apds a colheita do
sangue os animais foram entdo mortos por hipersaturacéo ao anestésico.

Uma aliquota de sangue foi destinada para determinacdo da peroxidacao lipidica. Os niveis
de peroxidacdo lipidica no plasma dos ratos, foram determinados pelo método do TBARS
(substancias reativas ao 4cido tiobarbitdrico) conforme descrito por Bhattacharya et al. (2003), com
algumas modificacbes). Esta técnica quantifica moléculas de baixa massa molecular,

predominantemente o dialdeido malénico (MDA), que reagem com o acido tiobarbitlrico em meio
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acido. O composto MDA foi utilizado como curva padréo e os valores foram expressos por umols
MDA por mL de plasma.

O rim esquerdo foi escolhido para serem realizadas as andlises histopatoldgicas. Apos a
evisceracdo dos animais cada rim foi pesado e entdo pela margem lateral foi seccionado no seu plano
sagital e entdo imerso em formalina tamponado a 10% por um periodo de 48 horas.

Apbs esse periodo, o tecido renal foi acondicionado em alcool 70%. Na sequéncia foram
submetidos as etapas histolégicas de rotina de desidratacdo, diafanizacdo e emblocamento em
parafina, seguidos de cortes histoldgicos semi-seriados de 5um. A coloracdo do tecido renal foi
realizada pelo método da hematoxilina-eosina.

A quantificacdo das alteracGes tubulo intersticiais foi realizada por meio da escala de Shih. As
possiveis alteracdes tubulointersticiais foram definidas pela presenca de necrose tubular, infiltrado
inflamatorio, dilatacdo tubular e atrofia tubular. As quantificacdes da lesdo tubulointesticial foram
graduadas na escala de 0 a 4, onde 0 = normal; 0,5 = pequenas areas focais; 1= envolvimento de
menos de 10 % do cortex renal; 2 = envolvimento de 10-25% do cortex renal, 3 = envolvimento de
25-75% do cortex renal e 4 = envolvimento de mais de 75 % do cortex renal (SHIN, 1988;
FRANCESCATO et al., 2009).

As anélises estatisticas foram realizadas e os resultados dos exames clinico laboratoriais e do
TBARS, foram primeiramente analisados em relacdo a normalidade pelo teste de Lilliefors, entdo
analisados pela ANOVA e quando significativos foram submetidos ao pos-teste de Tukey, foi adotado

o nivel de significancia a 5%, sendo os dados expressos como média + erro padrdo da média.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelas caracteristicas anatdmicas e fisioldgicas dos rins a lesdo renal aguda tem sua origem
nefrotdxica principalmente pela alta circulagéo local, ja que 25% do débito cardiaco s&o direcionados
para 0 6rgdo e o fluxo sanguineo renal favorece a alta concentracdo de substancias toxicas e seus
metabolitos no tecido (NASCIMENTO et al., 2014).

A acdo nefrotoxica da ciclofosfamida esta relacionada principalmente com a liberacdo de
metabolitos toxicos pelo figado, o citocromo P-450, em que ha a conversdo da ciclofosfamida em
acroleina e cloroacetaldeido (NASCIMENTO et al., 2014). Estes metabolitos causam a morte das
células do epitélio tubular renal, sendo os compostos nitrogenados e alquilantes responsaveis pela
geracdo de espécies reativas de oxigénio (SAYED-AHMED, 2010; KORMAZ et al. 2007). Segundo
Brock et al. (1979) o efeito nefrotoxico da ciclofosfamida deve-se principalmente ao metabolito

acroleina, confirmando os dados acima descritos.
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N&o foram observadas alteraces significativas no peso dos rins nos diferentes grupos
estudados, achados semelhantes foram descritos por Kim et al. (2014) e Sheth et al. (2018) em estudo
de nefro e urotoxicidade induzida pela ciclofosfamida.

Quanto aos parametros sanguineos verificou-se, ap6s administracdo unica de ciclofosfamida
na dose de 150mg/kg, uma reducéo significativa no numero total de leucécitos (leucopenia), em todos
0s ratos submetidos a administracao do quimioterapico (G2 a G6), em relacdo ao controle G1 (Tabela
1).

A leucopenia encontrada no presente estudo, foi também descrita por Garcia et al. (2004) em
ovinos no modelo de imunossupressdo experimental. Segundo demonstrado por Hellman e Grate
(1976) a ciclofosfamida mata grande parte das células precursoras na medula, além de diminuir o
potencial eritropoiético das células restantes.

Verificou-se uma redugdo no nimero de heméacias e na hemoglobina dos ratos submetidos a
administracdo da ciclofosfamida (G2 a G6), quando comparado ao G1, podendo ser indicativo de

anemia, contudo, esta diferenca ndo foi significativa (Tabela 1).

Tabela 1: Analise dos parametros sanguineos ap6s tratamento para avaliar o efeito renoprotetor do extrato de
Echinodorus grandiflorus, em ratos, apés tratamento para avaliar o efeito renoprotetor do extrato de Echinodorus
grandiflorus, em ratos, 48horas apds administracdo da ciclofosfamida (150mg/kg/dose Unica) Os dados representam a
média + erro padrdo da média de hemacias, hemoglobina e leucdcitos de ratos Wistar do grupo controle (G1) e dos
grupos tratados (G2 a G6).

Grupo Hemacias Hemoglobina Leucdcitos
P (M)/uL gldL n./uL

Controle (G1) 8,105x0,224 14,67+0,14 6.465+630?
Cy (G2) 7,175+£0,147 13,15+0,18 2.598+337P

Cy + Egral (G3) 7,280+0,203 13,17+0,12 1.843+154°
Cy + Egra2 (G4) 7,305+0,131 13,35+0,29 1.760+568°
Cy + Egra3 (G5) 7,102+0,338 13,00+0,61 2.570571°
Cy + Mesna (G6) 7,417+0,164 13,32+0,26 1.631+205P

Cy - ciclofosfamida; Egra — Echinodorus grandiflorus. (M)/uL — Milhdes por microlitro de sangue; g/dL — gramas por
decilitro de sangue; n./uL — nimero/microlitro.
Letras diferentes na mesma coluna indicam que a diferenca foi significativa (p<0,01) pelo teste de Tukey.

No experimento de Silva-Junior et al. (2013) a administracdo de ciclofosfamida, em
camundongos, em dose Unica de 150 mg/kg, ndo foi capaz de provocar queda na concentracdo de
hemoglobina e no hematdcrito em relagcdo ao grupo controle, no presente estudo também néo foi
encontrada a reducao destes parametros (Tabela 1), demonstrando que estas observagdes podem ser
encontradas em diferentes espécies animais.

Em todos os grupos estudados ndo foram encontradas diferencas significativas nos niveis de
ureia e creatinina (Tabela 2). Sheth et al. (2018) também n&o encontraram estas alteracdes em ratos.

Este fato pode negligenciar o diagnostico da lesao renal induzida pela ciclofosfamida, uma vez que a
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creatinina plasmatica é considerada um marcador confiavel para o dano glomerular (SUGUMAR,;
KANAKASABAPAPHY; ABRAHAM, 2007).

Tabela 2: Analise dos parametros relacionados a ureia e creatinina, apds tratamento para avaliar o efeito renoprotetor do
extrato de Echinodorus grandiflorus, em ratos, 48 horas ap6s administracdo da ciclofosfamida (150mg/kg/dose Unica).
Os dados representam a média + erro padrdo da média da ureia e creatinina dos animais do grupo controle (G1) e dos
grupos experimentais (G2 a G6).

Grupo Ureia (mg/dL) Creatinina (mg/dL)
Controle (G1) 48,35+2,69 0,67+0,04
Cy (G2) 53,95+3,63 0,63+0,03
Cy + Egral (G3) 55,00+0,70 0,60+0,01
Cy + Egra2 (G4) 60,18+17,37 0,63+0,04
Cy + Egra3 (Gb) 53,7045,25 0,59+0,03
Cy + Mesna (G6) 44,65+3,50 0,58+0,03

Cy — ciclofosfamida; Egra — Echinodorus grandiflorus. mg/dL — miligramas por decilitro.

O TBARS plasmatico ndo apresentou alteracdes significativas em nenhum grupo estudado
conforme pode ser observado na Tabela 3. Segundo Singh et al. (2012) a peroxidacao lipidica (Tabela
3), pode ser indicativo do processo inflamatério renal, devido a produgdo excessiva de espécies
reativas ao oxigénio (EROS), serdo verificadas quando o processo inflamatério tecidual é intenso e
crénico, o0 que talvez pudesse ser encontrado caso o periodo experimental fosse superior a 48horas.
No presente estudo a peroxidacdo lipidica (TBARS) nos niveis plasméticos ndo foram significativas
nos diferentes grupos estudados.

Tabela 3: Niveis de estresse oxidativo — Peroxidacao Lipica, no plasma de ratos que receberam dose Unica de
ciclofosfamida e que foram previamente tratados com extrato de Echinodorus grandiflorus.

Grupo TBARS
(umol MDA/mL plasma)

Controle (G1) 0,019+0,0040
Cy (G2) 0,018+0,0031
Cy + Egral (G3) 0,016+0,0010
Cy + Egra2 (G4) 0,018+0,0020
Cy + Egra3 (G5) 0,016+0,0030
Cy + Mesna (G6) 0,015+0,0010

MDA/mL: malonaldeido padréo por mL de plasma. pumol - micromol por decilitro. Cy — ciclofosfamida; Egra —
Echinodorus grandiflorus.

Em relacdo aos parametros clinicos como nivel de consciéncia, dor, frequéncia respiratdria
avaliadas previamente e apds administracao da ciclofosfamida, ndo houve altera¢des dignas de nota.

A avaliacdo macroscopica dos rins ndo demonstrou altera¢fes, quanto ao peso dos 6rgaos, foi
semelhante em todos os grupos, com média de 1,36g.

Nas analises microscopicas do grupo controle (G1) os rins apresentaram caracteristicas

anatomicas e teciduais sem alteragdes dignas de nota. No G2 e G3 verificou-se rins com necrose de
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coagulacdo dos tabulos renais, multifocal acentuado e aumento do espaco capsular. No G4 verificou-
se rins com degeneracdo tubular acentuada. No G5 o0s rins apresentaram degeneracdo tubular
multifocal leve. No G6 rins sem lesdes dignas de nota semelhantes aos achados no G1 (Figura 1).

A fisiopatologia da lesdo aguda renal é composta por varios mecanismos como a disfungéo da
microvasculatura renal que reduz o ritmo de filtracdo glomerular, assim como a toxicidade tubular
direta, que desencadeia intensa resposta inflamatdria (SINGH et al., 2012).

Os danos tubulares encontrados nos animais, dos grupos G-2 a G-6 que receberam a
ciclofosfamida, sugere o efeito deste quimioterapico sobre a cascata inflamatoria, refor¢cando o o
papel da lesdo tubular e sua relacdo direta com a nefrotoxicidade, Sheth et al. (2018) comentam que
esta lesdo pode ser indicada pela observancia de aumento do espaco capsular, o que foi observado no
presente estudo.

Contudo, no G-5 os danos encontrados foram classificados como leséo tubular multifocal leve,
indicando um potencial efeito protetor do estrato de E. grandiflorus na dose de 300mg/kg do peso

corporal.

Figura 1: Fotomicroscopia do tecido renal, em A os rins, dos ratos do grupo G1 que apresentaram caracteristicas
anatémicos e histoldgicas normais, com destaque para a regido tubular (seta) e capsular (cabega de seta). Em G2(B) e
G3 (C) necrose de coagulacéo dos ttbulos renais multifocal acentuado (seta) e aumento do espaco capsular (cabeca de

seta). No animais do G4 (D) foi encontrada degeneragdo tubular acentuada (seta). Nos rins dos animais do G5 foi
encontrado degeneragdo tubular multifocal leve (seta). No grupo G6 rins com aspectos normais, sem alteracdo digna de
nota na capsula glomerular (cabeca de seta) e tubulos renais (seta). (Material corado pela técnica de HE,

Os principais compostos isolados da espécie da E. grandiflorus pertencem a dois grupos
quimicos: diterpenos e derivados fendlicos (MARQUES et al., 2017). Foi encontrado na espécie

alcaloides, carboidratos, 6leos essenciais, acidos organicos, taninos e glicosideos (CORREIA
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JUNIOR; MING; SCHEFFE, 1994). Tanaka et al. (2000) relatou também uma variedade de
diterpenos, acidos graxos, triterpenos e esteroides.

Segundo Prando et al. (2016) o estrato etandlico da E. grandiflorus apresenta na sua
composicdo flavonoides que levam a producéo de 6xido nitrico e prostaglandinas nos vasos presentes

na microcirculacdo renal, exercendo um possivel efeito anti-inflamatério.

4. CONCLUSAO

Pode-se concluir que a administracdo de ciclofosfamida na dose de 150mg/kg de massa
corporal, em dose Unica, foi capaz de induzir a nefrotoxicidade aguda em todos os ratos. Foi
observado o potencial efeito renoprotetor do extrato bruto de Echinodorus grandiflorus ao uso da
ciclofosfamida, na dose de 300mg/kg de massa corporal. O efeito foi observado pela reducéo dos
danos tubulares e pela diminuicédo dos espacos capsulas, nitidamente encontradas alterados no grupo
que recebeu apenas ciclofosfamida, denotando resultados promissores para utilizacdo desta planta
medicinal na prevencdo da nefrotoxicidade induzida pelo farmaco. Contudo, novos estudos dos
efeitos renoprotetor do chapéu de couro, poderdo elucidar os mecanismos envolvidos na a¢do do
extrato bruto do chapéu de couro. A utilizacdo de extrato bruto de plantas medicinais torna-se um
adjuvante aos tratamentos pelo baixo custo e pela facilidade de acesso das diferentes populagdes as

plantas desde que devidamente orientados pelos profissionais habilitados.
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