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RESUMO

EFEITO PROTETOR DO SUCO INTEGRAL DE AMORA-PRETA
(Rubus spp.) EM UM MODELO DE DANO RENAL
INDUZIDO POR CISPLATINA EM CAMUNDONGOS

Autor: Carlos Borges Filho
Orientador: Cristiano Ricardo Jesse
Local e data: Itaqui, 13 de maio de 2013.

O consumo croénico do suco integral de amora-preta (SIAP) é relacionado com a
prevencdo de infecgbes do trato urinario em humanos. No entanto, os efeitos da
ingestao subcronica de SIAP, sobretudo contra danos néo infecciosos, ainda séo
pouco estudados. Objetivou-se neste trabalho avaliar o efeito da administracao
subcronica de SIAP em um modelo de dano renal agudo induzido por cisplatina em
camundongos. Um experimento para quantificar as principais antocianinas do SIAP
foi realizado, observando-se niveis elevados de cianidina 3-glucosideo e cianidina 3-
rutinosideo. Os animais receberam oralmente o SIAP (10ml/kg) durante 7 dias. No
sétimo dia, os camundongos também foram administrados intraperitonealmente com
cisplatina (10mg/kg). Apés 72 horas da administracéo de cisplatina os camundongos
foram anestesiados e 0 sangue foi coletado por puncdo cardiaca para a avaliacao
dos niveis plasmaticos de uréia e creatinina. Além disso, o rim foi removido e
utilizado para analise dos niveis de espécies reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS), &cido ascorbico (AA) e tidis ndo protéicos (NPSH). Também foram
determinadas as atividades de superdxido dismutase (SOD), glutationa S-transfease
(GST) e catalase (CAT) no tecido renal. A administracdo de cisplatina elevou os
niveis plasméaticos de uréia e creatinina e inibiu a atividade das enzimas SOD, GST,
e CAT no tecido renal. A ingestdo de SIAP preveniu o aumento dos niveis de uréia e
creatinina e a inibicdo da CAT. Nao foram observados efeitos frente a inibicdo de
SOD e GST induzida pela cisplatina. Em concluséo, o SIAP protegeu o sistema renal

dos camundongos contra os efeitos deletérios da cisplatina por meio de mecanismos



antioxidantes. Devido a demonstrada abundancia das antocianinas cianidina 3-
glucosideo e cianidina 3-rutinosideo, sugere-se que estes compostos estejam
individualmente ou sinergicamente envolvidos no papel antioxidante do SIAP. De
uma forma mais especifica, pode-se inferir que estas antocianinas podem estar
relacionadas com a regulacdo da CAT no tecido renal, j& que esta enzima foi o

mecanismo aparente do efeito nefroprotetor do SIAP.

Palavras-chave: Antocianinas, estresse oxidativo, catalase, radicais livres,

nefroprotecao.



ABSTRACT

PROTECTIVE EFFECT OF THE WHOLE BLACK
MULBERRY (Rubus sp.) JUICE IN A MODEL OF RENAL
DAMAGE INDUCED BY CISPLATIN IN MICE

Author: Carlos Borges Filho
Advisor: Cristiano Ricardo Jesse
Data: Itaqui, may 13, 2013.

The chronic consumption of whole black mulberry juice (WBMJ) is related to the
prevention of urinary tract diseases in humans. However, the evaluation of the effect
of the subchronic intake of WBMJ in the urinary system is poorly studied mainly in
non-infectious models. This work aimed to evaluate the effect of the oral
administration of WBMJ in a renal damage induced by cisplatin in mice. A preliminary
assessment of the levels of anthocyanins in WBMJ was performed, and the
prevalence of Cyanidin 3-O-glucoside and Cyanidin 3-O-rutinoside was verified. Mice
were orally administered with WBMJ (10ml/kg) for seven days. On the seventh day
mice were injected with cisplatin intraperitoneal (10mg/kg). After 72 h, the animals
were anesthetized and blood was collected and used for the evaluation of urea and
creatinine levels. Kidneys were removed and used for the analysis of thiobarbituric
acid reactive species (TBARS), ascorbic acid (AA), and non-protein thiols (NPSH)
levels. Superoxide dismutase (SOD), glutathione S-transferase (GST) and catalase
(CAT) activities were also assessed. The cisplatin administration caused increased
urea and creatinine levels, and inhibited SOD, GST and CAT activities. The
administration of WBMJ protected against the increase in urea and creatinine levels,
and the inhibition of the CAT activity. However, it did not prevent the inhibition of
SOD and GST activities induced by cisplatin. In conclusion, WBMJ protected the
renal system of mice from the deleterious effects of the administration of cisplatin
through antioxidant mechanisms. Due to the abundance of anthocyanins cyanidin 3-
O-glucoside and cyanidin 3-O-rutinoside, it is possible that these compounds are

involved synergistically or individually in antioxidant role of WBMJ. In a more specific



form, it can be inferred that these anthocyanins could be related to the regulation of
CAT in the renal tissue, because this enzyme was apparently the mechanism of
nephroprotective effect of WBMJ.

Keywords: Anthocyanins, oxidative stress, catalase, free radicals, nephroprotection.
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1 INTRODUCAO

A amora-preta (Rubus spp.), que € originaria do Ird, é amplamente cultivada
no sul da Europa e no sudoeste da Asia, e € a espécie frutifera mais importante nos
paises mediterranicos (Ercisli & Orhan, 2008). No Brasil, a cultura da amora-preta foi
introduzida pela Estacao Experimental de Pelotas, atual Embrapa Clima Temperado,
no Rio Grande do Sul, na década de 70, e desde entdo seu cultivo vem crescendo
nos Estados do Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Minas Gerais, com a introducéo e
adaptacdo de novas cultivares (Antunes, 2002). Entretanto, devido a estrutura fragil
e alta atividade respiratéria dos frutos, sua vida pés-colheita é relativamente curta,
sendo os frutos comercializados preferencialmente na forma industrializada. Os
frutos podem ser congelados, enlatados, processados na forma de polpa para
utilizacdo em produtos lacteos (como matéria-prima ou aditivo de cor e sabor), sucos
e geléias (Antunes, 2002; Antunes et al., 2003).

A amora-preta tem ganhado uma posicdo importante na industria de
alimentos devido a presenca de varias substancias com propriedades funcionais,
sendo conhecida ndo so6 por suas qualidades nutricionais e seu sabor, mas tambéem
pelo seu uso tradicional na medicina natural (Darias-martin et al., 2003; Fasaeli et
al., 2010). A Amora-preta é reconhecida por conter altos niveis de compostos
fendlicos (x 241,7mg/100g), principalmente antocianinas (x 90,5mg/100g), além de
carotenoides (+ 84,5u9/100g) e outros compostos bioativos que podem proporcionar
inimeros beneficios a saude (Ferreira et al., 2010; Cho et al., 2005). Os principais
compostos identificados na amora-preta sdo cianidina 3-glicosideo e cianidina 3-
rutinosideo (Suh et al., 2003). As antocianinas sao, provavelmente, o maior grupo de
compostos fenolicos presentes na dieta humana. Antocianinas de amora-preta tém
sido utilizadas para varios fins terapéuticos, incluindo a prevencdo de cancer
gastrico (Huang et al., 2011), prevencéo de cancer de pulmédo em células humanas
(Chen et al., 2006), prevencdo da doenca de Alzheimer (Shih et ai., 2010), inibicdo
do desenvolvimento de aterosclerose (Harauma et al., 2007), e protecdo contra dano
hepatico (Shih et al., 2010).

Historicamente, o suco integral de amora-preta (SIAP) € consumido para
prevenir infeccdes do trato urinario (ITUs) em humanos. O uso de preparacdes de
amoreira para evitar ITUs tornou-se popular na década de 1920, quando cientistas

americanos demonstraram que a urina se tornou mais acida apos a ingestao de
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grandes quantidades de amora-preta (Blatherwick e Long, 1923). Estudos
subsequentes mostraram que a eficidcia da amora ndo é devido a sua capacidade
para acidificar a urina (Liu et al., 2006). Como primeiro passo no desenvolvimento de
infeccdes, as bactérias devem se ligar a célula hospedeira e nos tecidos, as estirpes
de Escherichia coli (E. coli) que causam ITUs tém macromoléculas proteinaceas
(fimbrias) que facilitam a adesdo de bactérias as ceélulas uroepiteliais no trato
urinario. Estudos In vitro e ex vivo indicam que a amora-preta e seus subprodutos
evitam a aderéncia de bactérias as paredes das células do trato urinario, impedindo
assim UTIs (Di Martino et al, 2006; Liu et al., 2006). Dois tipos de compostos da
amora-preta foram identificados como tendo atividade anti-adesdo: frutose (um
acucar) e proantocianidinas (taninos condensados). A frutose, um constituinte
comum de frutas, tem sido relacionada com a reducéao da aderéncia de E. coli em
fimbrias do tipo | em cultura de tecidos (Zafriri et al., 1989). As proantocianidinas de
amora-preta tém sido relacionadas com a reducdo da aderéncia de E. coli com
fimbrias do tipo P (Howell et ai., 1998).

A cisplatina (cis-diclorodiaminoplatina Il) € uma droga antineoplasica sintética
usada exclusivamente no tratamento de tumores. A atividade anticancerigena da
cisplatina € atribuida a conversao a um complexo, que forma ligagdes cruzadas com
a cadeia dupla de DNA (Baek et al., 2003). O efeito adverso mais comum que limita
a eficacia da droga € a nefrotoxicidade que se desenvolve essencialmente no
segmento S3 do tdbulo proximal. Cerca de 25-35% dos pacientes sofrem uma
reducéo significativa da funcéo renal apos uma unica dose de cisplatina (Luke et al.,
1992). O efeito protetor de diversas substancias naturais e sintéticas, extratos e
alimentos tem sido investigado em modelos de dano renal com cisplatina (Wilhelm et
al, 2012;. Ozer et al, 2011;. Naziroglu et al, 2004; Rodrigues et al, 2010 ; Yildirim et
al, 2003;. e Maliakel et al, 2008), sendo observados efeitos deletérios da cisplatina
sobre as defesas antioxidantes e sobre as demais funcdes fisioldgicas dos rins. No
entanto, o estudo do efeito do consumo, sobretudo do consumo subcrénico, de

amora-preta e seus subprodutos nestes modelos ainda sdo escassos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do SIAP em um modelo de dano renal agudo induzido por

cisplatina em camundongos.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Quantificar as concentracbes de cianidina 3-glicosideo e cianidina 3-
rutinosideo no SIAP;

2.2.2 Avaliar os niveis seéricos de uréia e creatinina,;

2.2.3 Quantificar os niveis de acido ascoérbico, espécies reativas ao acido
tiobarbiturico e tidis n&o protéicos no tecido renal;

2.2.4 Determinar as atividades de glutationa S-transferase, superoxido dismutase e

catalase no tecido renal.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Alimentos Funcionais

Entende-se como alimento funcional aguele que beneficia o organismo em
uma ou mais funcdes organicas, além da nutricdo basica, contribuindo no
melhoramento do estado de salude e bem-estar, podendo simultaneamente reduzir o
risco de doencas (Carvalho et al., 2006 ).

Diversos sao os fatores que tém contribuido para o desenvolvimento e estudo
aprofundado dos alimentos funcionais, mas, sobretudo destaca-se a conscientizagéo
do consumidor, que visa, na contemporaneidade, uma alimentacdo acrescida de
substancias contribuintes para uma vida mais saudavel (Moraes e Colla, 2006).

Conforme Stringheta et al. (2007), o Japdo na década de 80 foi o pioneiro na
formulacdo do processo de regulamentacao especifica para os alimentos funcionais,
utilizando-se dos alimentos processados, similares em aparéncia aos alimentos
convencionais, usados como parte de uma dieta normal.

No Brasil, a legislacdo referente aos alimentos funcionais é regulamentada
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que abrange diversas
substancias com alegac¢fes funcionais, como antioxidantes naturais, fitoesteréis e
fibras dietéticas (ANVISA, 2007).

3.2 Amora-preta e seus subprodutos

A amora-preta (Rubus spp.) pertence a familia Rosaceae, género Rubus,
formando um grupo diverso e bastante difundido, para o qual se estima existir entre
400 a 500 espécies, conhecidas como berries, cujo termo vem sendo usado
comumente para descrever qualquer fruta pequena, de sabor adocicado e formato
arredondado, incluindo framboesas e amoras-pretas cultivadas na América, Europa,
Africa e Asia (Lorenzi et al., 2006).

A amoreira-preta € uma planta rustica, de clima temperado, cujo cultivo vem
crescendo em diversas regifes do Brasil. Além do Rio Grande do Sul, ha plantio de
amora-preta no sul de Minas Gerais, na regido de Jundiai em Séo Paulo, Curitiba no

Parana e em Palmas em Santa Catarina (Antunes et al., 2003).
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Através de um programa de melhoramento genético para adaptacéo ao clima
e consumo no Brasil, varias cultivares foram desenvolvidas pela Embrapa Clima
Temperado, dentre as quais a mais comercializada no Brasil atualmente € a Tupy, e
em menor escala, Guarani e Brazos (Ferreia et al., 2010).

Varios compostos lipofilicos e hidrofilicos sdo encontrados em berries, cujas
propriedades bioldgicas tém sido atribuidas aos altos niveis e ampla diversidade de
compostos fenodlicos. Porém, acredita-se que o efeito complementar, aditivo e/ou
sinérgico resultante dos diversos componentes seja 0 responsavel pelas
propriedades bioldgicas benéficas, ao invés de uma Unica classe ou composto
quimico.

Além dos compostos fendlicos totais (+ 241,7mg/100g), pode-se destacar as
antocianinas (x 90,5mg/100g), os carotendides (+ 84,5u/100g), e 0s pigmentos
naturais presentes nestas frutas. O efeito protetor destes compostos tem sido
relacionado ao seu carater antioxidante, pois os compostos fendlicos, incluindo as
antocianinas, possuem a capacidade de doar hidrogénios ou elétrons aos radicais
livres (Rice-Evans et al., 1996), ja os carotendides sdo considerados excelentes
desativadores de oxigénio singlet (Di Mascio et al., 1989).

A Tabela 1 apresenta os teores de compostos bioativos de amora-preta, cultivar

Tupy.

Compostos bioativos Concentracao
Compostos fendlicos totais 271,7mg/100g
Flavondides totais 173,7mg/100g
Antocianinas totais 90,5mg/100g
Antocianinas monomericas 104,1mg/100g
Carotendides totais 86,5u9/100g

TABELA 1 - Concentracdo de compostos bioativos na amora-preta.
Fonte: Ferreira et al. (2010)

As concentracdes dos diferentes carotendides e antocianinas estéo

representados na Figura 1 e Tabela 2 e Figura 2 e Tabela 3, respectivamente.
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FIGURA 1 - Cromatograma (processado a 450 nm) do extrato de carotenoides de
amora-preta. Significacdo dos nimeros na tabela 2.

TABELA 2 — Caracteristicas cromatograficas e espectroscopicas de carotendides de
amora-preta.

plcos carotenoide t, (mm)
1 nao identificada 6.3
2 all-mans-lnteina 13.6
3 all-frans-zeaxantina 16.3
da  3.6-epoxi-p-criptoxantina 17.6

b fitoeno 17.6
5 13- ou 13"-cis-B-criptoxantina 20,3
i all-trans-B-criptoxantina 243
7 13-ciz-B-carotena 27
8 all-frans-o-caroteno 282
g all-trams-F-caroteno 340
10 O_ciz-B-carotena 36.3

Numerado de acordo com o cromatograma mostrado na figura 1. tg. Tempo de
retencao.
Fonte: Ferreira et al. (2010).
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FIGURA 2 - Cromatograma (processado a 520 nm) do extrato antocianinico de
amora-preta. Significacdo dos numeros na tabela 3.

TABELA 3 - Caracteristicas cromatograficas e espectroscopicas de antocianinas de

amora-preta.

Pico tR Composto
1 12,2 Cianidina 3-glucosideo
2 12,8 Cianidina 3-rutinosideo
3 15,4 Cianidina 3-malonil-
glucosideo
4 16,0 Cianidina 3-dioxalil-
glucosideo

Numerado de acordo com o cromatograma mostrado na figura 2. tg. Tempo de

retencao
Fonte: Ferreira et al. (2010).
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A amoreira-preta possui grande aceitacao pelos produtores, devido ao baixo
custo de implantacdo e producéo, facilidade de manejo e uso reduzido de defensivos
agricolas. Além do consumo in natura, o grande mercado para produtos de amora-
preta € gerado a partir do suco clarificado, integral e concentrado, usados como
base na elaboragdo de uma vasta gama de produtos, como caldas para sorvetes,
geleias, xaropes, bebidas alcodlicas, refrescos e misturas com sucos de outras
frutas (Antunes et al., 2003).

3.3 Suco integral de amora-preta (SIAP)

O suco integral de amora-preta (SIAP) € o suco obtido do processamento do
fruto da amoreira-preta de forma integral, sem a remocdo de partes do fruto e
principalmente sem a diluicdo em agua ou qualquer diluente.

A amora-preta € uma excelente matéria-prima para producdo de suco, pois
além da qualidade sensorial, contém quantidade elevada de compostos bioativos
com propriedades antioxidantes e com outros beneficios a saude (Kahlon & Smith,
2007).

Os principais compostos identificados em amoras-pretas sdo as antocianinas
cianidina 3-glucosideo e cianidina 3-rutinosideo (Suh et al., 2003). As antocianinas
sdo, provavelmente, o maior grupo de compostos fenodlicos presentes na dieta
humana. Antocianinas de amora-preta tém sido utilizadas para varios fins
terapéuticos, incluindo a prevencdo de cancer gastrico (Huang et al., 2011),
prevencao de cancer de pulméo em células humanas (Chen et al., 2006), prevencéo
da doenca de Alzheimer (Shih et ai.,, 2010), inibicAo do desenvolvimento de
aterosclerose (Harauma et al., 2007), e protecdo contra dano hepéatico (Shih et al.,
2010).

Historicamente, preparados de amoreira, como o0 suco integral de amora-preta
(SIAP), sdo consumidos para prevenir infeccbes do trato urinario (ITUs) em
humanos. O uso de preparacBes de amoreira preta para evitar ITUs tornou-se
popular na década de 1920, quando cientistas americanos demonstraram que a
urina se tornou mais acida apés a ingestdo de grandes quantidades de amoras
pretas (Blatherwick e Long, 1923). Estudos subsequentes mostraram que a eficacia
da amora ndo é devido a sua capacidade para acidificar a urina (Liu et al., 2006).

Como primeiro passo no desenvolvimento de infec¢des, as bactérias devem se ligar
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a célula hospedeira e nos tecidos. As estirpes de Escherichia coli (E. coli) que
causam ITUs tém macromoléculas proteinaceas (fimbrias) que facilitam a adesao de
bactérias as células uroepiteliais no tracto urinario. Estudos In vitro e ex vivo indicam
qgue os produtos da amora-preta evitam a aderéncia de bactérias as paredes das
células do trato urinario, impedindo assim ITUs (Di Martino et al, 2006; Liu et al.,
2006). Dois tipos de compostos da amora-preta foram identificados como tendo
atividade anti-adesdo: frutose (um aclcar) e proantocianidinas (taninos
condensados). A frutose, um constituinte comum de frutas, tem sido relacionada
com a reducdo da aderéncia de E. coli em fimbrias de tipo | em cultura de tecidos
(zafriri et al., 1989). As proantocianidinas de amora-preta tém sido relacionadas com
a reducdo da aderéncia de E. coli com fimbrias tipo P(Howell et ai., 1998).

3.4 Radicais livres e espécies reativas

Do ponto de vista quimico, um radical livre (RL) é definido como qualquer
atomo, grupo de atomos ou moléculas capazes de existir sob forma independente e
gue contétm um ou mais elétrons desemparelhados na camada de valéncia
(Southorn & Powis, 1988; Halliwell & Gutteridge, 1999). Portanto, os RLs podem ser
formados pela adicdo ou pela perda de um elétron de uma substancia néo-radical.
Entretanto, existem compostos igualmente reativos aos RLsS que ndo possuem
elétron ndo-pareado na ultima camada e, por isso ndo podem ser classificados como
radicais livres (Droge, 2002). Essas substancias séo classificadas de maneira mais
ampla como espécies reativas do oxigénio (EROS) ou espécies reativas de
nitrogénio (ERNSs). Os radicais livres e as espécies reativas possuem a caracteristica
de reagir com proteinas, lipidios e moléculas de DNA, ocasionando diversos
transtornos nos processos fisioldgicos.

Uma fonte importante de RLs é o sistema de transporte de elétrons
mitocondrial (Del Maestro, 1980), sendo seu principal sitio de formacédo o complexo
citocromo ubiquinona (Tyler, 1975). Na mitocéndria, a enzima citocromo-oxidase
promove a reducdo completa de uma molécula de oxigénio em uma molécula de
agua e, para isso, sdo necessarios quatro elétrons. Contudo, nem sempre 0 oxigénio
se transforma diretamente em agua, em consequéncia de sua configuracao

eletrdnica. A molécula de oxigénio tem forte tendéncia, durante as reacdes, em
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receber um elétron de cada vez formando uma série de intermediarios toxicos e
reativos (Meneghini, 1987), tais como: radical superéxido, o peréxido de hidrogénio,
e o0 radical hidroxila. O primeiro e o Uultimo destes apresentam elétrons
desemparelhados e sao classificados como RLs, ja o peroxido de hidrogénio nao
tem elétrons ndo-pareados na ultima camada e é classificado como uma ERO.

3.5 Defesas antioxidantes

Sob uma definicdo ampla, um antioxidante € qualquer substancia que,
presente em baixas concentracdes quando comparada a do substrato oxidavel,
atrasa ou inibe a oxidacao deste substrato de maneira eficaz (Sies & Stahl, 1995).
Os seres vivos dispdem de mecanismos protetores para evitar a atuacdo acentuada
de radicais livres e espécies reativas (Halliwell, 1994). De acordo com Sies (1993),
esses agentes que protegem as ceélulas contra os efeitos dos radicais livres podem

ser classificados em antioxidantes enzimaticos ou ndo-enzimaticos (Tabela 4).

TABELA 4 — Principais agentes de defesa antioxidante.

Nio-enzimatico L-cisteina
ce-tocoferol (vitamina E) CUrCIIing
[-caroteno Enzimatico

Acido ascarhico (vitmdna C) supercxido disnmtase

Flavondides catalase

Proteinas do plasma NADPH-qunona oxidoredutase
Selémo glatationa peroxidase

Glutationa enzimas de reparc

Clorofilna

Fonte: Sies (1993).

O primeiro mecanismo de defesa contra os radicais livres € impedir a sua
formacéao, principalmente pela inibicdo das rea¢cdes em cadeia com o ferro e o cobre.

Os antioxidantes sdo capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo
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metabolismo celular ou por fontes exégenas, impedindo o ataque sobre os lipideos,
0s aminodcidos das proteinas, a dupla ligagdo dos acidos graxos poliinsaturados e
as bases do DNA, evitando a formacao de lesGes e perda da integridade celular.
Outro mecanismo de protecdo é o reparo das lesbes causadas pelos radicais. Esse
processo esta relacionado com a remocdo de danos da molécula de DNA e a
reconstituicdo das membranas celulares danificadas.

Em algumas situagbes pode ocorrer uma adaptacdo do organismo em
resposta a geracdo desses radicais com o aumento da sintese de enzimas
antioxidantes. O controle do nivel das enzimas antioxidantes nas células é
extremamente importante para a sobrevivéncia no ambiente aerdbico (Barnett &
King, 1995). Os organismos eucariotos possuem enzimas antioxidantes como a
superoéxido dismutase (SOD) (Figura 4), a catalase (CAT) (Figura 5), e a glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GRd) (Figura 6) que reagem com 0S
compostos oxidantes e protegem as células e os tecidos do estresse oxidativo
(Traber, 1997). Em adicdo aos efeitos protetores dos antioxidantes endogenos, a
inclusdo de antioxidantes na dieta € de grande importancia e o consumo de frutas e
vegetais esta relacionado com a diminuicdo do risco do desenvolvimento de

doencas associadas ao acumulo de RLs (Pompella, 1997).

0," + Oy~ + 2H" 9% o, 4+ H,0,
Fonte: Furian et al. (2010).

FIGURA 3 — Dismutacéao do radical superoxido pela SOD, com formacédo de oxigénio
molecular e peroxido de hidrogénio.

Fonte: Furian (2007).

FIGURA 4 — Decomposi¢do do peroxido de hidrogénio pela CAT, com formacéo de
agua e oxigénio molécula.
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H,0, + 2GSH _SPx_ GSSG + 2 H,0 (A)

GSSG + NADPH + H" SRd_ 72 GSH + NADP* (B)

Fonte: Furian (2007).

FIGURA 5 — (A) Reacado catalisada pela GPx. Decomposicdo do perdxido de
hidrogénio com glutatina reduzida (GSH) como agente redutor. O
substrato também pode ser outros peroxidos. (B) Reacao de reducgéo da
glutationa oxidada (GSSG) pela glutationa redutase, usando NADPH
como coenzima.

3.6 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é caracterizado como o estado de desequilibrio entre os
mecanismos de defesas antioxidantes e a producéo de radicais livres. Este estado
pode ser decorrente da deplecdo das defesas antioxidantes ou do aumento na
producédo de RLs e espécies reativas, ou ainda com ambas a situacdes ocorrendo

concomitantemente (Baynes et al., 1991).
3.7 Antioxidantes naturais

Os estudos sobre os antioxidantes tém ressaltado, principalmente, o uso de
nutrientes isolados no tratamento e prevencdo de doencas. Entretanto, nos
alimentos sdo encontrados uma grande variedade de substancias que podem atuar
em sinergismo na protecdo das células e tecidos (Jacob, 1995; Niki et al., 1995;
Hercberg et al., 1998).

Os alimentos contém compostos oxidantes, os quais podem ocorrer
naturalmente ou ser introduzidos durante o processamento para o consumo (Waters
et al.,, 1996). Por outro lado, os alimentos, principalmente as frutas, verduras e
legumes, também contém agentes antioxidantes, tais como as antocianinas, as

vitaminas C, E e A, a clorofilina, os flavondides, os carotendides, a curcumina e
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outros que sdo capazes de restringir a propagacao das reacfes em cadeia e as
lesdes induzidas pelos RLs (Stavric, 1994; Pool-Zobel et al., 1997).

Entre os antioxidantes presentes nos vegetais, 0S mais ativos e
frequentemente encontrados sdo os compostos fendlicos, tais como as antocianinas
e os flavonoides. As propriedades benéficas desses compostos podem ser
atribuidas a sua capacidade de sequestrar os RLs (Decker, 1997). Os compostos
fendlicos mais estudados sdo as antocianinas, o acido caféico, o acido galico e o
acido elagico. Esses compostos de consideravel importancia na dieta podem inibir
0S processos oxidativos desencadeados pelos RLs (Hartman & Shankel, 1990;
Halliwell et al.,1995).

Os compostos fendlicos atuam como antioxidantes na inativacdo dos RLs, em
ambos os compartimentos celulares lipofilico e hidrofilico. Esses compostos tém a
capacidade de doar atomos de hidrogénio e, portanto, inibir as reacées em cadeia

provocadas pelos radicais livres (Hartman & Shankel, 1990; Arora et al., 1998).

3.8 Antocianinas

O termo antocianina é de origem grega (anthos, uma flor, e kyanos, azul
escuro). Apos a clorofila, as antocianinas sdo 0 mais importante grupo de pigmentos
de origem vegetal (Harborne, 1988). As antocianinas compdem o maior grupo de
pigmentos solliveis em agua do reino vegetal e sdo encontradas em maior
guantidade nas angiospermas (Bridle & Timbarlake, 1997).

As funcbes desempenhadas pelas antocianinas nas plantas sédo variadas:
antioxidante, protecdo a acao da luz, mecanismo de defesa e funcéo bioldgica. As
cores vivas e intensas que elas produzem tém um papel importante em varios
mecanismos reprodutores das plantas, tais como a polinizacdo e a dispersdo de
sementes.

A estrutura quimica basica das antocianinas € baseada em uma estrutura
policiclica de quinze carbonos, mostrada na Figura 6.

Estes agentes naturais, quando adicionados a alimentos, além de conferir a
coloracdo aos alimentos propiciam a prevencao contra auto-oxidacdo e peroxidacéo

de lipideos em sistemas biologicos.
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FIGURA 6 — Estrutura quimica basica das antocianinas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 28 camundongos Swiss albinos (3 meses de idade, 25-35q)
gue foram mantidos sob condicbes ambientais controladas e adequadas de
fotoperiodo, alimentacdo, agua e temperatura. O estudo foi realizado nas instalacées
do campus de Itaqui (casa de passagem, salas e laboratérios) da Unipampa, e os
procedimentos executados na fase clara de fotoperiodo, a fim de evitar alteracdes
circadianas. O uso de animais neste experimento foi aprovado pelo Comité de Etica

de Uso Animal da Unipampa (processo 028/2012).

4.2 Obtencao de suco integral de amora-preta (SIAP) e dose

Amoras-pretas (Rubus spp.) foram aleatoriamente colhidas de arvores da
regido de Itaqui-RS e subsequentemente submetidas a um processo de agitacédo
num misturador durante cerca de dois minutos. O fluxograma geral de
procedimentos executados na elaboracéo do SIAP esta represenado na Figura 7.

A fim de obter um suco integral, nenhum outro diluente e/ou ingrediente foi
adicionado ao suco de amora-preta, visto que de acordo com a agéncia nacional de
vigilancia sanitaria (ANVISA,1997), suco de fruta é a bebida ndo fermentada, néo
concentrada e nao diluida obtida por meio de processos tecnoldgicos adequados. A
dose selecionada para administracao oral de SIAP aos animais € a dose normal
utilizada para a administracdo de qualquer veiculo em camundongos (10ml/kg). Esta
dose é guantitativamente equivalente a uma dose de 700ml em um adulto de 70 kg.
Todos os procedimentos referentes a obtencao do SIAP foram realizados no campus

Itaqui da Unipampa.
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FIGURA 7 - Fluxograma de obtencéo de suco integral.

4.3. Extracdao, identificacdo e quantificacdo de antocianinas

Dez gramas de amoras-pretas frescas, cultivar Tupy, foram homogeneizadas
em 60ml de solucdo metandlica de HCl 2%. A solucao foi filtrada em funil de
Bichner e o filtrado foi utilizado para as analises de HPLC. A extracao, identificacao
e quantificacdo das antocianinas foram realizadas de acordo com metodologia

descrita por Pawlowska et al. (2008).
4.4 Protocolo experimental:
Os animais receberam doses via oral por gavagem de 10ml/kg de peso

corporal de suco de amora-preta (SIAP) ou solugéo salina 0,9% (m/v) durante 7 dias,

uma vez ao dia, pela manha. No 7° dia, 60 minutos apds a administracdo do SIAP,
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0s animais receberam uma dose Unica de cisplatina intraperitoneal (10mg/kg, i.p.)
(Ajith et al., 2007; Fouad et al., 2008). Para tal, os animais foram divididos em quatro
grupos, contendo sete animais cada. Os quatro grupos receberam 0s seguintes

tratamentos:

Grupo 1 (Controle, n:7): Salina + salina;

Grupo 2 (SIAP, n:7): SIAP + salina;

Grupo 3 (Cisplatina, n:7): Salina + cisplatina;

Grupo 4 (SIAP + Cisplatina, n:7): SIAP + cisplatina.

72h apdés a administracdo de cisplatina os animais foram anestesiados e o
sangue foi coletado por puncdo cardiaca e usado nas dosagens de uréia e
creatinina. O rim foi retirado e homogeneizado em tampéo Tris/HCI (pH 7,4),
centrifugado a 2500rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi coletado e utilizado nas
analises de biomarcadores de estresse oxidativo (Wilhelm et al., 2012).

4.5 Marcadores de dano renal

Os niveis séricos de uréia (Mackay and Mackay, 1927) e creatinina (Jaffe,
1886) foram analisados por meio do uso de Kits (Labtest, Diagnostica S.A., Minas

Gerais, Brasil). Os niveis de uréia e creatinina foram expressos em mg/dl.

4.6 Marcadores de estresse oxidativo

As determinacdes de proteinas totais, da atividade de superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST) e dos niveis de acido
ascorbico (AA), tidis ndo protéicos (NPSH) e espécies reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS) foram realizadas pelos métodos de Bradford (1976), Misra et al. (1972),
Aebi et al. (1995), Habig et al. (1974), Jacques-Silva et al. (2001), Ellman (1959) e

Ohkawa et al. (1979), respectivamente.

4.7 Andlises estatisticas
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Foi utilizado o software Graphpad prism 5 para a realizacdo das analises
estatisticas e elaboracao de gréficos. Os dados foram analisados por meio de Two-
way ANOVA seguida de teste de médias quando necessario. Valores de p<0,05

foram considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

5.1. Perfil de antocianinas do SIAP

Foram extraidas, identificadas e quantificadas duas antocianinas, cianidina 3-
glucosideo e cianidina 3-rutinosideo. Foram observadas concentracdes de

190,2mg/100g de fruta para cianidina 3-glucosideo e 65,6mg/100g de fruta para
cianidina 3-rutinosideo.

5.2 Marcadores de dano renal

A ANOVA duas-vias dos niveis de uréia e creatinina relevou uma interacao
significativa SIAP x Cisplatina (Fp4s= 8.88; p<0.01 e Fi4s= 4.58; p<0.05,
respectivamente). O teste de Bonferroni mostrou uma elevagédo significativa nos
niveis de uréia (Fi 4= 8.25; p<0.01) e creatinina (F1 4= 6.04; p<0.05) nos animais
administrados com cisplatina quando comparados ao grupo controle. A ingestao de
SIAP protegeu significativamente frente a elevacéo nos niveis de uréia (F 4o= 10.70;
p<0.01) e creatinina (F1 4= 5.04; p<0.05) (Figura 8).
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FIGURA 8 — Niveis plasmaticos de uréia (A) e creatinina (B). *p<0,05 em relacdo ao
controle. **p<0,01 em relagcdo ao controle. #p<0,05 em relagdo ao grupo
cisplatina. ##p<0,01 em comparag&o com o grupo cisplatina.
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5.3 Marcadores de estresse oxidativo
5.3.1 Acidos ascoOrbico, NPSH e TBARS
N&o foram observadas alteracdes significativas entre os grupos nos niveis de

acido ascorbico, tiis ndo protéicos e espécies reativas ao acido tiobarbitarico no
tecido renal (Tabela 5).

TABELA 5 — Niveis de acido ascorbico, NPSH e TBARS no tecido renal.

Grupos Acido ascorbico NPSH TBARS

(ng &cido ascorbico/g tecido) (umol GSH/g tecido) (nmol MDA /g tecido)
Controle 4,02 £0,79 25,80 + 3,95 25,96 +5.41
SIAP 4,64 + 0,53 20,29 + 6,37 22,55 £ 6,87
Cisplatina 4,75+ 0,84 22,54 + 3,40 24,18 + 6,08
SIAP + Cisplatina 462+1,12 20,26 + 4,78 22,58 £ 5,65

5.3.2 SOD

A ANOVA duas-vias da atividade da SOD mostrou uma interacao significativa

SIAP x Cisplatina (F1 4= 6.07; p<0,02). O teste de Bonferroni revelou uma ibini¢cao

da SOD no grupo administrado com cisplatina (F14= 3.41; p<0.05) quando

comparado ao grupo controle. A ingestao de SIAP néo protegeu a inibicdo da SOD

(Figura 9).

5.3.3 GST

A ANOVA duas-vias da atividade da GST mostrou uma interacao significativa

SIAP x Cisplatina (F142= 2.39; p>0,05). O teste de Bonferroni revelou uma inibicao

da GST no grupo administrado com cisplatina (Fi4= 14.73; p<0.01) quando
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comparado ao grupo controle. A ingestdo de SIAP ndo protegeu a inibicdo da GST
(Figura 10).

5.3.4 CAT

A ANOVA duas-vias da atividade da CAT mostrou uma interacao significativa
SIAP x Cisplatina (F1.42= 2.85; p>0.05). O teste de Bonferroni revelou uma inibi¢cao
da CAT no grupo administrado com cisplatina (Fi4= 7.70; p<0.05) quando
comparado ao grupo controle. A ingestéo de SIAP preveniu a inibicdo da CAT (Fy42=
4.50; p<0.05) (Figura 11).
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FIGURA 9 — Atividade de SOD no tecido renal. *p<0,05 em comparagdo com o
controle.
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de GST no tecido renal. *p<0,01 em compara¢do com o

3 —

T ‘
2 -

*
-

l -
0 T T

< \g \g

O\' %\‘?‘ &\é &\é
&Q‘ v
<> N <
[¢] & &
[ o

FIGURA 11 - Atividade de CAT no tecido renal. *p<0,05 em comparagdo com o

grupo controle. #p<0,05 em comparagdo com o grupo cisplatina.
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6 DISCUSSAO

O estudo de alimentos funcionais € um ramo que tem ganhado um importante
destaque no meio cientifico, principalmente em virtude das novas exigéncias de um
publico consumidor, que busca de uma forma cada vez mais frequente um alimento
que além de suas -caracteristicas nutricionais e sensoriais, possa também
acrescentar beneficios a saude (Moraes e Colla, 2006). Um alimento funcional é o
alimento que beneficia o corpo em uma ou mais funcfes biolégicas, ndo s6 em
relac@o a nutricdo bésica, mas também na melhoria da satude e bem-estar, podendo
reduzir o risco de doencas (Carvalho et al., 2006). Neste contexto, a amora-preta e
seus derivados tém galgado uma posicdo importante na indastria de alimentos,
devido a presenca de de substancias com propriedades funcionais (Fasaeli et al.,
2011).

Neste estudo, uma analise prévia do perfil das antocianinas do SIAP foi
realizada. Foram extraidas, identificadas e quantificadas as duas principais
antocianinas da amora-preta em aspectos quantitativos e bioativos, cianidina 3-
glucosideo e cianidina 3-rutinosideo, observando-se niveis elevados de ambos os
compostos, sobretudo de cianidina 3-O-glicosideo (190,2mg/100g de fruta). Os
resultados obtidos séo concordantes com os dados citados por Hager et al. (2008);
Wang et al. (2008) e Ferreira et al. (2010), que descreveram a cianidina 3-
glucosideo como sendo a antocianina predominante em amoras-pretas, observando
concentragcfes que variam de 67,4 a 248,0mg/100g de fruta.

A leséo renal induzida pela administracdo aguda de cisplatina foi evidenciada
por um aumento nos niveis plasmaticos de uréia e creatinina e pela inibicdo das
atividades de SOD, GST e CAT no tecido renal. O efeito protetor do SIAP contra a
nefrotoxicidade da cisplatina foi demonstrado pela protecdo contra o aumento dos
niveis plasmaticos de uréia e creatinina, e pela prevencédo dos da inibicdo da CAT no
tecido renal.

O dano ocasionado pela cisplatina foi evidenciado pelo aumento significativo
nos niveis plasmaticos de uréia e de creatinina. Em condicdes fisioldgicas, estas
substancias sao continuamente excretadas pelo organismo na urina. Portanto, o

7

aumento de uréia e creatinina no plasma € indicativo de falhas nos processos

by

fisiologicos dos rins. O efeito preventivo do SIAP frente a alteracdo dos niveis
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plasméticos destas substancias revela o efeito nefroprotetor do SIAP. Wilhelm et al.
(2012) também observaram um aumento significativo nos niveis plasmaticos dessas
substancias ao realizar um tratamento semelhante com cisplatina em camundongos.
Outros estudos tém sido realizados avaliando o efeito protetor de varias substancias,
extratos, e alimentos contra danos renais induzidos por cisplatina em roedores,
como por exemplo os trabalhos de: Sultana et al. (2012), que mostraram o efeito
protetor da administragdo da crisina, um flavonéide natural, durante 14 dias em
ratos. Sharma et al. (2012), que mostraram o efeito nefroprotetor do extrato
metandlico de Eichwaldii heliotropium em camundongos. Nagshbandi et al. (2012),
qgue relataram o efeito protetor da administracdo de 6leo de peixe durante 10 dias
em ratos.

Os niveis de AA, NPSH e TBARS no tecido renal ndo foram significativamente
diferentes entre os grupos. Os niveis de TBARS sao um biomarcador de
peroxidacdo lipidica resultante do estresse oxidativo. Iseri et al. (2007)
administraram cisplatina em ratos e nédo observaram alteracdes significativas nos
niveis de TBARS no tecido renal. Por outro lado, Yousef et al. (2009) realizaram um
protocolo similar para a inducao de estresse oxidativo através da administracéo de
cisplatina em ratos e observaram um aumento significativo nos niveis de TBARS no
tecido renal. A manutencdo dos niveis de AA no tecido renal mostraram que a
alteracao dos niveis de AA nao foi um dos mecanismos envolvidos na lesdo induzida
pela administracdo aguda de cisplatina neste estudo. Estudos em camundongos,
ratos e humanos tém mostrado que o AA € essencial para manter niveis adequados
de glutationa, que é a forma estavel de cisteina (Paolisso et al, 1995; Meister et al,
1994; Johnston et al, 1993). Assim, devido ao papel antioxidante do AA e a sua
relacéo direta com os niveis de glutationa, sugere-se que a manutencao dos niveis
de AA no tecido renal observada em neste experimento pode estar relacionada com
a inalteracdo dos niveis de TBARS e NPSH no tecido renal. A manutencdo dos
niveis NPSH mostra que a deplecéo nos niveis de NPSH ndo € um dos mecanismos
envolvidos na lesédo renal induzida pela administracdo aguda de cisplatina neste
estudo. Naghizadeh et al. (2010) e Wilhelm et al. (2012) avaliaram os niveis NPSH
no tecido renal de ratos e camundongos, respectivamente, apds a administracao de
cisplatina e observaram uma reducdo significativa nos niveis de NPSH. Estes
resultados sdo contrarios aos obtidos em nosso estudo. A glutationa reduzida (GSH)

€ um antioxidante importante e representa cerca de 90% dos niveis de NPSH. Ela
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desempenha um papel vital na desintoxicacdo de uma variedade de compostos
eletrofilos e peroxidos via catélise por glutationa S-transferase (GST) e glutationa
peroxidase (GPx). Assim, dado o importante papel dos grupos tidis nas defesas
antioxidantes, a manutencdo dos niveis adequados de NPSH pode estar envolvida
com a manutencdo de niveis normais de TBARS observados neste trabalho. Além
disso, fatores como espécie, linhagem, sexo, dose e tempo entre a administracédo de
cisplatina e a eutanasia, podem estar relacionados com as diferencas dos resultados
dos niveis de TBARS, AA e NPSH entre os referidos estudos e este experimento.

A administracdo de cisplatina inibiu significativamente a atividade da SOD no
tecido renal. A SOD é uma enzima essencial para todas as células aerdbias por
catalisar a dismutacdo do radical superdxido formando peréxido de hidrogénio e
oxigénio molecular (Chance et al, 1979;. Southorn & Powis, 1988). Assim,
considerando a importancia da SOD para os processos fisiologicos dos rins, a
inibicdo da atividade da SOD observada neste estudo é provavelmente um dos
mecanismos envolvidos na lesdo renal induzida pela administracdo aguda de
cisplatina em camundongos. A administracdo de SIAP ndo protegeu contra a
inibicdo da atividade da SOD no tecido renal, 0 que mostra que esta enzima nao
esta relacionada com o efeito nefroprotetor do SIAP.

A atividade de GST foi significativamente inibida no grupo administrado com
cisplatina. Sahu et al. (2011) e Wilhelm et al. (2012) avaliaram a atividade de GST
no tecido renal de ratos e camundongos, respectivamente, apos a administracéo de
cisplatina, e também verificaram uma reducédo significativa na atividade de GST. A
GST é um importante grupo de proteinas envolvidas na desintoxicacdo de
compostos eletrofilicos gerados intracelularmente ou na forma de xenobioticos
(Torres et al., 2006). Assim, devido a importancia desta enzima para a fisiologia
renal, a reducdo da atividade de GST decorrente da administracdo de cisplatina
mostra que a inibicdo de GST é provavelmente um dos mecanismos envolvidos no
efeito nefrotdbxico da cisplatina. A administracdo de SIAP ndo protegeu
significativamente contra a inibicdo da atividade de GST induzida pela cisplatina. Isto
mostra que esta enzima néo esta envolvida no efeito nefroprotetor do SIAP.

A atividade de CAT foi significativamente inibida no grupo administrado com
cisplatina. A ingestdo de SIAP protegeu significativamente contra a inibicdo da
atividade de CAT. Com isso, verifica-se que a inibicdo da atividade de CAT no tecido

renal observada neste estudo é um dos mecanismos envolvidos no efeito nefrotdxico
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da cisplatina, corroborando com os achados de Ozer et al. (2011) e Wilhelm et al.
(2012). Neste contexto, a protecdo da inibicdo da atividade de CAT é um fator crucial
para a protecdo contra os danos renais resultantes de estresse oxidativo provocado
pela administragdo de cisplatina. O fato de o SIAP prevenir a inibicdo da CAT no
tecido renal mostra que este efeito € um dos mecanismos ou 0 Unico mecanismo
envolvido no efeito protetor do SIAP neste modelo de leséo renal. Confirmando a
importancia da regulagcdo da CAT como um mecanismo de protecdo em modelos de
dano renal, Ibrahim et al. (2010) mostraram o papel da CAT em um modelo de leséo
renal induzida por glicerol em ratos. Além disso, Ozer et al. (2011) e Wilhelm et al.
(2012) demonstraram o papel da CAT em um modelo de lesdo renal induzida por
cisplatina em ratos e camundongos, respectivamente.

A bioatividade da amora-preta é atribuida a sua elevada concentracéo de
antocianinas (Ferreira et al. 2010). De acordo com Rice-Evans et al. (1996), as
antocianinas atuam como antioxidantes doando hidrogénios para radicais livres.
Como relatado anteriormente, foram verificadas elevadas concentragcdes das
antocianinas cianidina 3-glucosideo e cianidina 3-rutinosideo no SIAP, corroborando
com os achados de Ferreira et al. (2010) e Suh et al. (2003). Varios autores, como
Du et al. (2008), Chang et al. (2011), e Shih et al. (2010), relataram as propriedades
antioxidantes de antocianinas de amoras-pretas. Portanto, devido as elevadas
concentracbes e a constatada bioatividade das antocianinas da amora-preta, é
provavel que cianidina 3-glucosideo e cianidina 3-rutinosideo estejam,
individualmente ou sinergicamente, envolvidas no efeito nefroprotetor do SIAP, bem

como estejam relacionadas com a regulacédo da CAT no tecido renal.
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7 CONCLUSOES

- Observaram-se elevadas concentra¢gfes das antocianinas cianidina 3-glucosideo e
cianidina 3-rutinosideo no SIAP, sobretudo da antocianina cianidina 3-glucosideo;

- O efeito protetor do SIAP foi revelado pela protecéo contra a alteragdo nos niveis
plasmaticos de uréia e creatinina, e pela prevencédo da inibicdo da CAT no tecido
renal;

- O principal mecanismo que parece estar envolvido no efeito nefroprotetor do SIAP
€ a regulacdo da CAT no tecido renal, no entanto, mais estudos sdo necessarios
para a obtencéo de respostas mais conclusivas;

- Devido as altas concentracdes e a comprovada bioatividade de cianidina 3-
glucosideo e cianidina 3-rutinosideo, sugere-se que estes compostos estejam
individualmente ou sinergicamente envolvidos no efeito protetor do SIAP, bem como
estejam relacionados com a regulacdo da CAT no tecido renal;

- Os resultados apresentados neste trabalho reforcam a importancia da realizacéo
de novos estudos acerca do assunto e da inclusédo constante e crescente da amora-

preta e seus subprodutos na dieta humana.
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