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RESUMO

A quercetina (3,5,7,3,4’- pentahidroxiflavona), o flavon6ide mais abundante
comumente presente em varias frutas e vegetais € um potente antioxidante,
devido as suas propriedades de sequestrar radicais livres de oxigénio e inibir a
peroxidacao lipidica in vitro. A cisplatina (cis- diaminodicloroplatina Il), um potente
agente antineoplasico utilizado especialmente no tratamento de tumores sélidos,
tém seu uso clinico limitado devido a seus efeitos colaterais como dano renal,
toxicidade intestinal e supressdo da medula 6ssea. Neste estudo foi avaliado o
efeito de doses multiplas do flavonéide quercetina sobre os danos oxidativos
induzidos pela cisplatina em ratos machos Wistar, por meio da peroxidacao
lipidica. Para avaliar o efeito nefrotoxico induzido pela cisplatina foram
determinados o volume e osmolalidade urinéria, creatinina urinaria e plasmatica e
“clearance” da creatinina. Os animais foram divididos em seis grupos de
tratamento: Grupo Controle (agua por gavagem e salina intraperitoneal), Grupo
Controle Propilenoglicol (propilenoglicol por gavagem e salina intraperitoneal),
Grupo Controle Quercetina (quercetina por gavagem e salina intraperitoneal),
Grupo Cisplatina (dgua por gavagem e cisplatina intraperitoneal), Grupo
Propilenoglicol + Cisplatina (propilenoglicol por gavagem e cisplatina
intraperitoneal), Grupo Quercetina + Cisplatina (quercetina por gavagem e
cisplatina intraperitoneal). A dose de cisplatina (5 mg/kg peso corpéreo) foi
injetada intraperitonealmente 2, 5 e 20 dias antes do sacrificio dos animais. A
quercetina (50 mg/kg peso corpdéreo) foi administrada por gavagem diariamente. O

pré-tratamento com a quercetina atenuou a lesédo renal induzida pela cisplatina,



ii

reduziu significativamente as alteracdes histolégicas e bioquimicas e se revelou
capaz de inibir a peroxidacao lipidica induzida 48 horas apds a administracdo da
cisplatina. Estes resultados sugerem que a quercetina pode ser um importante

agente usado para reducao da nefrotoxicidade induzida pela cisplatina.



iii
SUMMARY

Quercetin  (3,5,7,3’,4’-pentahydroxyflavone), one of the most abudant
flavonoid commonly present in most edible fruits and vegetables is a potent
antioxidant having oxygen radical scavenging properties and inhibit lipid
peroxidation in vitro. Cisplatin (cis- dichlorodiammine platinum 1), a potent
anticancer agent especially used in the treatment of solid tumor have its clinical
use often limited by its adverse effects including renal impairment, intestinal toxicity
and mielosuppression. In this study we evaluated the role of the flavonoid
quercetin on cisplatin-induced oxidative damage in Wistar rats throught lipid
peroxidation. To evalute the cisplatin-induced nephrotoxicity, urinary volume was
measured and plasmatic creatinine and creatinine clearance were determined. The
animals were divided into six groups: Control Group (water by gavage and saline
intraperitoneally), Quercetin Group (quercetin by gavage and saline
intraperitoneally), Propilenoglicol Group (propilenoglicol by gavage and saline
intraperitoneally), Cisplatin Group (water by gavage and cisplatin intraperitoneally),
Quercetin + Cisplatin Group (quercetin by gavage and cisplatin intraperitoneally),
Propilenoglicol + Cisplatin Group (propilenoglicol by gavage and cisplatin
intraperitoneally). The dose of cisplatin (5 mg kg™’ body weight) was injected i.p., 2,
5 and 20 days before the sacrifice the animals. The quercetin (50 mgkg" body
weight) was given daily by gavage. The pre-treatment with quercetin reduced the
histological and biochemical alterations and resulted in significant reduction in the
lipid peroxidation 48 hours after cisplatin administration. The results suggest that

quercetin may be used for reducing cisplatin-induced nephrotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Os flavonoides sdao compostos fendlicos que diferem entre si em sua
estrutura quimica e caracteristicas particulares (MORAND et al., 1998), sao
encontrados em frutas, vegetais, graos, flores, cha e vinho (MIDDLETON, 1998).
Mais de 4000 variedades de flavondides ja foram identificadas e muitas delas
relacionadas com as cores atrativas das flores, frutas e folhas (DE GROOT e
RAVEN, 1998). Embora geralmente ndao sejam considerados nutrientes sao
importantes componentes da dieta humana (PIETTA, 2000) e nos ultimos anos
tem-se observado que estes compostos podem agir em varios sistemas
biol6gicos, apresentando agdes antioxidantes, antiinflamatérias, antivirais, e
anticancerigenas (MIDDLETON e TERAMURA, 1993; RICE-EVANS et al., 1997).

Os flavondides sao agentes antioxidantes devido as suas propriedades de
sequestrar radicais livres e quelar ions de metais (KANDSWAMI e MIDDLETON,
1994), protegendo assim os tecidos dos radicais livres e da peroxidacao lipidica.

Os flavonoides estdo presentes diariamente na dieta humana (HERTOG et
al.,, 1993) e seu consumo pode variar entre 50-800 mg/dia, dependendo do
consumo de vegetais e frutas, e de fontes especificas, como vinho tinto, cha e
cerveja (LARSON, 1988). A quercetina representa cerca de 95% do total de
flavonéides ingeridos (KNEKT et al., 1997), sendo particularmente abundante na
cebola, maca e brocolis (NIJEVELDT et al., 2001). Ela apresenta propriedades de
quelar e estabilizar o ferro. A inibicdo da peroxidacao lipidica é outra protecéao ja

mensurada (SORATA et al., 1984).
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A cisplatina (cis-diaminodicloroplatina 1) € um complexo de coordenacao
inorganica, com configuracdo plana cujo isbmero cis, apresenta uma gama
abrangente de atividades antineoplasicas (PRESTAYKO et al., 1979), tendo
porém seu uso clinico limitado, devido a efeitos colaterais que apresenta, tais
como nefrotoxicidade e supressao da medula 6ssea dentre outros (ROSENBERG,
1985; EDELWEISS et al., 1995; BOKEMEYER et al., 1996; DEHNE et al., 2001).

Apos administragdo intravenosa, nauseas e vomitos constituem a principal
toxicidade aguda desse farmaco. A cisplatina possui efeito relativamente reduzido
sobre a medula éssea, porém pode provocar disfuncao renal significativa e, em
certos casos, disfuncdo do nervo acustico. A hidratacdo com infusdo de solucao
salina, isoladamente ou com manitol e outros diuréticos, parece minimizar sua
nefrotoxicidade (SALMON e SARTORELLI, 1998).

A eliminagao da cisplatina se da em trés fases. Inicialmente ha uma meia-
vida de 20-30 minutos, seguida de outra de aproximadamente 60 minutos e uma
final de cerca de 24 horas (REED e KOHN, 1990). As primeiras duas fases,
durante as quais a droga livre é excretada, dependem da fungao renal,
principalmente da filtragdo glomerular, mas também da secrec¢ao tubular (JACOBS
et al, 1980).

A cisplatina acumula-se no figado, bagco e principalmente nos rins, onde
concentracdes substancialmente altas ultrapassam aquelas encontradas no
plasma e em outros 6rgaos (SAFIRSTEIN et al.,, 1986). O acumulo renal de
cisplatina provavelmente envolve a funcédo excretora do rim, pois a maior parte
desse farmaco e/ou seus metabdlitos sdo eliminados pela urina (LITTERST et al,

1976) ja que quase nenhuma excregao ocorre pelas fezes (ROSENBERG, 1985).



Estela Beatriz Behling 3

No rim, a cisplatina tende a acumular-se na medula renal externa e no cértex
interno (DAYE, 1991). Manifestagbes da nefrotoxicidade da cisplatina incluem
reducdo da taxa de filtracdo glomerular (MADIA e HARRINGTON, 1978) e
aparecimento de necroses nao especificas nos tubulos proximais e ductos
coletores, conforme observado em estudos histopatolégicos (HARDAKER et al.,
1974).

Considerando-se a importancia do uso da cisplatina como farmaco
antineoplasico efetivo e as limitagdes devidas a sua nefrotoxicidade, assim como o
possivel efeito protetor da quercetina, ja salientado por varios pesquisadores
(HOFFMANN et al., 1990; KUHLMANN et al, 1998; SHOSKES, 1998),
consideramos oportuno e necessario realizar estudos visando comprovar a
eficiéncia deste composto como coadjuvante da cisplatina no tratamento de

canceres.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Flavonoides

Os flavondides pertencem a uma classe de compostos naturais que tém
sido alvo de consideravel interesse cientifico e terapéutico. Eles sdo um grupo de
substancias naturais com estrutura fendlica variavel, encontrados em frutas,
vegetais, raizes, graos, nozes, flores, chas e vinho (NIJEVELD et al., 2001). Estao
presentes somente nas células de plantas verdes e sdo formados a partir dos
aminoacidos fenilalanina e tirosina, pela combinacdo com unidades de acetato.
Estas substancias podem participar do processo fotossintético (MUKOHATA,
1978), entretanto, ndao ha evidéncias, at¢é o momento, que demonstrem
participacao direta deste composto no processo de fotossintese (HAVSTEEN,
2002).

Estes compostos sdo qualitativa e quantitativamente um dos maiores
grupos de produtos naturais conhecidos. Mais de 4000 variedades de flavonéides
ja foram identificadas e muitas delas relacionadas com as cores atrativas das
flores, frutas e folhnas. Como a maioria dos flavondides sao pigmentos, suas cores
sao associadas a algumas funcdes bioldgicas importantes. Todas as cores do
espectro, incluindo a regiao UV, sao representadas no espectro dos flavondides
(DE GROOT e RAVEN, 1998).

A quercetina (3,5,7,3-4-pentahidroxi flavona) € o principal flavondide
presente na dieta humana e seu consumo diario estimado varia entre 50 e 500 mg
(DESCHNER et al., 1991). A ingestao da populacao brasileira € estimada entre 60

a 106 mg/ dia (ARABBI et al., 2004). Nos alimentos, a quercetina esta geralmente
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presente na sua foram glicosilada, sendo absorvida pelo trato gastrintestinal e
excretada pela bile e urina.

Varias propriedades terapéuticas dos flavondides, particularmente da
quercetina, tém sido estudadas nas ultimas décadas, destacando-se o potencial
antioxidante, anticarcinogénico e seus efeitos protetores nos sistemas renal,

cardiovascular e hepatico.

2.1.1 Estrutura quimica

O termo flavondide € um nome coletivo dado para pigmentos de plantas
derivados do benzo-y-pirona (HAVSTEEN, 2002). Consistem de um esqueleto de
difenil propano (CsC3Cs) com dois anéis benzénicos (A e B) ligados a um anel

pirano (C) (Figura 1).

Figura 1 - Estrutura basica dos flavonéides. A quercetina possui substituintes

-OH nas posigdes 3, 5,7, 3, 4.

Os flavonoides podem ocorrer como agliconas, glicosideos, ou como parte
de outras estruturas que contenham flavondides, como flavolignanas, porém

freqientemente ocorrem como glicosideos. Eles podem ser subdivididos em 13
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classes, com mais de 5000 compostos descritos até 1990. As subclasses de
flavondides sao: calconas, dihidrocalconas, auronas, flavonas (apegenina,
luteolina, diosmetina), flavondis (quercetina, miracetina, kaempferol),
dihidroflavonol, flavanonas (naringina, hesperidina), flavanol, flavandiol,
antocianidina, isoflavondides (genisteina, daizdeina), bioflavondides e

proantocianinas (BRAVO, 1998).

2.1.2 Consumo e fontes alimentares

Os flavondides sado importantes componentes da dieta humana, embora
geralmente sejam considerados ndo nutrientes (substancias sem valor nutritivo)
(PIETTA, 2000). Participam da dieta humana, porém uma quantificagdo mais
exata do total de flavondides ingeridos é dificil devido a falta de tabelas com dados
a respeito de sua distribuicdo nos alimentos (HOLLMAN e KATAN, 1999). O
consumo total estimado varia de 26 mg a 1 g/dia (HERTOG et al., 1993; SESSO et
al., 2003), de acordo com o consumo de suas fontes especificas, como vinho
tinto, cha preto, cerveja, frutas (macga, uva, morango), vegetais (cebola, couve,
vagem, brécolis), graos, nozes, sementes e especiarias. A quercetina, o mais
abundante flavondide da dieta humana, representa cerca de 95% do total de
flavonoides ingeridos (KNEKT et al., 1997), sendo encontrado principalmente na
cebola, maca e brécolis (NIUEVELDT et al., 2001).

A distribuicao da quantidade de flavondides consumidos diariamente inclui:
44 mg de cereais; 79 mg de batatas, bulbos; 45 mg de grdos e nozes; 162 mg de

vegetais e ervas. A maior parte do consumo de flavondides vem do cacau, cola,
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café, cha preto, cerveja e vinho (420 mg/ dia), com um adicional de 290 mg/ dia de
frutas e sucos (PIERPOINT, 1986).

HERTOG et al. (1992), encontraram altas concentracdes de quercetina em
cebolas (284-486 mg/ kg), couve (100 mg/ kg), vagem (32-45 mg/ kg), brécolis (30
mg/ kg), repolho (14 mg/ kg) e tomate (8mg/ kg). Entre as frutas examinadas, a
concentracdo média de quercetina foi em torno de 15 mg/ kg, sendo a maior,
encontrada na maca (21-72 mg/ kg). Em bebidas como cerveja, café,
achocolatado e vinho branco é de aproximadamente 1 mg/ I, vinho tinto 4-16
mg/l, suco de limao 7 mg/ |, suco de tomate 3 mg/ I, demais sucos 5 mg/ I. Cha
preto é a bebida que apresenta maior concentracdo de quercetina, em torno de

10-25 mg/ |.

2.1.3 Metabolismo e biodisponibilidade

O consumo dietético de polifendis, incluindo os flavondides, sua
biodisponibilidade e os fatores que interferem nesta é um assunto que vem sendo
amplamente estudado. A absorcédo intestinal e o metabolismo da quercetina
dietética e de outros flavonéides ndo estao elucidados até o momento, assim os
eventos do trato intestinal precisam ser esclarecidos em ordem, para compreender
os efeitos potenciais desse componente dietético. A avaliacdo da extensdo da
absorcao e do metabolismo intestinal da quercetina glicosideo € essencial para
analisar sua funcao fisioldgica. E geralmente reconhecido que os flavondides na
forma glicosidica intactos sao dificilmente absorvidos pelo intestino delgado
porque a posicao do grupamento acucar eleva sua hidrofilia. Acredita-se que a

forma glicosidica de flavondides passe pelo intestino delgado e entre no ceco e
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cblon, ali sdao hidrolizados para forma aglicona pelas enterobactérias. Os
flavondides na forma aglicona podem ser absorvidos mais facilmente pelas células
epiteliais no intestino grosso, porque sua lipofilia facilita a passagem pela camada
fosfolipidica da membrana celular. Depois disso, eles entram na circulacdo e sao
submetidos a o-metilacao, glucoronidacao, e/ ou sulfatagcao no figado. Uma parte
substancial desse metabdlito pode entdo ser excretado na bile e retornar para o
limen intestinal. Outra vez, ele é hidrolizado, reabsorvido pelas células intestinais
e excretado pelas fezes (MUROTA e TERAO, 2003).

Muitos estudos relatam que os flavondides em sua forma livre ou glicosilada
sdao absorvidos pelo trato gastrintestinal e metabolizados a glucoronidato ou
sulfato conjugado. Estes metabdlitos circulam no sangue e sdo excretados pela
bile e urina. A quercetina € completamente convertida a conjugados metilados no
plasma apds sua administragdo, tanto em ratos como em seres humanos
(MANACH et al., 1995; SESINK et al., 2001).

Na microflora intestinal a quercetina é absorvida e excretada pela bile e
urina como glucoronidato e sulfato conjugado dentro de 48 horas, depois disto ela
€ degradada pelas bactérias intestinais como acido fendlico, acido 3-
hidroxifenilacético e acido 3,4-dihidroxifenilacético dentro do anel B. Seres
humanos absorvem quantidades apreciaveis de quercetina. Utilizando pacientes
ileostomizados voluntarios, HOLLMAN et al. (1995) demonstraram que a
quercetina glicosilada de cebolas foi absorvida mais eficientemente do que na sua
forma aglicona; eles sugerem que o transportador de glicose é responsavel pela

eficiéncia do transporte de quercetina glicosideo pelas células epiteliais intestinais.
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A absorcao dos flavondides em seres humanos é controversa. Ao contrario
de HOLLMAN et al. (1995), CRESPY et al. (1999), em estudo de perfusao in situ
no intestino delgado de ratos, demonstraram que a rutina foi dificilmente absorvida
comparada com a quercetina aglicona, uma vez que a rutina & preferivelmente
digerida no intestino grosso pela microflora intestinal.

Recentemente foi demonstrado que uma quantidade significativa de
quercetina é absorvida. Em seres humanos, apdés a ingestdao periddica de
quercetina glicosilada de cebolas os metabdlitos conjugados acumulam-se no
plasma (MANACH et al.,1998; MOON et al. 2000). O nivel plasmatico maximo de
quercetina foi observado 8 horas apds a administracdo da sua forma aglicona
(SHIMOI et al. 2003).

A absorcao da quercetina depende da solubilidade do veiculo usado para
administracdo, ela ndo é soluvel na agua. PISKULA e TERAO (1998) encontraram
que a absorcado mais rapida foi quando o propilenoglicol foi usado como veiculo,
sendo o nivel plasmatico maximo observado 30 minutos apds a administragao.

Ao contrario de outros érgaos extra hepaticos, como intestino e rins, o
estbmago é muitas vezes ignorado como 6rgao metabolizador, embora algumas
vezes seja reconhecido como local de absorcdo de diferentes compostos. Em
estudo com ratos, a quercetina glicosilada n&o foi hidrolizada e absorvida no
estbmago, ao contrario de sua forma aglicona que pode ser parcialmente
absorvida por este tecido. Como a quercetina nos alimentos € mais abundante na
forma glicosilada, a contribuicdo do estbmago para absorcdo deste composto é

limitada. Entretanto, alguns processos, como a fermentacédo de uvas do vinho que
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liberam a forma aglicona e glicosilada podem levar a uma absorcao eficaz da

quercetina no estémago (CRESPY et al., 2002).

2.1.4 Mecanismo antioxidante

Os flavondides sao antioxidantes efetivos por suas propriedades de
sequestrar radicais livres e quelar ions de metais (KANDSWAMI e MIDDLETON,
1994), protegendo assim os tecidos destes radicais e da peroxidacao lipidica. Sua
propriedade antioxidante é direcionada sobre o radical hidroxil ("\OH) e o &nion
superéxido (O,°), espécies altamente reativas envolvidas na iniciacdo da
peroxidacao lipidica. Além destes efeitos importantes, eles tém propriedades
estabilizadoras de membrana, podendo afetar alguns processos do metabolismo
intermediario (GALATI et al., 2002). Particularmente, a quercetina sequestra
radicais de oxigénio, como * OH e O, °, inibe a xantina oxidase e a peroxidacédo
lipidica. O radical hidroxil e o anion superéxido, estao envolvidos no dano tecidual
pela iniciacdo da peroxidacdo lipidica e desrupcdo da matriz intersticial
(KAHRAMAN et al., 2003 a). A quercetina é conhecida também pelas suas
propriedades de quelar e estabilizar o ferro (SORATA et al., 1984).

Muitos mecanismos antioxidantes tém sido propostos e os flavondides
praticamente exercem todos eles. Esses mecanismos antioxidantes incluem: a)
opressao da formacao de espécies reativas ao oxigénio pela inibicdo do sistema
enzimatico responsavel pela geragdo de radicais livres (como ciclooxigenase,
lipoxigenase ou xantina oxidase), ou por quelar ions de metais (os quais podem

iniciar a producao de radicais hidroxil pela Reacdo de Fenton ou Harber-Weis); b)
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sequestrando radicais; c¢) regulando positivamente ou protegendo as defesas
antioxidantes por induzir a fase Il de enzimas como glutationa transferase que
aumenta a excrecdo de espécies oxidadas ou pela inducdo de enzimas
antioxidantes como a metalotioneina (uma proteina queladora de metais, com
propriedades antioxidantes) (MIDDLETON et al., 2000; PIETTA, 2000).

A quercetina pode inibir o processo de formacao de radicais livres em trés
estagios diferentes: na iniciagdo (pela interacdo com ions superéxido), na
formacao de radicais hidroxil (por quelar ions de ferro) e na peroxidacao lipidica
(por reagir com radicais peroxi de lipideos) (AFANAS’EV et al., 1989).

Embora as propriedades antioxidantes dos flavonoides apresentem um
papel positivo na nutricdo humana e prevencao de doencas, alguns estudos tém
demonstrado a atividade pro-oxidante destes compostos in vitro. Extratos
concentrados de plantas ricas em flavonéides, prépolis, folhas de cha verde,
isoflavonas da soja e semente de uva sdao amplamente difundidos como
nutracéuticos para populacées e individuos com doenca cardiovascular, cancer e
condigdes inflamatérias crénicas. Assim, relatos da mutagenicidade baseados no
dano oxidativo mediado pelos flavonéides recebem grande interesse (HEIM et al.,
2002).

Os fendis, entre eles os flavonoides, podem atuar como pré-oxidantes por
quelar metais de uma maneira que mantém ou aumenta sua atividade catalitica ou
por reduzir metais, aumentando sua capacidade de formar radicais livres de
peréxidos. O pH dos tecidos biolégicos também é um fator que pode influenciar a

atividade antioxidante dos fen6is (DECKER, 1997).
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A atividade pro-oxidante dos flavonoides é diretamente proporcional ao
namero total de grupos hidroxil (CAO et al., 1997). No trabalho de HANASAKI et
al. (1994) uma série de mono e dihidroxiflavondides demonstraram nao possuir
atividade pré-oxidante detectavel, enquanto que multiplos grupos hidroxil,
especialmente no anel B, aumentaram significativamente a produgéao de radicais
hidroxil no sistema de Fenton. Esse efeito pr6-oxidante é responsavel pelos efeitos
citotoxicos e pro-apoptoticos dos flavondides isolados de varias ervas medicinais
(UEDA et al., 2002). Essas informacgdes sugerem que o mesmo atributo estrutural
que melhora a capacidade antioxidante pode exacerbar o estresse oxidativo € 0
dano funcional e estrutural das moléculas celulares.

As evidéncias de que os flavonodides dietéticos sdo benéficos a saude sao
muitas, entretanto, a relacdo entre sua bioatividade e suas propriedades
antioxidantes requer mais estudos. O fato dos flavonéides poderem atuar como
pré e antioxidantes indica que em certas condicbes e em certos tecidos, eles
podem oferecer mais riscos oxidativos do que beneficios. Porém, as alteracdes
metabolicas da estrutura podem atenuar essa reatividade in vivo (HEIM et al.,

2002).

2.1.5 Flavondides e Cancer

O céancer pode ser considerado uma doenca genética causada pela
aquisicao sequencial de mutacdes em genes implicados na proliferagdo e morte
celular, aumentando o dano do DNA. Esse dano pode resultar em processos
endogenos, como erros na duplicacao do DNA, instabilidade quimica intrinseca de

certas bases do DNA ou pelo ataque de radicais livres gerados durante o
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metabolismo. O dano no DNA pode resultar de interagdes com agentes exégenos
como radiacdo ionizante, radiacao ultravioleta, carcinogénese quimica ou agentes
biolégicos tais como virus (LOPEZ-LAZARO, 2002).

O cancer é uma sindrome que envolve varias etapas, em geral alinhadas
em trés estagios definidos como iniciacdo, promocao e progressao. Diversos
trabalhos procuram estabelecer uma associacdo entre a ingestdo e/ou niveis
séricos de nutrientes especificos e o risco de cancer (KNEKT et al., 1997; FLAGG
et al., 1995; ZIEGLER et al., 1996). Contudo, é dificil determinar até que ponto o
consumo de um unico nutriente pode interferir na quimioprevencao do cancer, pois
o efeito observado pode ser resultante da acdo ou interacdo de outros
componentes dos alimentos (DOLL, 1996).

A terapia convencional do cancer € baseada na cirurgia, radioterapia,
quimioterapia ou na combinacdo delas. Geralmente, as duas primeiras sao
recomendadas para o tratamento de tumores localizados, enquanto a
quimioterapia € utilizada em células cancerigenas espalhadas pelo corpo. A
quimioterapia pode matar células cancerosas, blogueando a sintese de DNA por
meio da sua ligagdo com o DNA, ou inibindo a sintese de RNA, sintese de
proteinas ou formacdo microtubular. Como os farmacos antineoplasicos nao
poupam as células normais de sua acdo devastadora, diversos efeitos toxicos
importantes podem acometer os pacientes (LOPEZ-LAZARO, 2002).

Uma proposta de terapia complementar recomendada para pacientes
oncoldgicos durante o tratamento neoplasico citoredutor € o uso de antioxidantes.
E aceito que os antioxidantes podem ser Uteis na reducdo dos efeitos colaterais da

quimioterapia e radioterapia, por reduzir sua toxicidade. Contudo, ha divergéncias
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quanto ao seu uso, pois acredita-se que os antioxidantes poderiam reduzir a
eficiéncia dos tratamentos radio ou quimioterapico sobre as células cancerosas
(WEIJ et al., 1997). Ha evidéncias de que os antioxidantes podem ser uma
escolha para intervencao terapéutica junto com a quimioterapia, por demonstrar
beneficios na reducdo do tamanho do tumor e um aumento na longevidade
(DRISKO et al., 2003).

Entre os antioxidantes presentes nos vegetais, os mais ativos e
freqientemente encontrados sado os compostos fendlicos, tais como os
flavonoides. As propriedades benéficas desses compostos podem ser atribuidas a
sua capacidade de sequestrar radicais livres (DECKER, 1997).

Diferentes flavondides podem atuar em varios niveis do processo de
cancer. Se o dano no DNA causando a mutagdo dos genes implicados na morte e
proliferacao celular é considerado a causa do cancer, sua prevencao & possivel
quando a mutacdo € prevenida. Assim, os flavondides podem inibir a
carcinogenicidade induzida quimicamente, incluindo a geragao de radicais livres
durante o processo enddgeno; pela radiacao ultravioleta e de raio X; pela bactéria
Helicobacter pylori, a qual causa Ulcera de estdmago e esta associada com o
desenvolvimento de cancer de estdmago; ou alguns virus causadores do cancer
(LOPEZ-LAZARO, 2002).

Uma variedade de compostos polifendlicos originarios da dieta sao
conhecidos por inibir o céancer. A atividade antioxidante dos polifendis é
reconhecida e pode ser responsavel por varios beneficios a saude (YANG et al.,

2001).
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Estudos epidemiologicos tém demonstrado uma associacao inversa entre
consumo de frutas e verduras e risco de determinados canceres, mas € muito
improvavel que apenas uma substdncia seja responsavel por todas essas
associagdes encontradas. A combinacdo de dois flavondides, genisteina e
quercetina, produziu uma acao sinérgica anticAncer em células de carcinoma de
ovario (SHEN e WEBER, 1997).

A quercetina possui varias caracteristicas que a tornam um potente
composto antitumoral, incluindo: regulacdo do ciclo celular, interagdo com os
locais de ligacdo do estrogénio tipo Il, inversao da resisténcia a drogas e inducao
da apoptose de células tumorais. Adicionalmente, a quercetina inibe
eficientemente a atividade da tirosina quinase (YOSHIDA et al., 1990; XIAQO et al.,
1998).

Os estagios de iniciacao e promocao do cancer de pele foram bloqueados
quando a quercetina foi administrada 30 minutos antes da aplicacao do indutor 12-
o-tetradecanoil forbol-13-acetato (TPA). Por bloquear a promocado do tumor de
pele, a quercetina é considerada um efetivo agente preventivo do cancer de pele.
Entretanto, é observado que baixas doses de quercetina podem bloquear a
transformacao de células da linhagem TPA/ metilcolanteno, enquanto que altas
doses aumentam sua transformacao. A atividade antitumoral da quercetina é
relatada pela sua capacidade de favorecer a comunicacao “gap” entre as células
isoladas estimuladas pelos promotores do tumor. A acao antiproliferativa pode ser
resultado da reducado quimica dos receptores do ester de forbol (TPA) na pele do

rato pela quercetina (FORMICA e REGELSON, 1995).
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Usando linhagens celulares do tipo MDA-MB468 de tumor mamario
humano, AVILA et al. (1994) encontraram que a quercetina inibiu a proliferacao
celular. Especificamente, no nivel de traducao, a quercetina inibiu a atividade da
proteina p53, resultando no aumento de células bloqueadas nas fases G>-M do
ciclo celular.

KNEKT et al. (1997) encontraram uma relagao inversa entre consumo de
flavonodides e incidéncia de cancer de pulmao, em homens e mulheres acima de
20 anos, sendo que a quercetina representava cerca de 95% do consumo de

flavondides neste estudo.

2.1.6 Quercetina e protecao da funcao renal

Como compostos naturais presentes abundantemente na nutricdo humana,
os flavondides sdo uma classe interessante de substancias com potencial de
atividade nefroprotetora e que promovem a preservagcdo do organismo. Estudo in
vitro demonstrou que o pré tratamento com quercetina leva a um aumento
significativo da sobrevida celular quando ha faléncia renal induzida, sendo o
resultado dose dependente (AHLENSTIEL et al., 2003).

Os flavondides sao agentes com propriedades imunosupressoras e
nefroprotetoras. Em um estudo experimental em ratos, o pré tratamento com
quercetina resultou na preservacdo da integridade histolégica renal com
diminuicao do dano tubular e inflamacao intersticial (SHOSKES, 1998).

KUHLMANN et al. (1998) demonstraram que a quercetina protege as
células epiteliais renais da toxicidade da cisplatina in vitro. Este estudo mostrou as

propriedades citoprotetoras da quercetina contra o dano funcional e estrutural
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causado pela cisplatina. Foi encontrada uma protecao dose dependente, sendo
que niveis de quercetina entre 50 a 100uM foram os que apresentaram resultados
mais eficazes.

KAHRAMAN et al. (2003 b) encontraram que o pré tratamento com
quercetina (50 mg/kg) 60 minutos antes da inducao da isquemia/ reperfuséo renal,
em ratos, provocou diminuigdo no nivel das substancias reativas ao &cido
tiobarbiturico, no fator o de necrose tumoral, na atividade da mieloperoxidase e no
conteudo de proteina carbonil. Promoveu ainda aumento dos niveis de glutationa
e atividade das enzimas catalase e superdxido dismutase em comparagdo com o

grupo que sofreu a indugdo mas nao recebeu o tratamento.

2.2 Cisplatina

A cisplatina (cis- diaminodicloroplatina Il) € um complexo de platina efetivo
na quimioterapia quando administrada por via intraperitoneal ou intravenosa
(ROSENBERG, 1985). Foi introduzida na clinica em 1971, representando uma
nova classe de potentes agentes antineoplasicos, os complexos coordenados de
platina (DE CONTI et al., 1973).

Quimicamente, a cisplatina € um complexo coordenado neutro, quadrado
planar com dois grupos cloretos e duas moléculas de aménia, relativamente
inertes na configuracdo cis. A configuracéo cis e o fato do complexo ser neutro
sao critérios fundamentais para sua atividade antineoplasica (HALABE et al.,

1991).
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Este farmaco, cuja atividade biologica foi descoberta por Rosenberg et al.
em 1965, tem apresentado potencial terapéutico em grande variedade de
neoplasias humanas. E um dos agentes citoredutores mais eficazes no tratamento
de varios tumores, sendo particularmente eficaz no tratamento dos tumores do
testiculo, ovario, cabeca, pescoco, melanomas malignos, carcinomas da bexiga e
do pulméao (CARTEI et al., 1993; CONTE et al., 1996; AL-SARRAF et al., 1997).
Contudo, seu uso clinico esta limitado devido ao surgimentos de efeitos colaterais
peculiares, tais como a ototoxicidade e a nefrotoxicidade.

O primeiro trabalho mostrando a potente atividade anticancer da cisplatina
em seres humanos, foi apresentado em 1972. Nos anos seguintes, varios estudos
demonstraram que a cisplatina tinha uma potente acédo contra neoplasias malignas
em pacientes considerados terminais e nao responsivos as terapéuticas

anteriormente utilizadas (HILL et al., 1975).

2.2.1 Toxicidade e Nefrotoxicidade da Cisplatina

A platina, como o mercurio, chumbo, cadmio e uranio, pertence ao grupo
dos metais pesados. Tendo em vista sua potencial sobrevida depois do tratamento
com a cisplatina, os efeitos toxicos deste agente merecem atencao especial. Os
metais pesados, em geral, e a platina em particular, sdo nefrotdxicos, sendo seu
uso, muitas vezes, acompanhado por lesdo morfolégica ou funcional nos rins.

E provavel que a causa direta mais comum de Insuficiéncia Renal Aguda
(IRA) em pacientes com céancer, seja a administragdo da cisplatina. Esta
toxicidade organica € a que mais interfere com a vida normal dos pacientes, uma

vez curados de sua neoplasia maligna (APPENROTH et al., 1990).
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Os efeitos toxicos da cisplatina foram observados primeiro em seres
humanos e s6 depois estudados em modelos animais (ROSENBERG, 1985). Os
principais  efeitos colaterais sdo nauseas, vomitos, nefrotoxicidade,
hipomagnesemia, neuropatia periférica, ototoxicidade e supressao da medula
ossea. (MEYER e MADIAS, 1994).

A nefrotoxicidade causada pelo farmaco é, geralmente, o efeito colateral
limitante de seu uso, podendo ser classificada em aguda ou cronica (DE CONTI,
1973). A nefrotoxicidade aguda causada pela cisplatina é caracterizada pela
diminuicao da funcao mitocondrial (GORDON e GATTONE, 1986), diminuicdo da
atividade da ATPase (UOZOMI e LITTERST, 1985), alteracdo do conteudo de
cation na célula, transporte alterado de soluto, persistente perda de sédio,
magnésio, potassio, calcio, agua; diminuicdo do fluxo sanglineo renal; diminuicao
da taxa de filtragdo glomerular, aumento da creatinina sérica e aumento do
nitrogénio uréico do sangue (SEGURO et al., 1989; BARROS et al., 1989).

A circulacao renal responde as modificagbes do volume extracelular e
débito cardiaco. A queda no fluxo sangiineo renal é algumas vezes associada a
uma diminuicdo na filtragdo glomerular. A falta de sinais de retrodifusdao e
obstrucado leva a crer que na fase inicial da IRA induzida por cisplatina, o primeiro
evento, responsavel pela perda da funcao renal, é um decréscimo da filtracao
glomerular. Esta hip6tese € confirmada por estudos de micropuncao tubular
(BARROS et al., 1989).

A nefrotoxicidade induzida pela cisplatina é iniciada pelo impedimento da

reabsorcao do sédio pelos tubulos proximais (FIELD et al., 1989).
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O mecanismo exato de nefrotoxicidade da cisplatina € no entanto, pouco
conhecido. Esta toxicidade tem sido analisada em muitos analogos da cisplatina,
em modelos experimentais, na tentativa de ampliar a acdo antineoplasica do
farmaco e reduzir seus efeitos colaterais. Em todos, o dano renal é sempre menor
que o provocado pela cisplatina, porém apresentam outras toxicidades organicas
importantes (EDELWEISS, 1991).

Depois de um tratamento convencional de uma neoplasia maligna com
cisplatina, quatro fases podem ser reconhecidas no desenvolvimento da toxicidade
renal (FLEMING et al., 1979). A primeira é a fase toxica aguda, durante ou logo
apods a infusdo da primeira dose de cisplatina. A segunda é o estado toxico
existente, apds o regime de inducao. A terceira fase acontece apés o periodo de
tratamento de manutengcdo com cisplatina. A quarta situacdo a ser observada é
aquela que ocorre, algumas vezes, depois de uma terapia descontinua, ou com a
toxicidade crénica persistente do individuo curado de sua neoplasia maligna.

Os ratos apresentam uma nefrotoxicidade a cisplatina dose dependente
(LITTERST et al, 1985). A diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular,
caracterizada pelos aumentos da creatinina sérica e o nitrogénio uréico sao
detectados 3 ou 4 dias ap6s a administracdo de cisplatina (DAUGAARD, 1990),
com pico nos dias 5 e 7, ndo ficando claro neste estudo a reversibilidade destas
alteracoes apo6s alguns dias. A filtracao glomerular e o fluxo plasmatico renal
efetivo diminuem, levando a concluir que, nestes casos a isquemia renal pode
explicar a IRA. Nos animais, as alteracbes morfolégicas consistem em
degeneracao e tumefacao de células tubulares nos dias 1 e 2, seguidos por

necrose tubular nos dias 2 e 4 e, regeneracao das células, tanto proximais quanto
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distais, nos dias 5 a 8. Nao foram vistas anormalidades nos glomérulos tanto na
microscopia optica (MO) ou eletrénica (ME) (CHOIE et al., 1981).

Usando cisplatina em dose Unica intraperitoneal em ratos, foi verificado que
ocorrem acentuadas alteracbes morfoldgicas, seletivamente no segmento Sj
(ultimo segmento da parte reta) do tubulo proximal, situado na medula externa
(McCLAY e HOWELL, 1990). Neste modelo, os glomérulos, tubulos distais e
coletores, ou estdo normais, ou levemente alterados. Esta lesgo evidencia-se mais
em torno de 3 dias do uso do farmaco. A perda de microvilosidades, tumefacao
celular e necrose séo as alteracdes descritas nesta fase. A regeneragao se inicia
apos 7 dias (JONES et al., 1985).

As manifestacbes mais precoces de lesdo sdo melhores observadas pela
microscopia eletrénica. Elas consistem em dilatacdo do reticulo endoplasmatico e
perda de ribossomas, diminuicao no glicogénio celular e edema mitocondrial, com
acumulo de calcio. As figuras de mielina observadas, resultam de estruturas
fosfolipidicas das membranas lesadas. Alteracdes nucleares incluem condensacao
do material cromatidico que se isola da membrana nuclear (GONZALEZ-VITALE
et al., 1977; CHOIE et al., 1981; JONES et al., 1985).

O inicio da lesao induzida por cisplatina pode ocorrer dentro de um curto
periodo de tempo apds sua administracdo. As discretas lesées observadas em
células tubulares, 6 horas apdés a administracdo sado segregacdo nuclear e
dispersao de ribossomas, descritas como sendo alteracdes precoces da toxicidade

pela cisplatina (CHOIE et al., 1981; DOBYAN et al., 1986).
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Em estudos clinicos, o efeito nefrotéxico da cisplatina tem sido
demonstrado como indutor de necrose tubular de tubulos contorcidos distais e
coletores (SEGURO et al., 1989).

Ha relatos de um decréscimo de até 52% no fluxo sanglineo renal, entre 2
e 3 dias do uso de cisplatina (SAFIRSTEIN, 1981, 1984), e de uma reducao na
filtragao glomerular de 50%, apds 4 dias do uso de cisplatina. Este fato é devido a
uma maior resisténcia vascular renal, decorrente de vasoconstricio da arteriola
aferente (BARROS et al., 1989).

Além da eliminacao por filtracdo glomerular, a cisplatina pode também ser
secretada no tdbulo renal. Estudos farmacocinéticos, usando platina,
correlacionaram a filiracdo desta com a de creatinina, e concluiram que a
secrecdo pode ocorrer com a cisplatina, ou, mais provavelmente, com algum
metabdlito dessa (JACOBS et al., 1980). Ocorre que a porcdo S; do tubulo
proximal é a mais relacionada com a secrec¢ao tubular, sendo esta a mais lesada
pela cisplatina. Nestes mesmos estudos, observa-se que a maior concentragao do
farmaco, realizado por dosagens em espectrofotbmetro de absorcdo atbmica,

ocorre na porcao Sz do tubulo proximal (GONZALEZ-VITALE et al., 1977).

2.2.2 Influéncia das espécies reativas de oxigénio

O mecanismo pelo qual os compostos de platina induzem danos nas
células renais ainda nao esta completamente esclarecido (LEIBBRANDT e
WOLFGANG, 1995). Entretanto, a producdo de radicais livres de oxigénio nas

células tubulares dos rins tém sido considerada um processo patoldgico



Estela Beatriz Behling 23

importante na nefrotoxicidade provocada pela cisplatina (HANNEMANN et al.,
1988; ZHONG et al., 1990).

Evidéncias experimentais mostram que os radicais livres de oxigénio podem
exercer um papel importante em varias doencas renais (SHAH, 1989). As
principais formas reativas do oxigénio sdo: o superéxido (O2), o radical hidroxil
(OH®) e o peroxido de hidrogénio (H»O,). Estes radicais podem ser gerados no
citoplasma, na mitocondria ou no nucleo das células (ANDERSON, 1996). A
concentracdo intracelular de radicais livres pode ser aumentada pela maior
geracao desses radicais ou pela deficiéncia dos mecanismos antioxidantes
(CERUTTI, 1994).

A aceitacao de que os radicais livres sdo responsaveis pela inducao de
varias doencas renais esta apoiada em duas linhas de evidéncias experimentais,
sendo pela deteccdo de produtos resultantes dos danos oxidativos nos tecidos
renais € na urina, ou pela demonstracdo experimental dos efeitos protetores de
agentes que inibem a geracao de radicais livres no rim (ICHIKAWA et al., 1994).

Alguns autores tém sugerido que o estresse oxidativo induzido pela
cisplatina nos rins estd associado com a toxicidade desse farmaco e que a
peroxidacao dos lipidios € um dos mecanismos envolvidos na sua nefrotoxicidade
(SUGIHARA et al., 1987; HANNEMANN e BAUMANN, 1988; ZHANG e LINDUP,

1993).
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2.2.3 Substancias com acao protetora na lesao renal provocada pela
cisplatina

Muitas estratégias tém sido adotadas na tentativa de reduzir a toxicidade
da cisplatina. A maioria delas visa a reducao da nefrotoxicidade relacionada a
dose administrada (WALKER e GALE, 1981). Um programa de hidratacao
intensiva e concomitante diurese forcada, reduz drasticamente este efeito toxico,
sem perda da atividade anticancer (DOLL e WEISS, 1985). O aumento do tempo
de administracao do farmaco (STEWART et al., 1985), ou o fracionamento da
dose (STARK e HOWELL, 1978) também exercem efeito protetor.

A utilizagao da diurese induzida por manitol ou furosemida, tem sido efetiva
na protecao da fungao renal (PERA et al., 1979). Subseqiientemente, prolongada
vasoconstricdo ou a obstrugao do tubulo, retrodifusdo do ultrafiltrado, assim como
um decréscimo na permeabilidade glomerular podem ocorrer. Nesta fase, a
correcao do fluxo sangtiineo renal diminuido nado restaura a filiragdo glomerular,
indicando que os fatores causais da IRA, com o uso de cisplatina, ndo séo
exclusivamente isquémicos (BITRAN et al., 1982; HALABE et al., 1991).

A cisplatina interfere com o metabolismo da agua, através da hipdfise,
dificultando a liberacdo do horménio anti-diurético. Tal fato ocorre um dia apds o
seu uso. No entanto, no oitavo dia, existe uma diminuicdo da resposta a este
hormonio nas células renais, tornando-as resistentes (LITTERST et al., 1985).

Muita atencdo tem sido dada para o importante papel dos antioxidantes na
toxicidade induzida pela cisplatina (ANTUNES et al., 1999, 2000, 2001;

FRANCESCATO et al., 2001; SILVA et al., 2001; MORA et al., 2003).
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3 OBJETIVOS

e Verificar os efeitos nefrotoxicos imediatos (5 dias) e tardios (20 dias) da
administracdo de cisplatina (5mg/kg, dose Unica), em ratos machos Wistar
comparativamente a um grupo controle;

e Determinar os niveis de creatinina plasmatica e urinaria, “clearance” de
creatinina, volume e osmolalidade urinaria e verificar sua relagdo com as
alteracdes da funcao renal provocadas pela cisplatina;

¢ Avaliar o efeito da administracéo de cisplatina nos niveis de peroxidacao lipidica
nos rins, 48 horas apéds sua injecéo e o possivel efeito protetor, de doses diarias,
do flavonéide quercetina, administradas por gavagem (50 mg/ kg, dia), nas

alteracdes bioquimicas e morfolégicas decorrentes da injecdo do quimioterapico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Neste estudo foram utilizados ratos machos da espécie Rattus norvegicus
da linhagem Wistar, com peso aproximado de 200g, fornecidos pelo Biotério
Central, do Campus de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo, divididos
em 18 grupos com no minimo 6 animais, sendo 6 grupos sacrificados apos 2 dias
da administracdo da cisplatina (grupos 1a, 2a, 3a, 4a, 5a e 6a), 6 Qrupos
sacrificados 5 dias ap6s a administracdo (grupos 1b, 2b, 3b, 4b, 5b e 6b) e 0s 6

grupos restantes apos 20 dias da administracao (grupos 1c¢, 2c, 3c, 4c, 5¢ e 6¢).

4.1.1 Ensaio Bioldgico

Os experimentos foram realizados no Biotério da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdao Preto da Universidade de Sao Paulo, iniciando apds
um periodo de dois dias para a adaptagdo dos animais. Seus pesos foram
determinados diariamente para o célculo das doses de cisplatina e quercetina a
serem administradas.

Os animais durante 2 dias (grupos 1a, 2a, 3a, 4a, 5a e 6a), 5 dias (grupos
1b, 2b, 3b, 4b, 5b e 6b ) e 20 dias (grupos 1c, 2¢, 3¢, 4c, 5¢ e 6¢), apos o inicio do
experimento, foram mantidos em caixas de polietileno (maximo 4 animais/caixa)
em uma sala com temperatura e ciclo de luz controlado (24°C; ciclo claro/escuro

de 12h), recebendo racdo comercial e 4gua destilada ad libitum.
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Nas 24 horas anteriores ao sacrificio, os animais dos dezoito grupos abaixo
relacionados, eram transferidos em condicbes semelhantes, para gaiolas
metabdlicas individuais de ago inoxidavel, que permitiam a coleta da urina.

Nos trés casos (2, 5 e 20 dias) os grupos (a, b e ¢, respectivamente) foram

divididos em:

1. Grupo Controle (C)

Esse grupo recebeu agua por gavagem (1 ml/ animal), em duas ocasides:
24 horas e 1 hora antes da administracao intraperitoneal do diluente da cisplatina
(solucao salina NaCl 0,9%) e depois diariamente até 24 horas antes do sacrificio

dos animais.

2. Grupo Controle Propilenoglicol (P)
Esse grupo recebeu propilenoglicol (1 ml/animal) por gavagem, também 24
horas e 1 hora antes da injecdo de solucao salina (NaCl, 0,9%) e depois

diariamente até 24 horas antes do sacrificio dos animais.

3. Grupo Controle Quercetina (Q)

Esse grupo recebeu uma solucao de quercetina (50mg/kg), a qual foi diluida
em propilenoglicol administrada por gavagem, 24 horas e 1 hora antes da injegao
intraperitoneal da solucao salina (NaCl, 0,9%) e depois diariamente até 24 horas

antes do sacrificio dos animais.
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4. Grupo Cisplatina (Cis)

Esse grupo recebeu agua deionizada por gavagem 24 horas e 1 hora antes
da injecao intraperitoneal de cisplatina, contendo 5,0 mg/kg de peso (MASON e
EDWARDS, 1985). A agua deionizada por gavagem também foi administrada

diariamente até 24 horas antes do sacrificio dos animais.

5. Grupo Propilenoglicol + Cisplatina (P + Cis)
Este grupo recebeu administragao de propilenoglicol por gavagem, 24 horas
e 1 hora antes (1 ml/animal) da injecao intraperitoneal de cisplatina (5,0 mg/kg) e

depois diariamente até 24 horas antes do sacrificio dos animais.

6. Grupo Quercetina + Cisplatina (Q+Cis)

Esse grupo recebeu uma solucéao de quercetina por gavagem, 24 horas e 1
hora antes da administracdo intraperitoneal de cisplatina (5,0 mg/kg) (MASON e
EDWARDS, 1985). A solucdo de quercetina em propilenoglicol continuou sendo
administrada diariamente por gavagem até 24 horas antes do sacrificio dos

animais.

As administracdes intraperitoneais de cisplatina foram realizadas em dose
Unica, enquanto as gavagens foram diarias. Nos ensaios mencionados foram
utilizados o medicamento Platinil® - solugdo injetavel (Cisplatina laboratério Quiral

Quimica do Brasil), diluido em solucao de cloreto de sodio 0,9% e a quercetina
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adquirida da Sigma (St. Louis, Co) dissolvida em propilenoglicol, ambas
preparadas imediatamente antes do uso.
Os animais foram sacrificados por decapitacdo, sua urina e sangue

coletados e os rins retirados para analise morfolégica, conforme descrito a seguir:

Urina

A urina foi coletada em provetas graduadas, utilizando-se gaiolas
metabdlicas que permitiram a separacdo da urina e fezes durante as 24 horas
anteriores ao sacrificio dos animais, que ocorreram apés 5 (grupo b) e 20 dias
(grupo c¢) a administracao intraperitoneal de cisplatina, e entdo utilizada para as

determinacdes dos niveis de creatinina e osmolalidade.

Plasma

O sangue dos animais sacrificados 5 e 20 dias apdés a administracao de
cisplatina era coletado com o auxilio de um funil em um tubo heparinizado e em
seguida o plasma era separado por centrifugacao para subsequente determinagao

dos niveis de creatinina plasmatica.

Rins

Ao final do experimento os animais foram sacrificados por decapitacao, 2
(grupo a ), 5 (grupo b) ou 20 dias (grupo c), apds a administracao da cisplatina. Os
rins foram retirados logo apds o sacrificio para a realizacdo do estudo morfolégico
(rim esquerdo) e para a determinagdo dos niveis das substancias reativas ao

acido tiobarbiturico (SRATB) (rim direito).
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No caso da determinacdo dos niveis renais das SRATB, somente foram
utilizados os rins dos animais sacrificados 48 horas ap6s a administracdo

intraperitoneal da cisplatina.

4.2 Métodos

4.2.1 Determinacao da variacao dos pesos dos animais

Os animais foram pesados diariamente em balanga digital Micronal B 600.

4.2.2 Determinacao do volume urinario

Nas 24 horas anteriores ao sacrificio, os animais eram colocados em
gaiolas metabdlicas individuais e a urina coletada em provetas graduadas onde
seu volume era determinado. Na saida da gaiola metabdlica foi utilizado papel de

filtro para evitar eventual presencga de residuos soélidos na urina.

4.2.3 Determinacao do peso dos rins

Imediatamente apds o sacrificio dos animais era realizada a abertura da
cavidade abdominal para retirada dos rins. Em seguida, foram devidamente
pesados em balanca Micronal B 600, embrulhados em papel aluminio e colocados

em recipientes contendo gelo picado.
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4.2.4 Dosagens Bioquimicas

4.2.4.1 Dosagem de creatinina urinaria e plasmatica

Para a analise de creatinina urinaria e plasmatica foi utilizado o kit
Labetest® (Diagnéstica S.A.). As leituras foram realizadas em comprimento de
onda de 510 nm utilizando-se espectrofotdometro Micronal-digital modelo B342ll e

os resultados expressos em mg de creatinina por 100 ml de urina ou plasma.

4.2.4.2 “Clearance” de Creatinina

O “clearance” de creatinina foi calculado a partir dos dados de creatinina
urinéria, creatinina plasmatica, volume da urina e peso dos ratos (RAO e RAO,
1998), utilizando-se a seguinte férmula:

Calculo = Cu x Vu x 100, onde:
Cp t p

Cu = creatinina urinaria (mg/dl)

Cp = creatinina plasmatica (mg/dI)

Vu = volume de urina (ml)

t = tempo de coleta da urina (minutos)
p = peso do rato (gramas)

O resultado foi expresso em ml/min/100g de peso do animal.

4.2.4.3 Osmolalidade Urinaria
A osmolalidade foi dosada na urina colhida dos animais durante as ultimas
24 horas de vida. A dosagem foi realizada em aparelho Fiske Osmometer e os

resultados expressos em mOsm/kg de agua.
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4.2.4.4 Niveis renais das substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(SRATB)

O método para avaliacdo de peroxidacao lipidica por determinacao das
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (SRATB) dentre elas, o malonaldeido
(MDA) foi o preconizado por UCHIYAMA e MIHARA (1978). Nesse sentido, o rim
direito extraido (mantido em gelo picado) foi cortado em pedagos pequenos e
pesado cuidadosamente 0,25 g, aos quais eram entdo adicionados 5,0 ml de
solucdo gelada de KCI 1,15%, para obtencdo de um homogenato a 5,0%. Eram
entdo pipetados 0,5 ml do homogenato em 3,0 ml de solu¢do de &cido fosforico
1% e 1,0 ml de solucéo de acido tiobarbiturico (TBA) 0,6%. O TBA reage com as
SRATB e com o malondialdeido (MDA) (numa proporcdo de duas moléculas de
TBA para cada MDA), dando uma coloracao rosa estavel. A mistura era entao
aquecida por 45 minutos em banho de agua fervente e apds resfriamento da
solucdo, eram adicionados 4 ml de n-butanol e centrifugado. As solugcbes padrao
de 1,1/,3,3-tetrametoxipropano, foram utilizadas nas concentragdes de 5,125;
10,250 e 20,500 nmol por ml. As medidas de absorbancia da fase organica eram
feitas em dois comprimentos de onda (520 e 535 nm) utilizando-se um
espectrofotometro digital modelo Genesis. A diferenca entre as absorbancias
correspondia ao valor de TBA livre. Os resultados das concentragdes de

malonaldeido foram expressos em nmol de MDA/g de tecido Umido de rim.
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4.2.4.5 Analise histoldgica dos rins

Apés a decapitacdo, coleta do sangue e abertura da cavidade abdominal, o
pediculo vascular renal foi dissecado e o rim esquerdo imediatamente retirado e
seccionado transversalmente. Uma fatia de 5,0 mm era fixada em Bouin alcodlico
por 12 horas e processada para inclusdo em parafina. Secgdes histoldgicas de 3
um de espessura eram coradas com hematoxilina-eosina e tricromico de Masson
e impregnadas com prta (PAMS) antes de serem examinadas em microscépio de
luz visivel convencional.

A andlise semiquantitativa das alteracbes nos diferentes compartimentos
renais foi efetuada, considerando-se os compartimentos glomerular, tubular,
intersticial e vascular do parénquima renal. No compartimento tubular foram
analisadas a necrose do epitélio de revestimento, a presenca de cilindros
intratubulares, a dilatagcdo do lumen tubular e a presenca de mitoses, tanto nos
tubulos do cortex como nos das medulas externa e interna.

No compartimento glomerular foram considerados a hipercelularidade endo
e extracapilar, a deposicdo de matriz mesangial, a filtragdo celular, o
espessamento e a irregularidade das alcas capilares. No compartimento intersticial
foram considerados: edema, infiltragcdo leucocitaria e fibrose, e no compartimento
vascular o espessamento fibro-eldstico da camada intima, a hipertrofia da camada
média e a deposicao de substancia hialina.

O estudo dessas lesdes foi feito de acordo com critérios semiquantitativos,

utilizando-se um numero de codigo, de modo que o observador ndo saiba a qual
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grupo pertence as laminas e considerando-se: 0 = ausente, 1 = alteragbes em

grau discreto, 2 = grau moderado e 3 = grau acentuado.

4.3 Analise Estatistica

Os valores de volume urinario, osmolalidade urinaria, creatinina plasmatica
e niveis renais das SRATB obtidos, foram analisados utilizando-se o método de
Kruskal-Wallis, ndo paramétrico, com comparag¢des multiplas realizadas pelo teste
de Dunn. Para as anélises morfoldgicas foi aplicada analise de variancia (ANOVA)

e teste de Tukey. Foram consideradas significativas as diferengcas com p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacao da funcao renal

Os dados dos grupos tratados apenas com o veiculo estdo nas Tabelas 1
(creatinina plasmatica no 52 dia), 2 (creatinina urinaria no 5° dia), 3 (“clearance” de
creatinina no 5° dia), 4 e 5 (fluxo urinario no 5° e 20° dias) e 6 e 7 (osmolalidade
urinaria) do apéndice. Apenas a administracdo do veiculo (propilenoglicol) ou do
veiculo + quercetina por gavagem nao alterou nenhum dos parametros de funcao
renal estudados, quando os animais foram injetados com solucdo salina. A
administracao do veiculo antes da injecao de cisplatina também nao apresentou

diferenca em comparacao com o grupo tratado apenas com cisplatina.
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5.2 Creatinina Plasmatica

O efeito da quercetina sobre o aumento da creatinina plasmatica (mg/dl)
causada pela cisplatina cinco dias apds sua administragcao pode ser observado na
Figura 1. No 5° dia ap6s a injecao, observou-se um aumento dos valores de
creatinina plasmatica dos animais do Grupo Cisplatina, com diferenca estatistica
em relacdo ao Grupo Controle (p<0,05). Os animais tratados com gavagem de
quercetina apresentaram niveis de creatinina plasmatica préximos a normalidade,

com diferenca estatistica em relacao ao Grupo Cisplatina (p<0,05).
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Figura 1 — Creatinina plasmatica (mg/dl) dos animais sacrificados 5 dias apds a
administragdo intraperitoneal de salina (Controle) ou Cisplatina (Cis,
Q+Cis). Cada valor corresponde a média + erro padrdo. ? p< 0,05 em

comparacgdo com o Grupo Controle, ® p< 0,05 em comparagcdo com o

Grupo CP. Kruskal- Wallis e p6s teste de Dunn.
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5.3 Creatinina Urinaria

Os valores de creatinina urinaria (mg/dl) dos animais sacrificados 5 dias
apos a injecao intraperitoneal estao apresentados na Figura 2. No 5° dia ap6s a
injecao observou-se um aumento dos valores de creatinina urinaria dos animais do
Grupo Cisplatina, com diferenca estatistica em relacdo ao Grupo Controle
(p<0,05). Os animais tratados com gavagem de quercetina apresentaram niveis
de creatinina urindria proximos a normalidade, com diferenga estatistica em

relagdo ao Grupo Cisplatina ( p<0,05).
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Figura 2 — Creatinina urinaria (mg/dl) dos animais sacrificados 5 dias apés a
administracdo intraperitoneal de salina (Controle) ou Cisplatina (Cis,
Q+Cis). Cada valor corresponde a média * erro padréo. ? p< 0,05 em
comparacado com o Grupo Controle, b p< 0,05 em comparagao com o

Grupo Cisplatina. Kruskal- Wallis e pos teste de Dunn.
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5.4 “Clearance” da Creatinina

Na Figura 3 observamos os valores do “clearance” da creatinina dos
animais 5 dias ap6s a administracao da cisplatina.

Neste experimento para o grupo de ratos tratados apenas com cisplatina,
foi observada uma redugcdo no “clearance” da creatinina, comparado ao Grupo
Controle. Nos animais que receberam o tratamento com doses mudltiplas de
quercetina e injecao de cisplatina, ndo foram observadas diferencas em relacéo ao
Grupo Controle. Entretanto, a pequena inibicdo observada na redugéo do valor de
“clearance” induzida pela cisplatina, ndo representou diferanca estatisticamente
significativa (p<0,05) em relagédo ao Grupo Controle.

Os valores individuais encontram-se na Tabela 3 do apéndice.
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Figura 3 — “Clearance” da creatinina (ml/min/100g peso do rato) dos animais
sacrificados 5 dias ap6s a administragdo intraperitoneal de salina
(Controle) ou Cisplatina (Cis, Q + Cis). Cada valor corresponde a média

* erro padrao. Kruskal- Wallis e pés teste de Dunn.
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5.5 Fluxo Urinario

Os fluxos urinarios (ml/24h) dos animais sacrificados no 5° e 20° dia ap6s a
injecado intraperitoneal de salina ou cisplatina (5mg/kg) estdo apresentados na
Figura 4. Nesse caso, 5 dias apdés a injecao de cisplatina observou-se um
aumento do fluxo urinario dos animais, que foi mantido elevado até o 20° dia,
apresentando diferenca estatistica em comparacdo com o Grupo Controle
(p<0,05).

O fluxo urindrio do Grupo Quercetina + Cisplatina também apresentou
diferenca significativa no 5° dia em comparagdo com o Grupo Cisplatina (p<0,05),

porém o0 mesmo nao foi observado no grupo tratado por 20 dias.
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Figura 4 — Fluxo urinario (ml/ 24h) dos animais sacrificados 5 e 20 dias apos a
administracdo intraperitoneal de salina (Controle) ou Cisplatina (Cis,
Q+Cis). Cada valor corresponde a média * erro padréo. ? p< 0,05 em
comparacado com o Grupo Controle, b p< 0,05 em comparagao com o

Grupo Cisplatina. Kruskal- Wallis e pés teste de Dunn.
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5.6 Osmolalidade Urinaria

Os valores de osmolalidade urinaria (mOsm/kg de H>O) dos animais
sacrificados no 5% e 20° dia apds a injecao intraperitoneal de salina ou cisplatina
(5mg/kg) estdo apresentados na Figura 5. A injecdo de cisplatina provocou uma
diminuicao significativa da osmolalidade urindria em comparacdao com o Grupo
Controle (p<0,05), apenas no 5° dia ap6s a intraperitoneal.

No 5° dia ap6s a intraperitoneal o Grupo Quercetina + Cisplatina apresentou
um valor da osmolalidade significativamente mais alto que o da Cisplatina, porém
nao mostrou diferenca significativa em relacao ao Grupo Controle (p>0,05).

Também nao se observou diferencga significativa entre o Grupo Quercetina
+ Cisplatina em comparacao ao Grupo Cisplatina (p>0,05) no 20° dia apo6s a

injecao.
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Figura 5 — Osmolalidade urinaria (mOsm/ kgH-O) dos animais sacrificados 5 e 20
dias apdés a administracdo intraperitoneal de salina (Controle) ou
Cisplatina (Cis, Q + Cis). Cada valor corresponde a média + erro
padrdo. @ p< 0,05 em comparagdo com o Grupo Controle, ® p< 0,05 em
comparacdo com o Grupo Cisplatina. Kruskal- Wallis e pds teste de

Dunn.
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5.7 Evolucao dos pesos dos animais

A variagdo na evolugao do peso dos animais durante o experimentos esta
apresentada na Figura 6. A Tabela 8, no apéndice, mostra a média dos resultados
de peso dos ratos Wistar tratados com quercetina e submetidos a injecao
intraperitoneal de cisplatina. Os resultados individuais estédo nas Tabelas 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14 e 15 no apéndice. Os animais do Grupo Cisplatina e Grupo
Quercetina + Cisplatina apresentaram uma pequena reducao de peso 24 horas
apos a injecao intraperitoneal de cisplatina quando comparado ao Grupo Controle,
com recuperacgao no 5° dia ap6s o tratamento com cisplatina. Observando-se os
resultados obtidos, pode-se verificar que os animais do Grupo Controle ganharam

peso durante o periodo experimental.
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Figura 6 — Evolugcdo do peso dos animais durante todos os dias do experimento.

Cada valor corresponde a média dos pesos corporeos (g) dos animais.
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5.8 Relacao peso dos rins/ peso do rato

Na Figura 7 esta apresentada a relagdo em porcentagem, do peso dos rins
em relagdo ao peso corpéreo dos ratos sacrificados 5 e 20 dias apds a injecao
intraperitoneal. As Tabelas 16 e 17 (ver apéndice), apresentam os valores
individuais. Observamos no 5° dia um aumento significativo (p<0,05) entre o
Grupo Cisplatina e o Grupo Controle. No 20°, embora tenha havido um aumento
no Grupo Cisplatina, este nao foi estatisticamente significativo em relacdo ao
Grupo Controle (p>0,05).

Foi observado também que os valores obtidos no Grupo Quercetina +
Cisplatina, revelaram-se intermediarios, isto &, diferentes do Grupo Controle, mas
estatisticamente menores do que observados no Grupo Cisplatina (p<0,05),
evidenciando-se portanto uma protegdo devida ao tratamento com doses multiplas

de quercetina.
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Figura 7 — Peso relativo dos rins (% de peso dos rins com relacdo ao peso
corpéreo) dos animais sacrificados 5 e 20 dias ap6s a administragdo
intraperitoneal de salina (Controle) ou Cisplatina (Cis, Q + Cis). Cada
valor corresponde a média * erro padrdao. * p< 0,05 em comparagio
com o Grupo Controle, ® p< 0,05 em comparacdo com o Grupo

Cisplatina. Kruskal- Wallis e pds teste de Dunn.
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5.9 Analise morfoldgica

Na Tabela 1 estdo apresentados os escores histoldgicos dos animais
sacrificados 5 e 20 dias ap6s a injegao intraperitoneal. Nos compartimentos
vascular, intersticial e glomerular ndo foram observadas lesées em nenhum dos
grupos. Com relacdo ao compartimento tubular foi observado que a regido
medular externa foi o local onde as lesdes se apresentaram em maior grau. As
alteragbes patologicas mais evidentes 5 dias apdés a injecdo de cisplatina
consistiram de perda da borda em escova das células tubulares dos tdbulos
proximais, presenca de cilindros intratubulares, dilatagdo do lumen, necrose com
descamacao do epitélio e mitose. Observou-se lesdo de intensidade maxima
(escore 4) nos animais do Grupo Cisplatina, com diferenca significativa em
comparacado com o Grupo Controle, no 5° dia apds a injecéo (p<0,05). As lesdes
foram menos intensas nos animais tratados com quercetina, que apresentaram
diferencas significativas em comparacdo com os Grupos Controle e Cisplatina
(p<0,05). Foi verificada ainda a presenga de mitose em quantidades moderadas,
porém nao quantificadas, nos animais tratados com cisplatina (Figura 8).

No 20° dia apds a injecao observou-se uma diminuigdo dos graus de lesbes
provocadas pela administragédo de cisplatina. Entretanto, os animais injetados com
cisplatina, apresentaram diferenca estatistica quando comparados com o Grupo
Controle (p<0,05). Adicionalmente, observou-se também que os animais injetados
com cisplatina e sacrificados no 20° dia apresentaram discretos focos de fibrose
intersticial. Também nao se verificou diferenca significativa entre os escores dos

Grupos Controle, Propilenoglicol e Quercetina, em ambos periodos estudados
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(p>0,05). Os dados acima mencionados encontram-se nas Tabelas 18 e 19 do

apéndice.
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Tabela 1 — Andlise histologica dos rins dos animais sacrificados 5 dias apds a injec¢ao i.p.
de salina (Controle) ou cisplatina (Cis, Q + Cis). Doses multiplas de quercetina

(50 mg/kg).
Controle Cis Q + Cis
5 dias 0 4,0° 2,71
(n=6) (n=12) (n=14)
20 dias 0 3,8¢ 2,16
(n=8) (n=10) (n=12)

Grupos: Controle; Cis = Cisplatina; Q + Cis = Quercetina + Cisplatina. * p < 0,05 em

comparacao com o Grupo Controle. ANOVA e péds teste de Tukey.
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Figura 8 — (A) Corte histolégico de rim de rato, mostrando a regido medular externa (ME) com aspecto

microscopio nos padrées da normalidade, 5 dias apds a inje¢do de salina (escore 0). (B) Corte
histolégico de rim de rato injetado com cisplatina, mostrando a regido ME com necrose tubular
aguda (NTA), 5 dias apds a injegao (escore 4). (C) Corte histolégico de rim de rato pré-tratado
com quercetina e injetado com cisplatina, mostrando a regido ME com NTA, 5 dias apés a
injecao (escore 2). A NTA é caracterizada pela intensa dilatagéo tubular (*), descamacgao das
células no lumen tubular (seta) e desnudamento da membrana basal tubular (cabeca seta) (A:

Tricromo de Masson; B e C: Hematoxilina-Eosina, X290).
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5.10 Determinacao dos niveis renais das substancias reativas ao acido

tiobarbiturico (SRATB)

Na Figura 9 estdo apresentados os valores dos niveis renais das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (SRATB) dos animais sacrificados 2
dias apdés a administragdo intraperitoneal. Os animais do Grupo Cisplatina
apresentaram niveis renais das SRATB significativamente mais altos, em
comparacdo com o Grupo Controle e com o Grupo Quercetina + Cisplatina
(p<0,05).

Nao se observou diferenga significativa entre os animais dos Grupo
Quercetina + Cisplatina e do Grupo Controle (p>0,05). Os resultados de todos os

grupos estao apresentados na Tabela 20 do apéndice.
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Figura 9 — Niveis renais das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (SRATB)
(nMol/ g proteina) dos animais sacrificados 48 horas apos a
administracdo intraperitoneal de salina (Controle) ou cisplatina (Cis,
Q+Cis). Cada valor corresponde a média * erro padréo. ? p< 0,05 em
comparacdo com o Grupo Controle, ® p< 0,05 em comparacdo com o

Grupo Cisplatina. Kruskal- Wallis e pds teste de Dunn.
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6 DISCUSSAO

A cisplatina, um complexo de platina com grupos cloreto labeis, € um
agente quimioterapico usado na terapia de varios tipos de cancer. Porém, varios
efeitos adversos limitam o uso deste antitumoral, destacando-se os efeitos
gastrintestinais indesejaveis como nauseas, vomitos, irritacdo gastrica, anorexia,
além de pronunciado efeito nefrotdxico (DOLL, 1996).

Varias substancias antioxidantes tém sido estudadas como agentes
quimioprotetores, como as vitaminas C e E, o 6leo de oliva, a curcumina, a bixina,
que exercem seu efeito “capturando” radicais livres formados ap6s a exposi¢ao
aos quimioterapicos (ANTUNES et al., 1998, 1999, 2000; SILVA et al., 2001).

A insuficiéncia renal causada pelo agente antitumoral cisplatina é atribuida
as alteragdes das fungbes renais, especialmente na inducao de lesdes nos tubulos
proximais (FIELD et al., 1989; BRADY et al., 1993). E conhecido que a
nefrotoxicidade induzida pela cisplatina em ratos resulta em aumento do volume
urinario, aumento relativo do peso dos rins, aumento dos niveis de creatinina
plasmatica e mudancas no “clearance” de creatinina (ANTUNES et al., 2000,
2001; FRANCESCATO et al., 2001; SILVA et al., 2001).

Em trabalhos como o de SUGIHARA e GEMBA (1986) e APPENROTH et
al. (1997) sugere-se que os efeitos toxicos oriundos da cisplatina podem estar
relacionados a danos causados pelas espécies reativas de oxigénio. Para
combater estes efeitos toxicos e a intensidade dos mesmos é comum associar

com o farmaco dietas com quantidades substanciais de antioxidantes. Estas dietas
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além de proteger os efeitos colaterais do tratamento com o antitumoral, também
diminuem os efeitos colaterais nefrotdéxicos (CONKLIN, 2000).

Para verificar os danos renais induzidos pela cisplatina, os animais foram
tratados com dose Unica deste antitumoral (5 mg/ kg) que ndo provoca a morte
dos animais e nem toxicidade caracterizada por ataxia, bradipneia, atividade
reduzida (JONES et al., 1985; BALDEW et al., 1989). Apesar de ser uma dose
freqlentemente usada em animais, de acordo com varios outros autores
(ANTUNES et al., 2000, FRANCESCATO et al., 2001; SILVA et al., 2001; MORA
et al., 2003), ela & aproximadamente quatro a cinco vezes maior do que a
empregada em seres humanos (GONZALEZ-VITALE et al., 1977; JACOBS et al.,
1980). Salienta-se que, em geral, 0os animais de laboratério sdo mais resistentes
as drogas do que outras espécies, seja quando sao realizados estudos funcionais
ou de alteragdes morfolégicas (THIEL et al., 1976). Com esta dose, obteve-se as
alteragdes funcionais e morfoldgicas desejadas. A injecao intraperitoneal é a via
de administracdo mais utilizada em experimentos devido a sua simplicidade e
também porque possibilita maximizar a exposi¢éo de agentes.

A dose de quercetina de 50 mg/ kg peso corpoéreo, usada nesse trabalho
assim como a administragao oral e o pré-tratamento, foram baseadas em dados
da literatura, que mostraram efeito nefroprotetor da quercetina (KAHRAMAN et al.,
2003 b; FRANCESCATO et al.,, 2004) com base em diferentes parametros
investigados (substancias reativas ao acido tiobarbiturico, fator o de necrose
tumoral, atividade da mieloperoxidase, conteudo de proteina carbonil, niveis de

glutationa e atividade das enzimas catalase e superoxido dismutase).
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Neste estudo, a solugdo de quercetina foi administrada aos animais
imediatamente apds o seu preparo. O propilenoglicol foi usado como veiculo, pois
a quercetina ndo é soluvel na agua, e este € o veiculo que apresenta absorcéo
mais rapida (PISKULA e TERAO, 1998).

Segundo BALDEW et al. (1991), o pico de creatinina para ratos ocorre 5
dias apds uma dose unica de cisplatina (6mg/ kg). Em doengas renais, os valores
de creatinina sérica ndo aumentam significativamente até que a funcédo renal
esteja consideravelmente comprometida (EDELWEISS, 1991).

A creatinina plasmética ou sérica é um indice bastante utilizado em
experimentos com cisplatina para avaliar a sua nefrotoxicidade. O aumento dos
niveis de creatinina plasmatica e a diminuigado do “clearance” da creatinina indicam
que a cisplatina é nefrotoxica. Observou-se neste estudo, que os animais que
receberam Cisplatina apresentaram valores de creatinina estatisticamente maiores
comparados ao Grupo Controle e Quercetina + Cisplatina (Tabela 1, Figura 1). Os
valores do “clearance” da creatinina nos ratos tratados com cisplatina
apresentaram indices baixos em relagcdo aos grupos nao tratados (Figura 3,
Tabela 3). Resultados semelhantes foram também observados por ANTUNES et
al. (2000) e FRANCESCATO et al. (2001).

A diminuicdo na taxa de filtracao glomerular verificada pelo aumento dos
niveis de creatinina plasmatica foi observado do terceiro ao sétimo dia apos
administracdo da cisplatina em ratos (SAFIRSTEIN et al.,, 1981) e resultados
obtidos por NISHIKAWA et al. (2001) também evidenciam niveis de creatinina
aumentados, com pico no 5° dia apds a administragéo de cisplatina, sugerindo a

ocorréncia de dano renal severo. As lesdes tubulares podem contribuir para a
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diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular, observada durante o tratamento com
drogas nefrotdxicas. A diminuicdo da taxa de filtragdo, determinada pelo
“clearance” da creatinina foi observada em ratos apds a administracéo de 5 a 10
mg de cisplatina por kg de peso em ratos (SAFIRSTEIN et al., 1981; CHOPRA et
al., 1983).

Portanto, o aumento dos niveis de creatinina plasmatica e a diminuicdo do
“clearance” da creatinina nos grupos tratados com cisplatina aqui observados
indicam que o farmaco teve efeito nefrotéxico e que a quercetina apresentou ser
eficiente para diminuir a nefrotoxicidade deste antitumoral.

O aumento do volume urinario observado em ratos tratados com cisplatina
também foi observado em trabalhos anteriores (DAUGAARD, 1990), evidenciando
a lesdo renal provocada por este antitumoral. No presente estudo resultados
mostram um aumento de volume urindrio nos animais do Grupo Cisplatina,
estatisticamente significativo em relacdo ao Grupo Controle nos 5° e 20° dias apds
a injecao intraperitoneal e significante também em relacdo ao Grupo Quercetina +
Cisplatina no 5° dia. Observou-se também uma diminuicdo dos valores de
osmolalidade urinéria nos animais nos 5° e 20° dias apds a injecao de cisplatina,
estatisticamente diferente do Grupo Controle, e do Grupo Quercetina + Cisplatina
no 5° dia. Nossos resultados estdo de acordo com KISHORE et al. (2000) que
observaram que os volumes urinarios dos ratos tratados com cisplatina estavam
significativamente aumentados, bem como os valores de osmolalidade urinaria
estavam significativamente diminuidos, cinco dias apdés administracdo de
cisplatina. Neste trabalho, os autores sugerem que a causa da polidria induzida

por este farmaco pode estar associada com uma diminuicdo significativa na
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expressao de canais de agua do ducto coletor (aquaporinas 2 e 3) e da medula
interna (aquaporina 1).

A perda de peso tem sido constantemente observada em animais tratados
com cisplatina (ANTUNES et al., 2000, 2001; FRANCESCATO et al., 2001; SILVA
et al., 2001). Neste estudo pode-se observar que a cisplatina causou perda
significativa de peso dos ratos, comparados com os animais Controle e com 0s
que receberam Quercetina (Figura. 6, Tabelas 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 e 15). A
causa dessa perda de peso pode ser devida a toxicidade gastrintestinal do
farmaco, a diminuicdo da ingestdo de alimentos, ou a ambos efeitos
(EDELWEISS, 1991). Observou-se também que houve discreta reducao do peso
médio dos animais, estatisticamente ndo significativa, 24 horas apds a injecéo
intraperitoneal de cisplatina.

A administracdo de quercetina n&o influenciou o aumento de peso dos
animais do Grupo Quercetina, visto que o peso dos animais que receberam
quercetina por gavagem ficou proximo aos valores do Controle (Figura 6, Tabelas
8,9,10,11,12, 13,14 e 15).

Com referéncia ao peso dos rins, 0 aumento observado foi maior no Grupo
Cisplatina, como se pode ver na Figura 7 e nas Tabelas 16 e 17. Este aumento foi
confirmado, histologicamente, pelo aumento generalizado das células que
sofreram processo degenerativo hidrépico e edema intersticial, acrescido das
alteragdes hemodinamicas e de permeabilidade celular.

Do ponto de vista histolégico e estrutural, alguns dados parecem ter
significado com relacdo ao mecanismo de lesdo tubular induzido pela cisplatina.

As lesbes precoces envolvem células do segmento Sz, seis horas apds o uso do
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farmaco, sugerindo uma rapida interacdo entre esse e as células tubulares
proximais. Estudos farmacocinéticos tem mostrado que, mesmo apds poucos
minutos ou horas, a maioria da cisplatina injetada é ligada a proteinas (DOBYAN,
1985) e que o inicio da lesédo induzida pela cisplatina pode ocorrer dentro de um
curto periodo de tempo apéds a administracao do farmaco (EDELWEISS, 1991).

Em estudos clinicos ja realizados por outros pesquisadores, o efeito
nefrotoxico da cisplatina tem sido demonstrado como indutor de necrose tubular
de tubulos contorcidos distais e coletores (GONZALES-VITALE et al., 1978;
SEGURO et al., 1989).

A sequéncia de perda de fungdo renal ocorre com o agravamento dos
efeitos morfoldgicos, principalmente relacionados a dilatagao tubular e a presenca
de nucleos atipicos, revestindo internamente as luzes tubulares e evidenciando
hipercromasia e multinucleacdo. Um fato curioso é que estas atipias ocorrem em
ratos com mais freqiéncia nos tubulos proximais, € em seres humanos nos
tubulos distais e coletores (EDELWEISS, 1991).

A persisténcia das lesdes agudas nos rins observadas neste estudo até 20
dias apds a administragdo de cisplatina est4 de acordo com a literatura. Segundo
GONZALEZ-VITALE et al. (1977) que estudou pacientes submetidos a terapia
com cisplatina, a persisténcia das alteragdes renais poderia estar relacionada ao
fato da excrecdo renal do farmaco, extremamente lenta expor o epitélio tubular
dos rins a um efeito deletério prolongado (DE CONTI et al., 1973).

A maioria dos trabalhos que examinaram alteragées morfolégicas renais

resultantes da administracdo de cisplatina enfatizam a sensibilidade do segmento
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Sz do tubulo proximal localizado na porgédo mais externa da medula (CHOIE et al.,
1981).

Estudos in vitro e in vivo, tém atribuido a nefrotoxicidade induzida pela
cisplatina como resultado da peroxidacdo lipidica no rim (HANNEMANN e
BAUMANN, 1988; ZHONG et al., 1990).

Ao final da peroxidagao lipidica ha formacdo de varias substancias por
degradacao dos lipideos oxidados, dentre elas o malondialdeido que tem sido
quantificado para avaliar a peroxidagao lipidica. KIM et al. (1997) verificaram que o
tratamento com cisplatina promove aumento da peroxidacdo lipidica in vitro.
Varios estudos mostraram os efeitos dos agentes quimioprotetores sobre o
aumento da peroxidacdo lipidica pela cisplatina (BALDEW et al.,, 1989;
HANNEMANN et al., 1991; BRAUNLICH et al., 1996). KNUDSEN et al.(1996)
demostraram reducao nos niveis do malondialdeido renal seguidos de tratamento
com multiplos antioxidantes, indicando que a combinagao de vitamina E, selénio e
B-caroteno, pode reduzir a peroxidacao lipidica mais efetivamente do que dietas
contendo apenas um antioxidante.

No presente estudo, foi investigado em ratos machos Wistar, o efeito
antioxidante de doses multiplas do flavondide quercetina, sobre os danos
oxidativos induzidos pela cisplatina, 48 horas ap6s a administracéo do antitumoral,
por meio da avaliacdo do indice de peroxidacdo lipidica, pelo aumento do
malondialdeido renal, verificado por meio da dosagem bioquimica das substancias
reativas ao 4cido tiobarbiturico (UCHIYAMA e MIHARA, 1978). Nesse sentido, os

animais receberam o tratamento com quercetina (50 mg/ kg de peso corpoéreo) 24
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horas e 1 hora antes da injecéo intraperitoneal de cisplatina (5 mg/ kg de peso
corpéreo), e 24 horas apOs a administragdo, e foram sacrificados 48 horas apés a
injecao intraperitoneal. Os resultados obtidos mostraram haver um aumento dos
niveis das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (SRATB) nos animais
sacrificados 48 horas apés a injecdo da cisplatina, estatisticamente significantivo
em relacdo aos Grupo Controle e Quercetina + Cisplatina.

Esse resultado confirma outros estudos que utilizaram a mesma dose de
cisplatina ou proxima a empregada no presente trabalho (YAMADA, 1995;
BRAUNLICH et al., 1996; ANTUNES et al., 2000). YAMADA (1995), realizou um
estudo sobre os mecanismos envolvidos nos danos renais induzidos em ratos por
seis diferentes compostos nefrotdxicos e dentre eles a cisplatina. O aumento do
malondialdeido renal como indice de peroxidacao lipidica foi observado no sétimo
dia ap6s a administragdo de 4 a 8 mg/ kg de cisplatina. No entanto, neste periodo
o autor verificou que a peroxidagdo lipidica ndao desempenhou um papel
significativo nos danos renais induzidos pela cisplatina. Outras investigacdes
também observaram aumento da peroxidacao lipidica renal entre 3 e 7 dias apos a
administracéo de cisplatina (BRAULINCH et al., 1996; ANTUNES et al, 2000) e no
presente trabalho verificou-se um aumento significativo dos niveis de peroxidacao
lipidica, 48 horas ap6s a administragao de cisplatina.

MATSUSHIMA et al. (1998) interessados em estudar os efeitos dos radicais
livres de oxigénio gerados pela cisplatina na faléncia renal aguda em ratos,
utilizaram a mesma dose do antitumoral aqui utilizada e analisaram os resultados
6 horas ap6s a administragdo do quimioterapico. Os resultados também

mostraram aumento nos valores de malondialdeido.
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ANTUNES et al. (2001) utilizando doses de 5 mg/ kg peso corpdéreo de
cisplatina em ratos machos Wistar, avaliaram os efeitos dos antioxidantes
curcumina e selénio sobre a nefrotoxicidade deste antitumoral. Os animais foram
sacrificados trés dias apds a injecdo de cisplatina e os resultados obtidos
mostraram haver indugéo de peroxidacgao lipidica pelo agente antineoplasico.

FRANCESCATO et al. (2001) utilizaram a mesma dose do quimioterapico
para investigar o efeito do selénio na nefrotoxicidade induzida pela cisplatina. Os
ratos nesse caso foram sacrificados sete dias apds a administragéo intraperitoneal
da cisplatina e também foi observado aumento da peroxidagao lipidica.

Os pesquisadores acima relacionados (ANTUNES et al. 2000;
FRANCESCATO et al. 2001), utilizaram a mesma metodologia também
empregada no presente estudo (UCHIYAMA e MIHARA 1978) que segundo
OHTAKE et al. (1997) vem sendo extensivamente utilizado como indice confiavel
de inducao de peroxidagao lipidica.

Embora os mecanismos responsaveis pela peroxidagao lipidica induzida
pela cisplatina sejam desconhecidos, muitas sugestdes e observagbes tém sido
relatadas. Algumas publicacdes ressaltam que estudos in vivo demonstraram ter a
cisplatina causado diminuicdo da atividade das enzimas antioxidantes endégenas
superéxido dismutase, catalase, glutationa redutase, glutationa peroxidase e
glutationa transferase (ZHANG e LINDUP, 1993). Outros pesquisadores
verificaram que tal efeito foi responsavel pelo aumento da peroxidagao lipidica
(BOMPART et al, 1990; SADZUKA et al., 1992 a, b). Entretanto,

contraditoriamente, também existem evidéncias de que a administracdo desse
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antitumoral aumentou a atividade da superoxido dismutase renal (BOOGAARD et
al., 1991).

KAHRAMAN et al. (2003 b) verificaram que o pré tratamento com
quercetina (50 mg/kg), em ratos, provocou diminuicdo nos niveis renais das
SRATB.

Em estudo realizado por KRUIDERING et al. (1997), foi demonstrado que a
toxicidade celular induzida pela cisplatina nao foi prevenida pelos antioxidantes e
esses autores sugerem que a formacao de espécies reativas de oxigénio pode ser
causa direta da toxicidade induzida pela cisplatina. Porém, o uso de antioxidantes
pode diminuir consideravelmente a nefrotoxicidade, reduzindo reacdes
inflamatérias das células e a quantidade de liberagcdo de espécies reativas de
oxigénio pelas células danificadas.

WEMN et al. (1997), investigando os efeitos da cisplatina combinada com
substancias antioxidantes, em dezesseis pacientes com osteosarcoma ou
carcinoma testicular, verificaram diminuicao dos niveis plasmaticos de vitamina C,
ceruloplasmina e acido urico. Os valores de bilirrubina, albumina e a proporgao
vitamina E/ colesterol e triglicerideos também foram reduzidos significativamente.
Os autores concluiram que essa diminuicdo de substancias antioxidantes
plasmaticas, poderia refletir uma faléncia do mecanismo de defesa antioxidante
contra danos oxidativos induzidos por farmacos antineoplasicos e sugeriram ainda
que tal ocorréncia provavelmente resultou do baixo consumo de antioxidantes
causado pelo estresse oxidativo induzido pela quimioterapia.

O efeito protetor de compostos antioxidantes presentes em alimentos de

origem vegetal esta relacionado principalmente com a presenca de flavondides e
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de outros compostos fendlicos (BROWNSON et al. 2002). O estudo dos
constituintes vegetais, bem como de estruturas quimicas relacionadas, tém sido
mais recentemente alvo de muitas pesquisas (CINTRA e MANCINI FILHO, 1998).
Sabe-se que os flavondides atuam como antioxidantes, inibindo a
peroxidagao lipidica, seqliestrando radicais de oxigénio e quelando ions de metais
(KANDASWAMI e MIDDLETON, 1994). A quercetina ja mostrou ter efeito protetor
contra a toxicidade renal da cisplatina in vitro, protegendo as células epiteliais
tubulares de danos funcionais e estruturais induzidos pela cisplatina (KUHLMAN et

al., 1998).
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7 CONCLUSOES

Tendo em vista os objetivos propostos, e com base nos resultados obtidos

neste trabalho pode-se concluir que:

v

A cisplatina, injetada intraperitonealmente na dose Unica de 5 mg/ kg,
causou alteragdes morfoldgicas renais agudas e cronicas;

A cisplatina promoveu aumento do fluxo urinario, aumento do peso relativo
dos rins, aumento da creatinina plasmatica e diminuicdo do “clearance” da
creatinina, sendo portanto considerada nefrotdxica;

A nefrotoxicidade da cisplatina pode ser explicada, em parte pelo aumento
das espécies reativas de oxigénio, observado pelos niveis renais das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico, aumentados nos animais que
foram tratados com este quimioterapico;

A quercetina possui propriedades antioxidantes, como evidenciado pela
diminuicdo dos niveis das substancias reativas ao acido tiobarbiturico,
observadas 48 horas ap6s o tratamento com a cisplatina, €;

O tratamento com doses multiplas de quercetina atenuou a lesdo renal
produzida pela cisplatina, reduzindo significativamente as alteracoes

histol6gicas e bioquimicas desse érgao.
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RESUMO

A quercetina (3,5,7,3,4’- pentahidroxiflavona), o flavon6ide mais abundante
comumente presente em varias frutas e vegetais € um potente antioxidante,

devido as suas propriedades de sequestrar radicais livres de oxigénio e inibir a
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peroxidacéo lipidica in vitro. A cisplatina (cis- diaminodicloroplatina Il), um potente
agente antineoplasico utilizado especialmente no tratamento de tumores sélidos,
tém seu uso clinico limitado devido a seus efeitos colaterais como dano renal,
toxicidade intestinal e supressdo da medula 6ssea. Neste estudo foi avaliado o
efeito de doses multiplas do flavondide quercetina sobre os danos oxidativos
induzidos pela cisplatina em ratos machos Wistar, por meio da peroxidagao
lipidica. Para avaliar o efeito nefrotdéxico induzido pela cisplatina foram
determinados o volume e osmolalidade urinaria, creatinina urinéria e plasmatica e
“clearance” da creatinina. Os animais foram divididos em seis grupos de
tratamento: Grupo Controle (agua por gavagem e salina intraperitoneal), Grupo
Controle Propilenoglicol (propilenoglicol por gavagem e salina intraperitoneal),
Grupo Controle Quercetina (quercetina por gavagem e salina intraperitoneal),
Grupo Cisplatina (dgua por gavagem e cisplatina intraperitoneal), Grupo
Propilenoglicol + Cisplatina (propilenoglicol por gavagem e cisplatina
intraperitoneal), Grupo Quercetina + Cisplatina (quercetina por gavagem e
cisplatina intraperitoneal). A dose de cisplatina (5 mg/kg peso corpoéreo) foi
injetada intraperitonealmente 2, 5 e 20 dias antes do sacrificio dos animais. A
quercetina (50 mg/kg peso corpéreo) foi administrada por gavagem diariamente. O
pré-tratamento com a quercetina atenuou a leséo renal induzida pela cisplatina,
reduziu significativamente as alteragbes histolégicas e bioquimicas e se revelou
capaz de inibir a peroxidacao lipidica induzida 48 horas ap6s a administragdo da
cisplatina. Estes resultados sugerem que a quercetina pode ser um importante

agente usado para redugao da nefrotoxicidade induzida pela cisplatina.
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SUMMARY

Quercetin  (3,5,7,3,4-pentahydroxyflavone), one of the most abudant
flavonoid commonly present in most edible fruits and vegetables is a potent
antioxidant having oxygen radical scavenging properties and inhibit lipid

peroxidation in vitro. Cisplatin (cis- dichlorodiammine platinum 1), a potent
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anticancer agent especially used in the treatment of solid tumor have its clinical
use often limited by its adverse effects including renal impairment, intestinal toxicity
and mielosuppression. In this study we evaluated the role of the flavonoid
quercetin on cisplatin-induced oxidative damage in Wistar rats throught lipid
peroxidation. To evalute the cisplatin-induced nephrotoxicity, urinary volume was
measured and plasmatic creatinine and creatinine clearance were determined. The
animals were divided into six groups: Control Group (water by gavage and saline
intraperitoneally), Quercetin  Group (quercetin by gavage and saline
intraperitoneally), Propilenoglicol Group (propilenoglicol by gavage and saline
intraperitoneally), Cisplatin Group (water by gavage and cisplatin intraperitoneally),
Quercetin + Cisplatin Group (quercetin by gavage and cisplatin intraperitoneally),
Propilenoglicol + Cisplatin Group (propilenoglicol by gavage and cisplatin
intraperitoneally). The dose of cisplatin (5 mg kg™ body weight) was injected i.p., 2,
5 and 20 days before the sacrifice the animals. The quercetin (50 mgkg” body
weight) was given daily by gavage. The pre-treatment with quercetin reduced the
histological and biochemical alterations and resulted in significant reduction in the
lipid peroxidation 48 hours after cisplatin administration. The results suggest that
quercetin may be used for reducing cisplatin-induced nephrotoxicity.
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Tabela 1 — Niveis plasmaticos de creatinina (mg/dl) dos animais sacrificados 5 dias ap6s a
injecao i.p. de salina (C, P, Q) ou cisplatina (Cis, P + Cis, Q + Cis). Doses
multiplas de quercetina (50 mg/kQ)

Grupos C P Q Cis P+Cis Q+Cis
Ratos
1 0,63 0,57 0,69 1,25 1,07 0,80
2 0,74 0,33 0,76 0,80 0,71 0,88
3 0,73 0,39 0,86 1,00 0,79 0,88
4 0,67 0,95 0,23 3,10 1,35 0,69
5 0,67 0,84 0,84 0,95 0,85 0,56
6 0,71 0,65 0,51 2,48 0,66 0,69
7 0,57 0,63 0,55 2,38 0,77 0,53
8 0,70 3,03 0,85 0,62
9 1,49 0,68
10 1,25 0,81
11 1,39 0,61
12 1,58 0,62
13 0,99 0,81
14 0,88 0,48
Média 0,6775 0,6229 0,6343 1,6122 0,8813 0,69°
= DP 0,05625 0,2228 0,2229 0,7986 0,2256 0,1289

+ EPM 0,01989 0,8420 0,08426 0,2134 0,07976 0,03445
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Grupos: C = Controle; P = Propilenoglicol; Q = Quercetina; Cis = Cisplatina; P + Cis =

Propilenoglicol + Cisplatina; Q + Cis = Quercetina + Cisplatina. ® p < 0,05 em comparagao

com o Grupo Controle, ® p < 0,05 em comparacdo com o Grupo Cisplatina. Kruskal-Wallis

e pos teste de Dunn.

Tabela 2 - Niveis urinarios de creatinina (mg/dl) dos animais sacrificados 5 dias apos a

injecdo i.p. de salina (C, P, Q) ou cisplatina (Cis, P + Cis, Q + Cis). Doses

multiplas de quercetina (50 mg/kQ)

Grupos C P Q Cis P+Cis Q+Cis
Ratos
1 83,96 42,24 35,94 29,35 16,39 40,95
2 84,64 72,66 46,62 16,72 15,52 22,18
3 64,06 53,29 24,49 13,71 16,97 22,42
4 19,13 54,66 39,44 9,70 24,49 20,07
5 61,22 70,00 43,33 26,70 15,99 31,49
6 44,90 37,98 42,86 12,46 17,65 23,66
7 75,68 99,65 41,46 10,24 60,33 34,49
8 74,59 13,89 20,21 24,02
9 20,95 37,71
10 25,70 27,93
11 14,53 23,18
12 19,27 24,30
13 20,11 35,75
14 27,09 27,37
Média 63,52 61,50 39,16 18,60% 29,44 28,25°
= DP 22,22 21,18 7,276 6,592 15,19 6,653
+ EPM 7,857 8,004 2,75 1,762 5,371 1,778
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Grupos: C = Controle; P = Propilenoglicol; Q = Quercetina; Cis = Cisplatina; P + Cis =

Propilenoglicol + Cisplatina; Q + Cis = Quercetina + Cisplatina. ® p < 0,05 em comparagao

com o Grupo Controle, ® p < 0,05 em comparacdo com o Grupo Cisplatina. Kruskal-Wallis

e pos teste de Dunn.

Tabela 3 — “Clearence” de Creatinina dos animais sacrificados 5 dias ap0s a injecao i.p. de

salina (C, P, Q) ou cisplatina (CP, P + Cis, Q + Cis). Doses multiplas de

quercetina (50 mg/kQ)

Grupos C P Q Cis P+Cis Q+Cis
Ratos
1 0,23 0,28 0,14 0,19 0,15 0,19
2 0,25 0,26 0,12 0,17 0,17 0,13
3 0,12 0,46 0,03 0,16 0,19 0,23
4 0,01 0,10 0,46 0,03 0,14 0,18
5 0,16 0,08 0,12 0,29 0,20 0,24
6 0,09 0,10 0,17 0,05 0,29 0,15
7 0,32 0,04 0,06 0,05 0,13 0,15
8 0,30 0,05 0,20 0,16
9 0,14 0,19
10 0,18 0,24
11 0,14 0,20
12 0,10 0,22
13 0,17 0,26
14 0,27 0,18
Média 0,1850 0,1886 0,1571 0,1421 0,1838 0,1943
= DP 0,1084 0,1506 0,1417 0,08021 0,05069 0,03936
+ EPM 0,03831 0,05705 0,05367 0,02144 0,01792 0,01052




Estela Beatriz Behling 103

Grupos: C = Controle; P = Propilenoglicol; Q = Quercetina; Cis = Cisplatina; P + Cis =
Propilenoglicol + Cisplatina; Q + Cis = Quercetina + Cisplatina. Kruskal-Wallis e pos teste
de Dunn.

Tabela 4 — Fluxo urinario (ml/ 24 h) dos animais sacrificados 5 dias ap0s a injeg¢éo i.p. de
salina (C, P, Q) ou cisplatina (Cis, P + Cis, Q + Cis). Doses multiplas de
quercetina (50 mg/kQ)

Grupos C P Q Cis P+Cis Q+Cis
Ratos
1 7 16 10 24 34 11
2 8 5 8 29 28 21
3 5 14 3 35 30 30
4 2 6 11 30 24 14
5 7 4 10 36 38 24
6 6 5 8 30 35 22
7 9 1 3 30 6 10
8 11 34 32 24
9 32 10
10 30 22
11 50 26
12 30 20
13 28 17
14 32 20
Média 6,875 7,286 7,571 32,142 28,38 19,36°
+ DP 2,696 5,529 3,309 5,96 10,03 6,184

+ EPM 0,9531 2,09 1,251 1,593 3,545 1,653
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Grupos: C = Controle; P = Propilenoglicol; Q = Quercetina; Cis = Cisplatina; P + Cis =
Propilenoglicol + Cisplatina; Q + Cis = Quercetina + Cisplatina. ® p < 0,05 em comparagao
com o Grupo Controle, ® p < 0,05 em comparacdo com o Grupo Cisplatina. Kruskal-Wallis

e pos teste de Dunn.

Tabela 5 — Fluxo urinario (ml / 24 h) dos animais sacrificados 20 dias ap0s a injec¢ao i.p. de
salina (C, P, Q) ou cisplatina (Cis, P + Cis, Q + Cis). Doses multiplas de
quercetina (50 mg/kQ)

Grupos C P Q Cis P+Cis Q+Cis
Ratos
1 10 10 11 32 20 18
2 3 19 29 30 40 29
3 12 13 13 31 21 30
4 20 10 13 26 25 26
5 6 12 12 24 28 12
6 8 12 20 34 22 19
7 12 40 30 26
8 22 22 26
9 26 8
10 20
11 10
Média 11,63 12,67 16,33 29,442 26,00 20,36
+DP 6,545 3,327 6,976 5,593 7,457 7,749
+ EPM 2,314 1,358 2,848 1,864 3,044 2,337

Grupos: C = Controle; P = Propilenoglicol; Q = Quercetina; Cis = Cisplatina; P + Cis =
Propilenoglicol + Cisplatina; Q + Cis = Quercetina + Cisplatina. ® p < 0,05 em comparacgéo
com o Grupo Controle. Kruskal-Wallis e pés teste de Dunn.
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Tabela 6 - Osmolalidade urinaria (mOsm/ kg H-O) dos animais sacrificados 5 dias apds a
injecdo i.p. de salina (C, P, Q) ou cisplatina (Cis, P + Cis, Q + Cis). Doses
multiplas de quercetina (50 mg/kQ)

Grupos C P Q Cis P+Cis Q+Cis
Ratos
1 2343 1279 1405 672 607 1123
2 1953 2173 1775 609 667 664
3 1778 1705 1075 517 662 663
4 751 1889 1762 572 685 770
5 1670 2562 1768 614 754 739
6 1667 969 1644 543 576 754
7 1814 1895 537 2604 1328
8 1726 552 681 811
9 559 904
10 636 751
11 400 795
12 618 711
13 660 959
14 931 1079
Média 1713 1763 1618 601,4° 904,5 858,6°
+ DP 447.0 581,5 2845 117,4 688,8 197,0

+ EPM 158,0 237,4 107,5 31,37 2435 52,65
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Grupos: C = Controle; P = Propilenoglicol; Q = Quercetina; Cis = Cisplatina; P + Cis =

Propilenoglicol + Cisplatina; Q + Cis = Quercetina + Cisplatina. ® p < 0,05 em comparagao

com o Grupo Controle, ® p < 0,05 em comparacdo com o Grupo Cisplatina. Kruskal-Wallis

e pos teste de Dunn.

Tabela 7 - Osmolalidade urinaria (mOsm/kgH.O) dos animais sacrificados 20 dias apds a

injecdo i.p. de salina (C, P, Q) ou cisplatina (Cis, P + Cis, Q + Cis). Doses

multiplas de quercetina (50 mg/kQ)

Grupos C P Q Cis P+Cis Q+Cis
Ratos
1 1854 1636 1999 886 860 1227
2 1988 1371 1175 801 577 961
3 1520 1569 1603 728 1172 936
4 1429 1454 1543 987 705 662
5 2236 1621 1661 837 768 1393
6 2204 1605 1736 768 905 1029
7 1416 399 906 500
8 1110 660 886
9 546 1633
10 947
11 1523
Média 1720 1543 1620 734,72 841,9° 1063
+ DP 410,5 106,5 269,5 179,0 187.,9 349,6
+ EPM 145,1 43,5 110,0 59,68 71,01 105,4

Grupos: C = Controle; P = Propilenoglicol; Q = Quercetina; Cis = Cisplatina; P + Cis =

Propilenoglicol + Cisplatina; Q + Cis = Quercetina + Cisplatina. ® p < 0,05 em comparacgéo

com o Grupo Controle. Kruskal-Wallis e pés teste de Dunn.
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Tabela 8 - Evolucéo do peso (g) dos ratos durante o experimento

Peso (g)
-1 0 1 2 3 4 5
C 2244 234,2 238,5 247,3 256,3 264,1 272,5
P 229,0 236,1 239,2 2451 252,9 265,8 266,4
Q 220,7 230,4 229,9 246,2 251,8 263,2 267,2
Cis 225,9 232,4 230,8 232,2 225,5 225,5 227,5

P +Cis 2226 228,8 231,2 232,9 230,9 232,3 239,9
Q+Cis 2274 233,6 235,8 238,8 236,1 234,6 241,4

0 = dia da administracao do diluente da cisplatina

Cada valor corresponde a média dos pesos corporeos (g) dos animais.

Grupos: C = Controle; P = Propilenoglicol; Q = Quercetina; Cis = Cisplatina; P + Cis =
Propilenoglicol + Cisplatina; Q + Cis = Quercetina + Cisplatina.
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Tabela 9 — Efeito do tratamento com doses mudltiplas de quercetina (50 mg/ kg) sobre o
peso dos animais sacrificados 5 dias ap6s a injecdo i.p. de salina (C, P, Q) ou cisplatina
(Cis, P + Cis, Q + Cis).

Grupo Peso corpodreo (g) % Controle
C 272,5 100

P 266,4 97,76

Q 267,2 98,06
Cis 227,5 83,49

P + Cis 239,9 88,04

Q + Cis 241,4 88,59

Cada valor corresponde a média dos pesos corporeos (g) dos animais.
Grupos: C = Controle; P = Propilenoglicol; Q = Quercetina; Cis = Cisplatina; P + Cis =
Propilenoglicol + Cisplatina; Q + Cis = Quercetina + Cisplatina.
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Tabela 16 - Peso relativo dos rins (% de peso dos rins com relagdo ao peso corpéreo) dos
animais sacrificados 5 dias ap6s a injecao i.p. de salina (GC, GP, GQ) ou
cisplatina (GCis, GP + Cis, GQ + Cis). Doses multiplas de quercetina (50 mg/kQ)

Grupos GC GP GQ GCis GP+Cis GQ+Cis
Ratos
1 0,75 0,79 0,78 0,94 1,01 0,91
2 0,74 0,80 0,80 0,91 0,99 0,94
3 0,80 0,75 0,78 1,00 1,04 0,93
4 0,74 0,83 0,70 1,17 1,19 0,92
5 0,72 0,83 0,87 1,03 1,02 0,80
6 0,73 0,76 0,69 1,36 0,90 0,85
7 0,73 0,73 0,78 1,41 0,78 0,86
8 0,74 1,11 0,95 0,81
9 1,13 0,80
10 0,97 0,91
11 0,98 0,91
12 0,99 0,76
13 0,96 0,87
14 0,96 0,84
Média 0,7438 0,7843 0,7714 1,066° 0,985 0,865°
= DP 0,02446 0,0391 0,06122 0,155 0,118 0,05708

+ EPM 0,008647 0,01478 0,02314 0,04143 0,0417 0,01525
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Grupos: GC = Controle; GP = Propilenoglicol; GQ = Quercetina; GCis = Cisplatina; GP +
Cis = Propilenoglicol + Cisplatina; GQ + Cis = Quercetina + Cisplatina. ® p < 0,05 em
comparacdo com o GC, °p < 0,05 em comparagdo com o GCis. Kruskal-Wallis e pés teste

de Dunn.

Tabela 17 - Peso relativo dos rins (% de peso dos rins com relacdo ao peso corpéreo) dos
animais sacrificados 20 dias apds a injecao i.p. de salina (GC, GP, GQ) ou
cisplatina (GCis, GP + Cis, GQ + Cis). Doses multiplas de quercetina (50 mg/kg)

Grupos GC GP GQ GCis GP+Cis GQ+Cis
Ratos
1 0,72 0,70 0,65 0,77 0,78 0,69
2 0,61 0,72 0,68 0,69 0,96 0,58
3 0,60 0,70 0,65 0,74 0,66 0,70
4 0,70 0,72 0,71 0,62 0,81 0,80
5 0,78 0,65 0,71 0,69 0,64 0,74
6 0,68 0,64 0,71 0,81 0,70 0,69
7 0,64 0,96 0,62
8 0,66 0,76 0,68
9 0,71 0,64
10 0,65
11 0,72
Média 0,6738 0,6883 0,685 0,75 0,7583 0,6827
+- DP 0,05975 0,03488 0,0295 0,09618 0,1191 0,06018

+ EPM 0,02112 0,01424 0,01204 0,03206 0,04861 0,01815

Grupos: GC = Controle; GP = Propilenoglicol; GQ = Quercetina; GCis = Cisplatina; GP +
Cis = Propilenoglicol + Cisplatina; GQ + Cis = Quercetina + Cisplatina. Kruskal-Wallis e

pds teste de Dunn.
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Tabela 18 - Analise histoldgica dos rins dos animais sacrificados 5 dias apds a injec¢ao i.p.
de salina (GC, GP, GQ) ou cisplatina (GCis, GP + Cis, GQ + Cis). Doses
multiplas de quercetina (50 mg/kQ)

Grupos GC GP GQ GCis GP+Cis GQ+Cis

Escores

0 6 6 6 2

1 1

2 2

3 3

4 12 6 6
Média 0 0 0 4,0%0¢ 4,0b° 2,71

+ DP 0 0 1,49
+ EPM 0 0 0,40

Grupos: GC = Controle; GP = Propilenoglicol; GQ = Quercetina; GCis = Cisplatina; GP +
Cis = Propilenoglicol + Cisplatina; GQ + Cis = Quercetina + Cisplatina. ® p < 0,05 em
comparacdo com o GC, ® p < 0,05 em comparacdo com o GP, ¢ p < 0,05 em comparagio
com o GQ. ANOVA e pos teste de Tukey.
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Tabela 19 - Analise histolégica dos rins dos animais sacrificados 20 dias ap6s a injecao
i.p. de salina (GC, GP, GQ) ou cisplatina (GCis, GP + Cis, GQ + Cis). Doses
multiplas de quercetina (50 mg/kQ)

Grupos GC GP GQ GCis GP+Cis GQ+Cis

Escores

0 8 6 6 2

1 3

2 1 1

3 2 1 3

4 8 4 3
Média 0 0 0 3,80¢ 35%0¢ 2,16
+ DP 10,09 6,25 4,06
+ EPM 3,19 2,55 1,17

Grupos: GC = Controle; GP = Propilenoglicol; GQ = Quercetina; GCis = Cisplatina; GP +
Cis = Propilenoglicol + Cisplatina; GQ + Cis = Quercetina + Cisplatina. * p < 0,05 em
comparagdo com o GC, °p < 0,05 em comparagdo com o GP, °p < 0,05 em comparagio
com o GQ. ANOVA e pés teste de Tukey.
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Tabela 20 - Niveis renais de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (SRATB) dos
animais sacrificados 48 horas ap6s a injecdo i.p. de salina (GC, GP, GQ) ou
cisplatina (GCis, GP + Cis, GQ + Cis). Doses multiplas de quercetina (50 mg/kg)

Grupos GC GP GQ GCis GP+Cis GQ+Cis

Ratos

1 123,78 106,07 121,57 143,09 180,21 94,21
2 105,75 131,07 136,28 204,77 141,85 125,37
3 87,63 123,15 115,99 195,99 155,58 134,23
4 133,06 119,56 108,36 181,48 182,35 144,10
5 111,93 120,88 97,24 131,18 139,96 129,86
6 116,25 135,75 182,16 125,29 119,92
7 170,58 93,88
Média 113,1 122,7 115,9 172,82 154,1 120,2°
+ DP 15,66 10,30 14,60 26,90 23,16 19,39
+ EPM 6,394 4,204 6,529 10,17 9,454 7,33

Grupos: GC = Controle; GP = Propilenoglicol; GQ = Quercetina; GCis = Cisplatina; GP +
Cis = Propilenoglicol + Cisplatina; GQ + Cis = Quercetina + Cisplatina. * p < 0,05 em
comparagdo com o GC, °p < 0,05 em comparacdo com o GCis. Kruskal-Wallis e pés teste
de Dunn.
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Tabela 21 — Composicéo da racao para roedores Formulacdo FZEA (USP)

Componentes %

Fuba de milho 52,0
Farelo de soja 20,1
Farinha de carne 10,0
Farelo de trigo 7,0
Farinha de peixe 7,0
Caulim 2,0
Oleo vegetal 1,0
Sal comum 0,5
Farinha de osso 0,4

Mistura mineral e vitaminica 0,15
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Tabela 22 — Composigao percentual da ragao para roedores

%

Teor de umidade 11,50
Proteina bruta 23,10
Extrato etéreo 4,45
Matéria fibrosa 3,20
Calcio 9,85
Matéria mineral 2,14
Fésforo 1,28
Sédio 0,36
Potéssio 0,80

E.N.N. 47,90
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Tabela 23 — Enriquecimento por quilograma de ragéo

122

Componente

Vitamina A 3000 Ul
Vitamina By 750 mcg
Vitamina B 1260 mcg
Vitamina Be 750 mcg
Vitamina B2 2 mcg
Vitamina Bgs 555 Ul
Vitamina E 6300 mcg
Vitamina K 750 mcg
Acido pantoténico 3750 mcg
Acido félico 120 mcg
Biotina 52,5 mcg
Colina 9000 mcg
Metionina 300 mcg

Manganés 12,6 mcg
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Ferro 10,05 mcg
Zinco 9,0 mcg
Cobre 1,5 mcg
lodo 0,105 mcg

Selénio 0,04 mcg
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