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Resumo

Introducao: Lesdo renal aguda induzida
por aminoglicosideos é uma patologia
intimamente ligada a reacdes oxidativas
e inflamatérias. Considerando efeitos
antioxidantes e anti-inflamatérios relatados
anteriormente do D-005, um extrato lipidico
de frutos da palmeira cubana Acrocomia
crispa (Arecaceae), este trabalho avaliou
efeitos do D-005 na LRA induzida por
canamicina. Meétodos: Dividiu-se ratos
Wistar machos em 7 grupos: controle
negativo (veiculo, Tween 65/H20) e seis
grupos tratados com canamicina para
induzir LRA: controle positivo (veiculo),
D-005 (25, 100, 200, 400 mg/kg) e extrato
de semente de uva (ESU, 200 mg/kg). D-005,
veiculo, e tratamentos orais com ESU foram
administrados uma vez por dia durante sete
dias, 1 h antes da canamicina (500 mg/kg,
i.p.). Avaliou-se concentracdes séricas de
dcido trico e ureia, histopatologia renal e
marcadores oxidativos  (malondialdeido
(MDA), grupos sulfidrila (SH), atividade
de catalase (CAT)). Resultados: D-005
reduziu significativamente niveis de acido
urico e ureia, partindo de D-005 100 mg/
kg. Histopatologicamente, D-005, em todas
as doses testadas, protegeu estruturas do
parénquima renal (glomérulos, tibulos
proximais e intersticio). Estes achados foram
acompanhados por uma reducio significativa
das concentracdes de MDA e grupo SH, e pela
restauracio da atividade CAT. As maiores
porcentagens de inibicio foram obtidas com
a dose de 400 mg/kg. ESU, a substiancia
de referéncia, também evitou alteracbes
bioquimicas e histopatologicas induzidas
por canamicina, reduziu MDA e grupos
SH e restaurou atividade CAT. Conclusao:
A administragdo de doses orais repetidas de
D-005 protegeu significativamente contra
LRA induzida por canamicina, que pode
estar associada aos efeitos antioxidantes e
anti-inflamatorios deste extrato.

Descritores: Acrocomia crispa; Toxicida-
de; Renal; Antibidticos Aminoglicosideos;
Estresse oxidativo; Inflamac3o.

ABSTRACT

Introduction: Aminoglycoside-induced
acute kidney injury (AKI) is a pathology
closely linked to oxidative and inflammatory
reactions. Taking into account the previous
reported antioxidant and anti-inflammatory
effects of D-003, a lipid extract obtained from
Cuban palm Acrocomia crispa (Arecaceae)
fruits, this work aimed to evaluate the effects
of D-005 on kanamycin-induced AKL
Methods: Male Wistar rats were divided
into 7 groups: negative control (vehicle,
Tween 65/H20) and six groups treated with
kanamycin to induce AKL: positive control
(vehicle), D-005 (25, 100, 200, and 400 mg/
kg) and grape seed extract (GSE, 200 mg/
kg). D-003, vehicle, and GSE oral treatments
were administered once daily for seven days,
1 h before kanamycin (500 mg/kg, i.p.).
Serum uric acid and urea concentrations,
renal histopathology, and oxidative markers
(malondialdehyde ~ (MDA),  sulfhydryl
(SH) groups, and catalase (CAT) activity)
were assessed. Results: D-005 significantly
reduced uric acid and urea levels, starting
from D-005 100 mg/kg. Histopathologically,
D-005, at all the tested doses, protected renal
parenchyma structures (glomeruli, proximal
tubules, and interstitium). These findings
were accompanied by a significant reduction
of MDA and SH group concentrations as well
as restoration of CAT activity. The highest
percentages of inhibition were obtained with
the dose of 400 mg/kg. GSE, the reference
substance, also prevented kanamycin-
induced biochemical and histopathological
changes, as well as reduced MDA and
SH groups and restored CAT activity.
Conclusion: The administration of repeated
oral doses of D-005 significantly protected
against kanamycin-induced AKI, which
could be associated with the antioxidant and
anti-inflammatory effects of this extract.
Keywords: Acrocomia  crispa; Renal
Toxicity;  Aminoglycoside  Antibiotics;
Oxidative Stress; Inflammation.
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INTRODUCAO

A lesdo renal aguda (LRA) é uma sindrome clinica de
etiologia variada caracterizada por uma diminui¢do
repentina da fun¢io renal, acimulo de metabdlitos
residuais, desequilibrio dgua-mineral e sintomas
sisttmicos. E um problema comum na medicina
intensiva, uma vez que uma LRA moderada aumenta
o risco de 6bito em aproximadamente cinco vezes'?.

Vidrios medicamentos normalmente utilizados
no ambiente clinico, incluindo antibiéticos
aminoglicosideos (AMGs), contribuem para a LRA
devido aos seus efeitos colaterais nefrotoxicos. A
LRA induzida pelo tratamento com AMG tem uma
incidéncia mundial de 5 a 15%, aparecendo 7 a 10
dias apds o inicio da administragio do AMG. As
manifestagdes clinicas imediatas sdo: oligiria com
disfunc¢io da excrecdo renal e aumento da creatinina
sérica, ureia e outros produtos metabélicos®.

O acumulo de AMG no epitélio tubular
desencadeia a fase inicial da LRA, levando a uma
inter-relacdo complexa de processos vasculares e
tubulares causando disfun¢io renal. A toxicidade
tubular por AMG é caracterizada principalmente
por vdrias altera¢des patoldgicas nas células epiteliais
tubulares no segmento proximal, associadas a um
importante componente inflamatorio seguido por
alteragdes funcionais ndo letais de componentes-chave
envolvidos no transporte de dgua e solutos*°.

Como consequéncia do dano celular tubular
induzido por AMG, algumas células epiteliais se
destacam levando a formacao de cilindros, compostos
por células e proteinas, em limens tubulares. Os
cilindros obstruem os limens tubulares, provocando
um aumento na pressio intratubular, que reduz
a funcdo excretora dos néfrons afetados e eleva
a pressio hidrostitica na cdpsula de Bowman,
diminuindo assim a taxa de filtragio glomerular.
Além disso, uma pressdo intratubular mais elevada
promove o vazamento de filtrado para o espaco
intersticial e capilares peritubulares e reduz a excre¢io
dos produtos filtrados*.

A vasculatura renal e a fungio de filtragio
glomerular também sio afetadas por AMGs através
da estimulagio da contracio, proliferacdo e apoptose
de células mesangiais. Estes processos sio mediados
pela elevacdo de cilcio citosélico, estresse oxidativo,
inflamacdo e liberagdao de vasoconstritor. Além disso,
a reducdo do fluxo sanguineo e da taxa de filtrag¢io
glomerular pode contribuir para agravar o dano
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tubular induzido por AMG, provavelmente limitando
a disponibilidade de oxigénio e nutrientes e, 20 mesmo
tempo, facilitando o estresse oxidativo, semelhante a
LRA isquémica®.

A LRA induzida por AMG é fatal em alguns casos.
No entanto, os pacientes podem sobreviver devido a
capacidade regenerativa das células tubulares, o que
lhes permite recuperar-se assim que o tratamento
com AMG ¢ interrompido®. Contudo, mesmo que
a LRA possa ser reversivel, alguns pacientes nio se
recuperam completamente e geralmente desenvolvem
uma doenca renal cronica’.

Até agora, ndo ha alternativa terapéutica eficaz
para prevenir a toxicidade renal por AMG na praitica
clinica e os tratamentos atuais ndo sdo capazes de
evitar a progressdo da LRA para doenca renal cronica.
Neste contexto, é necessario buscar novas alternativas
que contribuam para acelerar a regeneragio das
células tubulares renais e prevenir a LRA.

Diversas substincias naturais e sintéticas tém
demonstrado agdes benéficas na LRA induzida
por AMGs. Os agentes antioxidantes estio entre
os melhores candidatos devido a sua eficicia em
prevenir a geracdo de espécies reativas de oxigénio® !,
De acordo com esta abordagem, extratos obtidos
de plantas pertencentes a familia Arecaceae, como
Cocos nucifera e Phoenix dactylifera, tém prevenido
LRA induzida por gentamicina em ratos!"!2.

O D-005, um extrato lipidico saponificado obtido
do fruto da Acrocomia crispa, palmeira endémica de
Cuba, da familia das Arecaceae, contém uma mistura
reproduzivel de 4cidos graxos, principalmente
oleico, palmitico, ldurico e miristico, enquanto os
acidos palmitoleico, caprilico, caprico e estedrico sio
encontrados em concentragOes mais baixas!!4,

Recentemente, o D-005 demonstrou prevenir
alteragdes patoldgicas induzidas por isquemia/
reperfusdorenalemratos,diminuindoasconcentragoes
séricas de creatinina, dcido drico e ureia e reduzindo
as alteragdes histopatoldgicas tubulares no cortex
renal. Isto foi associado aos efeitos antioxidantes do
D-005, uma vez que diminuiu as concentracdes de
malondialdeido (MDA) e grupos sulfidrila (SH) no
plasma e homogenato renal, bem como restaurou a
atividade enzimatica da catalase (CAT) no rim®.

Além disso, estudos anteriores revelaram que o
D-00S5 exerce efeitos anti-inflamatérios in vitro e in
vivo, ao inibir as enzimas 5-lipooxigenase (5-LOX)
e ciclo-oxigenase tipo 2 (COX-2) e ao prevenir a



infiltragdo inflamatéria durante danos pulmonares
agudos em camundongos'®'.

Considerando o papel crucial desempenhado pelo
estresse oxidativo e pela inflama¢io na fisiopatologia
da LRA induzida por AMG, bem como os efeitos
antioxidantes e anti-inflamatérios anteriores do
D-005, este trabalho teve como objetivo avaliar os
efeitos do D-005 na LRA induzida por canamicina.

MaTterials E METODOS

PREPARACAO DE EXTRATOS

O D-005 foi obtido a partir de frutos maduros da
Acrocomia crispa previamente autenticados (N°
1982-1031, Jardim Botdnico Nacional, Havana,
Cuba) no Laboratério de Quimica Farmacéutica,
Centro de Produtos Naturais (CPN) pertencente ao
Centro Nacional de Investigagoes Cientificas (CNIC),
Havana, Cuba. Em resumo, os frutos foram secos ao
ar livre, moidos a 2,36 mm, e extraidos com n-hexano
a temperatura ambiente. Em seguida, o solvente foi
removido a 60 °C sob vicuo, em um evaporador
rotativo, e o Oleo resultante foi saponificado em
refluxo com uma solug¢io hidroalcodlica de hidroxido
de potdssio (0,5 mol/L). Posteriormente, os acidos
graxos foram liberados com HCI (10 %) até pH 1-2,
e a fase organica foi lavada com dgua e secada sob
vacuo a 110 °C314,

O lote D-005 obtido dessa forma (Lote $-291215)
foi caracterizado por cromatografia gasosa, sendo
sua composicio de 4cidos graxos: dcidos ldurico
(41,77%), oleico (28,10%), miristico (12,57%),
palmitico (7,83%), estearico (2,93%), caprico
(3,33%), caprilico (1,73%) e palmitoleico (0,05%),
para um teor total de acidos graxos de 98,30%. O
D-005 foi suspenso em Tween 65/H20 (2%) pouco
antes do uso.

O extrato de semente de uva (ESU) foi
utilizado como substincia de referéncia (95 %
proantocianidina), Lote: R3992407, de Blackmores
(Sidney, Australia). O ESU foi dissolvido em goma
arabica/H20O (1 %) antes da administra¢do em ratos.

ANIMAIS E PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Foram utilizados ratos Wistar machos (250-300
g) do Centro Nacional de Produ¢io de Animais de
Laboratério (CENPALAB, Havana, Cuba). Os ratos
foram aclimatados por 7 dias a condi¢des laboratoriais
controladas (25 = 2 °C de temperatura, 60 = 5 % de
umidade relativa e 12 horas de ciclo claro/escuro) e

Beneficios do D-005 na LRA induzida por canamicina

livre acesso a alimentos e dgua (alimentagdo padrio
para roedores do CENPALAB). Apds esse periodo,
foram classificados como adequados para wuso
experimental. O manuseio dos animais foi realizado
de acordo com as Diretrizes Cubanas para Manuseio
de Animais e o Cédigo Cubano de Boas Préticas de
Laboratério. O conselho de ética independente do
CPN aprovou o uso de animais e os protocolos de
estudo (numero de aprovagao 007/2018 assinado em
29 de novembro de 2018).

Os ratos foram randomizados em 7 grupos (10
ratos/grupo): um controle negativo (tratado com
veiculo, Tween 65/H20) e seis grupos aos quais
foi administrada canamicina para induzir LRA: um
grupo controle positivo tratado com Tween 65/H20,
quatro grupos tratados com D-005 (25, 100, 200 e
400 mg/kg) e um grupo tratado com ESU (200 mg/
kg). A programacio de dosagem do D-005 foi baseada
em seus efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios
anteriores’s. A dose escolhida de ESU mostrou efeitos
antioxidantes em estudos anteriores e se enquadra
na faixa de doses anteriormente utilizadas em
modelos de nefrotoxicidade!®?°. O D-0035, o veiculo
e 0 ESU foram administrados oralmente por gavagem
intragdstrica a fim de garantir que os ratos recebessem
a dose exata e de acordo com estudos anteriores'>2!,
Todos os tratamentos foram administrados uma vez
por dia durante sete dias.

A LRA foi induzida por injecoes didrias com
canamicina (sulfato de canamicina, 500 mg/kg, i.p.)
durante sete dias, concomitantemente com 0 curso
dos tratamentos com D-005, veiculo, e ESU, 1 h apds
receber estes tratamentos. Vinte e quatro horas apds o
ultimo tratamento (8° dia), os ratos foram anestesiados
usando tiopental sédico (30 mg/kg) e amostras de
sangue foram coletadas da aorta abdominal para
bioquimica sanguinea (concentra¢des séricas de
acido trico e ureia) e determina¢do dos parametros
de oxidacdo (concentracdes de MDA e grupos SH,
bem como atividade de CAT). Imediatamente, ambos
os rins foram removidos; o esquerdo foi usado
para andlise histopatoldgica e o direito foi usado
para a determinacdo dos paridmetros de oxidacio.
Os rins utilizados para andlise bioquimica foram
homogeneizados utilizando um homogeneizador de
ldminas (Ultra-Turrax) em um banho de gelo e uma
solugido-tampdo adequada de acordo com a técnica
a ser realizada. As amostras homogeneizadas foram
armazenadas a -20 °C.
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DETERMINAGOES BIOQUIMICAS DO SANGUE

As concentracdes de 4cido trico e ureia foram
medidas em amostras séricas usando kits reagentes
Spinreact Signature em um Espectrofotometro UV-
Genesys 10S. As leituras de acido turico foram feitas
a 520 nm e reportadas como pmol/L, enquanto as
leituras de uréia foram feitas a 340 nm e reportadas
como mg/dL.

ANALISE E PROCESSAMENTO HISTOPATOLOGICO

Os rins foram seccionados através do hilo seguindo o
plano sagital e imediatamente imersos em formalina
tamponada a 4%. Posteriormente, as amostras foram
submetidas a passes de etanol, xilol e parafina. Em
seguida, elas foram embutidos em blocos de parafina
e secdes de 3 nm de espessura foram obtidas usando
um microtomo Sakura. Foram preparadas duas
liminas histoldgicas por animal: uma lamina foi
corada com hematoxilina e eosina, e a segunda com
acido periddico de Schiff (PAS)?2,

A andlise histopatolégica foi realizada do polo
superior ao inferior de cada hemi-seccio renal. A
morfologia dos glomérulos e tabulos proximais, assim
como a condicdo do intersticio, foram estudadas por
meio de um microscépio éptico Zeiss Primo Star. As
seguintes varidveis foram avaliadas:

e Dano glomerular: avaliado utilizando os
seguintes escores de 0-2: 0: aparéncia normal; 1:
expansio mesangial (dreas amplas e fortemente
coradas no mesangio) e/ou hipercelularidade
mesangial (presenca de mais de trés nicleos no
mesangio); 2: retragdo do tufo glomerular com
aumento do espaco de Bowman.

¢ Dano tubular: avaliado utilizando os seguintes
escores de 0-4: 0: estrutura normal; 1: alguns
tibulos com células danificadas ou necrdticas;
2: areas isoladas de necrose tubular; 3: 4reas
frequentes de necrose tubular; 4: necrose
generalizada ou difusa.

e Dano intersticial: avaliado pela presenca
ou auséncia de células inflamatérias no
intersticio utilizando os seguintes escores (0-
2): 0: auséncia de células inflamatorias; 1:
células inflamatérias escassas (1-5 células por
campo); 2: células inflamatérias abundantes
(mais de 5 células/campo).

¢ Dano renal global: calculado a partir da soma
dos valores do dano glomerular, dano tubular
e dano intersticial atribuidos a cada animal.
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DetermINACAO DA CoNceNTRACAO DE MDA

A determinag¢do das substincias reativas ao Aacido
tiobarbiturico (TBARS, do inglés thiobarbituric acid
reactive substances) foi realizada de acordo com uma
técnica descrita anteriormente?’. Em resumo, a mistura
de reagao (plasma ou homogenato renal) foi tratada
com 0,2 mL de dodecil sulfato de sddio (DSS) (8,1%),
1,5 mL de 4cido acético (20%, pH 3,5) e 1,5 mL de
uma solugio aquosa de acido tiobarbiturico (0,8%) e
depois aquecida a 95 °C. A fim de evitar a producdo
de peroxidacdo adicional que poderia constituir
um erro na determinacdo durante o processo de
aquecimento, foi adicionado hidroxitolueno butilado
(1 mmol/L) ao meio. As amostras foram resfriadas
e 5 mL de uma mistura de n-butanol-piridina (15:1
v/v) foram adicionados a cada uma. Elas foram
entio agitadas vigorosamente usando um vortice,
centrifugadas a 4.000 rpm por 20 min. A camada
organica foi removida e sua absorbancia foi lida a 534
nm em um espectrofotdmetro. Para os cilculos dos
niveis de TBARS, foi tracada uma curva padrdo com
MDA bis (dimetilacetal). Os valores de MDA foram
reportados como nmol de MDA/mg de proteina. As
concentragoes de proteina foram obtidas através do
método Lowry modificado?.

DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO DO GRUPO SH

Resumindo, 600 pL de tampdo de Aacido tris-
etilenodiamina tetraacético (20 mmol/L), pH 8,2, 40
pL de 4cido 5,5-ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB)
(10 mmol/L), e 3,16 mL de etanol (100%) foram
adicionados a uma aliquota de 200 pL da amostra
(plasma ou homogenato renal). A mistura foi
incubada durante 15-20 min a temperatura ambiente e
posteriormente centrifugada a 3.000 rpm por 10 min.
A absorbancia do sobrenadante foi lida a 412 nm. Um
branco foi preparado com DTNB, e a concentragdo
total de SH foi calculada usando 13.600 cm-1M-1 de
absortividade e relatada em mmol/L?.

AVALIACOES DE ATIVIDADE DE CAT

Primeiramente, a remog¢dao de H,O, foi controlada
a 240 nm durante 5 min em um espectrofotdmetro.
Foi adicionado a 10 pL de amostra (plasma ou
homogenato renal), 2,89 mL de tampio de fosfato
de potéssio (50 mmol/L, pH 7,4). A reagdo comegou
com a adi¢do de 0,1 mL de H,O, a um volume final
de 3 mL a 25 °C. A atividade de CAT foi calculada
pelo coeficiente de extingdo molar (43.6 x 107) e foi
expressa em Ul/min mg de proteina x 10126



As porcentagens de inibi¢do dos grupos D-005 e
ESU para as varidveis acido drico, ureia, dano renal
global, MDA e grupos SH foram calculadas usando a
seguinte formula:

I=100 - (T-CN) x 100
CP-CN

onde: I é inibi¢do, T é a média do grupo tratado, CN
¢ a média do controle negativo, e CP é a média do
controle positivo.

Para a atividade de CAT, as porcentagens de
restauragio dos grupos D-005 e ESU foram calculadas
usando a seguinte férmula:

R =100 - (CN-T) x 100
CN-CP

em que: R é a restauragdo, T é a média do grupo
tratado, CN é a média do controle negativo, CP:
média do controle positivo.

ANALISE ESTATISTICA

As comparagdes entre os grupos foram realizadas
utilizando o teste Ude Mann Whitney ndo paramétrico.
As diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas com um valor de p<0,05. As anilises
estatisticas foram realizadas utilizando o software
Prism 5.0 para Windows (Graphpad Software Inc.,
San Diego, CA, EUA). As andlises da relacio dose/
efeito foram baseadas no método de regressdo linear

e correlagdo usando o software Origin versdo 5.0,
Microcal Software, Inc. 1991-1997.

ResuLTADOS

EreiTtos po p-005 Em BIOMARCADORES DE LRA

A canamicina causou um aumento acentuado e
significativo nos niveis séricos de 4cido trico e ureia
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no grupo controle positivo em compara¢io com o
grupo controle negativo. O ESU, utilizado como
substincia de referéncia, diminuiu acentuada e
significativamente as concentragdes de dcido urico e
ureia, em comparag¢io ao controle positivo, atingindo
93,0 e 64,3 % de inibigao, respectivamente (Tabela 1).

O D-00S5 diminuiu significativamente, de forma
dose-dependente, o aumento dos niveis séricos de
acido urico (p = 0,023, r =0,976) e ureia (p = 0,039, r
= 0,960), partindo da dose de 100 mg/kg e atingindo
as mais altas porcentagens de inibicio em 400 mg/kg
(96,6% em acido trico e 70,3% em ureia) (Tabela 1).

EreiTos po D-005 NA HISTOPATOLOGIA RENAL

A estrutura normal do parénquima renal foi observada
nos ratos do grupo controle negativo, mostrando
bordas em escova PAS-positivas proeminentes em
tibulos proximais (Figura 1A). Os ratos pertencentes
ao grupo controle positivo apresentaram um aumento
do mesingio glomerular, hipercelularidade mesangial
e, ocasionalmente, retracdo do tufo glomerular com
aumento do espago do Bowman, perda de bordas
em escova e necrose tubular frequente, bem como
infiltrado inflamatério peritubular na zona média do
cortex renal (Figura 1B).

Além disso, o grupo controle positivo apresentou
um aumento acentuado e significativo nos escores
histopatologicos de danos glomerular, tubular e
intersticial, bem como dano renal global, que foi obtido
pela contribuicdo dessas trés variaveis (Tabelas 2 e 3).

O ESU, substiancia de referéncia neste estudo,
preveniu parcialmente alteracbes histopatologicas
induzidas por canamicina nas estruturas renais,
mostrando numerosos tibulos proximais com bordas
em escova bem preservadas (Figura 1C). Constatou-
se que o ESU também previne significativamente o
aumento dos escores de danos glomerular, tubular e
intersticial, bem como o dano renal global induzido
por canamicina (Tabelas 2 e 3).

TABELA 1 Ereitos bo D-005 NAS CONCENTRACOES SERICAS DE CREATININA E ACIDO URICO EM RATOS COM LESAO RENAL
AGUDA INDUZIDA POR CANAMICINA
Tratamento Acido urico | Ureia I
(umol/L) (%) (mg/dL) (%)
Controle negativo (veiculo) 66,23 + 717 ™™ - 81,31 +4,08 -
Controle positivo (veiculo + canamicina) 119,48 + 8,49 - 192,90 + 22,47 -
D-005 (25 mg/kg) + canamicina 104,52 + 11,2 28,1 170,11+ 22,96 20,4
D-005 (100 mg/kg) + canamicina 83,35 +8,51° 678 129,20 + 13,24 571
D-005 (200 mg/kg) + canamicina 69,14 =711 7 94,5 116,01 = 10,12 ** 68,9
D-005 (400 mg/kg) + canamicina 68,06 = 6,51 "™ 96,6 114,45 + 9,66 ™ 70,3
ESU (200 mg/kg) + canamicina 69,95 + 4,98 " 93,0 121,13 £ 14,37 * 64,3

ESU: extrato de semente de uva, I: inibicdo. Os dados sdo reportados como média + EPM (erro padrédo da média). "p<0,05; " p<0,07; " p<0,007;

Comparacéao com o grupo controle positivo. Teste U de Mann Whitney.
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Figura 1. Cértex renal de ratos com coloragdo PAS. Uma imagem
representativa de cada grupo experimental é mostrada. A) Controle
negativo, B) Controle Positivo (Canamicina), C) Extrato de semente
de uva (200 mg/kg) + Canamicina, D) D-005 25 mg/kg + Canamicina,
E) D-005 400 mg/kg + Canamicina. Bars- 100 um. G: glomérulos;
TP: tubulos proximais; * necrose tubular; retdngulo em B abrange
infiltrado inflamatério peritubular (insercdo com ampliagdo maior no
canto superior direito).

Os tratamentos com D-0035, a partir da menor dose
avaliada, protegeram as estruturas do parénquima
renal (glomérulos, tibulos proximais e intersticio)
da lesdo induzida pela canamicina (Figura 1D, E) e
causaram uma diminui¢do significativa das varidveis
histopatoldgicas: danos glomerular, tubular e
intersticial, assim como dano renal global. Os efeitos do
D-0035 sobre os danos intersticial e renal global foram
dose-dependentes (p = 0,020, r = 0,980 ¢ p = 0,057, r
= 0,942, respectivamente). As maiores porcentagens de
inibicdo foram obtidas com a dose de 400 mg/kg de
D-005 em ambas as variaveis (Tabelas 2 e 3).

Ereitos po D-005 NOS MARCADORES DE ESTRESSE
OXIDATIVO

Os ratos do grupo controle positivo, tratados com
canamicina, alcangaram valores significativamente
mais altos de MDA e grupos SH, bem como uma
deplecdo da atividade de CAT em comparagio com
o controle negativo, tanto no plasma quanto no
homogenato renal (Tabelas 4 e 5).

A substincia de referéncia (ESU) diminuiu
significativamente as concentragdes de MDA e grupos
SH e restaurou parcialmente a atividade de CAT no
plasma e no homogenato renal (Tabelas 4 € 3).
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O D-005 em todas as doses testadas (25, 100,
200, e 400 mg/kg) diminuiu significativamente o
aumento da concentra¢io de MDA tanto no plasma
quanto no homogenato renal, atingindo maiores
porcentagens de inibicao nas doses de 400 mg/kg no
plasma e 200 mg/kg em amostra tecidual (76,5 e 100
%, respectivamente) (Tabelas 4 € 5).

Além disso, 0 D-005 diminuiu significativamente os
grupos SH de forma dose-dependente tanto no plasma
(p = 0,012, r = 0,987) quanto no homogenato renal
(p=0,025, r = 0,975), sendo a maior porcentagem de
inibi¢do na dose de 400 mg/kg (88,5% no plasma e
99,01% no homogenato renal) (Tabelas 4 € 5).

Os efeitos do D-005 (25-400 mg/kg) na atividade
de CAT no plasma e no homogenato renal também
sdo mostrados nas Tabelas 4 e 5. O D-003, a partir
da menor dose testada, restabeleceu a atividade de
CAT de maneira significativa e dose-dependente (p =
0,039, r = 0,960 no plasma e p = 0,019, r = 0,981 no
homogenato renal), atingindo a maior porcentagem
de recuperag¢io na dose de 400 mg/kg (97,02% no
plasma e 69,6% no homogenato renal).

DiscussAo

Os resultados deste estudo demonstram o efeito
protetor de doses orais repetidas de D-005 sobre a
LRA induzida por canamicina.

As alteragdes bioquimicas e histopatoldgicas no
grupo controle positivo (ratos tratados com canamicina)
estao de acordo com as descritas por outros autores sob
condi¢hes similares?”?®. O aumento das concentragdes
séricas de 4cido urico e ureia neste grupo indica uma
diminui¢do na taxa de filtragdo glomerular, que constitui
uma marca registrada de LRA®7! sendo o aumento
da ureia no grupo controle positivo de acordo com
valores reportados em diversos modelos animais de LRA
induzida por aminoglicosideos®.

Além disso, embora a quantificacio da concentra¢do
de creatinina sérica constitua o padrio ouro no
diagnostico clinico de LRA, no modelo de nefrotoxicidade
induzida por aminoglicosideos o diagndstico é mais bem
estabelecido pelo aumento da concentracio de ureia
- as vezes expressa como BUN - uma vez que a ureia
aumenta 60 vezes mais do que a creatinina neste tipo
de dano experimental®!. Portanto, nio ter quantificado
a concentra¢do de creatinina ndo pode ser considerado
uma limitacdo deste estudo.

Com relagio a nossos achados histopatolégicos,
o tratamento nefrotoxico prejudicou a morfologia do
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TABELA 2 EreiTos o D-005 NOS ESCORES HISTOPATOLOGICOS RENAIS DE DANOS GLOMERULAR, TUBULAR E INTERSTICIAL
EM RATOS COM LESAO RENAL AGUDA INDUZIDA POR CANAMICINA

Tratamento Dano glomerular I  Dano tubular | Dano intersticial |
(escore) (%) (escore) (%) (escore) (%)
Controle negativo (veiculo) 0,80 £ 0,13 - 0,700,170 - 00+£007 -
Controle positivo (veiculo + canamicina) 1,90 = 0,10 - 2,84 + 0,23 - 1,90 £ 0,10 -
D-005 (25 mg/kg) + canamicina 1,24 £0,25" 596 1,80+029" 379 1,40 £ 0,16 " 26,3
D-005 (100 mg/kg) + canamicina 1,22 +0,25" 61,4 1,78+033" 387 1,20+ 0,29 " 36,8
D-005 (200 mg/kg) + canamicina 1,12 +£0,18 70,6 1,71 025" 41,2 1,13+£0,18 40,5
D-005 (400 mg/kg) + canamicina 1,70 £ 0,10 ™ 72,5 1,64 +£012"" 438 1,70 £ 0,10 """ 421
ESU (200 mg/kg) + canamicina 1,10+ 0,23 " 725 160+034" 43,9 1,40 £ 0,16° 26,3

ESU: extrato de semente de uva; |: inibicdo. Os dados s&o reportados como média + EPM (erro padrdo da média). "p<0,05; "' p<0,07; """ p<0,007,
Comparagao com o grupo controle positivo. Teste U de Mann Whitney.

TABELA 3 Ereiros bo D-005 NO DANO RENAL GLOBAL EM RATOS COM LESAO RENAL AGUDA INDUZIDA POR CANAMICINA
Tratamento Dano renal global (escore) 1 (%)
Controle negativo (veiculo) 0,90 £ 0,70 ™ -
Controle positivo (veiculo + canamicina) 6,54 + 0,36 -
D-005 (25 mg/kg) + canamicina 4,88 +£0,38" 29,4
D-005 (100 mg/kg) + canamicina 4,01 £0,63" 44,9
D-005 (200 mg/kg) + canamicina 3,96+035" 45,7
D-005 (400 mg/kg) + canamicina 3,920,147 48,2
ESU (200 mg/kg) + canamicina 42+035" 41,5

ESU: extrato de semente de uva; |: inibicdo. Os dados s&o reportados como média + EPM (erro padrdo da média). "p<0,05; ~"p<0,07; """ p<0,007,
Comparagao com o grupo controle positivo. Teste U de Mann Whitney.

TABELA 4 Ereitos po D-005 NAS CONCENTRAGOES PLASMATICAS DE MDA E GRuPos SH E NA ATIVIDADE DE CAT EM
RATOS COM LESAO RENAL AGUDA INDUZIDA POR CANAMICINA

MDA | Grupos SH | CAT R
Tratamento .
(nmol/mg de pt) (%) (mmol/L) (%)  (Ul/min/mg de pt) (%)
Controle negativo (veiculo) 1,41 £ 0,13 *** - 0,49 + 0,02 *** - 4,14 + 0,40 *** -
Controle positivo
4,50 + 0,24 - 0,80 + 0,06 - 1,02 £ 0,19 -

(veiculo + canamicina)

D-005 (25 mg/kg) + canamicina 2,99+0,18"" 48,7 0,63 +0,04° 53,4 3,27 +0,24 " 72,2
D-005 (100 mg/kg) + canamicina 2,86 +0,22"" 53,5 0,66 + 0,03 75,9 362+035" 80,2
D-005 (200 mg/kg) + canamicina 2,380,371 68,5 0,54 £ 0,04 82,3 397 +£0,18 " 94,7
D-005 (400 mg/kg) + canamicina 2,14 £ 0,29 76,5 0,52 +0,03 "™ 88,5 4,04 +0,26"" 970
ESU (200 mg/kg) + canamicina 2,22 +0,28" 73,7 0,60 + 0,02 ™ 64,8 3,63+0,26"" 80,7

ESU: extrato de semente de uva; |: inibicdo; R: restauracao; pt: proteina. Os dados sédo reportados como média + EPM (erro padrdo da média).
"p<0,05; ""p<0,01; """ p<0,007;, Compara¢do com o grupo controle positivo. Teste U de Mann Whitney.

TaBELA b Ereitos po D-005 NAs coNCENTRACOES DE MDA E Grupos SH E NA ATIVIDADE DE CAT EM HOMOGENATO
RENAL EM RATOS COM LESAO RENAL AGUDA INDUZIDA POR CANAMICINA

Tratamento MDA : Grupos SH I .CAT R
(nmol/mg de pt) (%) (mmol/L) (%) (Ul/min/mg de pt) (%)

Controle negativo (veiculo) 1,98 +0,40 " - 0,67 +0,02 " - 2,13+0,20"" -
Controle positivo

. . 5,69 = 0,21 - 1,14 £ 0,06 - 0,55 + 0,06 -
(veiculo + canamicina)
D-005 (25 mg/kg) + canamicina 268+04" 83,7 089=x004" 528 1,03 +0,10 " 30,5
D-005 (100 mg/kg) + canamicina 2,02 +0,23"" 98,8 0,74+0,04™ 855 1,42 £0,22 ™ 55,4
D-005 (200 mg/kg) + canamicina 1,93 £ 0,21 ™ 100 0,71 +£0,06™ 90,9 1,60 + 0,24 ™" 66,4
D-005 (400 mg/kg) + canamicina 1,93 +£0,30 ™" 100 0,67 +0,056" 99,0 1,65 +045"" 69,6
ESU (200 mg/kg) + canamicina 2,42 £ 0,51 " 88,1 0,72+0,04"" 90,1 1,40 £ 0,30 " 53,4

ESU: extrato de semente de uva; I: inibigdo; R: restauracao; pt: proteina. Os dados séo reportados como média + EPM (erro padrédo da média).
"p<0,05; "p<0,01;, """ p<0,001, Comparagdo com o grupo controle positivo. Teste U de Mann Whitney.
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parénquima do cortex renal, o qual mostrou alteracoes
glomerulares, necrose tubular e infiltrado inflamatério
préximo aos tubulos necréticos. Estes resultados
assemelham-se aos de desfechos anteriores baseados
em modelos de nefrotoxicidade da gentamicina, onde
a morte de células tubulares foi reconhecida como
o evento primdrio devido a entrada do AMG nas
mesmas, enquanto a infiltragdo de células inflamatérias
e alteragdes glomerulares sdo consideradas eventos
secunddrios promovidos por disfunc¢do tubular3>3,

Como esperado, o ESU, utilizado como substancia
de referéncia, preveniu de forma marcante e
significativa o aumento das concentra¢des séricas
de 4cido urico e ureia induzidas pela canamicina.
Da mesma forma, o ESU reduziu significativamente
os danos histopatologicos das estruturas renais, em
comparacdo com o grupo controle positivo, de acordo
com relatérios anteriores®*.

Levando em  consideracio o  aumento
nos paridmetros bioquimicos e as alteragdes
histopatoldgicas de estruturas renais encontrados no
grupo controle positivo, que sio ambos tipicos de LRA,
e que o ESU, utilizado como substincia de referéncia,
preveniu as alteragdes induzidas pela canamicina, o
modelo de rato utilizado e os resultados obtidos em
nossas condi¢des experimentais sdo validados.

No presente trabalho, foi demonstrado que o
D-005 restaurou parcialmente a taxa de filtracdao
glomerular, uma vez que diminuiu as concentragdes
séricas de 4cido urico e ureia. A dose minima eficaz
de D-005 em ambos os pardmetros foi de 100 mg/
kg. A protecio da fungio renal foi acompanhada
pela preservagao das estruturas do parénquima renal
observadas no estudo histopatoldgico, embora a
prote¢ao morfoldgica tenha sido evidenciada a partir
da dose minima de D-005 (25 mg/kg).

Foi demonstrado que o tratamento nefrotoxico
com gentamicina causa um aumento de COX-2 em
ratos e camundongos, que pode ser revertido apds
a administragio de agentes anti-inflamatérios como
a hesperidina, o acido alfa-linolénico e um extrato
de Hypericum perforatum®-7. Estudos adicionais
elucidardo se o efeito anti-inflamatério do D-003,
histopatologicamente comprovado neste estudo, pela
diminui¢do da infiltracio de células inflamatdrias no
parénquima renal, estd associado, a0 menos parcialmente,
a sua dupla capacidade inibitéria nas enzimas 5- LOX e
COX-2, semelhante ao flavocoxido's3.

O actmulo renal de AMGs, como a canamicina,
causa efeitos toxicos diretos nas células tubulares,
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acompanhados por inflamagio microvascular e
isquemia, que promovem a geragio de ERO. Além
disso, a biotransformacdo desses medicamentos no
rim € realizada por enzimas renais como o citocromo
P-450, que também induz a geracio de ERO. Assim,
0s AMGs induzem peroxidagio lipidica e disfunc¢ao
renal mediada pelo aumento de ERO, bem como
a liberacio de ferro das mitocondrias de células
tubulares corticais¥. Isto explica os resultados obtidos
no presente estudo em termos de concentragdes
aumentadas de MDA e grupos SH, bem como a
deplecdo da atividade de CAT tanto no plasma quanto
no homogenato renal no grupo controle positivo.

O ESU protegeu do dano oxidativo induzido por
canamicina, diminuindo as concentra¢des de MDA e
grupos SH e restaurando parcialmente a atividade de
CAT, tantono plasma quantono homogenatorenal. Os
efeitos nefroprotetores do ESU ja foram comprovados
antes em modelos de nefrotoxicidade induzida
por outros AMGs, como amicacina e gentamicina,
em relacdo a suas propriedades antiapoptdticas e
antioxidantes®**’, A utilidade do ESU como uma
substancia de referéncia é comprovada aqui usando o
modelo de LRA induzida por canamicina.

Os antioxidantes sdo os agentes protetores mais
estudados em modelos animais de nefrotoxicidade
e tém demonstrado ser a estratégia preventiva mais
valiosa contra a LRA induzida por AMG. Neste
sentido, os melhores resultados de protecio tém sido
obtidos com extratos antioxidantes de plantas, sendo
administrados concomitantemente com o AMG,
seja simultaneamente ou como um pré-tratamento
no mesmo dia'®. Exemplos disso sio os extratos
antioxidantes de duas espécies de Arecaceae (Cocos
nucifera e Phoenix dactylifera) exibindo efeitos
protetores contra a LRA, que foram administrados
concomitantemente com gentamicina'!2,

Portanto, os efeitos protetores do D-005 na LRA
verificados neste estudo também podem ser atribuidos,
pelo menos parcialmente, as suas propriedades
antioxidantes, o que é apoiado pela diminui¢io
da peroxidacdo lipidica e da oxidag¢do proteica,
demonstrada com a redugdo de MDA e grupos SH
respectivamente, e o aumento dos antioxidantes
enddgenos, pela restauragao da atividade de CAT.

Os efeitos antioxidantes e anti-inflamatdrios
do D-005 podem ser atribuidos ao seu conteudo
de 4cidos graxos como 4cido laurico, 4cido oleico
e 4cido miristico, que mostraram esses efeitos
anteriormente*-*2, Além disso, o 4cido miristico



revelou um efeito nefroprotetor ao reduzir a necrose
tubular em um modelo experimental de LRA%,
Finalmente, o fato de que extratos obtidos de Cocos
nucifera e Phoenix dactylifera, palmeiras com
composi¢des de dcidos graxos similares ao D-005,
tém demonstrado prote¢do contra a nefrotoxicidade
induzida por gentamicina, suporta nossa hipotese!"!2.

Neste contexto, este estudo constitui a primeira
evidéncia da eficdcia nefroprotetora desta mistura de
dcidos graxos obtidos da Acrocomia crispa Cubana
sobre danos renais induzidos por aminoglicosideos.
Além disso, estava de acordo com resultados anteriores
na prevencdo de danos renais induzidos por isquemia/
reperfusio®, e estudos adicionais irdo esclarecer os
mecanismos pelos quais o D-005 exerce seu efeito
nefroprotetor em ambos os modelos de LRA.

Em geral, podemos sugerir que o D-005 é uma
nova substancia com beneficio potencial consideravel
sobre a LRA, seja como um suplemento antioxidante
ou como um tratamento para esta patologia.

Em conclusio, a administracio de doses orais
repetidas de D-005, concomitantemente com a
canamicina, protegeu significativamente os ratos
contra a LRA, o que poderia estar relacionado as acoes
antioxidantes e anti-inflamatorias deste extrato vegetal.
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