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RESUMO

As lesdes renais agudas (LRAs) nefrotoxicas correspondem a 30% dos casos
de LRA. A nefrotoxicidade é efeito indesejavel de diversos farmacos de uso
rotineiro na clinica, entre eles as drogas imunossupressoras. A nefrotoxicidade
do Tracolimus (Fk 506) € uma das causas de LRA apds o transplante renal.
Com a ampla utilizagdo do Fk 506 nas terapias imunossupressoras e devido ao
seu potencial nefrotéxico que pode levar a perda do enxerto, o objetivo desse
estudo foi avaliar o efeito renoprotetor do extrato de Vitis vinifera L, um
fitomedicamento com efeito antiinflamatdrio e antioxidante, na nefrotoxicidade
induzida pelo Tacrolimus em ratos. Foram utilizados ratos Wistar, machos,
adultos, pesando entre 250 — 300g, todos tratados 1x/dia por 5 dias, conforme
os seguintes grupos: Salina (grupo controle) (NaCl 0,9%, 0,1ml por gavagem);
Vitis (Vitis vinifera L 3mg/kg por gavagem), Fk (Tacrolimus 0,5mg/kg por
gavagem) e Fk+Vitis (Tacrolimus 0,5mg/kg + 3mg/kg por gavagem). Foram
avaliados a funcédo renal (FR) (clearance de creatinina, método Jaffé); os
peroxidos urinarios (PU) (FOX-2), o malondealdeido (MDA-TBARS) e a
histologia renal. Os dados desse estudo confirmaram a lesdo nefrotoxica de
carater oxidativo induzida pelo Tacrolimus. A Vitis vinifera L demonstrou efeito
renoprotetor significativo, com melhora na FR, reducdo dos niveis de
peroxidagdo lipidica e protecdo histologica. Esse estudo confirmou a
renoprotecao da Vitis vinifera L na LRA induzida pelo Tacrolimus.

Palavras-chave: lesao renal aguda. Nefrotoxicidade. Antioxidantes. Tacrolimus.
Vitis vinifera L.



Silva WT. Protective effect of the phytomedicine Vitis Vinifera L in acute
kidney injury by Tacrolimus. [dissertagcdo] Sdo Paulo (SP): Escola de
Enfermagem da Universidade de Sao Paulo; 2010.

ABSTRACT

The nephrotoxic injury corresponds to 30% of the acute kidney injury (AKI)
cases. Nephrotoxicity is an undesirable effect of several drugs used in the clinic,
among them, the imunossupressoras drugs. The Tacrolimus (FK 506)
nephrotoxicity is the main cause of AKI after kidney transplantation. Being Fk
506 widely used in the immunessupressive therapies and due to its nephrotoxic
effect that can lead to the loss of graft, the aim of this study was evaluate the
renoprotective action of Vitis Vinifera L extract , a phitomedicine with antioxidant
and antinflammatory effects in the nephrotoxicity induced by FK 506 in rats.
Wistar rats, male, adults, weight ranging from 250-300g were used, all treated
once/day for 5 days, as the following groups: Saline (control group) (NaCl 0.9%,
0,1ml per gavage), Vitis (Vitis vinifera L, 3mg/Kg per gavage), FK (Tacrolimus
0.5mg/Kg per gavage) and FK+Vitis (Tacrolimus 0.5mg/Kg per gavage + Vitis
vinifera L, 3mg/Kg per gavage). Renal Function (RF) (creatinine clearance, Jaffé
method), urinary peroxides (FOX-2), malondialdehyde (MDA-TBARS) and the
kidney histological were evaluated. The data of this study confirmed the
oxidative kidney injury by Tacrolimus. The Vitis vinifera L showed significant
renoprotective effect, with improvement in the RF, a reductin in lipid peroxidation
and histological protection. This study confirmed the renoprotective effect of Vitis
Vinifera in the AKI by Tacrolimus.

Keywords: acute kidney injury. Nephrotoxicity. Antioxidants. Tacrolimus. Vitis

vinifera L.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Associacédo Brasileira de Transplante de Orgéos (ABTO), nos
ultimos anos, o numero de transplante de 6rgaos cresceu significativamente,

como podemos observar na figura abaixo.
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ORGADS 1999 2000 2001 2002 2003 2004 poos 2006 2007 2008 2009
Coragao 109 121 131 150 175 202 180 148 159 200 200
Figado 363 485 564 671 816 959 949 1037 1006 1176 1322
Péncreas 8 46 119 193 217 251 180 187 162 172 158
Pulmao 17 25 23 34 42 46 45 49 46 53 59
Rim 2394 20912 3117 3042 3185 3486 3359 3288 3455 3808 4259

Figura 1: Evolugdo do numero de transplantes no Brasil de 1999 a 2009. (Fonte:

http://www.abto.org.br/abtov02/portugues/populacao/rbt/anoXV_n4/index.aspx?idCategoria=2)

As metas propostas para 2009 ultrapassaram as expectativas. O objetivo
era atingir 4000, contudo foram realizados 4259 transplantes renais, sendo

esses os melhores resultados ja obtidos no pais .
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O transplante renal (TR) € a melhor alternativa de tratamento para a
insuficiéncia renal crénica em termos de qualidade de vida e custo-efetividade.
Estudos que compararam os custos e a qualidade de vida entre pacientes
submetidos a hemodialise (HD), didlise peritoneal ambulatorial continua (CAPD)
e transplante renal demonstraram que o ultimo representa a escolha mais

@3 Um desses estudos

econdmica e que proporciona melhor sobrevida.
utiizou o QALY (Quality Adjusted Life Year), ano de vida ajustado por
qualidade, medido pelo indice de Rosser, para avaliar a efetividade de cada
modalidade. Esse método considerou mais efetivo o tratamento que
proporcionou melhor sobrevida em 1 e 3 anos. O resultado foi: HD 0,864; CAPD
0,879 e TR 0,978; o que demonstrou que os pacientes submetidos ao TR
possuem melhor sobrevida ?. Quanto ao custo, observou-se que nos primeiros
seis meses de tratamento foram gastos U$32,566; U$25,504 e U$38,265 e nos
seis meses seguintes passaram a ser U$26,272; U$24,218 e U$7,420 com HD,
CAPD e TR, respectivamente. Sendo que o custo com o TR foi declinando
anualmente ©.

Apesar do aumento do numero de transplantes e desse se caracterizar
como melhor tratamento aos pacientes com DRC, ainda é grande o numero de

pacientes na fila de espera por um érgao, como demonstrado a seguir:

Tabela 1 - Lista de espera para transplante (ativos e semi-ativos), Sdo Paulo -
2009

Coracdo Cornea Figado Péancreas Pulmdo Rim Rim/Pancreas

Espirito Santo 3 474 44 - - 1035 -

Minas Gerais 32 3.094 202 12 6 2.539 18
Rio de Janeiro 11 3.321 782 3 3 3.672 25
Séo Paulo 89 151 1.651 76 89 10.283 406
Brasil 305 23.756  4.304 124 161 34.640 576

Fonte: http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/Lista_de Espera_2009.pdf



INTRODUCAO 14

O aumento do numero de pacientes transplantados e a quantidade de
pacientes na fila de espera tém elevado ainda mais o interesse por terapias
imunossupressoras com melhores resultados e menores efeitos indesejaveis,
uma vez que, como comentado anteriormente, o transplante renal, a
semelhanca da terapia dialitica é um tratamento em que o paciente necessitara
se submeter ao uso de medicamentos imunossupressores por toda a vida.

Os medicamentos imunossupressores mais frequentemente utilizados no
transplante renal sdo a Ciclosporina (CsA) ou o Tacrolimus (Fk 506); a
Azatioprina (AZA) ou o Micofenolato Mofetil (MMF) e a Prednisona . Devido
sua eficacia e eficiéncia, o Tacrolimus foi, em 2003, o inibidor do calcineurina
mais utilizado nos transplantes no Estados Unidos da América, sendo prescrito
em 67% dos transplantes renais, 89% dos de figado, 81% dos de rim/pancreas,
77% dos de pancreas, 65% dos de pulmao, 48% dos de coragao/pulméo e 42%
dos de corag&o®.

O Tacrolimus € um antibiético macrolidio. Seu efeito imunossupressor
ocorre por meio da inibicdo da calcineurina impedindo a ativagao das células Th
e a producado de interleucinas (IL-2, IL-3, IL-4), gama-interferon, fator de
necrose tumoral alfa e fatores estimuladores de colbnias de macréfagos e
granulécitos® 7).

O Fk 506 surgiu como uma alternativa para o uso da Ciclosporina A, ja
que, in vitro, demonstrou ser aproximadamente 100 vezes melhor que a CsA").
Comparando-se as duas drogas, o Fk 506 demonstrou menor taxa de rejeicao
aguda e crbnica, melhor fungdo renal em longo prazo no poés -transplante e
menores indices de hiperlipidemia e hipertensao ©.

Os principais efeitos indesejaveis do Tacrolimus s&o: tremores, diarréia,
constipacao, dor de cabeca, dor abdominal, hipertensdo, nauseas, decréscimo
da funcéo renal e aumento da creatinina, ou seja, a nefrotoxicidade. Desses, 0
ultimo é o mais significativo, considerando que o transplante visa a

reapropriacdo da fungao da renal perdida por causas clinicas diversas.
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A nefrotoxicidade do Fk 506 € uma das causas da lesédo renal aguda
apos o transplante renal ®. Os mecanismos dessa nefrotoxicidade ainda nao
foram totalmente compreendidos, porém parecem estar associados ao aumento
da produgao de radicais livres de oxigénio ©.

A produgdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs) resulta
em um desequilibrio redox, ou seja, desbalanc¢o entre oxidantes e antioxidantes
endogenos. Este desequilibrio, denominado stress oxidativo, € um processo
deletério que desencadeia oxidagao de proteinas celulares, peroxidagao lipidica
e lesdo aos acidos nucléicos, levam ao dano celular funcional e necrose;
comprometem a regeneracao tecidual; a agdo de fatores de crescimento e de
proliferacao celular; a regulacédo de alguns sistemas como o vascular e
homeostatico e os processos imunoldgicos e inflamatérios (%',

As EROs sdo produzidas fisiologicamente em pequenas quantidades,
pois sdo essenciais ao controle de algumas fungdes, tais como a regulagao da
produgdo de oxido nitrico (NO), o ténus vascular e a resposta imune; também
estdo envolvidas no processo de apoptose celular (morte celular programada);
entre outros "%,

As principais EROs produzidas s&o o radical superoxido (O2.-), o radical
hidroxila (OH-) e o ndo radical perdxido de hidrogénio (H202). Para que a
homeostase celular seja mantida, algumas enzimas antioxidantes tém papel
fundamental, destacando-se a superoxido dismutase (SOD), que degrada o
radical superoxido e a catalase e a glutationa redutase, que eliminardo o
peroxido de hidrogénio (1213,

Ha uma série de mecanismos citados relacionados a nefrotoxicidade do
Fk 506, entre eles destacam-se defeitos isolados da funcéo tubular, infiltragao
leucocitaria  intersticial e vasoconstricio glomerular. Eventualmente,
dependendo da dose e tempo de terapia, a lesdo renal aguda (LRA) pode
determinar a evolugdo para doenca renal cronica, com perda do enxerto (9.

A lesdo renal aguda € uma sindrome que ja levou mais de 25 nomes e

35 definigdes. Apds consenso internacional, tal lesdo foi caracterizada pelo
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rapido declinio da funcéao renal, definida por um aumento absoluto da creatinina
sérica de pelo menos 0,3mg/dl, elevacao de 50% (1,5 vezes) do valor basal ou
redugao do fluxo urinario, documentado como oliguria ou menor que 0,5ml/kg
por hora por mais de seis horas (>'9),

As questdes clinicas relativas ao controle da LRA n&o se restringem a
sua definicdo. A dificuldade em comparar resultados terapéuticos entre estudos
e instituicbes também esta associada a auséncia, por meios diagndsticos
usuais, de estratificagdo da gravidade dessa sindrome. Ou seja, até ha pouco
tempo, o paciente obtinha diagndstico de LRA, caracterizado exclusivamente
pela elevagao da creatinina, contudo, ndo é era possivel quantificar o grau de
lesdo em que se encontrava. Esse desencontro conceitual e clinico fazia com
que pacientes em diferentes graus de LRA tratados da mesma maneira, sendo
o inverso também verdadeiro, paciente com graus de lesdao semelhantes
recebiam tratamentos dispares. Além disso, ndo era possivel predizer a
evolugcdo do paciente. Nesse sentido, foi proposto e se encontra aplicado
clinicamente, o sistema classificador da LRA apresentado abaixo: o RIFLE.
Esse sistema gradua o estagio de lesdo do paciente em “Risco, Lesao,
Insuficiéncia, Perda e Estagio final de doenga renal”’. Ha que se ressaltar que o
RIFLE abriga duas categorias de disfungcdo crbénica e por esse motivo foi
substituido por outro classificador, o AKIN, que conta apenas com os trés

primeiros estagios.
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Concentracio de Fluxo Urinario

Creatinina serica (Crs) (F10)

Aunmento 1,5x Crs

. (ou aumento da Crs FU<0.5mlKg'h
Risco x 6h
= 0.3mg/dl)
Lesdo Aumento 2x Crs FU < 0.5mlKg'h
x 12h
o Aumento 3x Crs ou FU<03mlKgh 2
Insuficiencia Cr = 4mg/dl x 24h ou 5
{(aumento agudo = Anuria x 12h (=]
0.5mg/dl)
e
Perd
=rea Perda total da funcdo renal > 4 semanas
DRC Doenca renal em estagio terminal

Figura 2: Diagrama do critério de RIFLE, incluindo as modificagdes recomendadas por
AKIN (adaptado)'®.

A LRA tradicionalmente é classificada em pré-renal, renal ou intrinseca e
pos-renal .

Na LRA pré-renal a integridade anatdbmica e funcional do rim esta
preservada, porém ha uma reducédo da fungdo renal devido a hipoperfusao
glomerular. Essa sindrome € normalmente causada por hipovolemia aguda,
como nos casos de diminuicdo do débito cardiaco, depressdo do volume
extracelular, redistribuicdo de fluidos, vasoconstricdo inta-renal primaria e

9,17

obstrugao reno-vascular ©17) A hipoperfusao renal prolongada pode causar



INTRODUCAO 18

lesdo e necrose das células tubulares, levando a necrose tubular aguda (NTA)
©®)

A LRA pés-renal ocorre por obstrucdo do trato urinario causando,
consequentemente, interrupcdo do fluxo urinario. Ela é potencialmente
reversivel quando se utiliza o tratamento apropriado e o mais precocemente
possivel (8.

A LRA intrinseca € a segunda modalidade mais comum de LRA, depois
da pré-renal. Por volta de 70% a 90% dos casos desse tipo de LRA ocorrem
devido a NTA, isquémica ou nefrotoxica. Caracteriza-se por perda quase total,
porém reversivel, da fungdo renal, que algumas vezes requer tratamento
dialitico®.

As LRAs nefrotdxicas correspondem a 30% dos casos de LRA renal. A
nefrotoxicidade é efeito indesejavel de diversos farmacos de uso rotineiro na
clinica. Destacam-se nessa lista antibidticos, antiinflamatérios, antineoplasicos,
drogas imunossupressoras e contrastes radiologicos.

As drogas imunossupressoras tém reservado um capitulo a parte no
estudo da nefrotoxicidade em decorréncia do incremento no numero de
transplantes diversos. Esse estudo dara énfase a investigagdo da
nefrotoxicidade Tacrolimus.

A LRA pelo Fk 506 esta associada a diminuigdo do fluxo sanguineo renal
e da filtracdo glomerular, possivelmente ocasionado pela vasoconstricdo das
arteriolas glomerulares e a contragao das células mesangiais em resposta aos
distrbios de oxidacdo ja mencionados '®. O aumento da secrecdo de
endotelina (ET), bem como da ativagcado do sistema renina-angiotensina (SRA),
fazem crer que o decréscimo do coeficiente de ultrafiltragdo glomerular (Ks)
possa ser um dos fatores determinantes da reducéo da filtracdo glomerular
induzida por esse imunossupressor('®.

Muitos estudos tém se voltado para a identificacdo de agentes com efeito
renoprotetor que possam atenuar a nefrotoxicidade de farmacos nao

substituiveis. Contudo, por vezes, o préprio medicamento de protegao se revela
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téxico, valorizando o uso de agentes com menor potencial para efeitos
indesejaveis, como os fitomedicamentos.

A fitoterapia, que consiste em terapéutica caracterizada pelo uso de
plantas medicinais em suas diferentes formas farmacéuticas, tem se tornado
cada vez mais popular. Sdo considerados medicamentos fitoterapicos aqueles
cuja matéria-prima € exclusivamente originaria de vegetais, descartando-se
qualquer medicamento que inclua em sua composicdo outras substancias
ativas isoladas ou a associagao dessas a extratos vegetais. Os fitoterapicos que
apresentam eficacia e seguranga comprovada por estudos clinicos podem ser
chamados de fitomedicamentos . Por esse motivo, a terminologia empregada
nesse estudo para se referir a Vitis Vinifera L sera fitomedicamento®?").,

Atualmente, aproximadamente 25% das drogas mundialmente prescritas
s&o derivadas de plantas e 11% das drogas consideradas basicas e essenciais
pela Organizagdo Mundial de Saude sao originarias de plantas. Além disso, um
grande numero de drogas sintéticas possue um precursor natural. Estima-se
que 60% dos medicamentos anti-tumorais e antibiéticos tem origem natural.
Alguns medicamentos considerados extremante importantes na clinica séo
derivados de plantas, tais como digoxina (Digitalis ssp), atropina (Atroppa
belladona) e codeina e morfina (Papaver somniferum) 2.

A aplicagdo dos fitomedicamentos na rotina terapéutica em diferentes
situacbes clinicas podera representar alternativa viavel e significativa,
particularmente em territério nacional, cuja flora é tao diversificada e abundante.
Esse fato pode, inclusive, se constituir em vantagem econémica se comparada
a outras alternativas medicamentosas mais rotineiras.

O extrato seco de Vitis vinifera L € um fitomedicamento que contém
proantocianidinas oligoméricas (OPCs), que sao um flavondide. Esses
elementos sao capazes de neutralizar radicais livres de ferro e oxigénio, sendo

de 15 a 20 vezes mais potentes que a vitamina E ®),
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Diversos estudos experimentais com animais e in vitro ja demonstraram
as diferentes agdes bioldgicas e farmacoldgicas dos flavonoides. Essas agdes
incluem seu efeito antioxidante, hipogliceminante, anti-tumoral, redutor de perda
O0ssea e como redutor dos niveis de LDL (colesterol ruim) e aumento do HDL
(colesterol bom), por meio do aumento reverso de colesterol. Outros estudos
apontam sua eficacia na LRA isquémica, como anti-hipertensivo, agindo na
inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA) e como antioxidante,
reduzindo o nivel de peroxidos urinarios e na LRA por rabdomidlise,
melhorando a fungdo tubular e reduzindo os niveis de peroxidos e
malondeladeido urinarios 4252627,

Considerando o efeito téxico da Ciclosporina que, assim como o
Tacrolimus age por meio da inibigdo da calcineurina podendo causar stress
oxidativo, um estudo demonstrou que o extrato de uva protegeu o tecido
ovariano de ratas da lesdo oxidativa através da reducdo dos niveis de
malondealdeido neste tecido. Esse mesmo estudo também evidenciou o
declinio da producédo do radical superdxido, por meio da inibicdo da enzima
xantina oxidase em ratas que foram suplementadas com extrato de uva %®). N&o
ha relatos de efeitos colaterais, tampouco toxicidade, relacionados a Vitis
vinifera L.

A tentativa de atenuar a nefrotoxicidade do Tacrolimus com
medicamentos que exibem outras toxicidades pode estabelecer relacdo de
sinergismo e incorrer em maior numero de efeitos indesejaveis. O uso de
fitomedicamentos representa uma alternativa com menor risco e pode aumentar
a vida do enxerto.

Considerando a ampla utilizacdo do Tacrolimus nas terapias
imunossupressoras e ressaltando que seu potencial nefrotdxico pode levar a
perda do enxerto, este estudo visa verificar o efeito renoprotetor do extrato de
Vitis vinifera L na nefrotoxicidade induzida pelo Fk 506 em estudos

experimentais com ratos.
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1 OBJETIVOS

Geral:
e Auvaliar o efeito do Tracolimus e da Vitis Vinifera L sobre a fungao
renal de ratos.

Especificos:

e Avaliar a fungao renal (FR) de ratos submetidos ao tratamento
com Tacrolimus.

e Auvaliar o efeito renoprotetor do Vitis vinifera L sobre a fungao renal
de ratos submetidos ao tratamento com Tacrolimus.

e Avaliar o perfil oxidativo renal dos animais tratados com
Tacrolimus e Vitis vinifera L.

e Realizar analise histolégica dos rins dos animais tratados com

Tacrolimus e Vitis Vinifera L.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Animais

Os procedimentos necessarios para a realizagdo do estudo estdo de
acordo com os Principios Eticos de Experimentacdo Animal adotado pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA). O estudo foi aprovado
pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas IV da Universidade de Sao Paulo.

Foram utilizados ratos wistar, machos, adultos, pesando entre 250-300g.
Os mesmos foram fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo.

Os animais foram mantidos com livre acesso a agua e ragéo durante
todo o experimento e permaneceram em condi¢gdes térmicas adequadas e

ciclos alternados entre dia e noite.

3.1.2 Grupos experimentais

e Grupo Controle: animais que receberam somente solugdo de
cloreto de sédio, 0,1 ml, por gavagem, durante cinco dias, uma
vez ao dia

e Grupo FK: animais que receberam Tacrolimus (Fk 506), 0,5
mg/Kg, por gavagem, durante 5 dias, uma vez ao dia

e Grupo Vitis vinifera L (Vitis): animais que receberam Vitis

vinifera L, 3,0 MG/kg, por gavagem, cinco dias, uma vez ao dia
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e Grupo Fk + Vitis: animais que receberam Tacrolimus (0,5
MG/Kg, por gavagem, 5 dias, uma vez ao dia) e Vitis Vinifera L

(3,0mg/kg, por gavagem, 5 dias, uma vez ao dia)

Ao final dos protocolos, os animais foram colocados em gaiolas
metabdlicas para obtengdo da urina 24h e posterior mensuragcédo da creatinina
urinaria.

Apos a obtengdo da urina os ratos foram anestesiados com tiopental
sddico (40-50mg/kg, i.p.) e submetidos a laparotomia para coleta de sangue,
por meio da pungcdo em aorta abdominal, para posterior dosagem da creatinina
sérica. O rim esquerdo foi seccionado, imerso em solugao de metacarn por 24h
e apo6s este periodo conservado em etanol 70% para posterior preparacao de
laminas de histologia.

Ao término do experimento, os animais foram sacrificados segundo as
normas éticas para manuseio de animais em laboratério.

A seguir serdo descritos todos os métodos utilizados neste experimento.

3.2 METODOS

3.2.1 Avaliacao da funcao renal: Clearance de creatinina

A funcao renal foi avaliada através do Clcr, utilizando-se o método de
Jaffé, descrito a seguir:

Dosagem da creatinina plasmatica

A desproteinizagao do plasma consiste na primeira fase para a dosagem
da creatinina plasmatica. Para tal, 0,5ml de plasma diluido em 1,5ml de agua
destilada (1:5) recebeu 0,25 ml de tungstato de sédio 10% e 0,25 ml de acido
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sulfurico 0,75 N. Apés homogenizagao, a solugao foi centrifugada durante 10
minutos a 5000 rpm e 1,5 ml do sobrenadante foi reservado para préoxima fase.

Ao sobrenadante foram adicionados 0,3 ml de hidroxido de sd6dio 0,75 N
e 0,3 ml de acido picrico 0,036 M. A solucao foi homogeneizada e permaneceu
em repouso por 20 minutos em temperatura ambiente. Por fim foi realizada
leitura em espectrofédmetro de absorbancia em 520 nm. Os resultados foram
expressos em mg/dl.

Dosagem da creatinina urinaria:

Para a dosagem de creatinina urinaria foi preparada a seguinte solugao:
0,05 ml de urina diluida em 5 ml de agua destilada (1:1000), 1 ml de hidréxido
de sédio a 0,75 N e 1 ml de acido picrico a 0,036 M. Os mesmos
procedimentos descritos para mensuragdo da creatinina plasmatica foram
utilizados para mensuracao da creatinina urinaria.

O Clcr foi calculada através da seguinte formula:

Cler = creatinina urinaria (mag/dl) . fluxo urinario (ml/mim) de 24 horas

creatinina plasmatica

Os valores do Clcr foram expressos em ml/mim.

3.2.2 Método de FOX para per6xidos urinarios

Os peroxidos s&o considerados como potenciais indicadores da
formagéao ou resultantes de espécies reativas de oxigénio. A mensuragao direta
de peréxidos pode ser realizada através do método de FOX-2, o qual consiste
na utilizagao de ferro-xilenol laranja para determinagao dos niveis de peroxidos.

Os perdxidos, quando diluidos em solugéo acida, oxidam o ion Fe** para
ion Fe**, como demonstrado na reagao abaixo:

Fe*" + ROOH Fe* + OH’
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O xylenol laranja [ acido (o-cresolsulfonaftalina 3, 3" - bis (metilamino)
acido diacético] apresenta alta seletividade para o fon Fe*" produzindo um
complexo de coloragdo azul-arroxeado (o= 4,3 x 10* M ecm™) @9,

A solucdo FOX-2 foi preparada utilizando-se, ordenadamente, os
seguintes reagentes:

90 ml de metanol

10 ml de agua destilada

100 uM xilenol laranja

4 mM BHT (2[6] — di-tert-butil-p-cresol)

25mM da solugéao de acido sulfurico (H2S04)

250 uM de sulfato ferroso de amédnio — (Vetec Quimica — RJ, Brasil)

Na etapa seguinte, acrescentou-se a 900ul desta solugédo, 100ul da
amostra de urina. Apds homogeneizagdo a solugao permaneceu em repouso
em temperatura ambiente por 30 minutos. A solucdo foi centrifugada para
retirada de residuos e mantida em gelo por aproximadamente 10 minutos. A
leitura foi realizada por espectrofometria em absorbancia de 560 nm.

Os valores foram estabilizados por grama de creatinina urinaria e

expressos por nmol de perdxidos / grama creatinina %27,

3.2.3 Dosagem TBARS (substéncias reativas com o acido tiobarbitdrico)

urinarios

O Malondealdeido (MDA) ¢é frequentemente analisado para a
determinacao dos indices de peroxidacao lipidica por ser um dos principais
produtos desta cascata. Um dos métodos para deteccdo deste produto é
através da utilizagdo do acido tiobarbiturico ao qual ele reage (32)

A dosagem consiste na diluicdo de 0,2 ml de urina em 0,8 ml de agua. A

essa solugao foram adicionados 1,0 ml de TCA 17,5% e 1,0 ml de acido
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tiobarbiturico 0,6% pH 2. As amostras foram homogeneizadas e colocadas em
banho maria (agua fervente), por 20 minutos para que ocorresse a reagao.

Ao término do tempo a solugéo foi resfriada em gelo e acrescentou-se a
mesma 1,0 ml de TCA 70%. As amostras foram homogeneizadas, tampadas e
incubadas por 20 minutos. Ao fim desta etapa, as solu¢des foram centrifugadas
por 15 minutos a 3000rpm e a leitura foi realizada em espectrofotometria em

absorbancia de 534 nm ©%.

A quantidade de MDA foi calculada através da formula:

Abs x 20

0,156

CuU

3.2.4 Analise histologica

Apds a eutanasia do animal, o rim esquerdo foi imediatamente isolado e
seccionado transversalmente em cortes de 2-3 mm de espessura e mantido por
24 horas em solugcdo de Metacarn (60% metanol, 30% clororoférmio e 10%
acido acético glacial 10%). Apods este periodo, a solugao fixadora foi trocada por
alcool 70%, onde os tecidos renais permaneceram até o momento da incluséo
em parafina. O tecido renal foi entdo cortado em secgdes de 4 um que foram
desparafinizadas e coradas com hematoxilina-eosina (HE), a qual consiste em
corar o tecido para que se estabelegam ligagbes salinas com radicais ionizaveis
presentes no mesmo, facilitando assim a visualizagdo de suas estruturas ©4.
Em seguida foi realizada a analise do comprometimento tubulo-intersiticial do

cortex renal dos animais estudados. As alteragdes tubulo-intersticiais foram
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definidas como o aparecimento de edema e infiltrado inflamatério do intersticio,
achatamento das células tubulares com dilatagdo tubular, areas focais de
desnudamento da membrana basal e necrose tubular. Para avaliagdo do
comprometimento tabulo-intersticiail foi utilizado o escore de Shih ), graduado
de 0 a 4, onde 0 = normal; 0,5 = pequenas areas focais; 1 = envolvimento de
menos de 10% do cortex e da medula renal externa; 2 = envolvimento de 10 a
25% do cortex e da medula renal externa, 3 = envolvimento de 25 a 75% do
cortex e da medula renal externa e 4 = alteragcbes extensivas mais de 75% do

cortex e da medula renal externa.

3.3 LOCAL

O estudo foi desenvolvido no Laboratério Experimental de Modelos
Animais (LEMA) da Escola de Enfermagem da Universidade de Sao Paulo

(EEUSP), coordenado pela Prof? Dr® Maria de Fatima Fernandes Vattimo.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

A analise dos dados foi realizada através do método ANOVA. Quando o
nivel da significancia foi <0,05, considerou-se que o efeito de pelo menos um
dos grupos era diferente dos outros. Os testes multiplos de comparagao 2 a 2
de Tukey HSD foram utilizados para avaliar quais grupos diferiam ou n&o entre

Si.
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4 RESULTADOS

4.1 FUNCAO RENAL

4.1.1 Peso corporal e fluxo urinario

Tabela 2 - Parametros globais e de fungao renal dos grupos:

Salina, Vitis, Fk e Fk+Vitis, Sao Paulo - 2010

PC U CuU CP Clcr/100g
Grupos(n) (9) (ml/min) (mg/dl) (mg/dl) (ml/min)
Salina (7) 26415 0,0097+0,0006 75,4123 0,36+0,02 0,74+0,01
Vitis (7) 262+4 0,0112+0,0002 69,1£1,3 0,37+0,01 0,76+0,02
Fk (7) 2715 0,0112+0,0004 41,6+1,1 1,24+0,04 0,13+0,01°
Fk+Vitis (7) 27714 0,0112+0,0004 54,0£3,0 0,75+0,03 0,28+0,01°

Sendo: PC-peso corporal, U-fluxo urinario, CU-creatinina urinaria, CP-creatinina plasmatica e
Clcr/100g-clearance de creatinina/100g.
a8 p <0,001 vs Salina e vs Vitis

®p < 0,001 vs Fk

Os valores foram apresentados em média + erro padrao

Conforme demonstrado na tabela 2,

nao se observou variagdes

significantes em relagdo ao peso corporal dos animais nos diversos grupos, o

que também se aplicou ao parametro fluxo urinario.

O grupo salina demonstrou valores de FR semelhantes aos considerados

dentro da normalidade em outros estudos, o que possibilitou sua utilizacao

como controle para os demais grupos deste estudo ®. Sendo assim, quaisquer

grupos comparados a este que resultaram em significancia estatistica para

redugao do Clcr foi considerado portador de disfungao renal (p<0,05).

Os grupos controles Salina e Vitis ndo demonstraram diferenca
significativa quanto a FR ( 0,74+0,01 vs 0,76+0,02).
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A administracdo de Fk 506 resultou em redugado significativa do
clearance de creatinina quando comparado aos grupos controle (Fk 0,13+0,01
vs Salina 0,74+0,01 vs Vitis 0,76+0,02). Esse achado confirmou a ocorréncia de
LRA nefrotéxica (p<0,001) apds o tratamento com Fk 506.

Em contrapartida, os animais que foram submetidos ao tratamento
simultdneo com Fk 506 e Vitis vinifera L apresentaram funcédo renal
significativamente melhor que os animais que receberam apenas Fk 506
(0,28+0,01 vs 0,13£0,01, p<0.001).
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4.2 PERFIL OXIDATIVO

4.2.1 Per6xidos urinarios

Tabela 3 - Resultados referentes aos valores de perdxidos urinarios dos
grupos: Salina, Vitis, Fk e Fk+Vitis, Sdo Paulo - 2010

Perdxidos urinarios

Grupos n (nmol/g de creatinina)
Salina 5 0,64+0,02
Vitis 5 0,63+0,01
Fk 5 4,25+0,262
Fk+Vitis 5 2,63+0,19°

8 p < 0,001 vs Salina e vs Vitis
®p < 0,001 vs Fk
Os valores foram apresentados em média + erro padrdo

Na tabela 3 estdo apresentados os valores de perdxidos urinarios. Os
resultados apresentados pelo grupo Salina foram considerados como valores
de referéncia para normalidade neste estudo para tal parametro. Os grupos
controle Salina e Vitis ndo apresentaram diferenca estatistica entre si.

O grupo Fk apresentou elevagdo estatisticamente significante nos
valores de peroxidos urinarios quando comparado ao controle (4,25+0,26 vs
0,64+0,02, p<0,001).

A estratégia de associagcdo do Fk + Vitis demonstrou efeito de redugéao
na excrecdo de PU, quando esse grupo foi comparado aos animais que
receberam apenas Fk (2,63+0,19 vs 4,25+0,26, p<0,001).
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4.2.2 TBARS urinarios

Tabela 4 - Resultados referentes aos valores de TBARS urinarios dos
grupos: Salina, Vitis, Fk e Fk+Vitis, Sdo Paulo - 2010

TBARS urinéarios

Grupos n (nmol/g de creatinina)
Salina 5 0,071+0,004
Vitis 5 0,075+0,006
Fk 5 0,206+0,008°
Fk+Vitis 5 0,097+0,007°

2 p < 0,001 vs Salina e vs Fk
®p < 0,001 vs Fk
Os valores foram apresentados em média + erro padrao

A tabela 4 apresenta os resultados referentes aos valores de TBARS
urinarios. Os resultados apresentados pelo grupo Salina foram novamente
considerados como valores de referéncia para normalidade. Os grupos controle
Salina e Vitis ndo apresentaram diferenca estatistica entre si.

Novamente, o grupo Fk apresentou valores mais elevados de TBARS em
relagao ao grupo Salina (0,206+0,008 vs 0,071+0,004, p<0,001).

Em contrapartida, a associacdo do Fk + Vitis demonstrou efeito de
redugao dos valores de TBARS urinarios quando esse grupo foi comparado aos
animais que receberam apenas Fk (0,097+0,007 vs 0,206+0,008, p<0,001).
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4.3 ANALISE HISTOLOGICA

Tabela 5 - Resultados referentes aos valores do escore de Shih realizado no

tecido renal dos grupos: Salina, Vitis, Fk e Fk+Vitis, Sdo Paulo —

2010

Grupos N Escore de Shih
Salina 4 -
Vitis 7 0,14+ 0,09
Fk 7 0,85+ 0,09 @
Fk+Vitis 7 0,35+ 0,14 °

a8 p < 0,001 vs Salina e vs Vitis
®p < 0,05 vs Fk
Os valores foram apresentados em média + erro padrao

A analise histologica revelou alteragbes renais discretas (escore 0,85),
caracterizadas por areas focais de necrose no cortex renal dos ratos tratados
com Fk 506. O tratamento com Vitis Vinifera L reduziu o aparecimento dessas
alteragdes renais, as quais foram menos evidentes no grupo Fk+Vitis (escore
0,35). Foi observada diferenca estatistica no grupo Fk quando comparado aos
grupos Vitis e Salina (p<0,001), bem como no grupo Fk+Vitis (p<0,05).
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Figura 5: Cortes histolégicos dos rins de ratos corados com hematoxilina-eosina. A — grupo

Vitis, B — grupo Fk, C — grupo Salina e D — grupo Fk+Vitis

O estudo microscépico demonstrou caracteristicas morfologicas de
necrose tubular aguda no cortex renal dos ratos submetidos ao tratamento com
Fk 506 evidenciada por areas focais de desnudamento da membrana basal,
achatamento das células dos tubulos proximais, perda da borda em escova,
presenga de edema intersticial difuso e infiltragdo intersticial de células
inflamatédrias. Tais alteragdes foram discretas e focais, classificadas entre 0,5 e
1,0 pelo escore de Shih. A morfologia glomerular permaneceu inalterada. O
tratamento concomitante com Vitis vinifera L preservou a estrutura renal desses
animais, mantendo-as equivalentes as dos tecidos dos grupos controles (Figura
5).
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5 DISCUSSAO

O numero de transplantes renais vem aumentando anualmente. De
janeiro a margo de 2010 foram realizados 1160 transplantes renais no Brasil.
Comparando-se ao ano anterior, observou-se acréscimo de 8,4% nesse tipo de
transplante ©”. Para a manutencéo do enxerto, drogas imunossupressoras séo
necessarias, sendo o Tacrolimus uma delas.

Um dos efeitos indesejaveis do Tacrolimus € a nefrotoxicidade, a qual
pode levar a perda do enxerto ®®. Pouco se sabe sobre os mecanismos dessa
nefrotoxicidade, acredita-se que essa lesao renal esteja associada a produgao
de espécies reativas de oxigénio 9.

Todos os organismos aerébios formam e degradam EROs
fisiologicamente. As EROs sdo mediadoras da sinalizacdo intracelular e estdo
relacionadas a perda da fungao celular e aos processos de apoptose e necrose

40 0O excesso de

e defesa do organismo, através da ativagdo de fagdcitos
EROs, caracterizado como stress oxidativo, tem implicado no dano glomerular,
na falha renal aguda e nas doencas tubulares “").

Além disso, as EROs induzem vasoconstricdo ocasionando diminui¢cao
do coeficiente de ultrafiltragcdo e reducdo da taxa de filtragdo glomerular, através
da formacdo de mediadores vasoativos. Esse evento intensifica-se pelo
sequestro de NO que agrega vasoconstricdo a microcirculagao renal, piorando
a lesdo. Na LRA tdéxica ha um desequilibrio entre a producdo de enzimas
antioxidantes e a geragéo de radicais livres, como o radical hidroxila, um dos
principais mediadores dessa lesdo “?).

Neste estudo, a administracdo de Fk506 aumentou significativamente a
produgdo de perdoxidos e malondealdeido urinarios, o que sugere,
indiretamente, um aumento da producdao de EROs. Acompanhado a esse
parametro, observou-se o declinio do clearance de creatinina, evidenciando a

lesdo nefrotoxica, induzida pelo Tacrolimus.
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A LRA ocasionada pelo Fk 506 em ratos adultos saudaveis nao alterou o
fluxo renal, ou seja, foi caracterizada como nao oligurica. Esse efeito se
comparou a outros exemplos farmacoldgicos de nefrotoxicidade como
gentamicina, radiocontraste entre outros®® 4344,

O tratamento crénico com Ciclosporina em ratos aumentou a producgao
de EROs e elevou a peroxidagao lipidica via TBARS e redugdo de niveis de
glutationa “°).

Estudos realizados com Fk 506 e Ciclosporina demonstraram que ambos
causam lesao renal através da producdo de EROs, especialmente na células
tubulares © 49,

Muitos estudos realizados com diferentes drogas nefrotoxicas, como a
gentamicina, a polimixima e os radiocontrastes, demonstraram que o
mecanismo oxidativo esta presente nessas LRAs 2% 4344,

Quanto a histopatologia estudos evidenciam que o Fk 506 e a
Ciclosporina produzem lesdes idénticas. A toxicidade aguda € histologicamente
caracterizada por necrose, defeitos isolados da funcado tubular, infiltracdo

1447)  Neste estudo, foi

leucocitaria intersticial e vasoconstricdo glomerular
observada presenga de necrose tubular aguda no cortex renal dos ratos
submetidos ao tratamento com Fk 506.

As enzimas antioxidantes contribuem para manutengdo da homeostase

celular em condi¢gbes normais, ou seja, evitando o stress oxidativo e seus danos
(42)

Neste contexto, a realizagado de estudos com agentes antioxidantes pode
ser promissora. Para tal, deve-se atentar para que n&o haja interacéo
medicamentosa, 0 que poderia causar sinergismo potencializando os efeitos
toxicos ao invés de minimiza-los. Sendo assim, os fitomedicamentos, podem
ser opgoes de primeira escolha, jd que a grande maioria deles nao esta
relacionada a efeitos adversos.

Tendo em vista que a utilizacdo dos inibidores de calcineurina é, até o

momento, indispensavel na terapia imunossupressora; neste estudo, a
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investigagdo sobre o efeito da Vitis Vinifera L objetivando a prevengdo ou
reducdo dos danos causados pelo Fk 506 foi a énfase.

Os flavonoides do vinho vém se destacando por sua agédo antioxidante
por meio do sequestro de radicais livres por modularem atividades enzimaticas
em prol da inibicdo da peroxidacgo lipidica “® 49,

Alguns trabalhos ja demonstraram a protecédo desses flavonodides na LRA
isquémica, nefrotoxica e por rabdomiolise, confirmando seu efeito
antioxidante. > 26:46),

Os inibidores de calcineurina, Fk 506 e CsA, aumentam a produgao de
radicais livres no rim, principalmente nas células tubulares e a utilizacdo do
extrato de Camellia sinensis (planta rica em polifendis) minimizou a
nefrotoxicidade através do sequestro desses radicais “©.

Outros antioxidantes como a isoflavona, que possui a capacidade de
ligar-se a ions metalicos, como o ferro e o cobre transformando-os em formas
pouco reativas no mecanismo redox; o alopurinol que tem como mecanismo de
acao a inibicado da enzima xantina oxidase e a captura do radical hidroxila e a n-
aceilcisteina que age como doadora do grupo sulfidrila ocasionando a
intensificacao dos efeitos bioldgicos do 6xido nitrico ou agindo indiretamente
por meio da enzima glutationa peroxidase, facilitando a biossintese da
glutationa, enzima antioxidante endodgena; também demonstraram efeitos
renoprotetores na LRA “& 49,

Nesse estudo, a utilizagdo de Fk 506 aumentou a produgéo de peréxidos
e malondealdeido urinarios, o que sugere, indiretamente, um aumento da
producdo de EROs. Acompanhado a esse parametro, observou-se o declinio do
clearance de creatinina. A administragdo concomitante de Fk 506 e Vitis
Vinifera L promoveu reducdo significativa dos niveis de perdxidos e
malondealdeido urinarios e melhorou a funcao renal, observada pelo aumento
do clearance de creatinina. Outro estudo demonstrou a agao pro-oxidante dos

inibidores de calcineurina através da peroxidacao lipidica, sendo que a
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utilizacdo das vitaminas E e C, antioxidantes, também demonstrou eficacia
minimizando o efeito oxidativo do Fk 506 ).

O estudo ora apresentado também evidenciou, na analise histologica, a
presenga de NTA, ocasionada pela administracdo do Fk 506. Em modelos de
LRA téxica foram observadas vasoconstricdo intrarenal e disfungao tubular com
estabelecimento da NTA ©®. O uso concomitante da Vitis vinifera L demonstrou
protecéo celular, preservando suas estruturas.

O efeito renoprotetor proporcionado pela Vitis vinifera L pode estar
relacionado ao sequestro de radicais livres, a inibicdo da peroxidacao lipidica,
ou ainda, a atuagdo nessas duas vias. E fato que o efeito antioxidante do vinho
tem sido ressaltado devido a suas implicacbes benéficas no controle da
inflamacao endotelial e melhoria das condi¢gdes de perfusdo miocardica. Isso
posto, o resultado satisfatério na homeostase miocardica estimulou a
investigagdo dos seus efeitos em outros 6rgdos, em situagdes de lesdo
semelhante aquelas citadas para a isquemia miocardia: a inflamagcdo e o
desequilibrio redox. A LRA compde esse cenario € mostrou ser reativa ao
tratamento com esse fitomedicamento.

Em sintese, os resultados apresentados nesse estudo realgcaram o efeito
protetor da Vitis vinifera L na funcéo renal de ratos submetidos ao tratamento
com Tacrolimus. A reducéo de peroxidos e malondealdeido urinarios confirmou
o efeito antioxidante deste medicamento.

Contudo, outros estudos que detalhem o perfil oxidativo e os
mecanismos intracelulares da LRA nefrotéxica ocasionados pelo Tacrolimus e
seu tratamento com Vitis vinifera L trardo mais clareza aos dados aqui
apresentados.

Sendo o transplante renal o tratamento para doenca renal crénica que
proporciona melhor qualidade de vida ao paciente e dentre todos é aquele que
demonstra melhor custo beneficio; estudos que comparem a eficacia dos

medicamentos potencialmente renoprotetores e o custo beneficio dos mesmos
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poderao subsidiar a inclusdo de uma nova droga na terapia medicamentosa do
transplante renal e proporcionar uma maior sobrevida ao enxerto, além de
reduzir os gastos relacionados a volta do paciente as terapias dialiticas e a
necessidade de um retransplante.

Atualmente, a utilizacdo de técnicas complementares ao tratamento
meédico tradicional vem se difundindo por todo o mundo e o uso dos
fitomedicamentos ja recebe indiscutivel reconhecimento cientifico; o que torna o
Seu uUso promissor.

As atividades de pesquisa que visem a melhoria da saude e que
respeitem os principios éticos em homens e animais sao direito de todos os
pesquisadores da saude e devem estar presentes também no cotidiano do

enfermeiro.
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6 CONCLUSOES

e Os dados confirmaram a lesdo nefrotdxica induzida pelo
Tacrolimus, com a reducéo da funcao renal, evidenciada pelo
clearance de creatinina.

e O extrato de Vitis vinifera L demonstrou efeito renoprotetor
significativo com resultados de clearance superiores ao do
Tacrolimus.

e A administracao de Fk 506 elevou a excreg¢ao de perdxidos e
malondealdeido urinarios, enquanto que a administracido
simultdnea com Vitis vinifera L reduziu tais parametros, o que
demonstrou o efeito antioxidante do Vitis vinifera L e sugeriu o
mecanismo oxidativo como sendo um dos ramos da lesao
renal aguda nefrotéxica induzida pelo Tacrolimus.

e O Fk 506 determinou alteragcbes significantes na histologia
renal. Essas alteragcbes foram reduzidas com o uso simultédneo

da Vitis vinifera L.
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