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tubulointersticiais principalmente no grupo NIC e prevenidas de

maneira dose-dependente com silimarina.

A silimarina atenua as lesdes glomerulares e tubulointersticiais na
nefropatia induzida por radiocontraste em camundongos. Os
indices de lesao tubulointersticial (TILI index) de todos 0s grupos
(n = 4). Os valores sdo apresentados como a média + SEM. #p
<0,05 vs. grupo NIC.

Fotografias de microscopia eletronica de varredura (MEV).
Amostras de tecido renal dos diferentes grupos confirmando a
diminuicdo das lesdes glomerulares renais e tubulares. A primeira
coluna (A-F, barra de escala = 10 pm) mostra imagens de
varredura de glomérulos inteiros, mostrando maior preservacao
estrutural dos tecidos superficiais nos grupos NAC (C) e S300 (F),
semelhante ao grupo CON. Os grupos NIC (B), S50 (D) e S200
(E) exibiram perda de coesao estrutural. A segunda coluna (G-L,
barra de escala = 1 pum) mostra uma maior ampliacdo dos
podocitos para exibir 0s processos primarios € 0S processos
secundarios interdigitais. Os grupos NIC (B) e S50 (D)
apresentaram poddcitos atipicos. Apenas os grupos NAC (1),
S200 (K) e S300 (L) foram semelhantes as estruturas de controle
(G), com processos podocitarios lisos que se contrapuseram
firmemente (setas amarelas). A terceira coluna (RM, barra de
escala = 10 pm) mostra imagens de varredura dos tabulos
proximais com estrutura normal (M), com vacuolizacdo epitelial
celular (setas vermelhas) apdos nefropatia por radiocontraste (N, O
e P) e auséncia de vacuolos citoplasméaticos no Grupos S200 (Q)
e S300 (R). A ultima coluna (S-X, barra de escala =5 ou 10 um)
mostra mais detalhes da estrutura tubular, seguindo o padréo de
resposta da terceira coluna, enfatizando um efeito protetor

dependente da dose da silimarina.

36

37



DCFH-DA
DCV
DHE
DMSO
DNA
EDTA
eNOS
EPM
EROs
et al.
ETFG
FS
H20:2
HCI
HE
HPF
Ip

KI
LMA
LRA
MDA
NAC
NIC

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Anion superoxido

Radical hidroxila

Analise de variancia

Produtos proteicos de oxidagdo avancada
Area sob a curva
Hidroximetiltolueno butilato

Comité de ética no uso de animais
Nefropatia induzida por contraste
Grupo controle tratado com veiculo
Diclorofluoresceina

2’,7’- diacetato de diclorofluresceina
Doencgas cardiovasculares
Dihidroetideo

Dimetilsulfoxido

Acido desoxiribonucleico

Acido etileno diamina tetra acético
Oxido nitrico sintase endotelial

Erro Padréo da Média

Espécies reativas do oxigénio

et alli — e colaboradores

Estimativa da taxa de filtracdo glomerular
Fosfatidilserina

Peréxido de hidrogénio

Acido cloridrico
Hematoxilina-eosina
Hidroxifenilfluoresceina

Via intraperitoneal

lodeto de potassio

Low Melting Point Agarose

Lesdo Renal Aguda

Malondialdeido

Grupo tratado com n-acetilcisteina 200mg/kg

Grupo controle positivo tratado com veiculo

Vv



NMA
OMS
ONOO-
PBS

Pl

RPM
SFB
SIL 200
SIL 300
SIL 50
TBA
TBARS
uvv
V.0

V.S

Normal Melting Point Agarose
Organizacado Mundial de Saude

Radical peroxido nitrito

Solugao salina tamponada

lodeto de propidio

Rotagbes por minuto

Soro fetal bovino

Grupo tratado com silimarina 200 mg/kg
Grupo tratado com silimarina 300mg/kg
Grupo tratado com silimarina 50 mg/kg
Acido tiobarbiturico

Substancias reativas ao acido tiobarbiturico
Universidade Vila Velha

Via oral

Versus

Vi



RESUMO

SANTOS, VERONICA DE SOUZA, M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, maio de
2018. Efeito nefroprotetor da silimarina em camundongos submetidos a
nefropatia por contraste. Orientador: Thiago de Melo Costa Pereira.

A nefropatia induzida por contraste (CIN) é uma iatrogenia que cursa com perda da
funcdo renal em pacientes submetidos a procedimentos angiograficos, para os quais
ainda ndo h4a uma prevencao bem-sucedida. Evidéncias recentes mostram que esse
evento esté relacionado com leséo tubular/vascular ocasionada principalmente pelo
estresse oxidativo. Neste estudo, objetivamos avaliar o possivel papel protetor do
antioxidante silimarina, um produto natural extraido das sementes e frutos de
Silybum marianum, rico em flavonoides e polifendis, em modelo experimental de
CIN. Camundongos suicos machos adultos foram separados em 6 grupos e pré-
tratados oralmente com silimarina (50, 200 e 300 mg/kg), N-acetilcisteina (200
mg/kg) via intraperitoneal ou veiculo (NIC e controle) durante 5 dias antes da
inducdo da CIN. A funcdo renal foi quantificada pelos niveis plasmaticos de
creatinina, ureia e cistatina C. Além disso, o dano oxidativo no sangue foi
determinado usando citometria de fluxo (biodisponibilidade de EROSs), analise
bioquimica (oxidacdo de proteinas) e ensaio de cometa (dano ao DNA). O dano
oxidativo renal foi avaliado por citometria de fluxo (apoptose/viabilidade celular) e
analise histologica. Os resultados demonstraram que a silimarina, de forma dose-
dependente, preserva a funcdo renal (avaliada pela creatinina sérica, uréia e
cistatina C) e diminui o dano oxidativo sistémico e renal (com propriedades
antigenotoxicas e antiapoptoticas, respectivamente), sendo superior ao convencional
tratamento com N-acetilcisteina. O tratamento com silimarina também teve efeitos
benéficos nas lesdes glomerulares e tubulares renais na analise histologica.
Portanto, este estudo demonstra que a profilaxia com silimarina pode ser uma
ferramenta interessante na prevencéao da CIN.

Palavras-chave: nefropatia induzida por contraste (CIN), lesdo renal aguda,
Toxicidade renal por contraste; Estresse oxidativo; Apoptose; Cistatina C.
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ABSTRACT

SANTOS, VERONICA DE SOUZA, M.Sc, University of Vila Velha — ES, may, 2018.
Nephroprotective effect of silymarin against radiocontrast-induced
nephropathy in mice. Advisor: Thiago de Melo Costa Pereira.

Contrast-induced nephropathy (CIN) is a relevant iatrogenic impairment in renal
function in patients subjected in angiographic procedures for which there is not yet a
successful prevention. Recent evidences show that this event is related with
tubular/vascular injury activated mainly by oxidative stress. In this study, we aimed to
evaluate the possible protective role of antioxidant silymarin, In this study, we aimed
to evaluate the possible protective role of the antioxidant silymarin, a natural product
extracted from the seeds and fruits of Silybum marianum, rich in flavonoids and
polyphenols, in an experimental model of CIN. Adult male Swiss mice were
separated into 6 groups and pre-treated orally with silymarin (50, 200 and 300
mg/Kg), N-acetylcysteine (200 mg/kg) intraperitoneal or vehicle for 5 days before the
CIN and Control group. Renal function was quantified by plasma creatinine, urea
and cystatin C levels. Moreover, blood oxidative damage was determined using flow
cytometry (ROS bioavailability), biochemical analysis (protein oxidation) and comet
assay (DNA damage). The renal oxidative damage was evaluated using flow
cytometry (apoptosis/cell viability) and histological analysis. Our results demonstrated
that silymarin, in a dose dependent manner, preserving the renal function (assessed
by serum creatinine, urea and cystatin C) and decreases the systemic and renal
oxidative damage (with antigenotoxic and antiapoptotic properties, respectively),
being superior to the conventional treatment with N-acetylcysteine. Histologically, the
silymarin treatment also had beneficial effects on renal glomerular and tubular
injuries. Therefore, this study demonstrates that silymarin prophylaxis may be an
interesting tool in the prevention of CIN.

Keywords: Contrast-induced nephropathy (CIN); acute kidney injury ; Contrast renal
toxicity; Oxidative stress; Apoptosis; Cystatin C; kidney protection from contrast.
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1. INTRODUCAO

Embora nos dltimos 50 anos a expectativa de vida nos paises desenvolvidos
e em desenvolvimento tenha aumentado, surgem novos desafios associados ao
envelhecimento da populacdo devido ao crescimento de morbidades (Schmidt et al.,
2013). Ainda que muitas dessas disfuncdes estejam relacionadas com os hébitos de
vida da sociedade contemporanea, outras podem ser iatrogénicas afetando érgaos
vitais como o rim (Kate et al., 2016; Luo et al., 2017). Sabe-se hoje, que nos paises
desenvolvidos, 20% dos pacientes hospitalizados e 45% dos internados em
unidades de tratamento intensivo apresentam Insuficiéncia Renal Aguda (IRA) com
alto risco de mortalidade, e esse aumento da prevaléncia provavelmente reflete um
envelhecimento da populacéo sobrecarregada por iniUmeras doencas que Sao com
frequéncia tratadas com drogas multiplas e muitas vezes nefrotoxicas (Li et al.,
2013; Wonnacot et al., 2014).

A IRA é causada pela diminuicao subita da funcéo renal que inclui a queda da
filltracdo glomerular (TFG) com consequente azotemia no sangue e perda do
equilibrio homeostatico do organismo (de Almeida et al., 2016). Também chamada
de Lesdo Renal Aguda, a IRA desenvolve-se principalmente em pacientes
hospitalizados ou graves em cuidados intensivos. Apresenta inimeras causas
relacionadas a condi¢des clinicas distintas que afetam tanto a estrutura quanto a
funcdo do rim, ndo estando limitada apenas & TFG. E uma sindrome clinica que
engloba etiologias que incluem doencas renais especificas (nefrite intersticial,
doencas renais glomerulares e vasculites agudas), condicbes ndo especificas
(isquemia, antimicrobianos, sepse e meio de contraste iodado) e também causas
extrarrenais (obstrucdes no trato uroldgico) (KDIGO, 2012; de Almeida 2016).

Uma das principais causas de lesdo renal aguda intra-hospitalar evitavel é a
nefropatia induzida pelo constraste (CIN). O contraste é utilizado como uma
ferramenta indispensavel durante intervencdes cardiacas percutaneas e
procedimentos de diagndstico por imagem (Seeliger et al., 2012; Boa et al., 2015).
Anualmente cerca de 2 milhdes de cateterismos cardiacos séo realizados e mais de
30 milhdes de doses de contraste iodado sdo administradas sendo que 0s custos
publicos associados a CIN tendem a crescer (Weisbord et al., 2018).

A CIN é uma grave deterioragdo iatrogénica da funcéo renal que surge de 2 a
5 dias ap6s a administracdo intravascular de um agente de contraste iodado

particularmente em subpopulacdes clinicas vulneraveis, entre eles pacientes idosos
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com desidratacao, disfuncéo renal/cardiaca e/ou diabéticos, que foram submetidos a
procedimentos angiogréaficos (Bba et al., 2015; Kiss e Hamar, 2016; Mamoulakis et
al., 2017). A CIN caracteriza-se pelo aumento absoluto nos niveis de creatinina em
pelo menos 0,5 mg/dL (44,2 pymol/L) ou por um aumento relativo em 25% do valor
basal (KDIGO, 2012; Fu et al., 2018), a qual usualmente tem seu pico em 48-72
horas ap0s a exposi¢do ao contraste e eleva o risco de mortalidade quando seus
valores nédo retornam a normalidade (Aspelin, 2003).

A fisiopatologia exata da CIN ainda é pouco conhecida (Mamoulakis et al.,
2017; Hossain et al., 2018) mas quando o contraste é injetado por via intravenosa ou
intra-arterial, passa do compartimento vascular através de capilares para o espaco
extracelular. E eliminado quase exclusivamente por filtracdo glomerular, e apds
reabsorcédo de agua tubular concentra-se no limen tubular renal. Nesse contexto, a
elevada demanda de oxigénio pelo aumento do mecanismo de reabsor¢cao, provoca
uma hipoxia tecidual renal, particularmente de ordem medular pois, nessa regiao o
transporte de oxigénio € escasso mesmo em condic¢des fisiolégicas, normalmente
mantido por uma viscosidade reduzida (reducdo do hematdcrito) e resisténcia
elevada dos vasos retos que sao longos capilares distantes do cortéx renal
(Seelinger et al., 2012; Andreucci et al., 2014).

A lesdo endotelial renal consequente a hipoxia medular resulta do
desequilibrio entre fatores vasoconstritores locais como aumento da endotelina e
adenosina; e fatores vasodilatadores como a reducdo de prostaglandias e oxido
nitrico (de Almeida et al., 2016). Esse desbalanco associado a lesdes renais pré-
existentes (por exemplo, cardiopatias e nefropatia diabética) levam a isquemia renal
(Hossain et al., 2018). Além disso, 0 contraste pode contribuir para a toxicidade nas
células epiteliais tubulares renais, conforme recentementes publicacdes (Bba et al.,
2015; Guss et al.,, 2017) e outros autores (Efstratiadis et al., 2008; Billings et al.,
2008; Kiss et al., 2016; Andreucci et al., 2017). A combinacdo desses fatores diminui
o fluxo sanguineo renal e a TFG, culminando no aumento progressivo dos
biomarcadores renais que caracterizam a perda da funcao renal (de Almeida et al.,
2016; Mamoulakis et al., 2017; Andreucci et al., 2017). Ademais, estudos recentes
demonstram que a utilizacdo do contraste iodado também desenvolve lesdo renal
por superproducdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), culminando com o
estresse oxidativo, agravamento da vasoconstricdo renal e apoptose de células
renais (Bba et al., 2015; de Almeida et al., 2016; Mamoulakis et al., 2017).
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Embora seja a terceira principal causa de insuficiéncia renal com alta
morbimortalidade adquirida no hospital, as estratégias para prevenir a CIN ainda sdo
inadequadas, expondo os pacientes a lesdo renal aguda e aumento das despesas
médicas (Guss et al., 2017; Sedighifard et al., 2016; Ma et al., 2018; Weisbord et al.,
2018; Hossain et al., 2018).

InUmeras estratégias profilaticas foram estabelecidas para prevenir a CIN. O
suplemento publicado pelas diretrizes do Kidney Disease Improving Global
Outcomes (KDIGO, 2012) sugere o uso de n-acetilcisteina (NAC) associado a
solucbes isotbnicas endovenosas em pacientes com risco elevado para
desenvolvimento da CIN. Porém, o nivel de evidéncia para a pratica € baixo e o que
a sustenta € o reduzido custo e poucos efeitos colaterais do medicamento. Outros
tratamentos foram propostos na tentativa de evitar a CIN, por exemplo a hidratacéo,
reducdo da dose de contraste, administracdo de bicarbonato de sodio e nebivolol
(Altunoren et al., 2015; Boa et al.,2015; Solomon et al., 2015). No entanto, a
hidratacéo intravenosa, a reducdo do uso de constraste com alto peso molecular
entre outras medidas, ndo demonstraram uma reducéao suficiente no risco de CIN
em grandes estudos e novas propostas terapéuticas necessitam ser investigadas
(Weisbord et al., 2018).

Nesse contexto, a investigacdo de intervencdes preventivas eficazes contra a
nefropatia é fundamental para evitar danos aos rins, custos e sobrecarga associados
a essa complicacéo (Bba et al., 2015; Mamoulakis et al., 2017; Scharnweber et al.,
2017). As terapias atuais tentam minimizar os efeitos da cascata fisiopatoldgica da
doenca com uso de vasodilatadores e antioxidadentes (atorvastatina, sildenafil), na
tentativa de reduzir a producdo de EROs e a vasoconstriccado renal (de Almeida et
al., 2016; Khosravi et al., 2016). Ao mesmo tempo existe uma busca por produtos
naturais, como a Virola Oleifera e a Achyrocline satureioides (Macela), que
demonstraram resultados promissores em modelos murinos (B6a et al., 2015; Guss
et al., 2017).

Nesse trabalho, serda avaliada a aplicabilidade da silimarina, um produto
natural, extraido das sementes e frutos da planta Silybum marianum (cardo de leite),
sob registro 84604-20-6 no banco de dados do Chemical Abstracts Service (CAS),
com estrutura quimica CasH22010. Esta planta é originaria do sul da Europa, norte da
Africa e Asia Menor e se adaptou ao clima nas Américas do Sul e do Norte e Sul da
Australia, sendo ha séculos utilizada para diversas morbidades (Voroneanu et al.,
2016 e Lovelace et al., 2015).
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E composta por 65% a 80% de flavonolignanas (silibina A e silibina B,
isosilibina A, isosilibina B, silicristina e silidianina), com pequenas quantidades de
flavondides e polifendis (Abenavoli et al., 2010; Surai et al., 2015; Bijak et al., 2017).
Dentre as substancias minoritarias presentes no extrato estdo também os
flavondides quercetina e taxifolina (Bijak, 2017). A silimarina € lipossoluvel, com
biodisponibilidade de 30-50%, atingindo concentracdo plasmética maxima em 1-2
horas e sua meia-vida € estimada em 4-6 horas. Aproximadamente 20-40% é
conjugada e excretada na bile e 8% ¢ excretada na urina (Polyak et al., 2013). E um
dos 10 compostos naturais mais populares usados na pratica clinica, aprovado pela
Organizacao Mundial de Saude para o tratamento de doencas hepéticas (Polyak et
al., 2013; Surai et al., 2015; Bijak, 2017; Federico et al., 2017). Sua eficacia tem sido
atribuida ao seu mecanismo antioxidante, anti-inflamatorio e imunomodulador
atuando nas diversas vias de sinalizacéo celular (Shahbazi, 2012; Hou et al., 2016;
Lovelace et al., 2016; Bijak et al., 2017).

Estudos experimentais também apontam que a silimarina é capaz de reduzir a
proteinudria e o dano do tecido renal em ratos diabéticos (Soto et al., 2010; Vessal et
al., 2010). Além disso, a silibina, o principal componente ativo da silimarina, pode
prevenir estresse oxidativo induzido por glicose e lesdo podocitaria in vitro e in vivo
(Khazim et al., 2013). Resultados promissores foram recentemente publicados por
Bijak et al. (2017), sugerindo que esta mistura de flavolignanas e flavonéides, pode
ser considerada uma promissora ferramenta nutracéutica, ndo somente para
doencas hepaticas, mas também cardiovasculares e outras doencas inflamatorias.
No entanto, os mecanismos envolvidos nos efeitos protetores da silimarina sobre a
lesdo renal ainda permanecem incertos (Feng et al., 2017).

Com intuito de compreender esses mecanismos que envolvem a potencial
nefroprotecdo da silimarina, explorando suas propriedades antioxidantes, anti-
apoptéticas e considerando a importancia desses mecanismos na progressao da
CIN (Bb6a et al., 2015; de Almeida et al., 2016; Guss et al., 2017), a silimarina pode
ser uma interessante estratégia farmacoldgica para a prevencéo desta complicacao.
A confirmacédo dessa hipotese pode identificar uma nova abordagem para prevenir a

nefropatia induzida por radiocontraste.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais

Foram utilizados camundongos suicos machos, pesando entre 30-45g,
provenientes do Laboratério de Acompanhamento Experimental do Complexo
Biopraticas da Universidade Vila Velha — UVV. Os animais ficaram alojados em
gaiolas plasticas com maravalhas, a temperatura de 22 + 2°C e umidade (60 + 10%),
com ciclos claro/escuro de 12 horas, controlados automaticamente e em ambiente
com exaustdo de ar. Os camundongos foram alimentados com racdo comercial
padrdo para roedores (Nutri Laboratério Roedores - Nutriave) ad libitum e tiveram
livre acesso a agua potavel até o inicio do tratamento. Os experimentos realizados
foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA - UVV, protocolo n°
403-2016).

2.2 Grupos e Protocolo Experimental

Para inducdo da CIN foi usado um modelo previamente validado em
camundongos que produz de forma confiavel nefropatia de acordo com Boba et al.
(2015). Os animais foram divididos em seis grupos experimentais: Grupo Controle
(CON; n=12), Grupo Nefropatia Induzida por Contraste (NIC; n=12), Grupo N-
acetilcisteina 200 mg/kg (NAC; n=12), Grupo Silimarina 50 mg/Kg (SIL 50; n=12),
Grupo Silimarina 200 mg/Kg (SIL 200 100; n=12) e Grupo Silimarina 300 mg/kg (SIL
300; n=12). Os camundongos dos grupos SIL 50, SIL 200 e SIL 300, receberam a
silimarina através de gavagem por 5 dias consecutivos.

A silimarina utilizada nos tratamentos foi adquirida da empresa Sigma,
(80292, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e diluida na solucdo veiculo (agua e
propilenoglicol na propor¢do 1:1) nas concentracdes de 7,5 mg/ml, 30 mg/ml e 45
mg/ml, manipuladas ao abrigo da luz e descartadas a cada 48 horas.

Durante o0 mesmo periodo, os grupos controle e NIC receberam a solucao
veiculo por gavagem em substituicdo a Silimarina. O grupo NAC recebeu por via
intraperitoneal (i.p) N-acetilcisteina. Apos o 5° dia, todos os grupos foram privados
de agua por 16h e a partir deste tempo foi induzida a nefropatia.

A CIN foi induzida conforme a figura abaixo (figura 1), com associacao de 3
substancias: 1) indometacina, um inibidor da cicloxigenase (10 mg/kg i.p., dissolvido

em dimetilsuféxido), 2) L-NAME (N-nitro-L-arginina metil éster), um inibidor né&o
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seletivo da oxido nitrico sintase, (10 mg/kg i.p., dissolvido em solucdo salina) e apés
15 minutos, 3) o radiocontraste ioversol, monomérico e de baixa osmolaridade
(Optray 320, 1,5 g de iodo/kg i.p.). Convém salientar que os camundongos do grupo
controle receberam administracbes intraperitoneais de salina em substituicdo a
injecdo de ioversol. Apos 24 horas da inducdo da lesdo os animais foram
eutanasiados com injecao intraperitoneal (i.p.) de tiopental sédico (Cristalia, S&o
Paulo, Brasil, 100 mg/Kg). A coleta de sangue se fez por puncdo cardiaca no
ventriculo direito para dosagens bioquimicas, AOPP, citometria de fluxo e ensaio do
cometa alcalino. A remocdo do rim foi realizada para analises histologicas e
dosagem de biomarcadores de estresse oxidativo (citometria de fluxo).

Tratamentos: Tratamentos:
*Grupo CON: Solugdo de estoque V.o Grupo NAC: N-acetilcisteina 200mg/kg diai.p
Grupo NIC: Solugdo de estoque V.0 Grupo S50: Silimarina 50mg/kg diav.o

Grupo 5200: Silimarina 200mg/kg diav.o
Grupo S300: Silimarina 300mg/kg dia v.o

* N3o sofre a lesdo induzida por contraste

DL D2 D3 D4 D5 D6 D7

P L v

]
Restricdo no 5° dia: Indometacina (10mg/kg i.p) loversol
Aguapor 16 h L-NAME (10mg/keg i.p) (1,5g/kg i.p)
| y | 15min | /L | .
7 r 7 Ll
24h 24h

Figura 1. Organograma cronologico dos experimentos. As letras D1-D7
correspondem aos dias do experimento. D1-D5: tratamento dos animais com
solucdo estoque por gavagem, n-acetilcisteina por via intraperitoneal ou silimarina
via gavagem. D5 e D6: representam os dias de inducdo da nefropatia por contraste;
as caixas retangulares acima representam os tratamentos realizados para cada
grupo durante os 5 primeiros dias e a caixa inferior a ordem cronoldgica ampliada
sobre a inducéo da CIN até a eutanasia do animal (D7).

2.3 Medida indireta da pressao arterial
A afericdo da pressdo arterial sistolica, diastdlica, média e da frequéncia

cardiaca foi realizada durante o periodo experimental: antes da inducdo da
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nefropatia, para avaliar se haveria variagbes pressoricas entre 0s animais como
controle interno entre 0s grupos.

A avaliacdo foi realizada através de medida indireta por pletismografia de
cauda (CODA Mouse Tail-Cuff Blood Pressure System, KENT Scientific CO.,
Connecticut, USA), em todos os grupos. Os animais permaneciam acordados, em
repouso, em ambiente livre de ruido e mantidos sob restricio de movimentos em
uma camara cilindrica de acrilico colocada sobre uma manta de aguecimento para
gue as medidas fossem realizadas (Fernandes et al.,, 2012). A temperatura do
animal foi mantida entre 32°C a 36°C.

O pletismégrafo de cauda (figura 2) consiste em um manguito de borracha
(cuff) que é adaptado a regido proximal da cauda do animal e fica conectado ao
pletismégrafo para insuflar e desinsuflar gradualmente o manguito de 1 a 250/300
mmHg. Na regido mais distal da cauda é acoplado um transdutor de pulso
pneumatico para deteccdo dos sinais de passagem da onda de pulso de pressao
arterial na artéria caudal e registrado no sistema de aquisi¢do de dados.

Foram obtidas 35 medidas para cada animal no 5° dia de tratamento, sendo
gue as 5 primeiras medidas eram descartadas. Para evitar erros de medida e
analise, os camundongos foram previamente submetidos a ambientacdo com a
técnica de medida e aclimatacdo de 5 minutos antes de iniciar as medidas. A
adaptacao dos animais ao pletismografo foi realizada no 4° dia de tratamento. Foram
utilizadas no minimo 10 medidas para o calculo da média dos parametros

hemodinamicos.
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Figura 2. Pletismografo de cauda (CODA Mouse Tail-Cuff Blood Pressure System,
KENT Scientific CO., Connecticut, USA). Fotos da propria autora.

2.4 Andlises bioquimicas

O sangue coletado por meio de puncéo cardiaca foi imediatamente transferido
para tubos de poliestireno contendo 30 uL de EDTA 0,33 mol/L e homogeneizados
por inversdo vagarosa. Posteriormente foi centrifugado por 10 minutos a 4.000 g e 0
plasma coletado e armazenado a -80°C até a analise. As concentracdes séricas de
creatinina, ureia e cistatina C foram dosadas com seus respectivos kits e todas as
medidas foram realizadas por métodos laboratoriais padronizados em parceria com

o laboratério de Analises Clinicas Tommasi.

2.5 Preparo das amostras para citometria de fluxo e cometa alcalino
2.5.1 Isolamento de células renais

As amostras de rim separadas para analise de citometria de fluxo foram
preparadas com base em estudos anteriores e padronizados no laboratério da
Universidade (Gomes et al., 2016; Dias et al.,, 2016). Resumidamente, os tecidos
foram grosseiramente picados usando tesoura cirargica e incubados com 1 mL de
solucao de isolamento contendo tripsina (Sigma-Aldrich: 0,5% trypsin, 0,2% EDTA)

para dissociar as células. Em seguida, a suspensédo celular foi filtrada através de
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uma tela de nylon (BD, Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA, Falcon 70 pym) para
remover os debris celulares. Por fim, as amostras foram lavadas duas vezes em
PBS e ressuspendidas em solugcdo de congelamento contendo soro fetal bovino
(95%) e DMSO (5%) e entdo congeladas a -80°C até analise posterior.

2.5.2 Lise de hemécias

Para as células sanguineas utilizadas para os ensaios de citometria de fluxo e
cometa alcalino houve a necessidade de congelamento das amostras a -80°C e para
armazena-las, foi necessario realizar a lise de hemacias ap6s a coleta de sangue
dos animais. O sangue foi coletado conforme descrito no item 2.4 e segundo o
protocolo, foi realizada em laboratério a lise, que consistiu em adicionar em um de
tubo de poliestireno: 50 pL de sangue total de cada amostra e 50 uL de solucéo livre
de magnésio. Em seguida os tubos foram homogeineizados com uso do vortex e
centrifugados a 4.000 g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado dos tubos
cuidadosamente e adicionado ao tubo 1 mL de solugéo de lise com NH4Cl (8,9 g/L) a
temperatura ambiente. As amostras foram homogeneizadas e apos, foram
incubadas durante 10 minutos em banho-maria com controle de temperatura (37°C)
e abrigadas da luz. ApoOs a incubacéo a solucédo de lise foi retirada e a amostra
ressuspendida em solucdo de congelamento (95% de SFB e 5% DMSO) e

congelada para analise posterior.

2.6 Determinacédo dos niveis citoplasmaticos de EROs no sangue e rim

As espécies reativas de oxigénio (EROs), anion superoxido (+O2), peréxido de
hidrogénio (H202) e peroxinitrito/hidroxila (*ONOO7/+OH?) foram medidas por
citometria de fluxo de células renais e sanguineas apos isoladas como descrito
anteriormente.

Por meio da mediana de intensidade de fluorescéncia emitida pelos
marcadores dihidroetideo (DHE), 2’,7’ - diacetato de diclorofluresceina (DCFH-DA) e
hidroxifenilfluoresceina (HPF), respectivamente os niveis de +O, foram medidos
através da fluorescéncia emitida pelo etideo, um produto da oxidacdo do
dihidroetidio ou hidroetidina. O DHE, que é a forma reduzida do brometo de etideo,
entra livremente na célula e reage rapidamente com o O, formando etideo. No
citoplasma, o DHE é um fluorocromo azul (420 nm), entretanto quando oxidado a
etideo, este se liga ao DNA causando a amplificagéo da fluorescéncia vermelha (518

- 605 nm). A producédo de H20: foi estimada por meio da fluorescéncia emitida pela
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diclorofluoresceina (DCF) que € um produto da oxidagdo do 2',7’ - diacetato de
diclorofluresceina (DCFH-DA) um éster, ndo fluorescente, internalizado pelas células
e que se incorpora as regides hidrofébicas. No interior da célula sofre acdo das
esterases intracelulares, resultando na formacdo de um composto intermediario
(DCFH), que por sua vez pode ser oxidado pelo H>O. formando um composto
fluorescente diclorofluoresceina (DCF), que pelo fato de ser uma molécula apolar
fica aprisionado no interior da célula (Campagnaro, 2012; Tonini el al., 2013).

As células foram ressuspendidas em 1mL de PBS na concentracédo de 1x10°
células/mL. As amostras foram incubadas, no escuro, com 20 pL de solucdo de
DCF-DA (10 pM) e 20uL de DHE (160 pM), por 30 minutos a 37°C. Para a
determinacdo das espécies altamente reativas (*ONOO7/*OH") as amostras foram
incubadas com o corante HPF 5 pM. Para o controle positivo, foi utilizado H>O>
50uM por 5 minutos e para controle negativo, as amostras celulares foram
incubadas apenas em PBS. Ap0s a marcacdo, as ceélulas foram lavadas,
centrifugadas e ressuspendidas com PBS e mantidas ao abrigo da luz até a
aquisicao dos dados no citbmetro.

A aquisicdo dos dados foi realizada com citdmetro de fluxo FACSCanto Il
equipado com laser de 488 nm. Os sinais foram obtidos utilizando filtros de 585/42
nm para DHE e 530/30 nm para DCF e HPF.

2.7 Produtos Proteicos de Oxidacdo Avancada

Os Produtos Proteicos de Oxidacdo Avancada (AOPP) foram descritos
primeiramente por Witko-Sarsat et al. (1996) e reconhecidos como marcadores de
estresse oxidativo que contribuem para inUmeras complicacbes no organismo
(Witko-Sarsat et al.,1998 e Yu et al., 2017). Os AOPP sé&o gerados por meio da acéo
do estresse oxidativo por uma familia de proteinas e aminoacidos que contém di-
tirosina, formados pela interacdo de oxidantes clorados, principalmente acido
hipocloroso e cloraminas com o plasma e carreados pela albumina nos seres vivos
(Coutinho et al., 2017). Para a determinacdo dos niveis dos produtos de oxidagéo
proteica foi necessaria a diluicdo do plasma 1:10 em PBS sem necessidade de
preparo prévio. 40 uL das amostras foram acrescentados a 160uL de PBS, 10 pL de
iodeto de potassio (KI) e 20 pL de acido acético glacial em uma placa de 96 pocos. A
leitura da absorbancia foi realizada em comprimento de onda de 340nm, em um
leitor de microplacas (Spectra-MAX-190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)

apos agitacdo por seis minutos, contra o branco contendo 200 pL de PBS, 20 pL de
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acido acético e 10 pyL de KI. O conteudo de AOPP foi calculado com base numa
curva padrao de 0 a 100 uM realizadas com equivalentes de cloramina T. Os
resultados foram expressos em puM de cloramina T/mg proteina. A quantificagdo de
proteinas totais foi realizada pelo método de Bradford (Bradford, 1976).

2.8 Ensaio Cometa Alcalino

O Ensaio do Cometa Alcalino € uma técnica para quantificar a fragmentacao
do DNA das células em organismos eucariotos, sendo aplicada em testes para
monitorar a genotoxicidade de compostos quimicos, contaminacdo ambiental por
toxinas e para biomonitoramento (Collins, 2004). A técnica é validada para avaliar o
dano do DNA em células individuais (Rodrigues et al., 2013), foi desenvolvida em
1984 por Ostling e Johanson usando um pH neutro que limitava seus experimentos
(Ostling e Johanson, 1984). Poréem Singh em 1988 aprimorou a técnica utilizando o
pH basico (pH >13) que aumenta a velocidade de migracdo do DNA (Singh et al.,
1988; Tice et al., 2000). O ensaio cometa foi realizado em amostras de células
sanguineas, apos coleta de sangue por puncao cardiaca, realizada a lise de

hemacias para entdo serem congeladas a -80°C.

2.8.1 Preparo das laminas

Foram utilizadas laminas de vidro com extremidade fosca que receberam,
previamente, um filme de agarose de ponto de fusdo normal (Normal Melting Point
Agarose - NMA) 1,5% a 65°C, secaram a temperatura ambiente por 24 horas e
foram armazenadas a 4°C. O preparo das laminas com o material biologico foi
realizado com 30 pyL de amostra - 2x10% células que foram misturadas a 100 pL de
agarose de baixo ponto de fusdo (Low Melting Point Agarose - LMA) a 1% dissolvida
em PBS e mantida a 37°C em banho-maria. O material contendo LMA e a
suspensao celular foi espalhado sobre as laminas previamente gelatinizadas, essas
laminas foram entdo cobertas com laminulas e resfriadas a 4°C por cerca de 20

minutos até a polimerizacédo da agarose (Campagnaro, 2008).

2.8.2 Lise, desenovelamento e eletroforese

Apés a gelatinizacdo, as laminulas foram cuidadosamente removidas e as
laminas foram submersas em solugéo de lise contendo 2,5 M NaCl, 100 mM EDTA,
10 mM Tris, 1% Triton X-100 e 10% DMSO, gelada e recém preparada. O tempo de

lise foi de 1 hora, a temperatura de 4°C e protegida da luz, com a finalidade de
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rompimento das membranas celulares. Com objetivo de inibir as enzimas
reparadoras do DNA, as laminas ap0s a lise foram lavadas com agua gelada e
posteriormente com PBS e levadas para a cuba eletroforética (Biorad), embebidas
com solucdo tampéao de eletroforese alcalino (300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH
>13), gelado (4°C), onde permaneceram em repouso, na auséncia de luz, por 40
minutos para a desnaturagcdo das proteinas histonas, o que permitiu o
desenovelamento do DNA. A eletroforese foi realizada a 4°C por 20 minutos, a 32 V
(1 V/icm) e 300 mA. Em seguida, as laminas foram neutralizadas com tampéao pH 7,5
(Tris-HCI 0,4 M), lavadas em trés ciclos de 5 minutos cada, secadas ao ar e fixadas
em alcool metilico 100% por 2 minutos (Campagnaro, 2008).

2.8.3 Andlise citoldgica

As analises citologicas foram realizadas no laboratério de Fisiologia
Translacional, do Centro de Ciéncias da Saude na Universidade Federal do Espirito
Santo. As laminas foram coradas no momento da analise com 30 uyL de brometo de
etidio (20 pg/mL,) e cobertas com laminulas. As células foram analisadas no
microscopio de fluorescéncia (Nikon Eclipse TI, Melville, NY, USA) em objetiva de
20X, com filtro de excitacdo de 420-490 nm e filtro de barreira de 520 nm. As
imagens foram adquiridas usando uma camera CCD (Nikon) e salvas em alta
gualidade (tiff). As laminas em duplicata de cada animal, forneceram imagens que
foram analisadas com o programa CASP 98 beta2 de dominio publico (Konca et al.,
2003), entre essas imagens, foram selecionadas 50 células aleatoriamente para
cada amostra. Durante a analise das imagens (figura 3), foram excluidos cometas
sem cabecas claramente identificaveis, que mostrassem sobreposicdo ou artefatos,
como forma de controle de qualidade. Dentre os varios parametros fornecidos pelo
programa CASP, utilizamos a porcentagem de DNA na cauda e o momento da

cauda para analise do dano ao DNA.
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Figura 3. Etapas do ensaio cometa alcalino. Preparo das laminas, analise das
laminas em microscoépio de fluorescéncia e detalhe da interface do programa CASP
com o cometa selecionado e a analise do seu perfil. Fotos da propria autora.

2.9 Determinacédo da viabilidade e apoptose

Para determinar a viabilidade e apoptose de células renais as amostras foram
marcadas com o reagente Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (BP Pharmingem,
San Diego, CA, USA), que é composto pela proteina anexina V conjugada a
fluoresceina (FITC) e do corante intracitoplasmatico iodeto de propidio (Pl), seguida
de andlise em citbmetro de fluxo. As anélises foram realizadas no laboratorio de
Fisiologia Translacional, do Centro de Ciéncias da Saude na Universidade Federal
do Espirito Santo.

Esse ensaio baseia-se na ligacdo eficiente da proteina anexina V aos
residuos do fosfolipidio fosfatidilserina (FS). Esses residuos sao predominantemente
observados na superficie interna da bicamada lipidica, voltada para o citosol,

7z

guando a célula é viavel. No entanto, ao iniciar o processo de morte celular
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programada (apoptose), esses residuos sdo translocados para a face externa da
membrana, o que permite a sua ligacdo com a anexina V. O PI, marcador padréo de
viabilidade, é utilizado para distinguir células viaveis de nédo viaveis, pois células
viaveis com membrana intacta sdo impermedveis ao corante, enquanto que
membranas de células mortas ou danificadas séo permeéveis (Campagnaro, 2012).
Além disso, segundo Campagnaro (2012) a exposicdo simultdnea a anexina V e ao
Pl permite quantificar a proporcdo de células vivas (anexina V-/IP-); células em
estagio incial de apoptose, as quais expoem a FS na face externa na membrana
plasmatica com consequente marcacao com anexina V (anexina V+/PI-). Células em
estagio tardio de apoptose ou necrose, que além da exposicdo da FS, devido ao
colapso da membrana plasmatica apresentam permeabilidade ao PI, culminando
com adupla marcagéo celular (anexina V+/Pl+); e células danificadas, em necrose
(anexina V-/Pl+).

Para tal protocolo, foram retiradas aliquotas de 200 uL de células renais que
foram centrifugadas por 10 minutos a 150 g Em seguida, ressuspensas em 400 uL
de tampéao Binding Buffer 10% (10 mmol HEPES, NaOH, pH 7,4, 140 mmol NacCl,
2,5 mmol CaCl,) na concentracdo de 1x10° células/mL. A seguir, 100 uL desta
solucdo (1x10° células) foram transferidas para um novo tubo, onde receberam 2 uL
de anexina V-FITC e 2 pL de PI. As células foram incubadas por 15 minutos, a
temperatura ambiente (25°C), na auséncia de luz. Para controle positivo foi utilizado
H20,. Posteriormente as marcacgdes, os tubos foram centrifugados por 10 minutos a
150 g e por fim, 400 uL de PBS com 10% soro fetal bovino (SFB) foram adicionados
a cada tubo e as amostras avaliadas no citdbmetro de fluxo (FACSCanto Il, BD
Biosciences, San Jose, CA). Os dados foram analisados com auxilio do software
FACSDiva (BD) e os histogramas de sobreposicdo foram analisados por meio do
FCS Express software trial pela determinacdo da porcentagem de células
encontradas em cada quadrante do grafico dot plot, sendo, Q1: positiva apenas para
Pl — células com dano; Q2: Apoptose (positiva para anexina e Pl); Q3: células
viaveis (negativa para anexina e Pl); Q4: apoptose inicial (Positiva para anexina e
negativa para PI). Para calculo da taxa de apoptose total foram somados quadrantes
Q2+Q4 (Campagnaro, 2012; Tonini et al., 2013).

2.10 Analises histolégicas
Para avaliar a leséo tecidual aos rins — desorganizacao celular, atrofia

glomerular, dilatagéo, vacuolizacdo e presenca de debris nos tubluos renais (Lee et
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al., 2006; Wu et al., 2007; Liu et al., 2013) os mesmos foram retirados apés a
perfusdo com solucdo tampao PBS seguida da perfusdo com solucdo de
paraformaldeido a 4%.

As amostras de rins dos diferentes grupos apés a fixacdo em paraformaldeido,
foram refrigeradas até a analise. Os rins foram seccionados em duas partes
longitudinalmente, utilizando-se lamina de barbear para que fosse possivel realizar a

histologia e microscopia eletronica de varredura.

2.10.1 Microscopia Optica

As amostras de tecido renal, ap6s seccionadas foram desidratadas em série

de etandis e, concentracBes crescentes (de 70 a 100%) e diafanizado em xilol, com
posterior inclusdo na parafina. Em seguida, os blocos foram seccionados no
micrétomo (Leica, German) com seccOes de 3,5um de espessura, aderidas as
laminas, as quais foram corados com hematoxilina eosina (HE) padrao.
A HE cora em azul-arroxeado as estruturas basofilas e em roseo-avermelhado as
estruturas acidofilas. As imagens das secc¢des coradas foram obtidas utilizando-se o
microscopio optico (Olympus AX70; Olympus, Center Valley, PA) usando objetivas
de 10x, 20X e 40x, e camera digital (AxioCam ERc5s, Carl Zeiss, Germany),
acoplada a um sistema computadorizado. As analises foram realizadas em parceria
com o laboratorio de Ultraestrutura celular Carlos Alberto Redins (LUCCAR).

A lesdo tubulointersticial (TILI), que se caracteriza por atrofia tubular,
espessamento da membrana basal, dilatacdo, vacuolizacdo e presenca de debris
protéicos nos tubulos renais, foi avaliada por analise semiquantitativa de acordo com
Bbda et al. (2015). Primeiramente, vinte campos da lamina de cada animal foram
examinados com aumento de 400x e graduados de acordo com uma escala de 0 a
4: Grau 0, sem lesédo tubulointersticial; Grau 1, <25% de leséo foi encontrada nos
tubulos; Grau 2, 25 a 50% do tubulointersticio lesionado; Grau 3, 51-75% do
tubulointersticio lesionado; e grau 4, 76-100% dos tubulos apresentavam lesdes.

O indice de TILI foi calculado para cada animal multiplicando-se o numero de
campos com grau | pelo numeral um, com grau Il por dois, Il por trés e IV por
guatro. Por fim, esses valores foram somados e divididos pelo niumero de 20
campos avaliados, incluindo aqueles com escore de grau zero. Todas as secdes
foram examinadas por pesquisadores cegos para 0S grupos experimentais das

amostras.
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2.10.2 Microscopia eletronica de varredura

Para o preparo, cada amostra foi lavada 3 vezes com tampao cacodilato (0,1
M; pH 7,2) durante 30 minutos, pos-fixada em solucédo de 1% de tetréxido de 6smio
(Os04) e 1,25% de ferrocianeto de potassio por 1 hora a temperatura ambiente e
protegido da luz. Em seguida, as amostras foram lavadas, 1 vez em tamp&o
cacodilato por 30 minutos cada lavagem e 2 vezes em agua ultrapura também por
30 minutos. Apos, foram desidratados em gradiente ascendente de etanol (30%,
50%, 70%, 90% e PA) por 30 minutos cada, submetidos a secagem por ponto critico
em CO2 (Autosandri-815, Tousimis), revestidos com 10 nm de ouro puro num
dispositivo de revestimento por aspersdo sob vacuo (Desk V, Denton Vacuum) e
estudados utilizando um microscépio eletrénico de varredura (Jeol, JEM6610 LV) de

modo direto (figura 4).

Figura 4. Etapas da microscopia eletrdnica de varredura. A) Capela onde as
amostras sao preparadas, B) Secagem das amostras em ponto critico com CO; C)
Metalizacdo das amostras com ouro D) Rins ja metalizados dispostos para serem
analisados E) Microscopio eletrdnico de varredura no qual as amostras Ssao
inseridas, a direita, interface no computador. Fotos da prépria autora.
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2.11 Anélises estatisticas

Os resultados estao expressos como média £ EPM (erro padrdo da média). A
analise estatistica foi realizada por analise de variancia (ANOVA) uma via, seguido
do teste post hoc de Tukey, usando o software Prisma (Prism 6.0, GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, EUA). As diferencas foram consideradas

significativas quando p <0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 Silimarina atenua a les&o renal aguda induzida pela nefropatia induzida por
contraste (CIN) nos camundongos suicos

Conforme esperado, a nefropatia induzida pelo contraste promoveu aumento
nos valores da ureia plasmatica no grupo NIC (184,4 + 18 mg/dL, p <0,05). Além
disso, os resultados obtidos indicam que de uma forma dose-dependente, o
tratamento preventivo com a silimarina no modelo de CIN foi capaz de diminuir a
lesdo renal mediada por contraste, observada pela reducdo dos niveis séricos de
ureia (S50: 108 £ 26; S200: 102 = 13 e S300: 98 £ 15 mg/dL, p <0,05) evidente na
figura 5. O tratamento com silimarina nas maiores doses também foram significantes
em relacéo ao grupo NAC (180 = 15 mg/dL, p <0,05) evidenciando melhor resposta
a CIN.
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Figura 5. Quantificacdo de uréia plasmatica nos grupos experimentais. Os valores
sdo expressos no grafico de barras como média + EPM para n = 9-12 animais por
grupo. *p<0,05 vs. grupo CON, #p<0,05 vs. grupo NIC e 4p<0,05 vs. grupo NAC
(ANOVA uma via, seguida do post-hoc de Tukey).

Quanto ao outro biomarcador classico de funcado renal, a figura 6 exibe os
valores de creatinina sérica. Os grupos NIC e NAC apresentaram valores
aproximadamente 2 vezes maiores quando comparados ao controle (0,47t 0,1 e

0,46 + 0,05 mg/dL, p <0,05 respectivamente). Entretanto, o tratamento com
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silimarina impediu o aumento da creatinina mesmo com a menor dose (S50: 0,21 +
0,02; S200: 0,33 + 0,02 e S300: 0,3 £ 0,02 mg/dL, p <0,05).
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Figura 6. Quantificacdo de creatinina plasmatica nos grupos experimentais. Grafico
de disperséo: os valores sdo expressos como media £+ EPM para n = 6-12 animais
por grupo. *p<0,05 vs. grupo CON e #p<0,05 vs. grupo NIC (ANOVA uma via,
seguida do post-hoc de Tukey).

A analise da cistatina C (figura 7), mostrou reducdo dos seus valores nos
grupos tratados com silimarina em relagdo ao NIC (CON: 0,42 = 0,01, NIC: 0,77 +
0,2, S50: 0,43 = 0,02, S200: 0,49+ 0,03 e S300: 0,42 = 0,01mg/L, p <0,05), mas
apenas o0 grupo S300 apresentou reducdo significativa da cistatina C, em
comparacdo ao grupo NAC (NAC: 0,73+ 0,1mg/L, p <0,05), se aproximando aos

valores basais do grupo controle.
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Figura 7. Quantificacdo de cistatina C plasmatica nos grupos experimentais. Os
valores sé@o expressos como média + EPM para n = 6-12 animais por grupo. *p<0,05
vs. grupo CON e #p<0,05 vs. grupo NIC e 4p<0,05 vs. grupo NAC (ANOVA uma via,
seguida do post-hoc de Tukey).

A figura 8 resume os valores meédios dos principais parametros sericos para
estimar a funcéo renal. Como esperado, o grupo NIC exibiu um aumento significativo
de uréia (3,7 vezes), creatinina (2,1 vezes) e cistatina C (1,8 vezes). A silimarina foi
capaz de prevenir a lesdo renal mediada por contraste (p <0,05), observada pela
reducdo dos niveis séricos de ureia (S50: 108 + 26; S200: 102 + 13 e S300: 98 + 15
mg/dL , p <0,05), creatinina (S50: 0,21 + 0,02; S200: 0,33 £ 0,02 e S300: 0,3 = 0,02
mg/dL, p <0,05) e cistatina C (S50: 0,43 + 0,02; S200: 0,49 + 0,03 e S300 : 0,43 £
0,01 mg/L, p <0,05) em comparacdo com o grupo NIC. Especificamente, apenas o
grupo S300 apresentou reducao significativa de uréia e cistatina C em comparacao
ao grupo NAC (p <0,05).
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Figura 8. Efeitos renoprotetores da silimarina contra a nefropatia induzida por
radiocontraste. Grafico de barras representando a média dos principais
biomarcadores da funcéo renal. O grupo NIC mostra um incremento notavel na ureia
Sérica, creatinina e cistatina C. Ao contrario do grupo NAC, a silimarina diminuiu de
forma dose-dependente esses biomarcadores (50, 200 ou 300 mg/Kg). Os valores
sédo apresentados como média + EPM para n = 6-12 animais por grupo. @p <0,05 vs.
grupo CON; Pp <0,05 vs. grupo NIC; °p <0,05 vs. grupo NAC (ANOVA de uma via
seguida do post-hoc de Tukey).

3.2 Silimarina previne o0 estresse oxidativo apds inducdo da CIN nos
camundongos suicos

Para quantificar a producao de radicais livres « O2’, H20O2 e « OH-/ONOO-, em
globulos brancos do sangue, foi utilizada a citometria de fluxo com indicadores DHE,
DCF e HPF (respectivamente) em todos os grupos estudados. Conforme resumido
no gréafico de barras da Figura 9A, observou-se um aumento na producdo de EROs
sanguineas no grupo NIC (DHE: 39%, DCF: 21%, HPF: 36%) em comparacao com
camundongos controle (DHE: 1540 + 120, DCF: 691 + 38, HPF: 465 = 60 au, p
<0,05). Por outro lado, todos os tratamentos (NAC e todas as doses de silimarina
administradas) impediram o aumento da biodisponibilidade sérica de « O2- (NAC:
1619 + 47; S50: 1523 + 15; S200: 1614 + 32; S300: 1535 + 10 au, p <0,05), H20>
(NAC: 672 £ 17; S50: 677 £ 15; S200: 701 + 34; S300: 709 + 27 au, p <0,05) e « OH-
/ONOO-, (NAC: 401 + 13; S50: 393 £ 4; S200: 386 + 5; S300: 405 + 17 au, p <0,05)

em comparac¢ao com o grupo NIC.
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De acordo com a Figura 9B, o grupo NIC apresentou incremento de proteinas
oxidadas séricas em comparacdo ao grupo controle (NIC: 8,6 £ 0,5 vs. CON: 3,7 *
0,74 pmol/mg proteina, p <0,05). No entanto, o tratamento padrdo com NAC né&o
reduziu os niveis séricos de AOPP (9,2 =+ 1,1 umol/mg de proteina, p >0,05). Em
relacdo a estratégia preventiva da silimarina, apenas a dose mais alta foi mais
efetiva que a NAC (S300: 6,2 + 0,4 umol/mg proteina, p <0,05).
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Figura 9. A silimarina previne o0 estresse oxidativo sisttmico em modelo
experimental de nefropatia induzida por radiocontraste. A) A producdo de EROs no
sangue foi avaliada por DHE, DCF e HPF medidos por citometria de fluxo. Graficos
de barras mostrando que, ap6s a NIC, os glébulos brancos superproduzem as
EROs, enquanto que o NAC e todas as doses de silimarina estudadas previnem este
efeito. B) Quantificacdo da oxidagao proteica do soro (AOPP), que apenas a
silimarina na dose mais alta mostra efeitos antioxidantes. Os valores sao
apresentados como média + EPM para n = 7-9 animais por grupo. *p <0,05 vs. grupo
CON e #p <0,05 vs. grupo NIC (ANOVA de uma via seguida do post-hoc de Tukey).
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3.3 Silimarina previne o dano ao DNA nas células sanguineas no modelo CIN
em camundongos sui¢os

Como pode ser observado nas figuras 10A e 10B, o dano ao DNA avaliado
pelo ensaio cometa, indicou maior dano ao DNA das células sanguineas no grupo
NIC (~ 2,5 vezes) em comparacdo com camundongos CON (20 + 2%, p <0,05).
Dentre as estratégias preventivas, o tratamento convencional com NAC e doses
menores de silimarina foram semelhantes ao grupo NIC (NAC: 40 + 5% S50: 37 +
2% e S200: 36 £ 5%, p >0,05). Curiosamente, apenas o S300 foi capaz de prevenir
0 dano ao DNA (28 + 3%) em comparacao com o grupo NIC (48 £ 3%, p <0,05). Em
relacdo ao momento da cauda do cometa, um produto do comprimento da cauda e
da porcdo do DNA total na cauda (Rodrigues et al., 2013; Porto et al., 2015), houve
um perfil semelhante da primeira andlise (Figura 10A): aumento da fragmentacéo do
DNA no grupo NIC (77 + 8 a.u.) comparado ao grupo CON (15 = 3 a.u., p <0,05).
Apenas a maior dose de silimarina reduziu esse parametro (32 + 6 a.u., p <0,05) em
comparacao com outros grupos (NAC: 58 + 14; S50: 49 + 4 e S200: 54 + 11, p
>0,05).
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Figura 10. Altas dose de silimarina previne danos no DNA em modelo experimental
de CIN. A) Cometas tipicos mostrando maior fragmentacdo de DNA no grupo NIC
em comparacdo ao controle o qual contrasta também com o grupo S300,
guantificado e representado em grafico no painel inferior. B) Graficos de barras
mostrando a média da porcentagem de dano ao DNA e momento da cauda (~ 2,5
vezes maior no grupo NIC). Apenas o S300 foi capaz de proteger o DNA das células
do sangue. Os valores sdo apresentados como média + EPM para n = 5-6 animais
por grupo. *p <0,05 vs. grupo CON e #p <0,05 vs. grupo NIC (ANOVA de uma via
seguida do post-hoc de Tuckey).

3.4 Reducdo do estresse oxidativo em células renais pela silimarina apés
inducdo da CIN em camundongos suicos

Também foi investigado o impacto da nefropatia induzida pelo contraste sobre
o dano oxidativo em tecidos renais de todos o0s grupos usando 0S mMesmos
indicadores de EROs observados no sangue. A Figura 11 evidencia uma
superproducdo de EROs no tecido renal do grupo NIC (DHE: 151%, DCF: 220%,
HPF: 21%), em comparacdao com os camundongos do grupo controle (DHE: 1064 +
33, DCF: 830 + 107, HPF: 571 + 23 au, p <0,05). No entanto, a prevencao
convencional com NAC impediu o aumento dos niveis renais apenas de » 02" e H>O>

(1417 £ 136 e 1435 *+ 328 a.u., respectivamente, p <0,05) em comparagcdo com o
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NIC. E interessante ressaltar que a silimarina mostrou uma diminui¢cdo dependente
da dose no estresse oxidativo, reduzindo significativamente os trés biomarcadores
de EROs na dose mais elevada (DHE: 1187 + 92, DCF: 998 + 221, HPF: 535 + 6 au,
p <0,05) em comparagdo com grupo NIC.
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Figura 11. A silimarina previne a formacdo de EROs nos rins. Graficos de barras
mostrando uma superproducdo severa de EROs no NIC, sendo parcialmente
revertida pelos grupos NAC, S50 e S200. Apenas silimarina a 300 mg/Kg apresenta
reducao de « 02", H20O2 e * OH-/ONOO-. Os valores séo apresentados como media +
EPM para n = 5-6 animais por grupo. *p <0,05 vs. grupo controle e #p <0,05 vs.
grupo NIC (ANOVA de uma via, seguida do post-hoc de Tukey).

3.5 Apoptose e viabilidade em células renais

A apoptose celular foi investigada nas células renais por citometria de fluxo
utilizando a coloracdo com anexina V. A Figura 12A mostra imagens tipicas de dot
plots para cada grupo. Os resultados, na Figura 12B indicam que a silimarina em
todas as doses foi capaz de atenuar o numero de células apoptoticas (Q2 + Q4)
assim como a n-acetilcisteina (grupo NAC) em comparacdo com o grupo NIC.
Quanto a viabilidade celular (Figura 10B), o grupo NIC apresentou viabilidade celular
prejudicada em comparacdo com outros grupos. Observa-se diminuicdo notavel do

namero de células apoptoticas (Q2+Q4) nos grupos tratados.
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Figura 12. A silimarina previne a apoptose e restaura a viabilidade das células
renais. A silimarina previne a apoptose e restaura a viabilidade das células renais
apos NIC em camundongos suicos. A) Graficos de “dot plots” mostrando o aumento
da apoptose em animais do grupo NIC comparados com todos 0s grupos tratados,
determinado através de iodeto de propidio (Pl) e anexina V-FITC. B) Grafico de
barras mostrando no painel da esquerda: os indices apoptéticos (Q2 + Q4) de todos
os grupos. No painel direito: a viabilidade das células renais, destacando o aumento
em relacdo ao NIC e a prevencdo com NAC e silimarina (50, 200 e 300 mg/Kg). Os
valores sdo apresentados como média £+ EPM para n = 6-7 animais por grupo. *p
<0,05 vs. grupo controle e #p <0,05 vs. grupo NIC (ANOVA de uma via, seguida do
post-hoc de Tukey).
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3.6 Parametros Morfométricos

Conforme demonstrado na figura 13, a andlise histologica evidenciou que o
grupo NIC exibiu danos notaveis na microarquitetura renal. O grupo NIC apresentou
aumento do dano glomerular, perda de nudcleos, dilatagdo tubular com congestédo
luminal, vacuolizacdo de células epiteliais tubulares, presenca de debris protéicos na

luz tubular e mais lesdes tubulointersticiais quando comparados com camundongos
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do grupo controle (NIC: 3,49 + 0,11 vs. CON: 0,05 + 0,01, p <0,05) (Figura 14). O
tratamento convencional com NAC e todas as doses de silimarina usadas reduziram
essas lesbes (NAC: 57%; S50: 30%; S200: 64% e S300: 62%, p <0,05) em
comparagdo com o grupo NIC. Entre esses tratamentos preventivos, apenas a
menor dose de silimarina S50 foi menos eficaz que os demais NAC, S200 e S300, p
<0,05).

CON

NIC

NAC

S50

S200

S300

Figura 13. Micrografias representativas mostrando histologia renal (coradas com
HE) nos diferentes grupos de camundongos 24 horas ap0s a inducdo da NIC. A-F:
seccao cortex-medula (100x); G-L: a regido cortical (200x) e R-M: a regido cortical
(400x) evidenciando dano glomerular, perda de nudcleos, congestdo na luz dos
tubulos com presenca de debris celulares, dilatacdo tubular e lesdes
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tubulointersticiais principalmente no grupo NIC e prevenidas de maneira dose-
dependente com silimarina.

4-
[
o
)
o
g 3 #
E -T-
o
=
33
=}
E 27 #
o~ T #
? #
o 2
3 1-
X
Q
T
£
0-

SIL 50 SIL 200 SIL 300

CON NIC

Figura 14. A silimarina atenua as lesdes glomerulares e tubulointersticiais na
nefropatia induzida por radiocontraste em camundongos. Os indices de lesdo
tubulointersticial (TILI index) de todos os grupos (n = 4). Os valores séao
apresentados como a média + SEM. #p <0,05 vs. grupo NIC.

A Figura 15 evidencia fotomicrografias tipicas de MEV confirmando os
resultados obtidos em trabalhos anteriores com modelo de CIN. No grupo NIC,
observamos um tufo glomerular atrofiado (Figura 15B), perda de coesao estrutural
com poddcitos atipicos (Figura 15H), congestdo luminal e vacuolizacdo de células
epiteliais tubulares (Figura 15, imagens N e T) quando comparado ao grupo controle.
Os grupos NAC (Fig. 15, imagens C, I, O e U), S200 (Fig. 15, imagens E, K, Q, W) e
S300 (Fig. 15, imagens F, L, R e X) preveniram as lesdes induzidas por contraste em

ambos os poddcitos glomerulares e células tubulares.
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CON

NIC

NAC

S50

$200

S300

Figura 15. Fotografias de microscopia eletrénica de varredura (MEV). Amostras de
tecido renal dos diferentes grupos confirmando a diminuicdo das lesdes
glomerulares renais e tubulares. A primeira coluna (A-F, barra de escala = 10 um)
mostra imagens de varredura de glomérulos inteiros, mostrando maior preservagao
estrutural dos tecidos superficiais nos grupos NAC (C) e S300 (F), semelhante ao
grupo CON. Os grupos NIC (B), S50 (D) e S200 (E) exibiram perda de coeséao
estrutural. A segunda coluna (G-L, barra de escala = 1 um) mostra uma maior
ampliacdo dos podocitos para exibir 0S processos primarios e 0S processos
secundarios interdigitais. Os grupos NIC (B) e S50 (D) apresentaram podocitos
atipicos. Apenas os grupos NAC (I), S200 (K) e S300 (L) foram semelhantes as
estruturas de controle (G), com processos podocitarios lisos que se contrapuseram
firmemente (setas amarelas). A terceira coluna (RM, barra de escala = 10 um)
mostra imagens de varredura dos tubulos proximais com estrutura normal (M), com
vacuolizagéo epitelial celular (setas vermelhas) apds nefropatia por radiocontraste
(N, O e P) e auséncia de vacuolos citoplasmaticos no Grupos S200 (Q) e S300 (R).
A Ultima coluna (S-X, barra de escala = 5 ou 10 um) mostra mais detalhes da
estrutura tubular, seguindo o padrao de resposta da terceira coluna, enfatizando um
efeito protetor dependente da dose da silimarina.
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4. DISCUSSAO

Embora estudos recentes tenham sugerido a eficacia da silimarina para
algumas doencas renais, como a nefropatia diabética (Fallahzadeh et al., 2012;
Rafieian-Kopaie et al., 2012) ou nefrotoxicidade iatrogénica induzida por drogas
terapéuticas (Ninsontia et al., 2011; Dashti-Khavidaki et al., 2012), a eficacia da
silimarina na prevencdo da disfungdo renal induzida pelo contraste ainda é
inconclusiva (Sedighifard et al., 2016). Este estudo é o primeiro a demonstrar
resultados experimentais que a silimarina (incluindo a dose baixa de 50 mg/Kg) é
capaz de prevenir o desenvolvimento de CIN, preservando a fungéo renal, reduzindo
0 estresse oxidativo e apoptose, aumentando a viabilidade celular e atenuando as
incidéncias de lesbGes renais glomerulares e tubulares, como demonstrado pela
investigagao histologica.

Enquanto o primeiro caso clinico de leséo renal com contraste foi relatado
desde 1942 (Pendergrass e Chamberlain, 1942; Kiss e Hamar, 2016), o primeiro
modelo experimental apareceu apenas na década de 1980 em coelhos e ratos
(Golman e Holtas, 1980), apresentando algumas variacdes ao longo do tempo (por
exemplo, modelo animal, tipo de contraste, desidratacdo e/ou diferentes
combinacgdes de lesdo por drogas). Em 2015, o laboratério de fisiologia translacional
da UVV, desenvolveu com sucesso um novo modelo experimental de CIN simples e
reprodutivel em camundongos suicos por via intraperitoneal (Bbéa et al., 2015),
diferindo da maioria dos estudos prévios de camundongos no uso de contraste por
via intravascular (Agmon et al. 1994; Billings et al., 2008). Além disso, como a
injecdo de contraste por si sO ndo causa lesdo renal aguda evidente em roedores
(nem em pacientes saudaveis), foi mantido o uso de prostaglandina e inibidores de
NO como aplicado por outros autores (Lee et al., 2006; Billings et al., 2008; Kiss e
Hamar, 2016; Mamoulakis et al., 2017). Portanto, essa estratégia farmacolégica
adjuvante também permite mimetizar as condicdes clinicas que geralmente
predispdem um paciente aterosclerético a CIN (idosos, hipertensos/diabéticos),
resultando em um declinio da fungéo renal (Bb6a et al., 2015; Kiss e Hamar, 2016).

Nos ultimos anos, alguns pesquisadores argumentaram que o futuro "padrdo
ouro" no diagnostico da CIN deve ser determinado em uma abordagem sinérgica
gue inclua diferentes biomarcadores e técnicas de imagem funcional (Molitoris,
2015; Kiss e Hamar, 2016; Fahling et al., 2017). Assim, a fim de aumentar a

confiabilidade do comprometimento renal no presente estudo, foram incorporadas
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algumas andlises, a comecar pela dosagem de cistatina C sérica. Como este
peptideo aumenta proporcionalmente em resposta a diminuicdo da taxa de filtracao
glomerular e apresenta pequeno volume de distribuicdo, foi recentemente
considerado um importante biomarcador endogeno da lesdo renal aguda
(Leelahavanichkul et al., 2014; Andreucci et al.,, 2016; Dalcomune et al., 2016;
Fahling et al., 2017). A hip6tese do estudo, o aumento nos trés biomarcadores
renais (uréia, creatinina e cistatina C), no grupo NIC confirmou o sucesso da
nefropatia aguda, que por outro lado, ndo aumentaram nos grupos que sofreram a
CIN e foram tratados preventivamente com silimarina em todas as doses estudadas,
sugerindo seu potencial efeito renoprotetor. Além disso, notou-se que os dados
negativos no grupo NAC corroboraram estudos recentes que questionam a utilidade
deste antioxidante seguro e de baixo custo para prevenir a CIN na pratica clinica
(Subramaniam et al., 2016; Fahling et al., 2017; Hossain et al., 2018; Weisbord et al.,
2018). Também se observou que a diminui¢cdo da uremia e da cistatina C no S300
foi significativa em comparacdo com o grupo NAC (p <0,05), demonstrando um
importante papel potencial para a silimarina na protegcdo contra a lesdo renal
induzida pelo contraste.

Considerando que o dano oxidativo é um dos principais mecanismos
patogénicos envolvidos na CIN (Bba et al.,, 2015; Subramaniam et al., 2016;
Andreucci et al., 2016 Hossain et al., 2018) e que a silimarina apresenta
propriedades antioxidantes elevadas (Polyak et al., 2013; Surai et al., 2015; Federico
et al., 2017), a investigacao foi estendida para parametros relacionados ao estresse
oxidativo no sangue e nos rins de todos os grupos, como discutido abaixo.

Entre os estudos envolvendo a CIN, a investigacdo incomum de efeitos
adversos extrarenais sistémicos foi evidenciada apenas por métodos indiretos de
estresse oxidativo (Toprak et al., 2008; Ari et al., 2012). Pela primeira vez, os
resultados demonstraram tanto para métodos diretos (deteccdo de EROS) como
indiretos (AOPP e ensaio cometa) que o contraste iodado aumenta o estresse
oxidativo (sisttmico) no sangue nOS MEesSmMOosS animais e que a prevencao
convencional por NAC e silimarina foram capazes de reverter o excesso de
producédo de EROs sistémica. Em relacdo a oxidac&o de proteinas e danos no DNA,
a melhor prevencao pode ser alcancada com a maior dose de silimarina (mas néo
por NAC), como observado através de biomarcadores da funcdo renal. Essa
diferenca aparente entre os métodos pode ser parcialmente explicada por uma

depuracdo completa de EROs mais radpida em comparagdo com macromoléculas

39



cumulativamente oxidadas analisadas (Boa et al., 2015). Ao mesmo tempo, enfatiza-
se a importancia de analisar diferentes testes de danos oxidativos, uma vez que eles
podem fornecer dados extras de estresse oxidativo. Por exemplo, uma vez que o
biomarcador de AOPP no plasma pode estar relacionado com a progressao da
insuficiéncia renal (Witko-Sarsat et al., 1996; Cao et al., 2014, Lin et al., 2017), ele
foi incluido no estudo. A hipétese € que a reducdo da uremia e a melhora do status
de EROs no rim podem estar relacionadas com a reducdo sérica de AOPP, como
observado por outros autores (Witko-Sarsat et al., 2003; Cao et al., 2014).

Em relacdo a toxicidade renal, € provavel que a silimarina inibe a
superproducdo de EROs de maneira dose-dependente. E sabido que o dano
oxidativo apresenta consequéncias importantes tais como aumento da apoptose e
diminuicdo da viabilidade celular através de vias estabelecidas (por exemplo,
ativacdo de caspases, encurtamento de teldmeros e/ou clivagens cromossomicas)
(Tonini et al., 2013; Boa et al., 2015; Porto et al., 2015; Koliada 2015), e, portanto, foi
investigado se a silimarina também diminuiria esses parametros sob exposicdo ao
contraste iodado. Os presentes dados sugerem que a ligeira modificacdo da menor
dose de silimarina ja apresenta efeito antiapoptotico e melhora a viabilidade celular
renal, assim como o tratamento convencional com NAC. Estes processos anti-EROs
e que conferem protecdo as células, observados para a silimarina, podem ser
apoiados por alguns mecanismos inter-relacionados recentemente descritos em
outros modelos de nefropatia: com ativivade antioxidante (Ninsontia et al., 2011),
guelante de metais (Hamed et al., 2012; Surai et al. 2015), aumento da atividade de
enzimas antioxidantes (Soto et al., 2010), reparo e remocdo de moléculas
danificadas (Surai et al., 2015) e/ou protecdo mitocondrial (Bin et al., 2017).
Corroborando os dados encontrados, Tan et al. (2015) mostraram que a silimarina
aumenta a proteina Bcl-2, que regula negativamente a Bax e inibe a clivagem da
caspase-3 no tecido renal contribuindo diretamente para a reducdo da apoptose
renal.

Além da analise bioquimica e de citometria de fluxo, o ensaio histolégico e
microscopia eletrdnica de varredura mostraram uma ruptura pronunciada da
ultraestrutura renal no grupo NIC em comparacéo aos do grupo controle, consistente
com relatos anteriores da Universidade Vila Velha (B6a et al., 2015; Guss et al.,
2017) e de outros grupos (Billings et al., 2008; Colbay et al., 2010; Chang et al.,

2013). Em relacdo a intervencdo com silimarina, outra novidade deste estudo é o
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efeito nefroprotetor, com melhora dos glomérulos e das estruturas tubulares de
maneira dose-dependente.

Com relagédo as doses estabelecidas de silimarina (aparentemente altas), é
importante observar que a dose animal ndo deve ser extrapolada para uma dose
equivalente humana por uma conversédo simples baseada no peso corporal, como
tem sido frequentemente relatado por alguns autores (Levy et al., 2007; Erdogan e
Vang, 2016). Na tentativa de otimizar esta conversdo de doses de drogas de
estudos experimentais em animais para futuros ensaios clinicos, alguns autores
sugeriram um método simples usando o método de normalizacdo da area de
superficie corporal (Reagan-Shaw et al., 2008; Nair e Jacob, 2016). Apods a
aplicacdo desses calculos, identificou-se que todas as doses escolhidas neste
estudo (50, 200 e 300 mg/Kg) podem ser compativeis aos seres humanos: 4 mg/Kg,
16 mg/Kg e 24 mg/Kg, respectivamente. Como um exemplo extremo, para um
humano pesando 85 kg, uma administracéo oral de 2040 mg/dia seria segura e bem
tolerada, como observado por outros (Hawke et al., 2010; Polyak et al., 2013).
Portanto, a dose de silimarina usada no presente estudo seria compativel em outros
ensaios clinicos. Além disso, como em estudos prévios em animais e humanos, que
utilizaram essa mistura de flavonoides, demonstra-se seguranca e eficacia no perfil
de utilizacdo, logo, espera-se que outros ensaios com grande tamanho amostral,
doses e duracgdo distintas sejam estendidos em relacdo a CIN.

Uma limitacdo do estudo € que ndo foram analisados outros parametros
renais, como a proteinuria, que € um potencial biomarcador para danos tubulares e
funcao renal prejudicada. Em estudos futuros, pretende-se investigar os efeitos da
silimarina sobre os parametros hemodinamicos renais neste modelo de CIN
experimental em camundongos (desenvolvido no laboratorio). Estes dados podem
ser realizados medindo a depuracao de inulina e para-aminohipurato de sodio para
estimar a taxa de filtracdo glomerular e o fluxo plasmatico renal, respectivamente (de
Almeida et al., 2016).
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5. CONCLUSAO

Em resumo, este estudo demonstra pela primeira vez que a silimarina diminui
o dano oxidativo sistémico e renal preservando a fungédo renal e a arquitetura
morfolégica sob exposicdo a radiocontraste em camundongos. Mais
especificamente, esse papel renoprotetor € acompanhado por atividades
antigenotoxicas e antiapoptéticas. Portanto, a silimarina pode ter aplicacdes clinicas

promissoras contra a CIN.
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7. ANEXO

UNIVERSIDADE

VILAVELHA

Universidade Vila Velha

Comissdo de Etica, Bioética e Bem-Estar Animal (CEUA-UVV)

PARECER DO RELATOR
Parecer N°403/2016
Pesquisador (a) Responsavel: Dr. Thiago de Melo Costa Pereira
Tipo de Pesquisa: Avaliagdo do efeito nefroprotetor da silimarina em camundongos
submetidos a nefropatia por contraste.
Instituicdo onde sera desenvolvido: Laboratorio do NUPECFARMA da UVV.
Situacdo: APROVADO
Ao analisar o projeto de pesquisa: “Avaliacdo do efeito nefroprotetor da silimarina em
camundongos submetidos a nefropatia por contraste”, tendo como pesquisador(a)
responsavel Prof. Dr. Thiago de Melo Costa Pereira, que ira utilizar a(s) seguinte (s)
espécie (s) animal (s) camundongo heterogénico, linhagem albino/suico, proveniente
do Biotério da UVV, totalizando 48 (quarenta e oito animais), esta CEUA-UVV
considera que o projeto se encontra adequado e satisfatoriamente de acordo com as
exigéncias das Resolucbes que regem esta Comissdo e ao CONCEA.Assim,
mediante a importancia social e cientifica que o0 projeto apresenta, a sua
aplicabilidade e conformidade com os requisitos éticos, sou de parecer favoravel a
realizacdo do projeto classificando-o como APROVADO, pois 0 mesmo atende aos
Requisitos Fundamentais da Normas de Conduta para a Utilizacdo de Animais no
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