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Resumen

Introduccion: La isquemia-reperfusion renal causa dafio renal agudo
relacionado principalmente con la generaciéon de especies reactivas de oxigeno,
lo que puede conducir a necrosis tubular aguda e inflamacion. EI D-005,
extracto lipidico obtenido del fruto de la Palma Corojo (Acrocomia crispa)
presenta efectos antioxidantes y antiinflamatorios. Objetivo: Evaluar el efecto
del D-005 sobre los cambios histoldgicos en rifiones de ratas con dafio renal
agudo inducido por isquemia-reperfusion renal. Materiales y métodos: Se
emplearon 42 ratas machos Sprague-Dawley distribuidas en seis grupos: un
control negativo y cinco grupos sometidos a isquemia-reperfusién renal: un
control positivo tratado con el vehiculo, tres grupos tratados con D-005 (25,
100 y 400 mg/kg) y uno con Dexametasona (3 mg/kg). Se indujo isquemia
renal bilateral durante 30 min y se reperfundié durante 24 h. Se procesé un

rindn por animal mediante la técnica histoldégica de inclusién en parafina vy
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tinciédn con hematoxilina y eosina. Se determind el dafio histoldgico renal global
y el dafo tubular. Resultados: El tratamiento oral con D-005 a las dosis de 100
y 400 mg/kg redujo significativamente el dafio histoldgico renal global, mientras
gue todas las dosis ensayadas protegieron significativamente del daho tubular
renal. EI D-005 previno la necrosis celular y el taponamiento de las luces
tubulares en los tubulos proximales de la corteza renal. Conclusiones: El
tratamiento oral con D-005 protegié de los cambios histolégicos en la corteza
renal y en especial, en los tubulos proximales en ratas sometidas a isquemia-
reperfusion renal. Este resultado constituye la primera evidencia de que el D-

005 ejerce un efecto beneficioso sobre el dafio renal agudo.

Palabras clave: D-005, antioxidante, antiinflamatorio, dano renal agudo,

isquemia-reperfusidon renal, ratas



Introduccion

La isquemia-reperfusion (I/R) renal causa dano renal agudo (DRA) dependiendo
del tiempo de deprivacion de oxigeno. Este dafio ocurre en diferentes
condiciones clinicas incluidas el trasplante de rifidn, el cardiopulmonar, la cirugia
de aneurisma aortica, el shock hemorragico severo y la sepsis por endotoxinas,

las cuales se asocian con una alta mortalidad y morbilidad.!%?3

El DRA inducido por I/R estd relacionado principalmente con la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ERO), las cuales desencadenan una cascada de
sefializacion molecular que puede conducir a la necrosis tubular aguda y en
consecuencia, a la insuficiencia renal aguda (IRA)*. Sin embargo, al igual que
otros tejidos sometidos a I/R, el rifidn puede recuperarse y tener una funcion
normal, si se interrumpen a tiempo las vias de dafo celular involucradas en la
I/R.>®

Los tratamientos actuales utilizados en la clinica no son eficientes para limitar la
progresidn del DRA hacia una IRA, por lo que se hace necesaria la busqueda de
nuevas alternativas que ayuden a acelerar la regeneracién de las células tubulares
renales y a prevenir el DRA. En este sentido, aun cuando se han evaluado nuevos
farmacos para prevenir y tratar el DRA por I/R, estos presentan limitaciones en su

uso o se encuentran en fase de estudios preclinicos y clinicos.”'8

Teniendo en cuenta el papel de las ERO en el desarrollo y progresién del DRA
por I/R se ha demostrado que sustancias de origen natural con probados
efectos antioxidantes constituyen alternativas terapéuticas prometedoras en el
tratamiento y prevenciéon del DRA y de la IRA inducidos por I/R.%!° Estos
resultados se sustentan sobre la base de sus efectos para prevenir el estrés
oxidativo y la inflamacidén asociada al mismo.'* En este contexto, un extracto
obtenido de la palma Euterpe oleracea, conocida como acai, perteneciente a la
familia Arecaceae mostro efecto protector en un modelo de I/R renal a la vez

que disminuyd los niveles de malondialdehido y la actividad de la enzima



mieloperoxidasa (MPO), marcadores de peroxidacion lipidica e inflamacion,

respectivamente.!?

El D-005, extracto lipidico obtenido del fruto de la Palma Corojo (Acrocomia
crispa), palma endémica de Cuba también de la familia Arecaceae, contiene una
mezcla reproducible de acidos grasos, principalmente oleico, palmitico, laurico y
miristico mientras el palmitoleico, caprilico, caprico, y estearico se encuentran

en menores concentraciones.>*

Estudios previos demostraron que el D-005 ejerce efectos anti-inflamatorios in
vitro mediante la inhibicion dual de las enzimas 5-lipooxigenasa (5-LOX) y
ciclooxigenasa tipo 2 (COX-2),*> e in vivo al inhibir el infiltrado inflamatorio en

el tejido pulmonar de ratones con dafio pulmonar agudo.*®

Ademas, el D-005 mostré efecto antioxidante al disminuir los niveles de
malondialdehido y grupos sulfihidrilos, marcadores de peroxidacién lipidica y
oxidacidon proteica, respectivamente, en prostatas de ratas con hiperplasia

prostatica inducida por testosterona.'’

Teniendo en cuenta el importante papel que desempefan el estrés oxidativo y la
inflamacién en la etiologia del DRA, resulta l6gico suponer que el D-005 pueda

prevenir el dafo en rinones inducido por I/R.
Objetivos

Evaluar el efecto del D-005 sobre los cambios histoldgicos en rifiones de ratas

con DRA inducido por isquemia-reperfusion renal.
Materiales y métodos
Animales y tratamientos

Se emplearon 42 ratas machos Sprague-Dawley clinicamente sanas,
procedentes del Centro Nacional para la Produccidn de Animales de Laboratorio
(CENPALAB, Mayabeque), con peso promedio entre 400-500 g. Las ratas se

mantuvieron en un Bioterio, con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas vy



temperatura entre 20 y 25 °C. Se alimentaron diariamente con dieta estandar
(CENPALAB) y agua corriente ad libitum.

El D-005 (Centro de Productos Naturales del Centro Nacional de Investigaciones
Cientificas, La Habana, Cuba) se administrd por via oral en forma de suspension
en Tween 65/H,0 (2 %), luego de corroborar sus especificaciones de calidad
mediante un método validado por cromatografia gaseosa.!* La Dexametasona
(Industria Farmacéutica, La Habana, Cuba) se administrd por via intraperitoneal
(i.p) y se disolviéo en buffer citrato 0,1 mol/L (pH 4,2). Ambas sustancias se

administraron 1 h antes de inducir la I/R renal.

Los animales se distribuyeron aleatoriamente en seis grupos (siete
ratas/grupo): un control negativo (sin dafio) y cinco grupos a los cuales se les
indujo el dano por I/R renal: un grupo (control positivo) tratado con el vehiculo
(Tween 65/H,0), tres grupos tratados con D-005 (25, 100 y 400 mg/kg) y un

grupo con Dexametasona (3 mg/kg).
Induccion de la I/R renal

Las ratas se anestesiaron con tiopental sédico (via i.p) a la dosis de 30 mg/kg
de peso corporal. Posteriormente, se les realizd la laparotomia por incisidon
longitudinal en la linea media ventral. Se expusieron los paquetes vasculares
renales, se aislaron ambas arterias renales, en las cuales se colocaron las pinzas
de oclusién (clanes) y se provocd la isquemia durante 30 min. Luego se

retiraron los clanes, permitiendo la reperfusidon de los rifiones durante 24 h.!®

Una vez concluido el tiempo de reperfusién, los animales se anestesiaron en
atmosfera de halotano, y se extrajo el rifidn izquierdo para el estudio

histoldgico.
Procesamiento histoldgico

Los riflones extraidos se seccionaron mediante un corte sagital a través del hilio
y se fijaron por inmersién en formol tamponado al 4%. Posteriormente, se

realizd la deshidratacion de los rinones en etanol a concentraciones crecientes
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desde el 70% hasta el 100 %. Se incluyeron en bloques de parafina y se
realizaron cortes de 3-5 uym de grosor mediante un micrétomo Sakura. Los

cortes se tiferon con hematoxilina y eosina.

Estudio histoldgico

Se realizo el anélisis histoldgico del dafio renal global y del dafo tubular.
- Dafo renal global

Se determind a partir de la observacion directa al microscopio éptico utilizando
el lente objetivo de 10 X, asignandole un valor de grado histopatoldgico al dafio
alcanzado siguiendo la escala de Jablonski donde: 1- necrosis de células
individuales, 2- necrosis de todas las células en tubulos adyacentes con
supervivencia de otros tubulos, 3- necrosis confinada al tercio distal del tubulo
proximal con una banda de necrosis que se extiende a través de la corteza

interna y 4- necrosis que afecta a los tres segmentos del tabulo proximal.®

- Dano tubular

Se evaluo mediante el analisis de las imagenes de 10 campos histoldgicos
ubicados a distancias regulares desde el polo superior al inferior de cada rifién,
mediante una camara digital Canon EOS 1000 D#2 acoplada a un microscopio
optico Zeiss Primo Star, utilizando una magnificacion de 64 X. En cada imagen
se evalud el estado de los tubulos renales considerando 0 la ausencia de dano y
1 la presencia de dafio irreversible; el cual se analizé por la presencia de tubulos
con luces taponadas completamente, con presencia de cilindros hialinos y/o de
células necréticas descamadas del epitelio. Los resultados se expresaron como

porciento de campos histolégicos dafados por animal.
Procesamiento estadistico

Los datos se procesaron mediante el programa Graph Pad Prism versién 5.0
para Windows. En todos los casos, se determinaron los valores de media y

desviacion estdandar mediante estadistica descriptiva y se realizaron



comparaciones entre los grupos. Para determinar si los datos cumplian una
distribucion normal, se realizd la prueba Kolmogorov-Smirnov. En el caso del
Dafio renal global, no se cumplié la normalidad por lo que se utilizd la prueba no
paramétrica U de Mann Whitney. En cambio, los datos de Dafio tubular si
cumplieron una distribucién normal, por lo que se utilizé la prueba t de Student.

Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando p<0,05.
Resultados
Dano renal global

Los resultados obtenidos sobre el dafo renal global se muestran en la Fig. 1. La
I/R renal indujo en los animales del grupo Control positivo un dafio renal global
significativamente superior al de los animales del grupo control negativo. Por su
parte, el D-005 disminuyé el daifo desde la dosis menor ensayada (25 mg/kg),
si bien solo resultd significativo respecto al Control positivo a las dosis de 100 y
400 mg/kg. La Dexametasona (sustancia de referencia) también disminuyd el

Grado histopatoldgico, aunque no fue significativo.
Dafio tubular

Los animales del grupo control negativo mostraron la estructura normal de los
tubulos proximales de la corteza renal (Fig. 2 A) mientras que los animales a los
que se les provocé la I/R renal (grupo Control positivo) presentaron necrosis
celular, taponamiento de las luces tubulares con células descamadas vy
formacién de cilindros (Fig. 2 B). Los tratamientos con D-005 (25, 100 y 400
mg/kg) y Dexametasona previnieron el dafio de los tubulos proximales
corticales (Fig. 2 C, D).

El andlisis cuantitativo permitié determinar que el grupo Control positivo
presenté Dafo tubular en el 74,92 % de los campos histolégicos analizados. El
D-005 disminuyd significativamente el Dafo tubular a las dosis evaluadas. La
sustancia de referencia (Dexametasona) también disminuyd significativamente

el Dafio tubular en la corteza renal (Fig. 3).
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Discusion
Los resultados de esta investigacion demuestran el efecto nefroprotector del D-

005 sobre los cambios histoldgicos inducidos por I/R renal en ratas.

Los danos observados en el grupo Control positivo se corresponden con lo
descrito por otros autores en condiciones similares.!®2° Los valores mayores de
grado histopatolégico en el grupo Control positivo se deben a la mayor
afectacion observada en la corteza renal profunda a consecuencia de la I/R; lo
cual se asocia con el hecho de que esta es la zona del rifidn mas sensible a la
hipoxia ya que en condiciones fisioldgicas se requieren niveles mas altos de

oxigeno.??

Los resultados obtenidos en este trabajo con relacidon al mayor dafio tubular en
el grupo Control positivo coinciden con hallazgos previos que reconocen la lesion
de los tubulos proximales corticales, con muerte de células epiteliales, tanto por
necrosis como por apoptosis, como la caracteristica histopatoldgica
predominante en la I/R renal. En consecuencia, la pérdida del funcionamiento
de las células epiteliales de los tubulos proximales renales se considera la causa

principal para el desarrollo y progresién del DRA por I/R.??

Por tanto, los efectos beneficiosos del D-005 sobre la morfologia renal cortical,
especificamente en los tubulos proximales, pudieran estar asociados a sus

efectos antioxidantes.

El estrés oxidativo y la respuesta inflamatoria estan estrechamente relacionados

entre si en la fisiopatologia de la I/R renal.

La produccidon de ERO se incrementa durante la isquemia debido al estado de
hipoxia que se genera y que afecta la microcirculacion, las enzimas celulares y
la funcidon mitocondrial, favoreciendo la produccién intracelular de ERO, lo que
desencadena las vias de muerte celular. Ademas, el dafio isquémico activa la
produccién de citosinas proinflamatorias, las cuales contribuyen también a la
formacién de ERO por la via de las enzimas NADPH oxidasa (NOX) y MPO. Otra



via por la cual se induce la generacién de ERO es la modificacidon de la actividad
de la enzima Oxido nitrico sintasa (NOS) debido a la disfuncion vascular
promovida por la isquemia. Sin embargo, el estado isquémico no es el Unico
causante del dafo por ERO, durante el proceso de reperfusion también se
estimula el dafio oxidativo.'’ En este sentido, sustancias de origen natural con
propiedades antioxidantes han mostrado efectos protectores en modelos de I/R

renal.?3 %

Por otra parte, se ha demostrado que el proceso de isquemia activa las vias de
la LOX, resultando en la adhesion y activacidn endotelial de leucocitos, y de la
COX, con la consecuente produccién de prostaglandinas vasoconstrictoras.?® En
correspondencia con estos resultados, se ha evaluado el efecto de farmacos
antiinflamatorios en modelos murinos de DRA inducido por I/R renal. Asi, la
indometacina mejord la funcion renal y redujo el dafio renal evaluado
histolégicamente en ratones, al modular la respuesta inflamatoria por inhibicidén
de la COX.?® Asimismo, el paricalcitol, protegié contra el dafio isquémico al
regular la COX-2 y la prostaglandina E2 (PGE2).?” Por lo que, podemos sugerir
el efecto del D-005 sobre la proteccién del parénquima renal afectado por la I/R

renal podria estar dado por su inhibicién dual sobre las enzimas LOX y COX-2.

No obstante, futuros estudios deberan dilucidar los mecanismos por los cuales el

D-005 ejerce su efecto nefroprotector en el DRA inducido por I/R renal.
Conclusiones

El tratamiento oral con D-005 protegid de los cambios histoldgicos en la corteza
renal y en especial, en los tubulos proximales en ratas sometidas a isquemia-
reperfusion renal. Este resultado constituye la primera evidencia de que el D-

005 ejerce un efecto beneficioso sobre el dafio renal agudo.
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Anexos:

Dano renal global

3 Control negativo
@ Control positivo
D-005 25 mg/kg
E8 D-005 100 mg/kg
€23 D-005 400 mg/kg
@ Dexametasona

Grado histopatolégico
u

Grupos experimentales

Fig. 1. Efectos del D-005 en el Dafio renal global inducido por isquemia-
reperfusion en ratas Sprague-Dawley. Prueba no paramétrica U de Mann
Whitney. Las comparaciones se realizaron respecto al grupo Control positivo.

*p < 0,05.
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Fig. 2. Corteza renal de ratas Sprague-Dawley. Tincion de hematoxilina y
eosina. A) Control negativo, B) Control positivo, C) D-005 100 mg/kg, D)
Dexametasona. Barras- 50 uym. TP- tubulos proximales, flechas- tubulos con
luces taponadas por la presencia de células necroticas y cilindros hialinos.
Barras: 50 pm.
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Dano tubular

= 100- _

§ 3 Control negativo
zg 80- @ Control positivo
= D-005 25 mg/kg
2 60-

ks * E3 D-005 100 mg/kg
S 40- . @8 D-005 400 mg/kg
° @8 Dexametasona

g 207 e
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% 0- ] e

O

Grupos experimentales

Fig. 3. Efecto del D-005 en el Dano tubular de la corteza renal inducido por
isquemia-reperfusién en ratas Sprague-Dawley. Prueba paramétrica t de
Student. Las comparaciones se realizaron respecto al grupo Control positivo.

*p < 0,05, ** p <0,01.
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