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APRESENTACAO

A presente dissertacao tem como proposito demonstrar o efeito protetor do oleo
de jacaré do Pantanal (Caiman yacare) no sistema renal. Foram utilizados ratos Wistar,
com o intuito de assimilar as condigdes fisioldgicas encontradas em humanos. A
pesquisa se encontra concluida e para o seu desenvolvimento foram feitas as seguintes
analises: avaliacdo da fungdo renal e averiguacao dos possiveis efeitos sist€émicos na

utilizagao do 6leo.

Este documento estd estruturado de acordo com as normas estabelecidas pela
Resolucao n°. 239, de 21 de novembro de 2019, que dispde sobre o Regulamento do
Programa de Pds-Graduacdao em Alimentos, Nutri¢do e Satide da Universidade Federal
da Grande Dourados. O arquivo ¢ constituido de elementos pré-textuais, introdugao,
revisdo da literatura, objetivo geral, objetivos especificos, metodologia e o artigo
cientifico, o qual apresenta dados sobre os resultados e a discussdo da pesquisa. O artigo
estd de acordo com as normas da revista Nutrigdo, Metabolismo e Doengas
Cardiovasculares, na qual sera submetido.

Avaliacio do efeito nefroprotetor do oleo de jacaré do Pantanal (Caiman yacare)

em modelo experimental de rabdomidlise induzido por glicerol em ratos

RESUMO

A lesao renal aguda (LRA) ¢ caracterizada por uma abrupta perda de funcdo renal,
apresentando cerca de 12—13 milhdes de casos anualmente, com aproximadamente 1,7
milhdes de mortes por ano. O tratamento da LRA representa um importante
intensificador de custos para os sistemas de satde, devido a fatores como tratamento
farmacologico, gravidade da LRA, necessidade de terapia renal substitutiva e a falta de

recuperagdo renal. A LRA induzida por rabdomidlise ¢ um dos modelos experimentais



mais frequentemente utilizados, com administragdo de uma tunica inje¢cdo intramuscular
de glicerol em ratos. Diante disso, este estudo tem por objetivo avaliar o efeito
nefroprotetor do oleo de jacaré (Caiman yacare) sobre a LRA induzida por glicerol em
ratos. Os efeitos nefroprotetores do 6leo de jacaré (OJ) foram avaliados em um modelo
de LRA (10 ml/kg glicerol, intramuscular) em ratos Wistar. Diferentes doses de OJ (19,
56 e 168 mg/kg) foram administradas por via oral durante 7 dias antes da indu¢do da
LRA. Os parametros urinarios foram mensurados durante o tratamento com OJ, os
pardmetros bioquimicos através da coleta de sangue, foram mensurados apos o
tratamento com OJ. Parametros eletrocardiograficos, hemodinamicos, reatividade
vascular renal, e alteragdes histopatologicas foram medidas apds o tratamento com OJ.
A partir das analises, foi possivel observar que o modelo utilizado demonstrou danos
histopatologicos, reducdes na excrecao urindria de 24h nos grupos experimentais,
alteragdes nos parametros eletrocardiograficos, bioquimicos e de reatividade vascular
renal. Entretanto, o tratamento com o6leo de jacaré (Caiman yacare) ndo influenciou
nenhum parametro analisado, indicando que a ingesta de oleo de jacaré durante o
periodo estudado ndo demonstrou efeito nefroprotetor contra LRA induzida por

rabdomiolise em ratos.

Palavras-chave: Lesdo renal aguda; Necrose tubular aguda; Mioglobintria; Suplemento
dietético; Nutracéuticos.
Evaluation of the nephroprotective effect of Pantanal alligator oil (Caiman yacare)

in an experimental model of glycerol-induced rhabdomyolysis in rats

ABSTRACT

Acute kidney injury (AKI) is characterized by an abrupt loss of kidney function, with
approximately 12—13 million cases annually, resulting in approximately 1.7 million
deaths per year. The treatment of AKI represents a major cost burden for health systems,
attributable to factors such as pharmacological treatment, severity of AKI, need for renal
replacement therapy, and the lack of renal recovery. Rhabdomyolysis-induced AKI is
one of the most frequently used experimental models, involving the administration of a
single intramuscular injection of glycerol in rats. Therefore, this study aims to evaluate
the nephroprotective effect of alligator oil (Caiman yacare) on glycerol-induced AKI in
rats. The nephroprotective effects of alligator oil (OJ) were evaluated in a model of AKI
(10 ml/kg glycerol, intramuscular) in Wistar rats. Different doses of OJ (19, 56 and 168

mg/kg) were administered orally for 7 days prior to AKI induction. Urinary parameters



were measured during OJ treatment, biochemical parameters were assessed through
blood collection were measured after OJ treatment. Electrocardiographic and
hemodynamic parameters, renal vascular reactivity, and histopathological changes were
measured after OJ treatment. The analyses revealed histopathological damage in the
model used, reductions in 24-hour urinary excretion in the experimental groups, as well
as alterations in electrocardiographic, biochemical and renal vascular reactivity
parameters. However, treatment with alligator oil (Caiman yacare) did not influence any
of the parameters analyzed, indicating that the intake of alligator oil during the study
period did not demonstrate a nephroprotective effect against rhabdomyolysis-induced

AKI in rats.

Keywords: Acute kidney injury; Acute tubular necrosis; Myoglobinuria; Dietary
supplement; Nutraceuticals.
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1. INTRODUCAO

A lesdo renal aguda (LRA) ¢é caracterizada por uma abrupta perda de funcao
renal (ZAGER, 2015). Diversas condi¢des de saude sdo consideradas fatores de risco
para o desenvolvimento de LRA, abrangendo desde diabetes até problemas hepaticos,
pulmonares e cardiovasculares (HSU et al., 2008). Clinicamente, a LRA se manifesta
através de hiperperfusao renal, obstrucao do fluxo urinario, resultando em uma rapida
reducdo da funcdo excretora renal, lesdes no tecido renal e acumulo de metabolitos de
nitrogénio (CHAWLA et al., 2014). A analise epidemioldgica global, revelou que
anualmente sdo relatados cerca de 12—-13 milhdes de casos de LRA, com aumento
significativo na mortalidade ao longo dos ultimos 50 anos. A mortalidade associada a
LRA ¢ de aproximadamente 1,7 milhdes de mortes por ano (ALFIERI et al., 2021),
afetando até 20% dos pacientes hospitalizados e até 50% dos pacientes internados em

unidades de terapia intensiva (UTI) (NEYRA; CHAWLA, 2021).

O tratamento da LRA representa um importante intensificador de custos para os
sistemas de satde, devido a fatores como intervengdo farmacologica, gravidade da LRA,
necessidade de terapia renal substitutiva e a falta de recuperagdo renal. Mesmo os casos
de sobrevivéncia a LRA, esses custos persistem devido a necessidade de
acompanhamento, considerando a possibilidade de progressio da doenga renal.
Portanto, torna-se evidente a importancia da realizagao de pesquisas continuas para
melhorar o manejo da doenca e reduzir seu impacto na saude dos pacientes
(COLLISTER et al., 2017).

A LRA induzida por rabdomiolise, ¢ um dos modelos experimentais mais
frequentemente utilizados, com administracdo de uma tUnica injecdo intramuscular de
glicerol em ratos (BELLOMO et al., 2004). A LRA ¢ caracterizada por mioglobinuria,

um dos principais fatores de dano renal na rabdomidlise. A rabdomidlise ¢ uma



condi¢do causada por lesdo muscular esquelética “sindrome de esmagamento”, que leva
a liberagdo de mioglobina muscular, proteinas sarcoplasmaticas (creatina cinase, lactato
desidrogenase, aldolase, alanina e aspartato aminotransferases) e eletrolitos no espago
extracelular e na circulagdo (STANLEY et al., 2023). A libera¢do da mioglobina pelas
células, provoca a producao excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS),
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desencadeando inflamagdo, apoptose por meio da superativacao de fator nuclear kappa
B (NFkB) e disfungdo mitocondrial (JESUS et al., 2007; HOMSI et al., 2006; HOMSI
etal., 2011).

A utilizagdo de produtos derivados de animais na terap€utica ¢ uma pratica
comum em diversas culturas (ALVES et al., 2009; ALVES et al., 2013; GHOSH;
MAITI, 1996), incluindo os Oleos extraidos da gordura de crocodilianos,
frequentemente mencionados como tratamento para diversas doengas (ALVES et al.,
2008; BARROS et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2010; SOUTO et al., 2011). Os dados do
etnoconhecimento desempenham um papel fundamental em estudos bioprospectivos,
que buscam descobertas farmacologicas, alinhando-se com os interesses das dreas
econdmicas ¢ bioldgicas, em sintonia com as demandas do mercado consumidor
(EFFERTH et al., 2016; FERREIRA et al., 2014; SACCARO, 2011).

Os o6leos de origem animal t€ém sido objeto de estudo devido a sua utilidade na
area farmacologica e nutricional, investigando seus possiveis efeitos e beneficios. Esses
Oleos ricos em acidos graxos, podem ser encontrados em diversos animais, incluindo
peixes, aves e répteis. Entre os répteis, a espécie, Caiman yacare (Daudin, 1802),
popularmente conhecida como jacaré-do-Pantanal, Caiman-do-Pantanal, jacaré-do
paraguai, jacaré, jacaré-tinga, sdo encontradas em diversas regides, despertando

interesse comercial devido a sua carne, couro e especialmente, sua gordura.

Um estudo realizado por Azevedo et al. (2020), identificou e quantificou a
presenga de nove acidos graxos do 6leo de Caiman yacare. Dentre esses acidos graxos
podemos destacar os saturados (acido miristico, &cido palmitico, acido heptadecanoico e
acido estearico), monoinsaturados (4cido palmitoleico, acido oleico e 4cido elaidico) e
poliinsaturados (acido linoleico e acido araquiddnico). Os acidos palmitoleico, oleico e
linoleico, mais conhecidos como 6megas, podem atuar como antioxidantes, regulando a
via de sinalizag¢do antioxidante (OPPEDISANO et al., 2020; SAKAI et al., 2017), além
de desempenhar um papel na modulagdo de processos inflamatorios (CALDER, 2020;

OPPEDISANO et al., 2020).

Nesse sentido, ao examinar os dados disponiveis, verifica-se a necessidade de se



investigar o 6leo de Caiman yacare para fins farmacologicos na medicina, tornando uma
alternativa eficiente e vidvel a fim de agregar valor a espécie e reduzir descartes ja
existentes no meio ambiente (AZEVEDO et al.,2020). Embora os estudos demonstrem
que este 6leo possui propriedades anti-inflamatdrias, ndo ha pesquisas sobre o uso do
6leo
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de jacar¢ para o tratamento da LRA, implicando na necessidade de mais estudos para
confirmar sua eficicia. Diante disso, o objetivo do trabalho ¢ investigar o efeito do 6leo
de jacaré (Caiman yacare) como nefroprotetor em ratos com LRA induzida por glicerol.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Lesao Renal Aguda

A LRA, ¢ uma doenca clinicamente heterogénea e bastante comum,
caracterizada por uma subita perda da fun¢do renal excretora. As causas mais comuns
incluem lesdo por esmagamento, exposi¢ao a substancias nefrotoxicas, lesdo de
isquemia-reperfusdo ou sepse. Esses fatores resultam no acimulo de produtos finais
metabolicos nitrogenados (creatinina e nitrogénio ureico) e/ou na diminui¢do da
produg¢do de urina (BELLOMO; KELLUM; RONCO, 2012). Do ponto de vista
patologico, a LRA apresenta caracteristicas como disfungdo vascular, inflamagao,
estresse oxidativo e danos as células epiteliais tubulares renais, esses danos sdo
causados por padrdes moleculares associados a danos (DAMPs) e padroes moleculares

associados a patdégenos (PAMPs) (PICKKERS et al., 2021).

Aproximadamente 12—13 milhdes de casos de LRA sdo relatados anualmente,
com mortalidade elevada nos Ultimos 50 anos. A mortalidade associada a LRA ¢ de
cerca de 1,7 milhdes de mortes por ano (ALFIERI et al., 2021). Durante um episédio
hospitalar, a LRA afeta até¢ 20% dos pacientes hospitalizados e até 50% dos pacientes
internados na UTI, o que consequentemente acarreta elevados custos com cuidados de

saude (NEYRA; CHAWLA, 2021).

A etiologia da LRA ¢ categorizada de acordo com o principio fisiopatoldgico em

trés tipos principais: LRA pré-renal, renal e pds-renal. A lesdo pré-renal esta relacionada



a uma perfusdo renal prejudicada, e seus principais fatores desencadeantes incluem
hipotensdo arterial e hipovolemia, que podem ser causados por eventos como
hemorragias, diarreias e queimaduras. A LRA renal, ¢ caracterizada principalmente pela
necrose tubular aguda (NTA), outras causas dessa condi¢do incluem nefrites tubulo
intersticiais (drogas, infeccoes), pielonefrites, glomerulonefrites e necrose cortical. As
causas pés-renais estdo mais associadas a obstru¢cdo do trato urindrio, como obstrucao
por célculos, traumas, coagulos, tumores e fibrose retroperitoneal (PETEJOVA et al
2019; KELLUM et al, 2021).
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Virias definicdes de consensos foram desenvolvidas para fornecer critérios de
classificagdes e estadiamentos para o diagnostico de LRA. Segundo Machado et al.
(2014), a classificagdo RIFLE (Risk, Injury, Failure, Loss, and End-Stage Renal Failure)
(2004), sigla em inglés para risco de disfuncdo renal, injlria ao rim, faléncia da funcao
renal, perda da fun¢do renal e estagio final da doenca, organiza a lesdo renal aguda em
cinco estagios: Risco: caracterizado por um aumento de 1,5 vezes da creatinina sérica ou
uma diminui¢do de 25% na taxa de filtragdo glomerular (TFG); Lesdo: aumento de 2,0
vezes da creatinina sérica ou diminuicao de 50% da TFG; Falha: aumento de 3,0 vezes
da creatinina sérica ou diminui¢do de 75% da TFG ou quando a creatinina sérica ¢ > 4
mg/dL com um aumento agudo minimo de 0,5 mg/dL; Perda: perda completa da funcao
renal, necessitando de terapia renal substitutiva (TRS) por mais de 4 semanas; ¢ Doenga

Renal Terminal: falha completa necessitando de TRS por mais de 3 meses.

Outra classificagdo ¢ a AKIN (Acute Kidney Injury Network) (2007), sigla em
inglés para Sociedade de Lesdo Renal Aguda, ¢ baseada em alteragdes no subsidio
urindrio e na creatinina sérica, utilizando apenas trés estidgios de lesdo renal: Estagio 1
(risco): aumento da creatinina sérica > 0,3 mg/dL ou > 150% a 200% (1,5 a 2,0 vezes)
em relacdo ao valor basal (dentro de 48 horas); Estagio 2 (lesdo): aumento da creatinina
sérica para mais de 200 a 300% (> 2 a 3 vezes) em relagdo ao valor basal; Estagios 3
(faléncia): aumento da creatinina sérica para mais de 300% (> 3 vezes) em relacdo ao
valor basal ou creatinina sérica > 4,0 mg/dL com aumento agudo de pelo menos 0,5
mg/dL ou inicio de terapia renal substitutiva (MACHADO; NAKAZONE; MAIA,
2014).

A classificagdo mais atual e utilizada ¢ segundo a KDIGO (Kidney Disease:
Improving Global Outcomes) (2012), sigla em inglés para Doenga Renal: Melhorando
os Resultados Globais, baseada em critérios especificos de creatinina sérica e débito
urindrio. Essa classificacdo possui trés estdgios: Estdgio 1 (risco): Aumento da

creatinina sérica > 0,3 mg/dL dentro de 48 horas ou aumento da creatinina sérica de 1,5



a 1,9 vezes o valor basal, ocorridos nos ultimos 7 dias; Estagio 2 (lesdo): aumento da
creatinina sérica para 2,0 a 2,9 vezes o valor basal; e Estagio 3 (faléncia): aumento da
creatinina sérica para 3,0 vezes o valor basal ou aumento da creatinina sérica > 4,0

mg/dL ou inicio de terapia renal substitutiva (KIM et al., 2017).

Uma consequéncia preocupante da LRA ¢ que muitos sobreviventes acabam
desenvolvendo doenga renal cronica (DRC) ou sua forma terminal (DRCT), resultando
em alta morbidade e mortalidade, especialmente quando estratégias terapéuticas nao sao
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eficazes (NEYRA; CHAWLA, 2021). Estudos observacionais tém apontado um risco
dez vezes maior de DRC apds um episodio de LRA (COCA; SINGANAMALA;
PARIKH, 2012; HEUNG et al., 2016). E importante ressaltar que a DRCT resultante de
LRA estd associada a um risco de mortalidade em seis meses, maior do que a DRCT
relacionada a outras causas. Portanto, ¢ crucial identificar precocemente a LRA e avaliar

o risco, a fim de implementar intervengdes oportunas que possam reduzir os danos

renais e as complicagdes decorrentes da LRA (NEYRA; LEAF, 2018).

O tratamento da LRA varia de acordo com a gravidade da lesdo renal. Algumas
das intervengdes de primeira linha para interromper a progressao da LRA incluem, o uso
de inibidores do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), inibidores
mineralocorticdides, controle da pressao arterial e terapia de reposi¢ao de fluidos (SIEW
et al., 2020; VAARA et al., 2021). No caso de LRA grave, a abordagem terapéutica
envolve a TRS combinada com suporte extracorpéreo (LI et al., 2021). E importante
mencionar que ainda existem controvérsias em relagdo a eficdcia terapéutica dos
tratamentos convencionais disponiveis (DONDERSKI; BEDNARSKI; MANITIUS,
2020).

2.2 Lesao renal aguda e sua interface com as doengas cardiovasculares

A LRA estd correlacionada com o aumento da incidéncia de problemas
cardiovasculares no decorrer do tempo (LEGRAND; ROSSIGNOL, 2020). Uma analise
sistematica realizada indicou que a LRA estava vinculada a um aumento de 86% no
risco de morte cardiovascular, além de um aumento de 38% no risco de eventos
cardiovasculares maiores, como o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca cronica,

acidente vascular cerebral e infarto agudo do miocardio (ODUTAYO et al., 2017).

A relagdo entre problemas renais e cardiacos ¢ abrangida pelo termo sindrome



cardiorrenal (RONCO; HOUSE; HAAPIO, 2008). Tanto na lesdo renal aguda quanto na
DRC, ha um aumento na incidéncia de DCV, devido a varios fatores intrinsecamente
ligados. Esses fatores incluem a ativagdo de mecanismos neuro-humorais, como o
sistema renina-angiotensina-aldosterona, o sistema simpdtico, sistema nervoso e
secrecdo de vasopressina, capaz de causar mudancas estruturais e funcionais no coragao
(QUIROGA et al., 2013; IKIZLER et al., 2021). Além disso, certos elementos como

hipertensao
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arterial, equilibrio acido-base, sobrecarga hidrica, toxinas urémicas, inflamagdo ou
disturbios do metabolismo mineral, coexistem em ambas as condi¢des, aumentando os
efeitos prejudiciais no sistema renal e cardiaco (ALLON, 2013; GOICOECHEA et al.,
2012; LEKAWANVIIT; KRUM, 2014).

A ligagao entre a LRA e DCV foi evidenciada em diversos estudos. Em uma
analise retrospectiva de veteranos dos EUA, Chawla et al. (2014), observaram um
aumento no risco de eventos cardiovasculares, como infarto do miocardio, acidente
vascular cerebral ou insuficiéncia cardiaca (HR= 1,24, IC 95% 1,18-1,30), em pacientes
com LRA. Em uma coorte de 4.742 pacientes submetidos a cirurgia cardiaca, o risco de
infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca e acidente vascular cerebral aumentou de
forma significativa em pacientes com LRA durante um acompanhamento de 5 anos
(HR= 1,37, IC 95% 1,05-1,80). Além disso, a LRA foi associada a um aumento na taxa
de mortalidade a curto e longo prazo (HANSEN et al., 2015). Wu et al. (2014),
demostraram uma taxa de incidéncia de eventos coronarianos de 19,8/1.000 pessoas por

ano (HR= 1,67, IC 95% 1,36-2,04) independentemente da progressao para DRC.

O risco de DCV aumenta proporcionalmente a gravidade da LRA (LEE et al.,
2019; PARIKH et al., 2017). Um estudo realizado por Lee et al. (2019), observou que
pacientes com LRA que necessitaram de didlise, apresentaram uma incidéncia mais
elevada de eventos cardiovasculares (HR= 1,97, IC 95% 1,75-2,23) e esse risco
permaneceu elevado mesmo em pacientes que recuperaram a funcao renal (HR= 1,73,
IC 95% 1,54-1,95). Além disso, at¢ mesmo pequenas alteracdes na fungdo renal tém
sido associadas ao aumento do risco de eventos cardiovasculares (GOLDBERG et al.,

2009).

Em resumo, muitos pacientes com disfun¢do renal apresentam modifica¢des nas
estruturas e fungdes cardiacas que impactam negativamente em seu progndstico € a
detec¢do precoce dessas alteracdes permitiria uma estratificacdo mais precisa do risco

(LEVIN et al., 2001; QUIROGA et al., 2013).



2.3 Tratamentos da Lesao Renal Aguda
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O tratamento da LRA varia conforme a causa subjacente da condi¢do e envolve
a implementacao de medidas e suporte destinados a prevenir complicagdes futuras, além
disso, alguns medicamentos antioxidantes e anti-inflamatorios também demonstraram
ser eficazes na protegdo renal (LI et al., 2020). Contudo, em pacientes com LRA grave
decorrente de disturbio eletrolitico e sobrecarga de volume, o tratamento disponivel ¢ a
TRS (CRUZ; BAGSHAW, 2011)

A redugdo do volume sanguineo pode levar a varias causas de LRA, portanto, a
atencdo a hidratagcdo do paciente ¢ fundamental no tratamento dessa condicao
(KELLUM et al., 2021). O controle de volume e da estabilidade hemodinamica deve ser
realizado por meio de administragdo de fluidos intravenosos. Além disso, outro aspecto
importante no manejo da doenca ¢ a suspensdo do uso de qualquer medicamento
nefrotoxico (MOORE; HSU; LIU, 2018).

Outras abordagens terapéuticas para LRA incluem o uso de diuréticos para
controlar o volume e controle nutricional rigoroso para reduzir o hipercatabolismo
(MOORE; HSU; LIU, 2018). Em determinados casos, como na glomerulonefrite aguda,
a terapia medicamentosa pode ser preferida, com a prescricao de imunossupressores €

corticosteroides (LEVEY; JAMES, 2017).

Para casos graves, a TRS ¢ recomendada, especialmente quando o paciente
apresenta disturbios refratarios e potencialmente fatais nos fluidos, eletrélitos e no
equilibrio acido-base, os quais requerem correcao imediata. Quando ha instabilidade no
estado clinico do paciente, a dialise continua ¢ preferivel, sendo que, a medida que o
paciente apresenta estabilidade, esquemas intermitentes sdo adotados (KELLUM et al.,

2021)

2.4 Modelos animais de LRA

Modelos animais tém sido amplamente utilizados para esclarecer a patogénese ¢
os mecanismos envolvidos na LRA, entre estes modelos, camundongos e ratos sdo os
mais comumente utilizados. Recentemente, foram discutidas algumas revisdes dos

modelos disponiveis, incluindo suas vantagens e desvantagens, dentre esses modelos



atuais, podemos citar os induzidos por sepse, isquemia-reperfusao, obstrugcdo ureteral e
toxinas (BAO et al., 2018).
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A LRA associada a sepse (LRA-AS) ¢ caracterizada por complicacdes
inflamatorias graves e alta taxa de morbimortalidade (SWAMINATHAN et al., 2015).
Os modelos experimentais frequentemente empregados para simular a LRA-AS podem
ser classificados em dois tipos principais: (1) administracdo de bactérias ou toxinas
endogenas (como o LPS) no peritdnio ou na corrente sanguinea; ¢ (2) indugdo de
peritonite por ligadura e pun¢do do ceco ou por estenose do célon ascendente para

liberar excretas intestinais (LIU et al., 2015; XU et al., 2014).

O modelo de isquemia-reperfusao utiliza o clampeamento da artéria e da veia
renal por um periodo de tempo variavel, com o objetivo de induzir diferentes graus de
lesdo renal. Esse processo desencadeia necrose e apoptose de células tubulares,
inflamacdo e estresse oxidativo, o qual pode levar a uma deteriora¢do na fung¢do renal,
conforme indicado pelos niveis de ureia e creatinina sérica (ROVCANIN et al., 2016;

SANZ et al., 2013; ZHOU et al., 2015).

A obstrugdo ureteral unilateral ¢ um modelo relativamente simples. Os animais
machos, recomendados neste modelo, sdo submetidos a uma incisdo abdominal na linha
média sob anestesia, onde o ureter esquerdo ¢ ligado com fio de seda 4-0. Apos 24
horas, a obstru¢do do ureter ¢ removida (BANDER et al., 1985). Esse modelo pode
resultar em hidronefrose, alteragdes no fluxo sanguineo, isquemia, hipdxia e estresse
oxidativo (DENDOOVEN et al., 2011), contribuindo para a morte celular tubular,
seguida de inflamacdo intersticial. Além disso, os fibroblastos transformados, podem
interagir com a deposi¢do de matriz extracelular levando a fibrose renal (XIAO et al.,

2016; ZHOU et al., 2014).

Drogas exogenas ou toxinas enddgenas sao empregadas para induzir a LRA por
meio de seus efeitos adversos ou propriedades toxicas. Dentro desses modelos, doses de
6 a 20 mg/kg de cisplatina podem causar lesdo tubular aguda em 72 horas, enquanto a
administracao de 40 a 200 mg/kg de gentamicina em ratos por 4 a 10 dias pode levar a
insuficiéncia renal aguda. O &cido aristoloquico e o &cido folico em altas doses sdo
frequentemente utilizados para investigar a transicdo da LRA para a DRC, além de

modelos de LRA induzidos por varfarina e glicerol (BAO et al., 2018).

2.5 Modelo experimental de LRA induzida por glicerol
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A rabdomiodlise ¢ uma condi¢do patologica caracterizada pela degeneragdo e
necrose das cé€lulas musculares esqueléticas, levando a liberacdo de conteudo
intracelular na corrente sanguinea, incluindo creatina quinase, lactato desidrogenase,
aldolase, alanina e aspartato aminotransferase (STANLEY et al., 2023). Essa condi¢ao
pode ser desencadeada por varios fatores fisicos ou quimicos, incluindo lesdo traumatica
direta ou compressao muscular, exercicio intenso ou imobilizagao prolongada, isquemia
muscular, infecgdes, distirbios eletroliticos e metabolicos, doencas genéticas, toxinas,
drogas e hipertermia maligna (EFSTRATIADIS et al.,, 2007; GIANNOGLOU:;
CHATZIZISIS; MISIRLI, 2007). A complicagdo mais comum e potencialmente fatal da
rabdomiolise ¢ a LRA, com uma incidéncia variando de 10 a 55% e acompanhada por
um mau prognostico, especialmente na presenca de faléncia de multiplos orgaos

(GUPTA et al., 2021; JINDAL; NAYAK, 2015).

Viarios métodos experimentais foram propostos para avaliar a lesdo renal aguda
em animais de laboratorio. O método experimental amplamente utilizado ¢ o modelo de
glicerol, que simula o desenvolvimento de insuficiéncia renal aguda decorrente de
trauma ou lesdo muscular em humanos (KORRAPATI; SHANER; SCHNELLMANN,
2012; GYURASZOVA et al., 2019). A injegdo intramuscular de glicerol em animais
provoca rabdomiolise, levando a lise das células musculares e dos globulos vermelhos e
a liberagao de proteinas ricas em ferro (MOUSLEH; LAHAM; AL-MANADILI, 2018).
Essas proteinas se depositam nos tibulos renais, resultando em danos aos tubulos
proximais e distais complexos no cortex renal, prejudicando assim a fungdo renal
(ZUROVSKY, 1993). Diversas pesquisas apontam que a toxicidade renal induzida pela
mioglobina desempenha um papel fundamental na LRA associada a rabdomiolise,
contribuindo para o aumento do estresse oxidativo, inflamagdo, disfun¢do endotelial,

contragdo vascular e apoptose (PANIZO et al., 2015).

A mioglobina (Mb) ¢ uma pequena hemoproteina citoplasmatica monomérica,
composta de cadeias a-globina e B-globina, bem como um grupo heme (OSTERMANN
et al., 2000). Ela ¢ principalmente expressa no musculo cardiaco e esquelético de
vertebrados, desempenhando um papel fundamental na ligacdo, armazenamento e
transporte de oxigénio para as mitocondrias (KOCH et al., 2016; WITTENBERG;
WITTENBERG, 1989). Estudos anteriores indicam que a propor¢do entre Mb (mg) e
peso umido do tecido (g) ¢ de aproximadamente 2,5 no miocardio, e cerca de 4,0 no
musculo esquelético (VAN NIEUWENHOVEN et al., 1995). A Mb atua como um fator
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chave na fisiopatologia da rabdomiolise por meio de trés mecanismos: toxicidade da Mb



pela obstrugdo tubular; lesdo oxidante devido a dissociacao do ferro na Mb; e liberacao

de radicais livres (ZIMMERMAN; SHEN, 2013).

Na rabdomidlise, a mioglobina ¢ liberada dos musculos para a corrente
sanguinea e posteriormente filtrada pelos glomérulos. A mioglobina ¢ entdo depositada
nas células tubulares renais proximais, desencadeando estresse oxidativo devido a
presenca do ferro (PANIZO et al., 2015). Além disso, as moléculas com capacidade
imunoestimulatoria, liberadas pelos musculos lesionados, ativam diversas vias
inflamatorias, incluindo os receptores toll-like (TLRs), o NF-kf e inflamassoma da
proteina 3 do receptor tipo NOD (NLRP-3), resultando na produgdo de citocinas
pro-inflamatorias e inflamagdo renal, que desempenha papel significativo na patologia
da doenga (KIM et al, 2019; KOMADA et al.,, 2015; PANIZO et al., 2015). O
inflamassoma NLRP-3 também ativa o casapse-1 (PANIZO et al., 2015) que, por sua
vez, promove a ativagdo proteolitica da interleucina 1 B (IL-1B) e IL-18, agravando

ainda mais a inflamagao e a lesao renal (KIM et al., 2019).

A supressdo dessas vias inflamatorias com o bloqueio da liberacao de citocinas
inflamatorias, representa uma abordagem promissora para melhorar a LRA associada a
rabdomiolise, pois de acordo com um estudo realizado por Di Paola et al. (2013), a
inibi¢do das reacdes inflamatorias renais iniciais pode melhorar a lesdo renal através da
diminui¢do da infiltragao celular inflamatéria e da producdo de citocinas, assim como a
minimizagdo e protecdo da lesdo renal induzida por mioglobintria através da

administracao de antioxidantes (BOSCH; POCH; GRAU, 2009; WU et al., 2017).

2.6 Nutracéuticos

Muitos estudos tem surgido com o objetivo de avaliar os alimentos quanto a sua
capacidade de protecdo contra varias doengas (SANTINI et al., 2018). Os nutracéuticos
podem ser definidos como um alimento ou qualquer componente do alimento, que
oferega beneficios médicos, como prevengdo ou cura de qualquer doenca. Os
nutracéuticos podem ser categorizados em 3 classes principais que consistem em
nutrientes (acidos graxos, vitaminas, aminoacidos, etc.), ervas (alho, grama de trigo,
aloe vera, agafrao,
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gengibre, etc.) e suplementos dietéticos (6leos de peixe, probidticos, etc.) (CHOPRA et

al., 2022).



De acordo com estudos recentes, os nutracéuticos agem na prevengdo e
tratamento de varias doengas, como lesdo renal aguda, doenga renal cronica, diabetes,
distarbios cardiovasculares, insuficiéncia hepdtica, entre outras (DALIU; SANTINI;
NOVELLINO, 2019). Portanto, os mesmos podem ser usados tanto como uma forma de
tratamento isolado, quanto como terapia adjuvante para reduzir os efeitos adversos ou
aumentar a eficicia das terapias convencionais (DARE; CHANNA; NADAR, 2021;
LAFUENTE et al., 2019).

Alimentos e gorduras ricos em dacidos graxos poliinsaturados (PUFA)
apresentam uma grande procura pelos consumidores, devido a sua relagdo benéfica a
saude. O 6leo de peixe ¢ o mais utilizado pela populagdo e apresenta uma fonte rica em
acidos graxos dmega 3 de cadeia longa, um grupo de gorduras poliinsaturadas que inclui
principalmente o d4cido eicosapentaendico e o 4cido docosahexaendico, sendo
reconhecido por apresentar redu¢ao da incidéncia de doengas cardiovasculares e

doengas inflamatérias (SIMOPOULCQOS, 2016).

O o6leo de crocodilianos ¢ aplicado em diversas culturas como tratamento de
doencas de pele, cura de queimaduras, no alivio de tosses e alergias, e at¢ mesmo em
condi¢des mais sérias como a asma (SHIM-PRYDON; CAMACHO-BARRETO, 2007
). Além disso, pesquisas demonstram que o 6leo melhora a cicatrizagao de feridas (LI et
al., 2012), ¢ antimicrobiano, anti-inflamatorio (BUTHELEZI et al., 2012) e reduz a
peroxidacdo lipidica no figado de ratos, revelando um potencial na desintoxicagao

hepatica (SANTATIVONGCHALI et al., 2022).

2.7 Jacaré do Pantanal (Caiman yacare)

O Pantanal é uma das maiores areas umidas interiores do mundo, cobrindo uma
area de aproximadamente 200.000 km’durante a estacdo das cheias. Situado no centro
oeste do Brasil, sudeste da Bolivia e uma por¢cdo menor do nordeste do Paraguai, o
Pantanal se destaca por seu ciclo sazonal de enchentes e secas, fator determinante para
interacdes ecologicas intrinsecas e ocorréncia de alta biodiversidade (JUNK et al., 2006

; ALHO; SABINO, 2011).
24

A espécie Caiman yacare, popularmente conhecido como jacaré do Pantanal, ¢
uma espécie que ocupa diversas regioes. Sua presenca € notavel nas planicies do norte e
leste da Bolivia, oeste do Brasil ao longo dos rios Guaporé, Madeira, Parana e Paraguai,

e norte do Argentina, o que evidencia uma ampla adaptagdo ambiental da espécie



(CAMPOS et al. 2010). Nos ambientes pantaneiros brasileiros, os jacarés sao
naturalmente abundantes, com densidades que superam 100 individuos/km*distribuidos
ao longo das varzeas (FARIAS et al. 2013), o que certamente permitiu o
desenvolvimento da exploracdo comercial de jacarés selvagens por empresas e
agricultores. A cadeia produtiva de jacarés criados em cativeiro vem crescendo no
Brasil desde 1990, quando o IBAMA regulamentou o uso de jacarés de criagdo para fins
comerciais (PORTARIA n° 126 de 1990).

A pratica de criagdo de jacarés tem sido desenvolvida gradualmente ao longo dos
anos no Brasil, demostrando ser uma atividade economicamente promissora,
especialmente na regido do Pantanal (CANTO, et al., 2012). A principal finalidade da
criagdo ¢ a producdo de couros de qualidade, altamente valorizados no mercado
internacional (VIEIRA et al., 2012). No entanto, a comercializagcdo da carne de jacaré
também se tornou uma atividade rentavel e complementar, impulsionada pelo interesse
crescente por carnes exoticas, sendo apreciada por seu bom perfil nutricional,
caracterizado por baixo teor de gordura, alto teor de proteina bruta, aminoacidos
essenciais, acidos graxos e minerais (DOMINGUEZ et al., 2019).

O processo de abatimento de jacarés resulta em um rendimento de carcaga de
aproximadamente 65%, dos quais 30 a 40% correspondem a carne comestivel
(HOFFMAN; CAWTHORN, 2012). Assim como no processamento de peixes, o
tratamento da carcaca de jacarés gera uma quantidade significativa de residuos que
normalmente sdo direcionados para a alimentagdo animal. Contudo, eles também podem
ser aproveitados ao consumo humano (STEVANATO et al., 2007, FRANCO et al.,
2009; PETENUCI et al., 2010; GODOY et al., 2013), incluindo-os em diversos
produtos alimenticios.

De acordo com Zylbersztajn et al. (2000), o termo “cadeia produtiva” refere-se a
um conjunto de operagdes interdependentes com o proposito de produzir, modificar e
distribuir um produto. No contexto do jacaré do Pantanal, Coutinho (2006) relata que a
cadeia produtiva mais bem estruturada estd localizada no Estado do Mato Grosso.
Segundo Aleixo (2000), a criagdo racional de jacarés ¢ uma atividade em expansao, cujo
objetivo principal € a obtencao de peles com maior qualidade, sendo a carne considerada
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um subproduto, contudo Pyran (2010), destaca que a partir de 2003, a carne passou a ser
um produto tio forte quanto a pele em termos de comercializacdo. A Figura 1 ilustra a
representacao da cadeia produtiva do jacaré¢ do Pantanal de acordo com a Coocrijapan

(2010).
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Figura 1: Cadeia produtiva do jacaré do Pantanal (Caiman yacare)
Fonte: Coocrijapan (2010)

A otimizagdo da utilizacdo de produtos origindrios de animais exdticos pode nao
apenas aumentar a eficacia na producao animal, mas também garantir que essa eficacia
seja alcancada de maneira sustentivel. Além disso, essa abordagem pode
potencialmente criar novas perspectivas de mercado e agregar valor a questao da espécie
(MORALIS, et al., 2013).

A utilizacdo de produtos derivados de animais na pratica terapéutica ¢ uma
caracteristica presente em muitas culturas (ALVES, et al., 2009; ALVES, et al., 2013;
GHOSH; MAITI, 1996), incluindo os 6leos extraidos da gordura do crocodilianos,
frequentemente mencionados como tratamento para diversas doencas (ALVES, et al.,
2008; BARROS, et al., 2012; OLIVEIRA, et al., 2010; SOUTO, et al., 2011). Por isso,
os dados do etnoconhecimento desempenham um papel precursor em estudos
bioprospectivos, que buscam descobertas farmacoldgicas, alinhando-se com as areas
econdmicas e bioldgicas, promovidas pelo mercado consumidor (EFFERTH, et al.,
2016; FERREIRA, et al., 2014; SACCARO, 2011).

Um estudo realizado por Azevedo, et al. (2020), identificou e quantificou a

presenga de nove acidos graxos do 6leo de Caiman yacare através de cromatografia
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gasosa (CG). Os dacidos graxos saturados (4cido miristico, acido palmitico, acido
heptadecanoico e acido estearico) correspondem a 42,95 % do 6leo, e os acidos graxos
insaturados correspondem a 43,74 % do mesmo, sendo 34,65 % monoinsaturados (acido
palmitoleico, &cido oleico e 4cido elaidico) e 9 % poliinsaturados (acido linoleico e
acido araquidonico). Os acidos palmitoleico, oleico e linoleico, mais conhecidos como
Omegas, podem atuar como antioxidantes, regulando a via de sinalizagdo antioxidante

(OPPEDISANO et al., 2020; SAKALI et al., 2017) e podem também atuar modulando



processos inflamatorios (CALDER, 2020; OPPEDISANO et al., 2020).

Considerando que ndo existe estudos na literatura sobre a utilizagdo do 6leo de
jacaré em modelos de LRA, e analisando as possiveis propriedades que o mesmo
apresenta, verifica-se a necessidade de se investigar o 6leo de Caiman yacare para fins

farmacologicos no tratamento da LRA.
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL:

Investigar o efeito do 6leo de jacaré (Caiman yacare) como nefroprotetor em ratos com

LRA induzida por glicerol.

3.2 ESPECIFICOS:

* Induzir a LRA em ratos através da administragdo de glicerol;

* Realizar o pré-tratamento com 6leo de jacaré por 7 dias pela via oral, antes da
indugdo da LRA;

* Avaliar e comparar o efeito entre as diferentes doses do 6leo de jacaré, sobre a

LRA desenvolvida por rabdomidlise;

* Avaliar o efeito da ingestdo do oleo de jacaré sobre os pardmetros bioquimicos de

creatinina, ureia, AST ¢ ALT,;

* Avaliar a fung¢ao renal de ratos com lesdo renal aguda apds o tratamento com 6leo
de jacarg;
* Avaliar o efeito da ingestdo do 6leo de jacaré sobre o padrao de reatividade

vascular renal mediante a LRA induzida por glicerol.

» Avaliar o efeito da ingestdo do 6leo de jacaré sobre a morfologia renal (histologia)
dos animais submetidos ao modelo de LRA induzido por glicerol; ¢ Avaliar o efeito
da ingestao do 6leo de jacaré sobre o padrao eletrocardiografico e pressao arterial
dos animais submetidos ao modelo de LRA induzido por glicerol;
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4. MATERIAIS E METODOS



4.1 Animais

Quarenta e oito ratos machos (250-300 g) foram adquiridos no biotério da
UFGD e alojados em ambiente controlado de umidade, temperatura (22°C £ 1°C) e
ciclo claro/escuro de 12h/12h. Comida e agua serdo fornecidas ad libitum. Todos os
procedimentos utilizados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de

Animais (CEUA) da UFGD sob o protocolo de n° 23019.

4.2 Coleta e extracio do oleo de jacaré

A gordura visceral foi obtida a partir de tecido adiposo encapsulado na face
caudolateral direita do figado, aqui denominado “corpo adiposo”. As visceras utilizadas
neste estudo pertenciam a dez jacarés com idade superior a dois anos € meio. De uma
amostra de 854,9 g de gordura corporal, o 6leo foi extraido pelo método Soxhlet,
refluxado por seis horas continuas em solvente extrator hexanico a 65°C, por um
periodo de cinco dias continuos. Posteriormente o 6leo foi concentrado por evaporacao
do solvente a 65°C por rotaevaporador acoplado ao sistema de vacuo (AZEVEDO, et
al., 2020). O o6leo de jacaré foi fornecido pelo professor Dr. Fabricio Rios Santos,
docente da Universidade Federal de Mato Grosso localizada em Cuiaba-MT (SISBIO n°
58681-1).

4.3 Calculo das doses do o0leo de jacaré

As doses do 6leo de jacaré foram determinadas por extrapolacdo alométrica a
partir da dose diaria do 6leo de peixe utilizado em pacientes humanos (1g/dia)
(SISCOVICK et al., 2017). Considerando um peso corporal médio de 70 kg para
humanos, isso resulta em uma dose de 14,28 mg/kg. Para os ratos utilizados no estudo, o
peso corporal médio foi de 300 g. Portanto, a dose média obtida para ratos foi de 56
mg/kg, com base na extrapolacdo alométrica. Como medida de seguranca, foram
consideradas outras duas doses, uma trés vezes maior, totalizando 168 mg/kg, e outra
trés
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vezes menor, aproximadamente 19 mg/kg. Os célculos utilizados para a extrapolagao

alométrica estdo apresentados abaixo, de acordo com Nair e Jacob (2016).



TME do animal-referéncia (TMEref - humano)
TMEavo=k x m™* =70 x 70* = 24

TME dO animal-alvo (TMEalvo - rato)
TMErer=k x m** =70 x 0.3%*°=95

Dose animal referéncia (mg/kg) /TMEref
14,28/24 = 0,59

Dose animal referéncia (mg/kg) /TMErefx TMEalvo
0,59 x 95 =56 mg/kg
Dose média de 56 mg/kg

Onde: TME: taxa metabdlica especifica; k: constante dos grandes grupos taxondmicos

(mamiferos placentarios = 70); m: massa corporal.

4.4 Desenho experimental

Para este protocolo, ratos machos foram divididos em diferentes grupos

experimentais (n = 8) e tratados diariamente da maneira descrita abaixo:

1) Naive (n = 8): ratos tratados com o veiculo (dgua filtrada; 1 ml/kg) por gavagem (7

dias) e administragdo por via intramuscular de 10 ml/kg de NaCl a 0,9% (dose tnica).

2) Controle negativo (n = 8): ratos tratados com Tween (1 ml/kg) por gavagem (7 dias),
e administracdo por via intramuscular de 10 ml/kg de solugdo de glicerol a 25% (dose

unica).

3) Controle positivo (n = 8): ratos tratados com Alopurinol (17 mg/kg) por gavagem (7
dias), e administra¢do por via intramuscular de 10 ml/kg de solugdo de glicerol a 25%
(dose unica).
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4) OJ 19 (n = 8): ratos tratados com o 6leo de jacaré (19 mg/kg) por gavagem (7 dias), e
administracdo por via intramuscular de 10 ml/kg de solucdo de glicerol a 25% (dose

unica).

5) OJ 56 (n = 8): ratos tratados com o 6leo de jacaré (56 mg/kg) por gavagem (7 dias), e

administracdo por via intramuscular de 10 ml/kg de solucdo de glicerol a 25% (dose



unica).

6) OJ 168 (n = 8): ratos tratados com o 6leo de jacaré (168 mg/kg) por gavagem (7
dias), e administra¢do por via intramuscular de 10 ml/kg de solucao de glicerol a 25%

(dose tnica).

Os efeitos nefroprotetores do 6leo de jacaré foram avaliados de acordo com o
protocolo estabelecido por Moreno, et al. (2021), com pequenas modificacdes (figura 2).
Apods a divisdo, os grupos foram tratados por 7 dias via oral (gavagem), com seus
respectivos tratamentos. No dia 6, todos os animais foram submetidos a uma restri¢ao
hidrica de 24 horas. No dia 7, os animais (controle negativo, controle positivo e 6leo de
jacaré) receberam por via intramuscular 10 ml/kg de solucao de glicerol a 25%, o
volume total administrado foi dividido em duas partes iguais para cada regido femoral.
O grupo Naive recebeu por via intramuscular 10 ml/kg de NaCl a 0,9%. No dia 8 todos
os grupos foram submetidos a um descanso e no dia 9 foi realizado a eutanasia dos
mesmos.
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Figura 2: Desenho experimental

Fonte: A autora

4.5 Coleta do sangue e analises bioquimicas

Apds o registro dos parametros hemodindmicos, uma amostra de 5 ml de sangue
arterial foi coletada da artéria cardtida previamente canulada. O soro foi obtido por
centrifugacdo (1500 x g por 10 minutos). Os niveis séricos de séricos de alanina
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aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), ureia e creatinina, foram
mensurados através de um analisador bioquimico automatizado (Roche Cobas Integra

400 Plus).

4.6 Avaliacao da func¢ao renal

A fungdo renal foi avaliada utilizando a metodologia de Gasparotto Junior, et al.
(2009). A fim de promover a uniformidade corporal de sal e dgua, todos os animais
receberam uma solugdo de cloreto de sddio (NaCl) a 0,9% (5 mL/100g) uma hora antes
do inicio dos experimentos. Para cada rato, a urina produzida apo6s 8 e 24 horas (no dia
7) foi coletada, com auxilio de gaiolas metabdlicas, em cilindros graduados. Do volume

. . ~ . ;g +
total de urina excretada, o pH, a densidade e as concentracdes urinarias de sodio (Na"),

potassio (K'), cloreto (CI) e creatinina foram medidos usando um analisador

bioquimico automatico.



4.7 Reatividade vascular renal

Apods a medigdo da pressdo arterial e enquanto os animais ainda estavam sob
anestesia, a artéria renal esquerda foi canulada e cuidadosamente lavada com solugado de
PSS (119 mM de NaCl; 4,7 mM de KCI; 2,4 mM de CaClz; 1,2 mM de MgSOs4; 25,0
mM de NaHCO3; 1,2 mM de KH2PO4; 11,1 mM de dextrose e 0,03 mM EDTA; pH
7,4). O rim esquerdo foi entdo removido e acondicionado em cubas de vidro, mantidos a
37°C, aerados com carbogénio (95% O2/5% COz2) e perfundidos a um fluxo constante
de 4 ml/min com uma solu¢@o de PSS com auxilio de uma bomba peristaltica. O registro
da pressao de perfusao foi feito através de um transdutor de pressao acoplado ao sistema
de perfusao, interligado a um poligrafo computadorizado (Chart v7.00 ADI Instruments,

Australia).

Apos um periodo de estabilizacgdo de 15 min em ~28 mmHg, curvas
dose-resposta de fenilefrina (3, 10, 30 e 100 nmol) e angiotensina II (10, 30,100 e 300
pmol) foram geradas. As preparacdes foram entdo submetidas a um aumento na pressao
de perfusdo (~90 mmHg) por infusdo de PSS que continha 10 uM de fenilefrina. Apos o
periodo de estabilizagdo, curvas dose-resposta de acetilcolina (0,3, 1, 3 e 10 nmol) e
nitroprussiato de sdédio (30, 100, 300 pmol e 1 nmol) também foram geradas. Ao final
dos
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procedimentos, todos os animais foram eutanasiados por anestesia profunda com
isoflurano em camara de saturagdo, de acordo com as Diretrizes Praticas de Eutanasia
do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e resolugao
1000/2012 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV).

4.8 Analise histopatologica

Ap0s a eutanasia o rim direito de cada animal foi retirado, pesado e fracionado
para exame histopatologico. Para histopatologia, as amostras foram fixadas em formol
tamponado a 10%. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em alcool,
diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. As amostras foram entdo seccionadas (5
um), coradas com hematoxilina e as imagens foram obtidas com o auxilio de camera
fotomicrografica Intervision 12 MP acoplada ao microscépio Optico. Foi avaliado a

integridade do tecido renal observando a presenca de dano celular reversivel



(degeneracdo), alteragdes irreversiveis (necrose e apoptose), inflamacgdo, congestao,

hemorragia e fibrose.

4.9 Avaliacio de parametros eletrocardiograficos

ApoOs a anestesia, todos os animais foram mantidos em decubito dorsal. Quatro
eletrodos (RL, RA, LL e LA) foram posicionados em ambos os pulsos e tornozelos.
Uma pequena quantidade de gel condutor foi aplicada em cada interface dos eletrodos
para melhor condutancia elétrica. Um periodo de aclimatizagdo de 5 minutos foi
aguardado e, em seguida, as ondas eletrocardiograficas foram registradas por 5 minutos

através de um eletrocardiografo (WinCardio, Micromed, Brasilia, Brasil).

4.10 Avaliacdo de parametros hemodinimicos
34

Apoés a eletrocardiografia, uma injecdo subcutanea de heparina (20 UI) foi
administrada em bolus em todos os animais. Posteriormente, a artéria cardtida esquerda
foi isolada, canulada e conectada a um transdutor de pressdo acoplado a um sistema de
gravacdo computadorizado (Chart v7.00 ADI Instruments, Australia) onde os dados de
pressao arterial sistolica, diastélica, média e frequéncia cardiaca foram mensurados e
gravados. Apds 15 minutos necessarios para a estabilizacdo da pressdo arterial, os
valores das pressdes sistolica, diastolica, média e da frequéncia cardiaca foram

registrados por 5 minutos.

4.11 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média £ desvio padrao (DP). As anélises
estatisticas foram realizadas por meio da analise de varidancia (ANOVA) de uma via,
seguida do teste de Bonferroni, quando aplicavel. Valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. As analises foram realizadas e os graficos
gerados no software GraphPad Prism 8.0.
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Abstract



Background and Aims

Acute kidney injury (AKI) is characterized by an abrupt loss of kidney function, with
approximately 12 to 13 million cases annually worldwide, resulting in approximately
1.7 million deaths per year. AKI induced by rhabdomyolysis is one of the most
frequently used experimental models, involving the administration of a single
intramuscular injection of glycerol in rats. AKI treatment represents a significant
increase in costs for health systems, due to factors such as pharmacological treatment,
severity of AKI, need for renal replacement therapy and lack of renal recovery.
Therefore, this study aims to investigate the effect of alligator oil (Caiman yacare) as a
nephroprotector in rats with glycerol-induced AKI.

Methods and Results

The nephroprotective effects of alligator oil (JO) were evaluated in an AKI model (10
ml/kg glycerol, intramuscular) in Wistar rats. Different doses of orange juice (19, 56 and
168 mg/kg) were administered orally for 7 days before AKI induction. Urinary
parameters were measured during treatment with OJ, while biochemical parameters
were assessed through blood collection after treatment with OJ. Electrocardiographic
and hemodynamic parameters, renal vascular reactivity and histopathological changes
were evaluated after OJ treatment. The analyses revealed that the model used exhibited
histopathological damage, reductions in 24-hour urinary excretion in the experimental
groups, and alterations in electrocardiographic, biochemical and renal wvascular
reactivity parameters. Conclusions

However, treatment with alligator oil (Caiman yacare) did not influence any of the
parameter analyzed, indicating that the ingestion of alligator oil during the study period
did not demonstrate a nephroprotective effect against AKI induced by rhabdomyolysis

in rats.

Keywords: Acute kidney injury; Acute tubular necrosis; Myoglobinuria; Dietary
supplement; Nutraceuticals.
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1. Introducio



Acute kidney injury (AKI) is characterized by an abrupt loss of kidney function
(1). Several health conditions are considered risk factors for the development of AKI,
ranging from diabetes to liver, lung and cardiovascular problems (2). Clinically, AKI
manifests through renal hyperperfusion, interference with urinary flow, resulting in a
rapid reduction in renal excretory function, lesions in renal tissue and accumulation of
nitrogen metabolites (3) . A global epidemiological analysis revealed that approximately
12—-13 million cases of AKI are reported annually, with a significant increase in
mortality over the last 50 years. Mortality associated with AKI is approximately 1.7
million deaths per year (4), affecting up to 20% of hospitalized patients and up to 50%

of patients admitted to intensive care units (ICU) (5).

AKI induced by rhabdomyolysis is one of the most frequently used experimental
models, involving the administration of a single intramuscular injection of glycerol in
rats. AKI is characterized by myoglobinuria, which is one of the main factors
contributing to kidney damage in rhabdomyolysis. Rhabdomyolysis is a condition
caused by skeletal muscle injury known as “crush syndrome,” which results in the
release of muscle myoglobin, sarcoplasmic proteins (creatine kinase, lactate
dehydrogenase, aldolase, alanine, and aspartate aminotransferases), and electrolytes into
the extracellular space and circulation (6). The release of myoglobin by cells leads to
excessive production of reactive oxygen species (ROS), triggering inflammation,
apoptosis through overactivation of nuclear factor kappa B (NFkB) and mitochondrial

dysfunction (7-9) .

AKI treatment represents a important cost burden for health systems, attributed
to factors such as pharmacological intervention, the severity of AKI, the need for renal
replacement therapy and the lack of renal recovery. Even in cases of AKI survival, these
costs persist due to the need for monitoring, considering the possibility of progression of
kidney disease. Therefore, the importance of conducting continuous research to improve
the management of the disease and reduce its impact on patients' health becomes
evidente (10).
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Among the treatment options, the use of animal-derived products in therapy is a
common practice in several cultures (11), including oils extracted from the fat of
crocodilians, frequently mentioned as a treatment for various diseases (12-15).

According to a previous study, alligator oil contains significant amounts of omega 6 and



omega 9 fatty acids (16), which can act as antioxidants, regulating the antioxidant
signaling pathway (17,18), in addition to playing a role in modulating inflammatory
processes (17,19). Therefore, the objective of the present study is to investigate the
effect of alligator oil (Caiman yacare) as a nephroprotector in rats with glycerol-induced

AKI.

2. Methods

2.1 Obtaining C. yacare visceral fat oil

Visceral fat was obtained from adipose tissue encapsulated in the right
caudolateral aspect of the liver, referred to as the “adipose body”. The viscera used in
this study belonged to ten alligators aged over two and a half years. From a sample of
8549 g of body fat, the oil was extracted using the Soxhlet method, refluxed
continuously for six hours in hexane extracting solvent at 65 °C, over a period of five
consecutive days. Subsequently, the oil was concentrated by evaporation the solvent at
65 °C using a rotary evaporator coupled to the vacuum system (16). The alligator oil
was supplied by professor Dr. Fabricio Rios Santos, professor at the Federal University

of Mato Grosso located in Cuiaba-MT.

2.2 Selecting the dosage of C. yacare fat oil

The doses of alligator oil were determined using allometric extrapolation from
the daily dose of fish oil typically used in human patients (1g/day) (20). Considering an
average body weight of 70 kg for humans, this results in a dose of 14.28 mg/kg. For the
rats used in the study, with an average body weight of 300 g, the calculated average dose
was 56 mg/kg, based on allometric extrapolation. As a safety measure, two additional
doses were considered, one three times higher, totaling 168 mg/kg, and another three

times lower, approximately 19 mg/kg.

2.3 Animals
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Forty-eight male rats weighing 250-300 g were obtained from the UFGD
vivarium and housed in a controlled environment with humidity, temperature (22°C £
1°C) and a 12-hour light/12-hour dark cycle. Food and water were provided ad libitum.
All procedures conducted in this study were approved by the Ethics Committee on the

Use of Animals (CEUA) of UFGD under protocol number 23019.



2.4 Experimental design

The experimental study was conducted following a pre-established protocol (21).
After randomization, the animals were divided into six experimental groups (n =
8/group). The Naive group received oral treatment with vehicle (filtered water; 1
mL/kg) for 7 days and intramuscular injection of 10 mL/kg of 0.9% NaCl. Three
different groups received daily oral administration of alligator oil (OJ) at doses of 19, 56
and 168 mg/kg for 7 days. Control animals were administered Tween (negative control,;
1 mL/kg) or Allopurinol (17 mg/kg) via gavage. Allopurinol was chosen as the positive
control due to its known role in combating oxidative stress in rhabdomyolysis (22). On
day 6, all animals were deprived of water for 24 hours. On day 7, the animals (negative
control, positive control and alligator oil) received intramuscularly of 10 mL/kg of 25%
glycerol solution. The total volume administered was divided equally between the two

femoral region. On day 8, all groups rested and on day 9, they were euthanized.

2.5 Blood collection and biochemical analyses

After recording hemodynamic parameters, a 5 ml sample of arterial blood was
collected from the previously cannulated carotid artery. Serum was obtained by
centrifugation the blood sample at 1500 x g for 10 minutes. Serum levels of alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), urea and creatinine were

measured using an automated biochemical analyzer (Roche Cobas Integra 400 Plus).

2.6 Renal function

Renal function was assessed using a previously established methodology (23).
To ensure uniformity of salt and water balance in the body, all animals received a 0.9%
sodium chloride (NaCl) solution (5 mL/100g) one hour before the start of the
experiments. Urine produced after 8 and 24 hours (on day 7) was collected from each rat
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using metabolic cages and transferred to graduated cylinders. From the total urine
volume excreted, pH, density and urinary concentrations of sodium (Na+), potassium
(K+), chloride (Cl-) and creatinine were measured using an automatic biochemical

analyzer.

2.7 Renal vascular reactivity

After measuring blood pressure and while the animals were still under



anesthesia, the left renal artery was cannulated and carefully washed with a PSS
solution, containing 119 mM NaCl; 4.7 mM KCI; 2.4 mM CaCl2; 1. 2 mM MgSO04;
25.0 mM NaHCO3; 1.2 mM KH2PO4. The left kidney was then removed and placed in
glass vats, maintained at 37°C, and aerated with carbogen (95% 02 /5% CO2). The
kidney was perfused at a constant flow rate of 4 ml/min with a PSS solution using a
peristaltic pump. The perfusion pressure was recorded using a pressure transducer
coupled to the perfusion system, which was connected to a computerized polygraph

(Chart v7.00 ADI Instruments, Australia).

After a 15-minute stabilization period at approximately 28 mmHg,
dose-response curves of phenylephrine (3, 10, 30 and 100 nmol) and angiotensin II (10,
30,100 and 300 pmol) were generated. The preparations were then subjected to an
increase in perfusion pressure (~90 mmHg) by infusion of PSS containing 10 uM
phenylephrine. Following another stabilization period, dose-response curves of
acetylcholine (0.3, 1, 3 and 10 nmol) and sodium nitroprusside (30, 100, 300 pmol and 1
nmol) were generated. At the conclusion of the experimental procedures, all animals
were euthanized by deep anesthesia with isoflurane in a saturation chamber, following
the Euthanasia Practical Guidelines of the National Council for the Control of Animal
Experimentation (CONCEA) and resolution 1000/2012 of the Federal Council of
Veterinary Medicine (CFMV).

2.8 Histopathological analysis

After euthanasia, the right kidney of each animal was removed, weighed and
fractionated for histopathological examination. For histopathology, tissue samples were
fixed in 10% buffered formalina, dehydrated in alcohol, cleared in xylene and embedded
in paraffin. The samples were then sectioned into 5 um slices, stained with hematoxylin
and images were obtained using an Intervision 12 MP photomicrographic camera
coupled to an optical microscope. The integrity of the kidney tissue was assessed by
observing the
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presence of reversible cellular damage (degeneration), irreversible changes (necrosis

and apoptosis), inflammation, congestion, hemorrhage and fibrosis.

2.9 Electrocardiography

After anesthesia, all animals were placed in the supine position. Four electrodes

(RL, RA, LL and LA) were positioned on both wrists and ankles. A small amount of



conductive gel was applied to each electrode interface to enhance electrical
conductance. Following a 5-minute acclimatization period, electrocardiographic waves
were recorded for 5 minutes using an electrocardiograph (WinCardio, Micromed,

Brasilia, Brazil).

2.10 Hemodynamic parameters

After electrocardiography, a subcutaneous injection of heparin (20 IU) was
administered as a bolus to all animals. Subsequently, the left carotid artery was isolated,
cannulated and connected to a pressure transducer coupled to a computerized recording
system (Chart v7.00 ADI Instruments, Australia), where systolic, diastolic, mean blood
pressure as well as heart rate data, were measured. and recorded. After 15-minute period
required for blood pressure stabilization, systolic, diastolic, mean pressure and heart rate

values were recorded for 5 minutes.

2.11 Statistical analysis

The results were expressed as mean =+ standard deviation (SD). Statistical
analyzes were conducted using one-way analysis of variance (ANOVA), followed by the
Bonferroni test, when applicable. A p-value < 0.05 was considered statistically
significant. All analyzes and graphs were generated using the GraphPad Prism 8.0

software.

3. Results

3.1 Serum biochemical analysis
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Animals in the negative control group, Allopurinol, OJ 19 mg/kg and OJ 56
mg/kg exhibited an increase in AST and ALT parameters compared to the Naive group,
suggesting possible liver changes. In contrast, the OJ 168 mg/kg group showed a
decrease in AST parameter compared to Allopurinol, however, although statistically
reduced, the value did not return to clinical normal levels. Creatinine levels were higher
in the negative control, Allopurinol, OJ 56 mg/kg and OJ 168 mg/kg groups compared
to Naive, as were urea levels in the negative control and Allopurinol groups, indicating

inadequate kidney function (Table 1).



3.2 Renal function

The urinary parameters excreted by the various experimental groups over 8
hours on the 7th day are presented in Table 2. There was a difference in urinary volume
between the experimental groups. However, density increased in all groups compared to
the Naive group. Urinary excretion of chloride, potassium, sodium and creatinine
decreased in the negative control and OJ 19 mg/kg groups compared to the Naive group.
In contrast, the OJ 168 mg/kg group showed an increase compared to the negative
control and OJ 19 mg/kg groups. Potassium excretion in the Allopurinol group

increased compared to the negative control and OJ 19 mg/kg group.

The 24-hour urine volume excreted is shown in Table 3. The negative control
group exhibited a reduction compared to the Naive group, while the Allopurinol group
showed an increase compared to the negative control. The OJ 56 mg/kg group exhibited
a reduction compared to both the Naive and Allopurinol groups. Additionally, urinary
excretion of chloride, potassium, sodium and creatinine decreased in the negative
control group compared to the Naive group. However, both the Allopurinol and OJ 168

mg/kg groups showed an increase compared to the negative control.

3.3 Renal vascular reactivity

The renal vascular reactivity in the various experimental groups is summarized
in Table 4. Infusion of 3, 10 and 30 nmol of phenylephrine (Phe) induced
vasoconstriction in the OJ 56 mg/kg, negative control and OJ 168 mg/kg groups,
compared to animals in the Naive group. Similarly, the dose of 10 pmol of angiotensin
II (Ang II) elicited
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vasoconstriction in the OJ 19 mg/kg group compared to the Naive group, and in the OJ

56 mg/kg group compared to both the Naive and negative control groups.

The vasodilatory response to acetylcholine (Ach) at doses of 1, 3 and 10 nmol
was greater in the Allopurinol, OJ 56 mg/kg and OJ 168 mg/kg groups compared to the
Naive group. Additionally, the Allopurinol and OJ 56 mg/kg groups exhibited increased
responses compared to the negative control at doses of 3 and 10 nmol, as well as
compared to the OJ 19 mg/kg group at a dose of 3 nmol. Furthermore, animals treated

with 56 mg/kg of OJ demonstrated a greater vasodilatory response to sodium



nitroprusside (NPS) at a dose of 300 pmol, compared to the negative control and OJ 19
mg/kg groups.

3.4 Relative kidney weight and histopathological analysis

The relative kidney weight did not vary between the experimental groups (Table
5). The renal histopathological findings of animals subjected to AKI induced by
rhabdomyolysis are also presented in Table 5 and Figure 1. None of the animals in the
Naive group showed histopathological changes. However, rats in the negative control
group, Allopurinol, OJ 19 mg/kg, OJ 56 mg/kg and OJ 168 mg/kg groups exhibited

marked degeneration and/or necrosis of the renal convoluted tubules.

3.5 Electrocardiography

The electrocardiographic parameters in the various experimental groups are
summarized in Table 6. In the PR segment, the OJ 56 mg/kg group exhibited an increase
compared to the Naive and negative control groups. Similarly, the OJ 168 mg/kg group
showed an increase compared to the Naive, negative control, Allopurinol and OJ 19
mg/kg groups. In relation to the QRS segment, the OJ 19 mg/kg group demonstrated an
increase compared to the Naive and Allopurinol groups. Moreover, the negative control,
Allopurinol, OJ 19 mg/kg and OJ 168 mg/kg groups exhibited an increase in the QT
segment, compared to the Naive group. Conversely, the OJ 56 mg/kg group showed a
decrease compared to the negative control. For the QTC segment, the negative control
and Allopurinol groups demonstrated an increase compared to the Naive group.
However, the Allopurinol, OJ 19 mg/kg, OJ 56 mg/kg and OJ 168 mg/kg groups showed
a reduction
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compared to the negative control. Regarding the P, Q, R and S waves, there was no

variation observed between the experimental groups.

3.6 Blood pressure and heart rate

The OJ 19 mg/kg group exhibited higher systolic blood pressure (SBP)
compared to the negative control and Allopurinol groups. Regarding the heart rate
parameter, the negative control, Allopurinol, OJ 19 mg/kg and OJ 56 mg/kg groups

demonstrated a reduction compared to the Naive group (Table 7).



4. Discussion

AKI represents a severe complication of rhabdomyolysis, with the glycerol
induced AKI model being widely employed to assess novel therapeutic approaches.
Intramuscular injection of glycerol leads to muscle cell breakdown, resulting in the
release of myoglobin, electrolytes and sarcoplasmic proteins into the bloodstream. The
accumulation of these compounds poses significant toxicity to the kidneys, triggering
oxidative stress and release of inflammatory mediators, such as cytokines, chemokines,

and adhesion molecules within renal tissue (24,25).

The present study utilized a model involving intramuscular administration of 10
mL/kg of 25% glycerol solution, mimicking conditions seen in human AKI. Caiaman
yacare oil was employed as a treatment to assess its possible effect on kidney function.
Following 7 days of treatment and induction of the injury, the model revealed significant
histopathological changes, including degeneration and/or necrosis of the renal
convoluted tubules. Additionally, deposition of hyaline material in the tubular lumen
and focal degeneration of renal glomeruli, were observed, confirming the induction of

the injury.

An intriguing discovery from the study pertained to the serum biochemical
analyses, notably observed in the highest dose of OJ treatment, where values
approached those of the Naive group. This indicated a reduction in these parameters,
albeit not reaching clinical normalcy. Additionaly, noteworthy was the observation
regarding serum creatinine levels in the OJ 19 mg/kg group. While the value did not
return to normal clinically, it’s essential to recognize that even the lowest dose of
alligator oil was capable
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of serum creatinine levels as a crucial marker of AKI, suggesting that the restoration to

baseline levels or improvement in the condition may signify nephroprotection (26-28).

Urine volume and renal electrolyte excretion, as presented in Table 2 and 3, are
closely associated with renal function. The study revealed a reduction in 24-hour urinary
volume in the experimental groups, along with alterations in electrolyte excretion.
Notably, the group treated with the highest dose of OJ exhibited levels of chloride,
potassium and sodium excretion similar to those of the Naive group. Oliguria, although
considered an indicator of AKI, can be a controversial biomarker, as it may not be

immediately apparent. In reality, urine volume more accurately reflects glomerular



filtration rate (GFR), and oliguria may only became evident when GFR decreases
significantly (29). The data from this study indicated diferences in urinary volume
among animals treated with different doses of alligator oil (OJ) compared to those in the
Naive group and those treated with the reference drug. Therefore, OJ did not
demonstrate a protective effect against oliguria in animals subjected to acute kidney
injury.

A previous study highlighted that alligator oil is abundant in linoleic acid
(omega 6) and oleic acid (omega 9) (16). These compounds possess antioxidant
Properties and serve as primary precursors for numerous lipid mediators crucial in the
inflammatory process, including vascular contraction, chemotaxis, adhesion,
transmigration and cell activation (30). Additionally, arachidonic acid (n-6) and its
metabolites play essential roles in various events during wound healing, such as cell
growth, angiogenesis, and extracellular matrix synthesis (31). However, despite the
known properties of alligator oil, the findings, particularly in the analysis of renal
vascular reactivity (Table 4), revealed alterations in renal vascular reactivity in the AKI
model employed. Interestingly, alligator oil did not exhibit the potential to modulate

renal vascular reactivity, suggesting potencial limitations in its efficacy in this aspect.

The renal histopathological changes induced by rhabdomyolysis are primarily
attributed to myoglobin. Which exerts renal toxicity Leading to oxidative injury,
inflammation, vasoconstriction and subsequent necrosis (25,32). In the present study,
although the relative kidney weight did not differ significantly between the groups
(Table 5), animals administered glycerol exhibited varying degrees of histopathological
lesions, including necrosis of the renal convoluted tubules and focal degeneration of
renal glomeruli. Despite treatment with diferente doses of alligator oil, a
nephroprotective effect against these renal histopathological lesions was not observed.
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An important finding in the study pertained to the hemodynamic parameters
(Table 6 and 7), where an increase in the PR segment, QRS interval and a decrease in
heart rate were noted, indicating cardiac alterations (33). The observed prolongation of
QT and corrected QTC intervals is associated with delay ventricular repolarization and
may predispose to potentially fatal arrhythmias (34). These changes may be attributed to
the correlation between AKI and an increased incidence of cardiovascular problems
over time (33), due to several interconnected factors contribute to structural and
functional changes in the heart (35,36), including uremic toxins, inflammation, and
mineral metabolism disorders, which are prevalente in both AKI cardiac complicates

(37-39). Despite treatment with different doses of alligator oil, the study did not



demonstrate an attenuation of the cardiac changes observed, underscoring the

complexity of addressing cardiac alterations in the context of AKI.

An important limitation of this study was the inability to conducted prolonged
treatment, which would have allowed for the assessment of potencial nephroprotective

effects of OJ in animals with AKI induced by rhabdomyolysis.

5. Conclusion
The present study demonstrated that acute treatment with alligator oil (Caiman
yacare) did not confer nephroprotective effects against AKI induced by rhabdomyolysis

in rats.
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Legend to figures

Figure 1. Histopathological findings in the renal cortex of rats with acute kidney injury
induced by rhabdomyolysis in the Naive, Negative Control, Allopurinol and OJ groups
(19, 56 and 168 mg/kg). Black arrows show degeneration and/or necrosis of the renal
convoluted tubules. Asterisks show deposition of hyaline casts in the tubular lumen in

the cortical region. (HE; 40X).

Naive Negative Control

0J 19 mg/kg 0J 56 mg/kg
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Table 1: Effect of oral treatment with three different doses of OJ (19, 56 and 168 mg/kg),
vehicle and Allopurinol on biochemical parameters.

Parameters Naive Negative Control
Allopurinol OJ 19 mg OJ 56 mg OJ 168 mg

AST (U/L) 105,1 £ 21,63 269,9 + 77,257299,9 £ 91,277238,9 £ 58,007253,3 £ 39,787189,8 = 39,18°
ALT (U/L) 47,20 + 9,69 76,95 + 17,49* 85,28 + 17,90 74,50 + 15,17*60,93 + 14,29 61,67 + 16,66
Creatinine (mg/dL) 0,38 + 0,064 1,03 £ 0,535*1,33 + 0,344%0,88 £ 0,147 1,00 £ 0,291*1,05 £ 0,314*
Urea (mg/dL) 53,73 £2,20 93,70 + 28,48*90,58 = 15,74% 81,43 + 8,86 82,40 + 30,27 69,17 £ 12,34
Statistical analyzes were performed using one-way ANOVA followed by the Bonferroni test. Data are expressed
as mean =+ standard deviation. at p < 0.05 when compared to the naive group; b when compared to the negative

control group; ¢ p < 0.05 when compared to the Allopurinol group; OJ: alligator oil (Caiman yacare).
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Table 2: Renal parameters of 8 h urine samples on the 7th day of treatment with three
different doses of OJ (19, 56 and 168 mg/kg), vehicle and Allopurinol.

Negati
Parameters Naive eganve Allopurinol OJ 19 mg OJ 56 mg OJ 168 mg Control

Urinary volume (mL/100g/8h) 4,32 + 0,49 3,13 + 0,63 3,87 + 0,57 3,27 + 0,32 3,37 + 0,83 3,85 +
1,03 pH 8,20 £ 0,47 7,88 + 0,49 7,85 + 0,59 7,58 + 0,59 7,80 + 0,40 7,49 + 0,59 Density 1012 + 2,53
1028 + 3,45 1026 + 4,46* 1027 + 7,00° 1028 + 7,31 1022 + 1,96°

Chloride (mmol/L) 147,2 + 16,5 110,5 + 12,3*129,8 + 15,7 109,5 + 10,2* 122,77 = 19,4 146,3 +
14,2° Potassium (mmol/L) 35,3 + 5,2 20,1 + 5,3*37,1 £ 4,6119,7 + 4,8%25,1 + 8,2 36,4 + 6,2*
Sodium (mmol/L) 118,3 £ 6,1 92,3 £ 7,2*106,1 + 7,4 96,9 + 7,1°107,3 £ 9,2 110,3 + 6,7 Creatinine
(mg/100g/8h) 2.46 + 0.24 1.71 £ 0.22*2.02 + 0.27 1.56 £ 0.29* 1.91 + 0.33 2.51 + 0.30"



Statistical analyzes were performed using one-way ANOVA followed by the Bonferroni test. Data are expressed
as mean = standard deviation. at p < 0.05 when compared to the Naive group; b when compared to the negative
control group; ¢ p < 0.05 when compared to the Allopurinol group; d p < 0.05 when compared to the OJ 19 mg
group; OJ: alligator oil (Caiman yacare).
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Table 3. Renal parameters of 24 h urine samples on the 7th day of treatment with three
different doses of OJ (19, 56 and 168 mg/kg), vehicle and Allopurinol.

Parameters Naive /Negative

Control Allopurinol OJ 19 mg OJ 56 mg OJ 168 mg

Urinary volume (mL/100g/24h) 10,80 + 1,92 6,25 £ 0,94710,39 = 1,3878,39 £ 2,22 5,78 = 0,78™7,87
+ 1,11 pH 8,54 + 0,48 8,63 + 0,30 8,29 + 0,89 7,83 + 1,11 8,61 £ 0,24 8,24 £ 0,62 Density 1019 £+
6,02 1028 £4,27 1025 £ 5,25 1025 £ 4,14 1027 + 6,07 1026 + 4,96

Chloride (mmol/L) 152,5 21,3 107,1 + 12,7*147,5 + 15,4°128,6 + 17,9 126,9 + 22,4 155,9 + 20,3°
Potassium (mmol/L) 38,1 + 6,4 18,7 £ 6,635,6 + 6,2°25,9 + 8,2 27,6 £ 9,7 39,3 + 7,2° Sodium
(mmol/L) 125,8 + 8,7 88,2+ 8,9*117,8 + 7,9°102,6 = 10,7 105,9 + 11,6 120,6 + 7,9° Creatinine
(mg/100g/24h) 2.11 £0.21 1.53 £ 0.18*2.07 £0.23°1.78 £ 0.22 1.82 £ 0.19 2.15 £ 0.23°

Statistical analyzes were performed using one-way ANOVA followed by Bonferroni test. Values are expressed as
mean =+ standard deviation. ™p < 0.05 when compared to the naive group; °p < 0.05 when compared to the

negative control group; °p < 0.05 when compared to the Allopurinol group; OJ: alligator oil (Caiman yacare).
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Table 4: Effect of oral treatment with three different doses of OJ (19, 56 and 168 mg/kg), vehicle and

Allopurinol on renal vascular reactivity.

All, inol OJ 19 0J 56 0J 168
Parameters Naive Negative Control opurtno mg mg mg

Phe (nmol)

38,85+5,03 31,07 +23,11 24,53 £ 10,74 46,80 = 30,90 56,47 + 32,55 18,03 + 18,28 10 42,17 + 36,41 155,8 + 61,09°
102,7 +£ 40,49 124,1 £38,81 92,11 £57,30 128,1 + 73,85 30 102,0 + 56,42 185,2 + 33,17*157,0 £ 16,65 152,9 = 15,66 131,1 +
16,18 174,7 £32,91*100 116,6 + 48,01 180,8 = 39,75 169,4 + 32,96 186,7 £ 21,55 173,6 = 43,06 185,9 + 16,01 Ang II (pmol)
10 14,72 £ 10,69 17,88 + 10,26 45,25 + 13,64 47,11 £ 19,17°46,63 + 16,72 40,80 + 19,82 30 22,95 + 13,89 29,36 +
12,85 50,80 + 16,65 46,77 + 16,77 56,56 + 19,96%42,00 + 11,02 100 21,34 + 10,48 34,86 = 15,25 41,03 + 8,03 34,34 + 11,90
38,45+ 28,52 44,21 £21,35300 17,86 + 10,52 30,45 + 11,74 30,39 + 14,03 26,10 = 11,60 48,45 + 25,50 38,23 £ 12,53 Ach
(nmol)

300 pmol -3,84 + 2,18 -8,11 + 5,22 -8,89 £ 10,71 -9,53 + 5,06 -12,16 = 11,43 -10,20 + 0,97 1 -6,98 + 11,09 -9,40 £ 4,34
30,28 + 12,08%-24,53 + 15,13 -30,22 £ 12,75%12,61 £ 6,26 3 -3,44 £ 3,57 -10,64 £ 5,72 -38,76 £14,35"-17,33 + 7,36°-26,43 +
15,40*-25,38 = 4,00° 10 -3,37 £ 2,58 -14,54 + 9,36 -53,59 +25,69*°-37,49 + 25,19 -58,45 + 22,74%-32,86 + 11,64 NPS (pmol)

30 -3,35 + 8,22 -4,86 + 3,45 -3,32 + 0,78 -5,33 + 3,57 -2,43 + 0,81 -7,36 + 3,18 100 -5,92 + 4,20 -5,57 + 2,69 -6,50 +

4,34-9,80 + 5,37 -8,92 £ 7,13 -7,59 + 3,30 300 -7,89 + 8,23 -2,61 £ 1,45 -5,98 = 1,90 -2,11 = 1,17 -14,03 £ 7,49*-11,61 +

4,57

1 nmol -10,59 + 7,13 -4,89 + 3,20 -12,00 + 2,74 -13,36 &+ 3,23 -8,37 £ 7,54 -12,12 + 5,19 Statistical analyzes were performed

using one-way ANOVA followed by the Bonferroni test. Data are expressed as mean =+ standard deviation. at p <0.05 when
compared to the naive group; b when compared to the negative control group; ¢ p <0.05 when compared to the Allopurinol group;
d p <0.05 when compared to the O.J 19 mg group. OJ: alligator oil (Caiman yacare); ACh: acetylcholine; Phe: phenylephrine; NPS:
sodium nitroprusside.
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Table 5. Effect of oral treatment with three different doses of OJ(19, 56 and 168 mg/kg), vehicle and
Allopurinol on the relative weight of organs and histopathological findings.

. . Allopurinol OJ 19 mg OJ 56 mg OJ 168 mg
Parameters Naive Negative Control

Kidney (%) 0,29 + 0,035 0,34 + 0,024 0,34 + 0,027 0,31 + 0,037 0,35 + 0,028 0,35 + 0,045

Histopathological findings P T e A

Statistical analyzes were performed using one-way ANOVA followed by the Bonferroni test. Data are expressed as mean + standard
deviation. Histopathological findings: + slight degeneration; ++ moderate degeneration; +++ marked degeneration; OJ: alligator oil
(Caiman yacare).
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Table 6. Effect of oral treatment with three different doses of OJ (19, 56 and 168 mg/kg),
vehicle and Allopurinol on electrocardiographic parameters.

Parameters Naive Negative Control Allopurinol OJ 19 mg OJ 56 mg OJ 168 mg Segments
(ms)

P 31,00+ 3,6031,43 +1,81 33,13 +3,60 33,67 + 1,96 35,33 +2,42 35,17 + 2,04 PR 36,00 + 2,30
36,50 +£2,25 39,71 £ 2,87 38,63 + 2,82 42,67 + 2,94 44,14 + 1,95 QRS 38,71 £ 1,70 41,14 + 1,86
38,43 + 1,61 42,29 +£2,36*39,88 + 1,55 40,50 = 1,77 QT 65,38 + 4,13 84,00 £ 11,70 76,50 + 5,68*
75,17 + 1,83%73,14 + 2,26° 75,86 + 2,34°QTC 172,3 + 7,94 231,2 £ 22,75 198,7 + 19,26 191,2 +
6,26°188,0 + 7,09°190.4 + 9,96° Waves (mV)

P 0,07 +0,01 0,05 +0,010,07+0,02 0,05+ 0,01 0,06+ 0,01 0,05+ 0,00Q -0,01 £0,01-0,01 £0,00
-0,01 = 0,00 -0,01 = 0,00 -0,01 = 0,00 -0,01 £ 0,00 R 0,18 = 0,02 0,19 + 0,03 0,24 + 0,02 0,20 + 0,03
0,21 +£0,03 0,23 +£ 0,03 S -0,02 + 0,02 -0,02 + 0,01 -0,02 = 0,02 -0,03 £ 0,01 -0,02 + 0,01 -0,04 +
0,02

Statistical analyzes were performed using one-way ANOVA followed by the Bonferroni test. Data are expressed
as mean = standard deviation. at p < 0.05 when compared to the naive group; b when compared to the negative
control group; ¢ p < 0.05 when compared to the Allopurinol group; d p < 0.05 when compared to the O.J 19 mg

group. OJ: alligator oil (Caiman yacare).
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Table 7. Effect of oral treatment with three different doses of OJ (19.56 and 168 mg/kg), vehicle and
Allopurinol on blood pressure and heart rate values

Negati
Parameters Naive o ¢ Allopurinol OJ 19 mg OJ 56 mg OJ 168 mg

Control
SBP 117,9 £ 9,62 110,5 + 7,57 104,7 = 5,11 130,9 + 15,95"116,4 £ 9,70 114,9 + 7,27 DBP 63,52 + 9,03 57,27 + 6,13
51,19 +£ 9,98 62,58 £ 4,04 60,53 + 17,76 46,48 £ 10,10 MAP 92,07 + 8,31 86,45 + 6,17 80,54 £2,61 93,39 + 7,19 87,44
+ 11,66 85,49 5,27 HR 427,0 + 18,06 381,3 +21,24*372,7 +24,16*382,3 + 12,03*365,7 +£ 33,24*393,3 +
13,89Statistical analyzes were performed using one-way ANOVA followed by the Bonferroni test. Data are expressed as mean +

standard deviation. at p < 0.05 when compared to the Naive group. b p < 0.05 when compared to the negative control group; ¢ p <
0.05 when compared to the Allopurinol group; SBP: systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure; HR: heart rate; OJ:



alligator oil (Caiman yacare).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo mostrou que o modelo de indugdo de LRA através da injegado
de glicerol foi eficaz considerando as alteragdes histopatologicas observadas no estudo.
Em relacdo a investigagdo da atividade nefroprotetora do OJ, ficou constatado que o
tratamento ndo protegeu contra a oliglria apos a inje¢do de glicerol, ja que os resultados
da excregdo urinaria dos animais tratados com o 6leo, diferiram dos animais que nao
receberam a injecao de glicerol, além do mais, o OJ ndo apresentou melhora na excre¢ao
urinaria de eletrolitos e creatinina em animais submetidos a LRA.

Os niveis de creatinina sérica foram maiores nos grupos que receberam a inje¢ao
de glicerol, contudo, o grupo tratado com 19 mg/kg de OJ, foi o que apresentou o menor
nivel de creatinina, embora clinicamente o valor ndo tenha retornado a normalidade. O
tratamento com as diferentes doses de OJ, ndo apresentou potencial para modular as
alteragdes encontradas na reatividade vascular renal, assim como ndo apresentou
protecdo em relagao as lesdes histopatologicas causadas pela LRA.

Em relacdo aos pardmetros hemodinamicos, observamos que a indu¢do da LRA
causou alteracdes nos padrdes eletrocardiograficos, ademais, o tratamento com OJ nao

ajudou a atenuar as alteragdes cardiacas apresentadas no presente estudo.

Portanto, podemos concluir que o tratamento agudo com 6leo de jacaré (Caiman
yacare) nao apresentou efeito nefroprotetor contra LRA induzida por rabdomidlise em
ratos.
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