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Epigrafe

A VERDADE

“O que faz o valor de um ser humano nao é a verdade que ele
possui ou cré possuir; é o esfor¢o sincero que ele fez para
conquista-la: porque ndo é pela posse, mas pela procura da
verdade que o homem aumenta as suas forcas e se aperfeicoa. Se
Deus tivesse encerrado toda a verdade na Sua mao direita, e na
Sua méo esquerda a aspiracdo eterna em direcdo a verdade,
mesmo com a condicdo de se enganar sempre e, se Ele me
dissesse: escolhe! eu escolheria humildemente a mao esquerda e
diria: Da-ma, meu Pai, porque a verdade pura so a Ti pertence’ .

(Lessing)
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RESUMO

Justificativa e Objetivo: o CAPE, ativo componente da propolis, € um potente
antioxidante com importantes acGes no estudo da isquemia e reperfusdo renal. O
objetivo deste estudo € avaliar o efeito do CAPE na lesdo renal de isquemia-reperfusdo
em ratos anestesiados com isoflurano. Método: utilizou-se 26 ratos Wistar, machos,
com peso superior a 250 g, distribuidos de modo aleatorio em trés grupos de animais,
designados: G1 (controle, isquemia; n = 8); G2 (CAPE + isquemia; n = 10); G3
(diluente do CAPE (etanol) + isquemia; n = 8). Todos 0s grupos receberam inducdo da
anestesia com isoflurano a 4% e a manutencdo com isoflurano de 1,5 a 2,0%. A pressao
arterial média (PAM) foi medida para controle da anestesia. A injecéo intraperitoneal do
CAPE (G2) ou do etanol (G3) foi feita 40 minutos antes da isquemia renal esquerda.
Nos trés grupos a isquemia durou 25 minutos. Todos os animais foram submetidos a
nefrectomia direita. Os valores plasmaticos da creatinina foram determinados no inicio
(M1), no final do experimento (M2) e 24 horas ap06s o final do experimento (M3),
quando os animais retornaram ao laboratéorio e foram anestesiados com isoflurano para
coleta de amostra sanguinea e nefrectomia esquerda. Para analise histologica foi
utilizada uma escala para avaliacdo da necrose tubular (0 a 5 = lesdo maxima). Houve
tratamento estatistico para os valores da temperatura dos animais, peso, PAM, da
creatinina plasmatica e das lesGes histoldgicas, sendo as diferencas consideradas
significantes quando p < 0,05. Resultados: conforme mediana, 1% e 3° quartis, entre
colchetes, segundo o grupo, a creatinina foi maior em M2 do G2 (0,8 [0,6;0,8]) do que
M2 do G1 (0,5[0,4;0,6]) e M2 do G3 (0,6[0,6;0,7]) com p = 0,0012. A creatinina
também foi maior em M3 do G2 (3,7 [2,6;4,4]) do que M3 do G1 (0,9[0,7;1,4] e M3 do
G3(1,0[0,9;1,6] com p = 0,0014. Os valores da creatinina ndo diferiram no G1 dos trés
grupos. A histologia mostrou que a necrose tubular aguda foi mais intensa no G2 do que
no G1 e no G3 (p < 0,001). Discussdo: A hipotese mais provavel do resultado desta
pesquisa foi o bloqueio do ROS pelo CAPE, que impediu o precondicionamento
anestésico (PCA) pelo isoflurano. O CAPE, assim como N-2-mercaptopropionil glicina
(2-MPG) e a N-acetilcisteina (NAC), sdo varredores do ROS. Para haver PCA é
necessario que também ocorra liberacdo do ROS, que neste experimento foi bloqueado
pelo CAPE. Conclusdes: o CAPE, nos ratos que receberam anestesia com isoflurano,
promoveu lesbes funcionais (creatinina) e anatémicas (histoldgicas) mais intensas do
gue nos grupos controle e diluente.

Palavras-chave: Antioxidantes; Rim Isoflurano; Insuficiéncia renal.
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ABSTRACT

Background - CAPE, an active component of propolis, exhibits antioxidant properties
with important actions on ischemia and reperfusion renal study. The purpose of this
investigation was to examine the effect of CAPE in renal ischemia/reperfusion in rats
anesthetized with isoflurane. Methods - twenty six rats were randomly assigned in three
groups: G1 (control, ischemia; n = 8); G2 (CAPE + ischemia; n = 10); G3 (dilute of
CAPE (ethanol) + ischemia; n = 8). All groups were anesthetized with isoflurane. Mean
arterial pressure (MAP) was monitored for anesthesia control. Intraperitoneal CAPE
(G2) or ethanol (G3) injections were realized 40 minutes before left renal ischemia. All
animals underwent to right nephrectomy and left kidney was submitted to ischemia for
25 minutes. Serum creatinine values were determined in the beginning (M1) and at the
end of experiment (M2) and 24 hours after the experiment (M3) rats were anesthetized
with isoflurane and intracardiac blood sample was collected and the left kidney removed
for histological analysis, using a scale for tubular necrosis (0-5= injury maximum).
Statistical analysis was applied to the values of temperature, weight, MAP, serum
creatinine and histological score injury and statistical differences were considered when
p<0,05. Results - There were no difference among the temperature of different groups.
The weight of G2 were higher than others groups. The PAM of group G3 was higher in
M2 than other groups. Creatinine values in M2 of group G2 were higher than M2 of
group G1 and M2 of group G3 (p=0.0012) and were higher than M3 of group G1 and
M3 of group G3 (p=0.0014). There was no difference of creatinine values in M1 of the
three groups (p=0.054). Histological examination showed that group G2 had more acute
tubular necrosis (2.0[2.0;3.0]) than group G1 (2.0[1.0;2.0]) and group G3 (1.0[0.0;2.0]),
(p<0.001). Discussion - It has been shown that CAPE has a kidney protective effect in
rats anesthetized with ketamine but this effect has never been studied in the rats
underwent isoflurane anesthesia. CAPE is a ROS scavenger and blocked anesthetic
APC by isoflurane. CAPE, as N2-mercaptopropioyl glycine (2-MPG) and N-
acetylcisteine (NAC), are ROS scavengers. PCA didn’t happen because it is necessary
ROS release and probably in this study CAPE blocked ROS release. Conclusions -
CAPE promoted more functional and anatomical renal injury when rats were
anesthetized with isoflurane than control and dilute groups.

Keywords- Caffeic acid phenethyl ester; Reperfusion injury; Kidney; Rats.
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Os rins sdo particularmente sensiveis & isquemia. Cirurgias de transplante renal,
cirurgias da aorta acima das artérias renais, cirurgias cardiacas e estados de hipotensdo
arterial prolongada ocasionam isquemia renal e implicam em posterior reperfusao renal
e tém importancia clinica no estudo da morbimortalidade operatéria, podendo ocorrer
lesdo renal aguda (LRA), desencadeada inicialmente pela vasoconstricdo renal,
hipoperfusdo e diminuicdo da oferta de oxigénio aos tecidos (Star, 1998; Abernethy &
Lieberthal, 2002). O tema isquemia e reperfusdo (I/R) renal, com importante interesse
na préatica clinica, necessita ser objeto de estudos a fim de restabelecer a homeostasia
deste orgdo.

Ha mortalidade de 50% a 80% associada a LRA, com limitadas opgbes de
tratamento (Lin, 2006). A regeneracdo celular tem um promissor futuro através da
medicina reparadora (Semedo et al., 2007).

E importante que dentro do arsenal terapéutico possam existir farmacos que
permitam técnicas anestésicas protetoras da I/R renais, que tém sido motivo de estudos

desde Spiekermann et al., 1969.
1.1 A ISQUEMIA E A REPERFUSAO

A isquemia, experimental ou clinica, é um estado em que ha diminuicdo do fluxo
sanguineo para um 0rgdo, ocasionando hipdxia tecidual. Apos o estado isquémico ha
presenca de eventos quimicos, os quais podem levar a disfuncéo celular ou necrose do
orgao. Parece que o dano causado pela reperfusdo é proporcional ao dano causado pela
isquemia (Pasqualin & Auler, 2008).

Cessada a isquemia, ocorrendo o retorno do fluxo sanguineo, havera a
reperfusdo do 6rgdo, podendo ocorrer eventos quimicos que podem produzir uma lesdo
adicional: a lesdo da reperfusdo. Este fato desperta curiosidades, pois a reperfusdo
deveria, dentro de um raciocinio superficial e imediatista, promover o processo da
reversdo das lesdes ocasionadas pela isquemia. Porém, a reperfusdo pode agravar a
lesdo tecidual isquémica (Collard & Gelman, 2001). Ocorrendo hipoperfusdo ou
interrupgdo do fluxo sanguineo, a inferéncia é a lesdo tecidual ser oriunda de dois
componentes: o componente direto da isquemia e 0 componente indireto da reperfusao
(Weber & Schlack, 2008).

Introducéo
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A complexidade € a principal caracteristica da I/R, cuja sequéncia cronoldgica
obedece trés estagios. No primeiro estagio ocorre uma resposta inflamatoria endotelial a
lesdo, cuja finalidade é promover reparagdo celular local através das células recrutadoras
dos sistemas reticuloendotelial e imunoldgico. O segundo estigio ocorre na circulagdo
sisttmica, com liberacdo de pequenas quantidades de citocinas e antagonistas pro-
inflamatorios enddgenos, para aumentar a resposta local. Ocorre a presenca de mediadores
imunoldgicos, que procuram fazer o antagonismo. Se o foco incitatorio é debelado, o
segundo estagio termina, pondo fim ao processo. Caso o processo inflamatério persista,
surge o terceiro estagio, que é o mais grave dos trés estagios, com reacao sistémica macica,
que mais destroi do que protege, pois ha desequilibrio das citocinas pré e anti-inflamatorias,
formac&o de radicais livres de oxigénio e ativagdo de leucdcitos. Este quadro, complexo e
de dificil reversdo, acontece na faléncia multipla dos 6rgaos, frequentemente terminando em
Obito (Haukoos et al., 2007). A reperfusdo, embora essencial para as células sobreviverem
ao periodo de isquemia e reassumirem sua funcdo normal, pode acelerar a morte celular
pela ocorréncia da lesdo de reperfusdo, que promove lesbes morfoldgicas e funcionais. Parte
das células potencialmente viaveis, ndo se recuperando integralmente, evolui para lesdo
irreversivel (Heyndrickx, 2006).

O termo lesdo de reperfusdo foi definido pela primeira vez por Ames et al.,
1968, e se referia a lesdo celular que ocorria quando havia insuficiente suprimento de
sangue para uma determinada regido, seguido do retorno de fluxo sanguineo suficiente.

A I/R renal mostrou alteraces histoldgicas mais intensas quando a oclusdo
ocorreu na veia renal. Foram menores as les6es histoldgicas renais quando a isquemia

ocorreu por oclusdo da artéria renal (Park et al., 2008).
1.2 O PRE-CONDICIONAMENTO

Pré-condicionamento € a técnica ou mecanismo, clinica ou experimental, que
visa preparar 0 6rgdo ou tecido para reagir positivamente aos efeitos nocivos da I/R. A
maioria dos estudos sobre pré-condicionamento foi realizada em coragdes “in vivo” ou
isolados de animais (Weber & Schlack, 2008).
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1.2.1 O PRE-CONDICIONAMENTO ISQUEMICO (PCI)

O PCI é um fendmeno paradoxal no qual o pré-tratamento com um estimulo
potencialmente nocivo pode aumentar a tolerancia celular a estimulo nocivo
subsequente. O PCI ¢ um mecanismo de defesa natural que permite ao 6rgao tolerar
mais a isquemia, mas ficou definido como aumento da tolerancia a I/R induzido por
breves periodos subletais de isquemia. Inimero estudos tém investigado o PCI com o
objetivo de explorar este poderoso mecanismo protetor na pratica clinica.

Estudos sobre I/R renal sdo importantes para elucidar a isquemia renal apos PCI.
PCI pode ocorrer em varios o0rgéos e foi assim denominado quando observacéo de que
breves episddios de isquemia no coragdo, ocorrendo antes de interrupcdo mais longa da
corrente sanguinea, conferem protecdo contra disfuncdo e necrose do 6rgao. Murry et
al., 1986, estudaram cées submetidos a quatro periodos de cinco minutos de isquemia
por oclusdo coronariana seguidos de quatro periodos de cinco minutos de reperfusao,
antes de um periodo de 40 minutos de isquemia por oclusdo. Observaram que 0 grupo
do PCI apresentou uma area de infarto 75% menor em relagéo ao grupo controle, mas o
efeito redutor do infarto perdia-se quando trés horas de oclusdo eram aplicadas,
enfatizando que a reperfusdo oportuna € indispensavel para limitar o dano miocardico
no PCI. PCI é um tratamento anterior ao evento isquémico, enquanto a lesdo de I/R
ocorre durante e apds a isquemia.

A maioria dos estudos sobre PCI foi realizada em modelos animais e as
diferencas relacionadas ao mecanismo de protecdo entre as espécies podem existir.
Estudos in vitro e in vivo no homem foram desenvolvidos, utilizando alguns marcadores
para estudar o efeito do PCI sobre o miocardio (Kloner et al., 2002).

A protecdo do PCI foi observada em outras espécies animais, como ratos (Barbosa et
al., 1996), coelhos (Cohen et al., 2000) e em 6rgéos diversos, como o rim (Pell et al.,
1998; Lee & Emala, 2000), o figado (Koti et al., 2003), o intestino (Gho et al., 1996) e o
cérebro (Bernaudin et al., 2002). Além disso, o PCI foi capaz de proteger células e
orgaos distantes que ndo foram pré-condicionados (PCI distante), onde tecido ndo
cardiaco sofrendo isquemia levou & prote¢do do miocardio (Gho et al., 1996). A I/R
com posteriores lesbes podem ocorrer no préprio érgdo onde ocorreu a isquemia
(Vianna et al., 2009) ou ocorrer a I/R em um 6rgdo mas com repercussdao em outro
orgéo distante (Calikoglu et al., 2003, Ozer et al., 2005).
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O PCI oferece duas janelas de protecdo no tempo, conhecidas como pré-
condicionamento “precoce’ (PCIP) ou “classico”, e pré-condicionamento “tardio”
(PCIT) ou “retardado”, que é a segunda janela de protecdo. O PCIP inicia-se em
minutos apds a agressdo isquémica e perdura por uma a duas horas. Nesta fase, 0s
eventos desencadeados pela isquemia resultam na abertura dos canais de potassio
sensiveis a adenosina trifosfato (Kate) € preservam os niveis intracelulares de adenosina
trifosfato (ATP). Ja o PCIT inicia-se entre 12 e 24 horas apds a isquemia e tem duragéo
de aproximadamente 72 horas. Nesta fase, além dos eventos da fase inicial, ocorre
sintese de proteinas citoprotetoras (Riksen et al., 2004).

Figura 1 - Representacdo simplificada do mecanismo de pré-condicionamento precoce:
KATP=canal de potassio sensivel a adenosina tri-fosfato; MAPKs=proteinas cinases ativadas
por mitégenos; MPTP= poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial; PI3K=enzima
fosfatidilinositol-3-cinase; PKC=proteina cinase C; PTKs=proteinas tirosina cinases;
ROS=espécies reativas de oxigénio (Adaptado de Riksen et al., 2004).

O desencadeamento dos eventos da isquemia é inicialmente figurado pela
abertura dos Katp € preserva os niveis intracelulares de ATP. No PCIP, conforme figura
1, ativadores (gatilhos) como adenosina, bradicinina, opidides, norepinefrina e também

0s anestésicos volateis, sdo liberados e promovem a ativa¢do de uma complexa cascata
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de sinalizagdo, incluindo a enzima fosfatidilinositol-3-cinase (P13K), a proteina cinase
(PKC), a proteina tirosina cinase (PTK) e as proteinas ativadas por mitégenos (MAPK).
Esta cascata de sinalizacdo promove a formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS)
e inibe a abertura do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (MPTP) por
meio da abertura do canal de K+ mitocondrial (mitoKATP) sensivel & ATP (Riksen et
al., 2004).

As proteinas cinases sdo fosfotransferases e tém importancia na transmissdo de
sinais e controle de processos celulares complexos (Manning et al., 2002). O MPTP ¢
formado por complexas proteinas capazes de transformar poros grandes e ndo-seletivos
em membrana impermedavel. Este poro permanece fechado durante a isquemia, abrindo-
se durante a reperfusdo (Griffiths & Halestrap,1995). A elevacdo na concentragdo
mitocondrial de Ca2+, o estresse oxidativo (formacdo de ROS), a deplecdo de ATP e a
despolarizacdo mitocondrial, presentes durante a reperfusdo, promovem abertura do
MPTP (Halestrap et al., 2004). Foi demonstrado que sua abertura durante a reperfuséo €
inibida pela ciclosporina A.

No PCIT (Figura 2), encontram-se entre os “gatilhos’ protetores os mesmos do
PCIP e mais o 6xido nitrico (NO) que atuam sobre as cinases de transferéncia PTK,
MAPK e a proteina cinase C épisilon (PKCg). Estas cinases ativam o regulador de
transcricdo fator nuclear kappa-Beta (NF-kappaB}) que aumenta a transcricdo de varias
proteinas. A abertura do canal mitoKarp € necessaria para limitacdo do infarto (Riksen
et al., 2004).

O NO é um importante gatilho na protecédo celular tardia. Durante o PCIT ocorre
sintese de novas proteinas e aumento na transcricdo de genes (no nucleo celular),
necessarios para a obtencdo de protecdo. Varias intervencdes farmacoldgicas sao habeis
para disparar a protecdo tardia, simulando o PCI. A exposicdo breve aos agonistas
seletivos dos receptores adenosina Al e A3, os doadores de NO exdgeno, as substancias
geradoras de ROS, a bradicinina, 0s agonistas 8-opioides e a norepinefrina fornecem

protecéo tardia ao infarto (Yellon & Downey, 2003).
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Figura 2 - Representacdo simplificada do mecanismo de pré-condicionamento tardio: COX-2=
ciclo-oxigenase 2; HSP= proteina de chogue térmico; iINOS= O6xido nitrico sintase induzivel;
KATP= canal de potéssio sensivel a adenosina trifosfato; MAPKs= proteinas cinases ativadas
por NO= éxido nitrico; PI3K= enzima fosfatidilinositol-3-cinase; PKC-E= proteina mitdgenos;
MnSOD= superéxido dismutase manganés; NF-KB= fator de necrose tumoral kappa-Beta;
cinase C épisilon; PTKs= proteinas tirosina cinases (Adaptado de Riksen et al., 2004).

Os eventos da I/R ocorrem com dois principais figurantes: o endotélio e os
leucocitos. Ha ativacdo dos leucdcitos, quimiotaxia, adesdo celular e transmigracao,
com interacdo do endotélio vascular em trés diferentes etapas. 1) “rolamento
leucocitario” no endotélio; 2) aderéncia leucocitéria ao endotélio; 3) transmigracéo
endotelial (Figura 3). Existe uma interacdo subseqiente dos leucdcitos b2 integrinas,
como CD11A/CD18, com moléculas de adesdo acarretando aderéncia leucocitéria e
parada de movimentacdo. A transmigracdo leucocitaria para o0 compartimento
intersticial € facilitada pela molécula 1 de adesdo celular plaqueto-endotelial (PECAM-
1). Ao chegar no compartimento extravascular, os leucdcitos ativados liberam ROS,
proteases e elastases, resultando em um aumento da permeabilidade microvascular,

edema, trombose e morte celular parenquimatosa (Collard & Gelman, 2001).
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Figura 3 - Aderéncia celular leucécito-endotelial e transmigracdo apés a I/R.

Os leucocitos ativados interagem com o endotélio vascular em fases distintas. A
fase 1, ade “rolamento”, é iniciada pela inducdo do aumento endotelial da expressao de
P-selectina que interage, no leucdcito, com o seu contra-receptor — a P-selectina
glicoproteina-1 (PGSL-1). Na fase 2, a interacdo leucocito-integrina b2 (CD11a/CD18 e
CD11b/CD18) com a molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1) leva a uma firme
aderéncia e agregacao leucocitaria. A fase 3 € caracterizada por transmigracao
leucocitaria para o intersticio, facilitada pela molécula 1 de adesdo celular plaqueto-
endotelial (PECAM-1), dentro das juncbes das células endoteliais (Collard & Gelman,
2001).

1.2.2 O PRE-CONDICIONAMENTO FARMACOLOGICO

Anestésicos volateis halogenados pré-condicionam diretamente (Kersten et al.,
1996; Cason et al., 1997), ou aumentam o PCI, indiretamente, resultando em protecao
cardiaca contra infarto do miocéardio, sendo que o Karp tem papel importante (Kersten
et al., 1997). Assim, o pré-condicionamento farmacolégico (PCF) produzido por

anestésicos volateis halogenados, incluindo isoflurano, desflurano e sevoflurano, é
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muito similar ao PCI (Julier et al., 2003; Tanaka et al., 2004) e compartilha com o PCI
muitos dos elementos transdutores de sinais. O isoflurano é capaz de precondicionar o
miocardio contra infarto pela liberacdo de radicais livres (Millenheim et al., 2002).

Em estudos experimentais, enquanto o tiopental em dose clinicas parece ndo
bloquear o pré-condicionamento (Millenheim et al., 2001a), outros estudos mostraram
que a cetamina, mas nao a S(+)cetamina, bloqueou completamente a cardioprotecdo do
PCI in vitro e in vivo (Mullenheim et al., 2001b; Molojavyi et al., 2001). Este efeito foi
estéreo-especifico para o isdbmero R (cetamina). Por estes resultados é recomendavel
evitar-se 0 uso da cetamina racémica em ocasifes que ocorram a I/R.

Existem algumas diferencas entre o PCI e o pré-condicionamento farmacolégico

pelos anestésicos halogenados propostas por Lorsoradee et al., 2008 (Figuras 4A e 4B).

Os receptores de adenosina A; e Az (A1/A3), bradicinina (B2) , 6:-opiode, -
adrenérgico e B-adrenérgico sdo ativados e estimulam a fosfolipase C (PLC) por meio
da inibicdo da proteina Gi (proteina Gi= nucleotideo de guanina ligado a proteinas). A
PLC produz diacilglicerol (DAG) e 1,4,5 trifosfato de inusitol (ITF). O DAG e o ITF
ativam a proteina cinase C (PCK). A PCK atua abrindo canais de potassio sensiveis a
ATP (canais Karp) e provavelmente via proteinas cinases ativadas por mitdgenos
(MAPK) (Lorsomradee et al., 2008).
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As proteinas G sdo uma familia de proteinas ligadas ao nucleotideo guanina que
apresentam homologia estrutural e estdo acopladas aos receptores de superficie celular,
com uma grande variedade de efetores intracelulares e segundos mensageiros. Elas
participam da transducdo de sinais inibitérios (Gi) ou estimulantes (Gs) entre as
superficies da membrana.

A abertura dos canais mitocondriais de Karp, 0 aumento de ROS, a ativacéo ou a
translocacdo da proteina cinase C, da proteina tirosina cinase e proteina cinase p38
ativada por mitdgeno, diminuem a entrada mitocondrial do calcio (Figuras 4A e 4B)
(Lorsomradee et al., 2008).

Os anestésicos volateis halogenados aumentam a abertura dos canais de KATP
pela ativacdo da fosfolipase C (PLC), por meio da adenosina Al e A3 (A1/A3), pela
estimulacdo do receptor adrenérgico e pela ativacdo da sintase do NO endotelial (eNOS)
(Lorsomradee et al., 2008).

Os anestésicos volateis halogenados também podem proteger o miocardio
mediando a liberacdo do NO (Novalija et al., 1999).

Anestésicos volateis halogenados pré-condicionam diretamente (Kersten et al.,
1996; Cason et al., 1997), ou aumentam o PCI, indiretamente, resultando em protecao
cardiaca contra infarto do miocéardio, sendo que o Karp tem papel importante (Kersten
et al., 1997). Assim, o pré-condicionamento farmacoldgico produzido por anestésicos
volateis halogenados, incluindo isoflurano, desflurano e sevoflurano, € muito similar ao
PCI (Julier et al., 2003; Tanaka et al., 2004) e compartilha com o PCl muitos dos
elementos transdutores de sinais. O isoflurano é capaz de precondicionar 0 miocardio

contra infarto pela liberacdo de radicais livres (Millenhein et al., 2002).
1.3 O POS-CONDICIONAMENTO FARMACOLOGICO

A administracdo de anestésicos volateis halogenados no periodo pos-isquémico
também pode proporcionar a cardioprote¢do, como evidenciado pela melhoria da funcéo
endotelial, reducdo do tamanho do infarto e menor grau de apoptose (Feng et al., 2005,
2006). Este mecanismo de protecao aplicado ap6s o evento isquémico é denominado de
pos-condicionamento e tem aplicagdes clinicas na anestesia, principalmente nas

situacdes de emergéncia, quando o paciente ja sofreu ou esta em isquemia.

Introducéo



24

Poscondicionamento (PosC) é uma efetiva e relevante estratégia terapéutica
clinica para protecédo cardiaca. O primeiro relato de PosC foi de Zhao et al., 2003, onde
ciclos breves de reperfusdo e isquemia de reperfusdo reduziram a extensdo do infarto
semelhante ao pré-condicionamento. Importante lembrar que PosC pode ser
farmacologicamente induzido por anestésicos inalatérios (Chiari et al., 2005; Weihrauch
et al., 2005) e opidides (Gross & Gross, 2006; Weihrauch et al., 2005), que mostram a
producdo de potentes efeitos precondicionantes. O conhecimento prévio da isquemia
(como precondicionante) é fator importante para terapéutica significante do PosC.
Marcantes trajetos envolvidos no PosC incluem varias cinases sinalizadoras pro-
sobrevivéncia anti-apoptoticas (Tsang et al., 2004; Weihrauch et al., 2004), e 0 MPTP,
(Argaud et al., 2005; Krolikowisk et al., 2005).

Anestésicos volateis dilatam as coronarias devido a atenuacio da entrada de Ca**
através dos canais voltage portdo Ca®* nos vasos do musculo liso (Buljubasic et al.,
1992). Por outro lado, foi recentemente relatado que halotano e desflurano, mas nédo
isoflurano, aumentam a liberacdo de NO nas coronarias de coelhos (Beaussier et al.,

2002).
1.4 O ANTICONDICIONAMENTO

Foram descritos elementos que sdo capazes de retardar ou mesmo contrapor o
desenvolvimento do pré-condicinamento. O envelhecimento, por exemplo, ja foi
descrito em algumas espécies animais como um impedimento. No entanto, ainda ndo ha

evidéncias de que o envelhecimento possa ser um fator restritivo ao pré-
condicionamento em humanos (Downey & Cohen, 2009).

Existem diversos agentes que sdo capazes de bloguear o pré-condicionamento
isquémico, como inibidores de cinases e antagonistas de receptores opioides (Downey,
2000). Os receptores do subtipo 61 parecem ser os principais envolvidos no mecanismo

de condicionamento (Aitchison et al., 2000).
1.5 OS OXIDANTES E OS ANTIOXIDANTES

Os radicais livres derivados de oxigénio desempenham um importante papel em

muitos modelos de I/R experimentalmente induzida em laboratérios. Em vérios modelos
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experimentais os tecidos reperfundidos foram protegidos por varredores de radicais
superoxidos. A disfuncdo induzida pelos radicais livres pode ser um componente
importante nas doencas isquémicas do coracdo, intestinos, figado, rins e cérebro
(McCord, 1985).

O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio entre o nivel de radicais
livres e antioxidantes a favor dos radicais. Ha grande nimero de estudos que mostram
que varredores de oxigénio livre e antioxidantes podem reduzir as lesbes teciduais
agudas durante a pielonefrite aguda (Halliwell & Gutteridge, 1986; Halliwell et al.,
1992; Kaur et al., 1988).

A varredura dos radicais livres de oxigénio, ocorrida pela administracdo de
outros farmacos com atividade antioxidante comprovada “in vivo” e “in vitro”, reduz as
ligacOes sulfidricas nas proteinas e inibe a peroxidacao lipidica induzida pelo estresse
oxidativo, durante o periodo de isquemia e reperfusdao do 6rgéo (Murphy et al., 1992).

A sequéncia de eventos da lesdo I/R envolve primeiro o endotélio durante a
isquemia produzindo tanto radicais livres que com a isquemia sequestra e ativa
neutrofilos, ampliando a lesdo. Como os demais 6rgdos, 0s rins tém enzimas e nao
enzimas, defesas antioxidantes contra esta lesdo potencial (Tabela 1). Apesar dos efeitos
da suplementacédo externa de antioxidantes terem sido estudados em detalhe (Gianello et
al., 1996; Kajiwara et al., 1996; Bosco et al., 1988), existem poucos estudos sobre
atividades do sistema de defesa antioxidante enzimatico enddgeno na lesdo de I/R
(Dobashi et al., 2000; Barnard et al., 1993). Por outro lado, o papel dos neutroéfilos, uma

importante fonte de ROS na leséo I/R renal é controversa e necessita ser esclarecida.

Tabela 1 — Defesas antioxidantes renais na I/R

Defesas antioxidantes

Enzimas Nao enzimas
SOD Tocoferois
GSH-Px Carotenos
CAT Ubiquinol

Glutationa

Acido ascérbico

Adaptada de Dobashi et al., 2000
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As interacGes moleculares que ocorrem na lesdo por reperfusdo sdo conhecidas
por envolverem, além da formacdo do ROS, peroxidacdo lipidica, producdo de
eucosanoides, ativacdo de neutrofilos, infiltracdo, ativacdo do complemento e producao

de citocinas (Appell et al., 1999).

Figura 5 - Representacdo esquematica dos mecanismos oxidantes e antioxidantes: O,”
superoxido anion radical; O, molecular oxygen; H* hydrogen ion, proton; H,O water; SOD
superoxide dismutase; CAT catalase; H,O, hydrogen peroxide; GSH-Px glutathione
peroxidase; GSH reduced glutathione; GSSG oxidized glutathione; GSH-R glutathione
reductase; NADPH + H™ reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; NADP*
oxidized nicotinamide adenine dinucleotide phosphate; Fe2* ferrous iron; OH™ hydroxyl ion;
‘OH hydroxyl radical (the most potent free oxygen radical); tNOS total nitric oxide synthases;
NO nitric oxide radical; ONOO™ peroxynitrite; MDA malondialdehyde (the last product of lipid
peroxidation of membrane phospholipids); NO,  nitrite; PUFA polyunsaturated fatty acid; XO
xanthine oxidase (Ozen et al., 2004).
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Os componentes do ROS podem causar leséo celular quando sdao produzidos, de
modo excessivo e arriscado, lipides, proteinas, carbohidratos e acidos nucléicos (Tabela
2), sendo o radical hidroxila (HO") o mais potente radical de oxigénio livre.

Tabela 2 — Componentes do ROS

Radicais Nomes

HO' Hidroxila

0, Anion superdxido
0, Oxigénio

H,0, Perdxido de hidrogénio
NO Acido nitrico

Adaptada de Clanton et al., 1999; Cheeseman, 1993; Marx & Chevion, 1986.

Em estudo detalhado (Juhaszova et al., 2004), foi demonstrado que tanto PCI
como o farmacoldgico, por uma variedade de farmacos, agem inibindo a abertura do
poro induzida pelas ROS durante a reperfusdo, o que esclarece em grande parte a
cascata sinalizadora responsavel pela inibi¢do do poro.

A superoxido dismutase (SOD) é um potente enzima que pode alimentar O;"
pela catalizacdo de sua dismutacdo para H,O, e oxigénio (O;). Outro enzima
antioxidante, CAT, catalisa a conversdo da H,O, em &gua e oxigénio. Avaliacdes das
atividades dos radicais livres que alimentam enzimas nos niveis finais da peroxidacéao
no plasma ou tecidos musculares poderiam aumentar nossa compreensao do mecanismo
da lesdo por isquemia seguida de reperfusdo (Ozyurt et al., 2007).

Reperfusdo de rins isquémicos aumenta o risco do efeito precoce da lesédo
isquémica liberar formas de ROS e acimulo de neutréfilos ativados acarretando a lesao
de reperfusdo (Bulkley, 1987). Durante este processo muitas moléculas de oxigénio sdo
fornecidas aos tecidos e grande quantidade de ROS é produzida (Aust et al., 1986). Em
isquemia renal experimental, a fonte de ROS inclui cadeia de transporte de elétrons,
enzimas oxidantes como xantino oxidase e fagocitos. ROS causa peroxidacéo lipidica
das membranas celulares e alteracdo da integridade estrutural e da capacidade do
transporte e producdo de energia (Baud et al., 1993). ROS produzidos nos sistemas
biolégicos durante processos fisiologicos e fisiopatoldgicos sdo atribuidos ao
envolvimento da lesdo da isquemia seguida de reperfusdo. Células leucocitarias e

endoteliais ativadas podem gerar estas espécies, o que resulta em dano celular.
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Reperfusdo de areas isquémicas aumenta o efeito da lesdo isquémica precoce pela
liberacdo de ROS e acumulo de neutrofilos ativados. ROS pode lesar proteinas, lipides,
carbohidratos e acidos nucléicos. Contrarios a esta potencial lesdo, o organismo utiliza
suas defesas antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas. Existe um estranho equilibrio
entre a producdo e a destruicdo de ROS. Quando este equilibrio é destruido, excesso de
ROS ¢é produzido e todos os tecidos s@o expostos a lesdo oxidativa (Aust et al., 1986;
Hosnuter et al., 2004).

Anestesia associada com hipotensdo arterial e resultante isquemia tecidual
também é sugerida como um dos fatores que acarretam a nefrotoxicidade tubular
(Zager, 1988, 1991). Todavia, ndo ha evidéncias satisfatorias de como estes
mecanismos moleculares ocorreram. Aumento da concentracdo dos fluoretos devido ao
anestésico pode prejudicar o sistema de defesa antioxidante pelo aumento do complexo
dos metais. Os resultados sugerem que os sistemas de defesa antioxidantes enzimatico e
ndo enzimatico foram prejudicados devido ao tratamento com isoflurano liderando o

estresse nas células tubulares e acelerando as reacdes de peroxidacdo no tecido renal.
1.6 O CAPE (caffeic acid phenethyl ester)

Propolis de Apis mellifera L. (Hymenoptera, Apidae) € um produto da colmeia,
elaborado a partir de exsudatos de resinas que as abelhas recolhem de determinadas
plantas. A composicdo quimica da propolis é complexa e relacionada a diversidade
vegetal encontrada em torno da colmeia. Embora a prépolis seja utilizada em medicina
popular ha milhares de anos, a falta de padrdes que avaliem de maneira precisa suas
atividades farmacoldgicas dificulta a padronizacdo de produtos comerciais que garanta
sua eficAcia e seguranca terapéutica para humanos e outros animais. A propolis
recolhida de uma colmeia de abelhas, também conhecida como prépolis bruta, apresenta
em sua composicao basica cerca de 50% de resinas vegetais, 30% de cera de abelha,
10% de 6leos essenciais, 5% de pdlen e 5% de detritos de madeira e terra (Monti et al.,
1983; Cirasino et al., 1987). Estes valores se referem a espécie Apis mellifera L., cuja
propolis é a mais estudada entre as abelhas.

A sigla inglesa CAPE é aceita de modo consagrado pela literatura nacional e

internacional como sigla do fenil éster do &cido caféico. A propolis tem varios
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componentes, mas somente 0 CAPE tem acdo anti-inflamatéria. S&o componentes da
prépolis: flavonodides (galangina, quercetina), &cido cinamico e seus derivados (&cido
clorogénico, ferrtlico e CAPE), esterdides, aminoacidos, aldeidos e cetonas volateis
(Borrelli et al., 2002).

O CAPE ¢é um ativo componente flavonoide do extrato da propolis da abelha. A
flavona é uma substancia cristalina, amarela, encontrada em flores e folhas. Possui dois
grupos hidroxilas localizados no primeiro anel catecol que Ihe conferem a propriedade
antioxidante (figura 6). A atividade antioxidante depende ndo apenas do grupo
hidroxila, mas também do coeficiente de particdo ou hidrofobicidade do CAPE (Ozen et
al., 2004). Por ter capacidade de se unir aos lipides € um potente inibidor da
peroxidacdo lipidica, tendo caracteristica lipofilica (Irmak et al., 2003). O CAPE

utilizado foi obtido pela sintese padronizada por Grunberger et al., 1988.

HO
OH
Figura 6 — Estrutura quimica do CAPE (caffeic acid phenethyl ester).

CAPE: acido 2-propenoico, 3-(3,4-dihidroxifenil), 2-feniletil éster
C17H1604

Peso Molecular = 284,3

Caracteristicas da molécula: lipofilica e hidrofébica

Através da conhecida prépolis, 0 CAPE h& muitos anos, e ainda na atualidade,
tem sido usado na medicina popular. Tem propriedades antioxidantes pela inibi¢cdo da
atividade da lipoxigenase e pela supressao lipidica da peroxidacdo (Sud'inaet al., 1993;
Hepsen et al., 1997; Hepsen et al., 1999; llhan et al., 1999; Koltuksuz et al., 1999,
2000). O CAPE inibe o crescimento (citotoxicidade) de diferentes tipos de
transformacdes de células (Grunberger et al., 1988; Khayyal et al., 1993) e pode inibir a
producédo de perdxido de hidrogénio do éster forbol e a producao tumoral (Frenkel et al.,
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1993). Na concentracio de 10 pmol.Kg™ o CAPE bloqueia completamente a producéo
de ROS em neutréfilos humanos e o sistema xantina/xantino oxidase (Sud'ina et al.,
1993). Tem propriedades anti-inflamatdrias (Michaluart et al., 1999), antiviral (Fesen et
al., 1994), imunomoduladora (Fischer et al., 2008). A propolis é o0 medicamento atual e
do futuro (Karsten, 2001), usado na medicina moderna (Stefano & Francesco, 2002;
Menezes, 2005; Fischer et al., 2008).

Os indices de estresse oxidativo em ratos com I/R renal foram modificados pelo
CAPE (Ozyurt et al., 2001). O CAPE na concentragdo de 10 umol.kg™ intraperitoneal
blogueia completamente a producdo de ROS nos neutréfilos e o sistema oxidativo
xantina-xantino oxidase (Ozer et al., 2004).

O CAPE tem sido usado como antioxidante em processos oxidativos em
modelos animais (Fadillioglu et al., 2003; Rezzani et al., 2005). Facilmente atravessa a
membrana celular, penetrando na célula, e ndo tem sido descrita toxicidade quando
administrado nos animais estudados (Noelker et al., 2005; Uzar et al., 2006). Foi usado
para proteger tecidos do estresse oxidativo mediado pelo ROS e reduzir a peroxidacéo
lipidica em lesdes toxicas e isquémicas (Irmak et al., 2003; Ozyurt et al., 2001). ROS
ataca acidos gordurosos ndo polissaturados (PUFAS) nas membranas lipidicas e desse
modo a peroxidacao lipidica resulta na perda da fluidez e ruptura das membranas. A
avaliacdo das substancias reagentes ao acido tiobarbiturico (TBARS) é provavelmente o
método mais comumente aplicado para a dosagem da peroxidacéo lipidica (Esterbauer,
1993).

O CAPE protege contra a nefropatia causada pelo metotrexate (MTX), (Uz et al.,
2005). Os resultados revelaram, no grupo que recebeu somente MTX, aumentos
significantes da adenosina deaminase (ADA), da XO e do NO. Porém, no segundo
grupo, que recebeu MTX mais CAPE, estes aumentos ndo ocorreram.

O CAPE protegeu contra lesdo da isquemia seguida de reperfusdo da medula de
coelhos (llhan et al., 1999). Antes da oclusdo adrtica se administrou em quatro grupos:
30 mg.kg™ de metilprednisolona (MP), via intraperitoneal; 10 pmol.kg™ de CAPE, via
intraperitoneal; volume equivalente de NaCl a 0,9% no grupo controle. No grupo sham
a aorta ndo foi ocluida. Foi procedida a avaliacdo neurologica do déficit motor dos

membros inferiores. A avaliacdo demonstrou que os niveis de malondialdeido (MDA)
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foram maiores no grupo controle do que nos grupos sham e MP. O grupo CAPE néo
apresentou lesdes teciduais, comparado com o grupo controle.

O CAPE apresenta acdo antioxidante protetora do estresse oxidativo tubular
renal causado pelas ondas de choque da litotripsia extracorpérea (OCLE), (Ozguner et
al., 2005). Dois grupos de coelhos foram as OCLE: controle, que recebeu apenas
OCLE; CAPE recebeu 10 pmol.kg™ intraperitoneal por dia durante 10 dias antes da
OCLE. A avaliagdo revelou que no grupo controle aumentaram significativamente os
neutrofilos, uréia e acido urico. No grupo CAPE os valores foram menores.

O CAPE em administracdo profilatica protege lesdo por isquemia seguida de
reperfusdo renal em ratos (Gurel et al., 2004). O procedimento foi realizado em 5
grupos: sham; isquemia; I/R; CAPE mais I/R; vitamina E mais I/R. Foram submetidos a
laparotomia mediana. Aos 10 minutos de oclusdo da artéria renal direita (menos o grupo
sham), foi administrado via intraperitoneal NaCl a 0,9% no grupo I/R, 10 pmol.kg™ de
CAPE em 10% de etanol via intraperitoneal e 10 mg.kg™ de vitamina E no Gltimo
grupo. Aos 30 minutos de isquemia do rim direito, foi procedida a reperfusdo por 30
minutos, seguida de nefrectomia bilateral. No grupo isquemia ndo foi procedida a
reperfusdo. O resultado revelou que CAPE diminuiu de modo significante a
mieloperoxidase (MPO) tecidual, impedindo o sequestro de neutrofilos, atenuando a
leséo tecidual.

O CAPE tem efeito protetor na torcdo/distorcdo (T/D) da artéria testicular em
ratos (Uz et al., 2002), que foram divididos em 4 grupos: sham; controle (tor¢do) (T);
T/D mais NaCl a 0,9% intraperitoneal 30 minutos antes da T/D; T/D mais 10 pmol.kg™
de CAPE intraperitoneal 30 minutos antes da T/D. Com excecdo do grupo sham, 0s
demais foram submetidos a torcdo testicular esquerda (rotacdo de 720 graus). Apos
torcdo de 2 horas e distorcdo de 4 horas, os animais foram sacrificados e realizada
orquiectomia bilateral. No grupo T/D mais CAPE as lesbes testiculares estavam
menores, SOD menor do que no grupo T/D, aumento da MPO e TBARS (substancias
reativas ao &cido tiobarbitdrico). Houve maior inibi¢do do neutréfilo mediador da leséo
celular pelo CAPE.

O estudo do CAPE foi realizado em ratos com diferentes agentes anestésicos e
sob diferentes vias de aplicagdo dos mesmos, como cetamina intramuscular (Uz et al.,
2005; Oktem et al., 2005; Tekin et al., 2008; Tamer et al., 2004, Calikoglu et al., 2003;
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Koltuksuz et al., 1999), cetamina intraperitoneal (Uz et al., 2002), cetamina
intramuscular mais xilazina intramuscular (Bilen et al., 2006), cetamina intraperitoneal
mais Xilazina intraperitoneal (Saavedra-Lopes et al., 2008; Ozyurt et al., 2007; Khan et
al., 2007; Aydogan et et al., 2007, Ek et al., 2008), cetamina intramuscular mais xilazina
intramuscular mais propofol intraperitoneal (Akyol et al., 2006), éter (Gurel et al., 2004;
Ozyurt et al., 2001; Irmak et al., 2001), halotano mais 6xido nitroso (Tsai et al., 2006),
uretano intraperitoneal (Ozer et al., 2004; Esrefoglu et al., 2005; Ozer et al., 2005;
Huang et al., 2005; Yildiz et al., 2009) e pentobarbital intraperitoneal (Andrade-Silva et
al., 2009). Houve estudo do CAPE sem anestesia (Buyukberber et al., 2009). O CAPE
foi estudado em coelhos também com diferentes anestésicos e sob diferentes vias de
aplicacdo dos mesmos, como pentobarbital intravenoso (Tan et al., 2005), cetamina
intramuscular (Osguner et al., 2005) e cetamina intramuscular mais xilazina
intramuscular (Ilhan et al., 1999). Eter mais cetamina intraperitoneal mais xilazina
intraperitoneal foi a técnica anestésica utilizada em ratos para estudo de I/R, porém sem
0 uso do CAPE (Webster, 2005).

CAPE suprime o estresse oxidativo em pielonefrites induzido por Escherichia
coli em ratos (Celik et al., 2007). A lesdo oxidativa é conhecida por envolver destruicao
de tecidos mediada pela inflamacgédo, modulacéo de radicais livres de oxigénio. O CAPE,
além das propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias, tem acdo antibacteriana. Foi
investigada a eficiéncia do CAPE administrado na prevencdo de lesGes oxidativas na
pielonefrite (PYN) causada pela Escherichia coli. O experimento constou de 35 ratos
Wistar distribuidos nos grupos controle, PYN 24h, PYN 48h, PYN 72h, CAPE 24h,
CAPE 48h e CAPE 72h. E. coli (1 x 10(9) c.f.u.) foi inoculada nos ratos PYN e CAPE
via cateterizacdo uretral. O CAPE foi injetado em todos os ratos CAPE na dose de
10pmol.kg™, 24 horas antes da infeccdo por E. coli e injecBes foram repetidas cada 24
horas. Os ratos foram sacrificados 24h, 48h e 72h apds a infeccdo nos grupos PYN e
CAPE. Os niveis de MDA e NO foram significantemente maiores nos rins do grupo
PYN. As atividades das enzimas antioxidantes CAT, SOD, GSH-Px e XO estiveram
elevadas pela E. coli. A administracdo do CAPE reduziu os niveis de atividade de XO
com aumento de atividade de SOD e GSH-Px. Exame histopatoldgico mostrou que o
CAPE diminuiu a inflamagéo induzida pela E. coli. A administragdo do CAPE diminuiu

a lesdo oxidativa ocorrida na PYN.
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O exato mecanismo de protecdo que ocorre na I/R renal é ainda desconhecido.
Hé& necessidade de ampliar estudos sobre a participacdo do CAPE no PC farmacolégico
renal, seja pela importancia clinica do assunto, seja pelas importantes propriedades
apresentadas pelo CAPE.
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O objetivo desta pesquisa experimental foi avaliar o efeito do CAPE em ratos
anestesiados com isoflurano, submetidos a nefrectomia direita e ao clampeamento de

artéria renal esquerda por 25 minutos.

Objetivo



3 MATERIAL E METODO
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Apos ser submetida e aprovada pela Comissdo de Etica em Experimentagio
Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, foram incluidos nesta pesquisa 26 ratos
Wistar, machos, com peso maior que 250 g, fornecidos pelo Biotério Central do
Campus de Botucatu da UNESP.

3.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS

A inducéo anestésica foi realizada com isoflurano na concentracdo inspirada de
4% com fluxo de 3 L.min™ de oxigénio e manutencdo com isoflurano na concentracio
de 1,5 a 2% com fluxo de 0,4 L.min™ de oxigénio. Os animais foram incluidos em trés
grupos:

— Grupo Controle (GC ou G1), n=8 - os animais foram submetidos a
laparotomia mediana, nefrectomia direita e isquemia do rim esquerdo
durante 25 minutos.

— Grupo “Caffeic Acid Phenethyl Ester” (GCAPE ou G2), n=10 - Os
animais receberam 10 pmol.Kg™ de CAPE intraperitoneal, 30 minutos antes
da laparotomia mediana, nefrectomia direita e isquemia renal esquerda
durante 25 minutos.

— Grupo Diluente (GD ou G3), n=8 - Foi injetado o volume diluente do
CAPE intraperitoneal 30 minutos antes da laparotomia mediana,

nefrectomia direita e isquemia renal esquerda durante 25 minutos.

Nos animais dos trés grupos houve reperfusdo renal durante 24 horas seguido de

sacrificio.

3.2 SEQUENCIA EXPERIMENTAL

Procedeu-se a preparacdo da solucdo injetavel do CAPE, contido em pequeno
frasco de cor ambar com apresentacdo de 5 mg, peso molecular 284,3. Foi produzido
pela “Life Science”, EEUU. Os 5 mg do CAPE, contendo 17.590 umol, foram diluidos
em 01 mL de solugdo de alcool etilico absoluto com grau de pureza de 99,9% (da
empresa Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Alemanha). Feita a dilui¢do, esta resultou na
solucdo de 01 mL de solucdo alcodlica contendo 17.590 umol do CAPE, chamada de

“solucéo mée”. Na sequéncia, foi retirado 0,1 mL da “solucdo mée”’ que foi diluido com
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49,9 mL (houve a diluicdo 1:500 deste 0,1 mL) do mesmo alcool etilico absoluto, que

resultou em 1.759 umol em 50 mL, ou seja, 35,18 umol. mL™. Cada animal recebeu 10

umol.Kg™ desta solucéo na cavidade peritoneal, dosagem e volume encontrados para

cada animal através de regra de trés simples.

1)
2)
3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

11)

Os ratos foram submetidos a seguinte sequéncia:

jejum alimentar;

pesagem dos animais;

sob a campanula, anestesia do animal com isoflurano a 4% com fragéo inspirada
de oxigénio (FiO,) de 1,0, fluxo de 3L.min™, em vaporizador Isotec 5 da
Ohmeda;

em torno de 4 minutos o rato anestesiado € retirado da campéanula, colocado em
recosto de madeira de 45 graus, com borrachas estiradas prendendo o animal ao
recosto pelo contorno dos dentes incisivos;

tracdo da lingua do rato com pinca pela mao esquerda do técnico; introducéo da
lamina do laringoscépio na cavidade oral; empunhadura do laringoscopio com a
mao esquerda;

intubacéo traqueal com sonda H. T®. de polivinil flexivel numero 240, adquirida
da Hemo Técnico Artefatos de Plastico Ltda.

retirada do animal do recosto, colocacdo do mesmo sobre um plano de madeira
em posicao supina, fixacdo do tubo traqueal com cordoné, circundando o maxilar
superior;

conexao do tubo traqueal ao ventilador artificial dos pulmées (com FiO, de 1,0 e
fluxo de 0,4 L.min™) 683 Rodent Ventilator, Harvard Apparatus, Inc (USA) e
frequéncia respiratéria de 80 por minuto e volume corrente de aproximadamente
10 mLt kg™

observacdo do padrdo respiratorio pelo capnograma, 0 que permitia o ajuste da
ventilacéo;

manutencdo da anestesia com isoflurano entre 1,5 e 2,0%, com 0,4 L.min™ de
oxigénio;

colocacdo do animal em decubito dorsal (posicéo supina) sobre bolsa térmica gel
(MERCUR®) aquecida em banho-maria (Banho Maria Modelo 102, FANEM
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18)
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LTDA®, Séo Paulo, Brasil), que estava colocada sobre plataforma de madeira,
para manutencdo da temperatura retal em aproximadamente 37° C;

fixagdo do animal sobre plataforma de madeira através de fios de cordoné nos
seus 4 membros; colocacdo de bolsa térmica sob o animal;

colocacgéo de termdmetro no reto do animal ligado a transdutor;

antissepsia da regido cervical com sabdo neutro, seguida de tricotomia desta
mesma regido;

incisdo mediana na regido cervical, disseccdo e cateterismo da veia jugular
externa direita com cateter “extra-catch” numero 24, modelo Angiocatch® BD,
para manutencdo com 5 mL.Kg™.h™ da solucdo de Ringer lactato (RL) através da
bomba de infusdo Anne®, Abbott, EEUU, para reposicdo das perdas; fixacdo da
veia jugular externa com fio de algodéo 3-0;

pela mesma incisdo cervical, disseccdo da carétida esquerda, cateterizacdo da
mesma com cateter “extra-catch” nimero 24, modelo Angiocatch® BD; fixagéo
da carétida com fio de algoddo 3-0; colocacdo dos transdutores para
monitorizacdo da pressdo arterial média (PAM), através da conexdo distal do
cateter a0 aparelho AS/3 da “Datex Engstrom®” tipo D-VCN 15-00-02 S/N
763177 (Finlandia); fechamento da incisdo cervical com fio de nylon 4-0 em
chuleio continuo; a lavagem do sistema da pressao arterial invasiva foi feita com
solucdo em frasco de 500 mL de RL, onde estava contido 2.500 unidades de
heparina;

momento 1 (M1): coleta de 1 mL de sangue arterial para leitura da concentracao
de creatinina, seguida de reposicdo da volemia com 2 mL da solucéo de cloreto de
sodio a 0,9% pela veia jugular; injecdo intraperitoneal da droga (no G2 foi
injetado 10 umol.kg™ do CAPE, diluido com &lcool etilico absoluto Merck® de
99,9% de pureza, aspirado por micro-pipeta de preciséo “Eppendorf Research®”;
no G3 foi injetado apenas o diluente alcool etilico absoluto com 99,9% de pureza
em volume igual ao do G2, obedecida a proporcionalidade de peso do rato).
monitorizacdo: a) fracdo expirada do gas carbbnico (EtCO,); b) frequéncia
cardiaca (FC); c¢) concentracBes inspirada e expirada do isoflurane; d) fragédo
inspirada de oxigénio (FiO,); e) temperatura retal (TR); f) Pressdo arterial média
(PAM). Estes valores foram anotados a partir de M1 e na sequéncia ap6s M1: aos
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24)

25)

26)

27)
28)
29)
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15 minutos, 30 minutos (nefrectomia direita), 35 minutos, 40 minutos
(clampeamento da artéria renal esquerda e inicio da isquemia renal), 50 minutos,
65 minutos (desclampeamento), po6s-desclampeamento imediato e 70 minutos
(M2), conforme tabelas 8, 9, 10, 11, 12 e 13 (Anexos).

verificacdo de ventilacdo adequada durante todo o experimento, através de
aspiracdo com micro-sonda por dentro do tubo traqueal toda vez que surgia
alteracdo respiratoria (achatamento da curva da capnografia e diminuicdo da
EtCO,), o que traduzia obstrucao do tubo;

antissepsia da regido abdominal com sab@ neutro, tricotomia da regido
abdominal, laparotomia mediana;

nefrectomia direita (30 minutos apo6s M1); cerca de 200 rins obtidos de
nefrectomia direita por este laboratério, em pesquisas anteriores de I/R, foram
submetidos aos exames histologicos e mostraram valores normais para este érgéo.
exposicdo da artéria renal esquerda, isquemia renal através de miniclamp vascular
atraumatico (bulldog), aos 40 minutos apos M1;

clampeamento da artéria renal esquerda por 25 minutos; observacdo da isquemia
renal pela coloracdo do rim; durante o periodo de isquemia, a cavidade abdominal
permaneceu fechada por meio de sutura com fio de nylon 4-0, com 3 a 4 pontos,
em chuleio continuo e recebeu aquecimento por bolsa térmica gel colocada sobre
0 abdome;

desclampeamento da artéria renal esquerda;

fechamento da parede abdominal com sutura continua em Unico plano com fio de
nylon 4-0 (geralmente 7 a 10 pontos); colocacdo de bolsa térmica gel sobre a
parede abdominal até o término do procedimento;

momento 2 (M2): coleta de 1 mL de sangue arterial para leitura de creatinina,
seguida da reposicdo da volemia com 2 mL da solucédo de cloreto de sddio a 0,9%
pela veia jugular;

ligadura da veia jugular externa direita;

ligadura da car6tida esquerda;

infiltracdo da pele e subcutaneo com solugdo de bupivacaina (tomados 0,3 mL a
0,5%, diluidos para 01 mL com soro fisiologico, sendo injetados 0,3 mL nas
paredes da incisdo cervical e 0,7 mL nas paredes da incisdo abdominal);
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recuperacdo anestesica do animal e extubagcdo do mesmo, quando reassumia a
respiracao espontanea;

manutengdo do animal em gaiola de container climatizado, com alimentacdo e
analgesia por 24 horas;

24 horas apos a reperfusdo do rim esquerdo: anestesia do animal com isoflurano a
4%, sob a campéanula;

colocagéo do animal anestesiado sobre o plano de madeira;

retirada dos pontos da laparotomia mediana;

momento 3 (M3): retirada do rim esquerdo para exame histopatoldgico; retirada
de 2 mL de amostra sanguinea intracardiaca, para dosagem de creatinina,;
sacrificio dos animais com 3 mL de pentobarbital sédico a 2,5%, por via

intracardiaca.

Sequencia experimental em relacdo ao tempo (minutos)

B B b b = = tsa =
v v M1 v30min §40min 65 min y M270 $M3 24h
An Am sg Nefr D Isq Desc Am sg Nefr E
+ + rimE + +
10T SF por SF Am sg
+ + 25 min i.C.
Cat. Injecdo
Vas. G2/G3
+ 40 min
Mon antes
isq renal

Na = anestesia

10T = intubagdo orotraqueal

Mon = monitorizagéo

Am sg = retirado 1 mL de sangue arterial (dosagem de creatinina)
SF = reposi¢ao da volemia com 2 mL de NaCl a 0,9%
Injecdo G2/G3: injecdo intraperitoneal nos grupos G2 ou G3
Nefr D = nefrectomia direita

Isg = isquemia renal esquerda

Desc = desclampeamento da artéria renal esquerda

Nefr E = nefrectomia esquerda

Am sg i.c. = amostra sanguinea intracardiaca

SA = sacrificio do animal
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3.3 ATRIBUTOS ESTUDADQOS

Os atributos estudados em cada um dos animais dos trés grupos de estudo foram:
e temperatura

e peso

pressao arterial média

creatinina plasmatica

exame histologico do rim esquerdo

Temperatura
Observada durante todo o experimento, mas anotada somente nos momentos
M1 e M2.

Peso

Obtidos antes do inicio do experimento.

Pressao arterial média (PAM)
Observada durante todo o experimento, mas anotada somente nos momentos M1
e M2.

Creatinina plasmatica - Momentos Estudados
Os valores da creatinina plasmatica foram obtidos por meio do método
enzimatico em 3 momentos: no inicio do experimento (M1), ap6s o fechamento da

cavidade abdominal (M2) e 24 horas ap0s o episodio de isquemia (M3).
3.4  AVALIAGCAO HISTOLOGICA

Depois de retirado, o rim esquerdo foi preparado para ser submetido a analise
histologica. Foi seccionado longitudinalmente e armazenado em solu¢do de DuBoscq-
Brasil (6 mL de formol a 40%, 12 mL de alcool absoluto a 99,9%, 1,5 mL de &cido
acético e 8 mL de acido picrico em solugédo saturada) por 24 horas.

O o6rgao foi armazenado em alcool 70% para posterior inclusdo em parafina e

estudo histologico atraves da coloracéo pela hematoxilina-eosina (HE). Os cortes foram
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analisados com o auxilio de um microscépio de luz comum e de uma ocular integradora
de 25 pontos (figura 7), sendo utilizado o aumento de 40 vezes.

As lesdes histoldgicas pesquisadas em cada lamina, foram avaliadas em duas
regides: a) Pericapsular, préxima a cdpsula renal, “saltando” o primeiro campo abaixo
da capsula; b) Medular, na transicao entre cortex e medula. Com base nos 25 pontos da
ocular integradora, correspondentes aos 100%, foram contados o0s pontos que
coincidiam com areas de lesdo, caracterizadas por picnose, cariolise, cariorrexe e perda
do arcabouco dos tubulos renais. Foram analisados 10 diferentes campos da regido
pericapsular e outros 10 da regido medular. A técnica da ocular integradora dos 25
pontos empregada foi a mesma utilizada para contagem de células em outros 6rgéos
(Teixeira et al., 1997; Mandarim-de Lacerda, 1991).

A patologista que realizou a avaliacao histologica ndo teve conhecimento sobre a
qual grupo pertenceu o rim. As alteracdes celulares encontradas foram inicialmente
quantificadas em numeros pontos coincidentes com area de lesdo por campo (n), e
convertidas em porcentagem (% para 25 campos). Em seguida, as porcentagens
encontradas foram transformadas, conforme a classificacdo de Park et al., 2008, que
estabelece diferentes graus de alterac@es das células renais no estudo da necrose tubular
aguda (NTA) (Tabela 3).

Tabela 3 — Escores dos graus de lesdo celular atribuidos aos exames histolégicos

GRAU TIPO (intensidade) % DE LESAO

0 Sem alteracoes

1 Leves <10% de NTA

2 Leves a moderadas 10 a 25% de NTA
3 Moderadas a intensas 25a50% de NTA
4 Intensas 50 a75% de NTA
5 Muito intensas >75% de NTA

Adaptada de Park et al., 2008

A figura 8 apresenta area de tubulos renais utilizada para a determinacdo da

quantidade de focos de necrose tubular aguda.

Material e Método



44

Figura 7 — Exemplo da analise morfométrica dos focos de morte celular através da ocular
integradora de campos. NUmero total de campos=25, corresponde a 100%. Nesta imagem 9
pontos (36%) coincidiram com areas de picnose, cariolise e perda do arcabouco tubular (HE,
1600X).

Figura 8 — Focos de picnose (seta A), cariolise e perda do arcaboucgo tubular (seta B), (HE,
1600X)
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

Para comparacao dos pesos dos animais dos trés grupos foi utilizada a analise
da variancia. Para os valores de creatinina plasmatica, foi utilizada a analise de perfil.
Para as variaveis que utilizaram escores, sem distribuicdo normal e homogeneidade de
variancias, foram utilizados os testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis para
comparacdo dos grupos, seguido do teste de Dunn para comparagdes multiplas. O valor
de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo, sendo p a probabilidade de

erroneamente se concluir pela significancia (Curi, 1998).
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41 TEMPERATURA RETAL (°C)

A temperatura dos ratos estudados, em seus respectivos grupos (Tabela 4). Néo
houve diferenca significativa da temperatura retal entre os grupos G1( grupo controle) e
G2 (grupo CAPE- caffeic acid phenethyl ester).

Tabela 4 - Temperatura retal (°C) dos ratos. Média e desvio-padrdo segundo momento e grupo

Momento
Grupo M1 M2
Gl 37,6+1,2 37,515
G2 36,6+1,4 36,4+2,1
G3 36,7+1,2 37,0£1,0

p>0,05, Anova. G1: grupo controle; G2: grupo CAPE- Caffeic Acid Phenethyl Ester; G3: grupo diluente;
M1 —inicio do experimento; M2 —momento apds o fechamento da cavidade abdominal.

4.2 PESO DO RATO (mg)

Os pesos dos animais nos respectivos grupos G1, G2 e G3 (grupo diluente),
(Tabela 5). Os pesos dos animais do G2 foram significativamente maiores em relacédo a
GleGs.

Tabela 5 - Peso (g) dos ratos. Mediana, 1° e 3° quartis, entre colchetes, segundo o grupo

Grupo

Valor
Variavel Gl G2 G3 de p

Peso-M1 314,0 [310,0; 330,0]a  410,1 [360,0; 450,0]b  380,0 [345,0; 420,0]b  0,0064

G1- grupo controle; G2 - grupo CAPE- Caffeic Acid Phenethyl Ester; G3 — grupo diluente; M1 — inicio
do experimento. Letras mindsculas comparam grupos em cada variavel. Grupos seguidos de pelo menos 1
letra em comum néo diferem estatisticamente. Anova de Kruskal-Wallis.

Resultados



48

4.3 PAM ( pressao arterial média —mm Hg)

A PAM medida em M1 e M2 nos animais dos grupos G1, G2 e G3. O valor de
M2 em G3 foi significativamente maior em relagdo ao G1 e G2.

Tabela 6 - PAM (mmHg) dos ratos. Média e desvio-padrdo segundo momento e grupo

Momento
Grupo M1 M2
Gl 108,5+19,8a 77,9£18,0b
G2 116,0+6,8a 86,6+22,0b
G3 108,5+12,2a 90,8+19,7a

G1 - grupo controle; G2 - grupo CAPE- Caffeic Acid Phenethyl Ester; G3 — grupo diluente; M1 — inicio
do experimento; M2 —momento ap6s o fechamento da cavidade abdominal. Letras mintsculas comparam
grupos em cada variavel. Grupos seguidos de pelo menos 1 letra em comum ndo diferem estatisticamente.
Anova.
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44  CREATININA PLASMATICA - CrP (mg.100 mL™)

Os valores da creatinina plasmatica (Tabela 7 e figura 8) foram obtidos no inicio
do experimento (M1), apds o fechamento da cavidade abdominal (M2) e 24 horas apds
0 episodio de isquemia (M3), nos animais dos Grupos G1, G2 e G3. Os valores de M2 e
M3 foram significativamente maiores no G2 do que em G1 e em G3. Em relacdo a
Creatinina-M1 ndo houve diferencgas entre os grupos. As Creatinina-M2 e Creatinina-
M3 apresentaram diferengas no grupo 2.

Tabela 7 — Creatinina plasmética - CrP (mg.100mL™) dos ratos. Mediana, 1° e 3°
quartis, entre colchetes, segundo o grupo

Variavel Gl G2 G3 Valor de p

Creatinina-M1  0,3[0,3; 0,4]a 0,4[0,4;0,5]a 0,4[0,3;0,4]a 0,0540
Creatinina-M2  0,5[0,4; 0,6]a 0,8 [0,6; 0,8]b 0,6 [0,6; 0,7]a 0,0012
Creatinina-M3  0,9[0,7; 1,4]a 3,7[2,6;4,4]b 1,0[0,9; 1,6]a 0,0014

G1- grupo controle; G2 - grupo CAPE- Caffeic Acid Phenethyl Ester; G3 — grupo diluente; M1 — inicio
do experimento; M2 — momento apds o fechamento da cavidade abdominal; M3 — 24 horas apés o
episddio de isquemia. Letras minUsculas comparam grupos em cada variavel. Grupos seguidos de pelo
menos 1 letra em comum ndo diferem estatisticamente. Anova de Kruskal-Wallis.

0,9
1 ' 0,8
; = :
0,3 IQE, % 0,4 =
== ==
. Bl ma
G1 G2 G3 G m2
B m3
Grupos

Mediana; Box: 25%-75%; Haste: Minimo-Maximo

Figura 9 — Creatinina plasmética (mg.100 mL™) dos ratos. Mediana, 1° e 3° quartis, entre
colchetes, sequndo momento e grupo.
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A Tabela 8 apresenta o resultado da analise das alteracbes pericapsular e

medular por campo analisado (n), por porcentagem (%) e graduacdo de Park. As

alteracbes da regido pericapsular (tanto n quanto

% e grau Park) foram

significativamente maiores em G2 do que em G1 e G3. As alteracdes medulares

apresentaram valores significativamente maiores em G2 do que G1 e G3. Para todas as

variaveis o G2 teve valores maiores.

Tabela 8 - Analises histologicas renais dos ratos. Mediana, 1° e 3° quartis, entre colchetes,

referentes as variaveis de medidas gerais segundo grupo

Grupos
Variavel Gl G2 G3 Valor de p
Pericapsular - n 3,0[1,5;4,5]b 8,0[3,0;11,5]a 2,5[1,0;4,0]b <0,001
focos
Pericapsular (%  12,0[6,0;18,0]b  32,0[12,0;46,0]a  10,0[4,0;16,0]b <0,001
para 25 pontos)
Pericapsular 2,0[1,0;2,0]b 3,0[2,0;3,0]a 1,5[1,0;2,0]b <0,001
Grau (Park et al)
3,0[1,0;5,5]b 5,0[3,0;9,0]a 2,0[0,0;5,0]b <0,001
Medular - n focos
Medular (% para 12,0[4,0;22,0]b  20,0[12,0;36,0]a  8,0[0,0;20,0]b <0,001
25 pontos)
Medular 2,0 [1,0; 2,0]b 2,0[2,0; 3,0]a 1,0[0,0; 2,0]b <0,001

Grau (Park et al)

G1- grupo controle; G2 - grupo CAPE - Caffeic Acid Phenethyl Ester; G3 - grupo diluente. Letras
mindsculas comparam grupos em cada varidvel. Grupos seguidos de pelo menos 1 letra em comum néo

diferem estatisticamente. Anova de Kruskal-Wallis.
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Figura 10 - Anélise das alteracGes pericapsulares renais em % por 25 campos. Os valores

percentuais do G2 foram significativamente superiores aos do G1 e do G3.
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Figura 11-Analise das alteracdes pericapsulares renais segundo os graus de Park. Os valores de
G2 foram estatisticamente superiores ao G1 e ao G3. Entre G1 e G3 ndo houve diferenca

estatistica.
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Figura 12-Analise das alteracbes medulares renais em % por 25 campos. Os valores de G2
foram estatisticamente superiores ao G1 e ao G3. Entre G1 e G3 ndo houve diferenca estatistica.
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Figura 13-Analise das alteracdes medulares renais segundo o grau de Park. Os valores de G2
foram estatisticamente superiores ao G1 e ao G3. Entre G1 e G3 ndo houve diferenca estatistica.
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5.1 MODELO ANIMAL

O animal escolhido para o experimento foi o rato Wistar por possuir algumas
caracteristicas importantes como modelo experimental que exige manuseio delicado
(traqueia, artéria e veia de finos calibres), mas possibilita a coleta do material biolégico
em quantidade suficiente para a realizacdo dos exames laboratoriais, conforme a
literatura (Vianna et al., 2009; Saavedra-Lopes et al., 2008; Semedo et al., 2007; Ozyurt
et al., 2006; Ozer et al., 2005). Estudo mostra em camundongos que animais machos
foram escolhidos por serem mais susceptiveis a leséo por I/R renal (Park et al., 2004).

Para 0 experimento o animal escolhido foi o rato Wistar macho por possuir
algumas caracteristicas importantes como modelo experimental que exige para a sua
execucdo técnicas como intubacdo orotraqueal, dissecacdo e introducdo de cénulas na
veia e na artéria. Isto ira possibilitar a coleta do material biolégico em quantidade
suficiente para a realizacdo dos exames laboratoriais (Vianna et al., 2009; Saavedra-
Lopes et al., 2008; Semedo et al., 2007; Ozyurt et al., 2006; Ozer et al., 2005), além da
pressdo arterial.

A técnica empregada de fazer previamente a nefrectomia direita e basear o
estudo da I/R renal apenas no rim esquerdo tem embasamento em estudos de I/R com o0s
dois rins, evidenciando a capacidade do rim contralateral compensar a funcdo daquele
submetido a isquemia (Islam et al., 1997). Um rim dnico pode ser mais susceptivel a
lesdo de I/R do que quando o outro 6rgao permanece intacto (Fujii et al., 2005).

A anestesia realizada nos animais submetidos ao experimento consistiu na
inducdo pelo isoflurano em respiracdo espontanea sob uma campanula. As
concentragdes do anestésico (4%) na inducéo satisfizeram as condi¢des necessarias para
a intubacdo traqueal, assim como na manutencdo (1,5 a 2%) a imobilidade e o
relaxamento muscular desejados foram alcangados. Estudos existem em que a
traqueostomia foi apresentada como opcdo a intubacdo traqueal, empregando a
ketamina e a xilazina intramusculares, assim como o relaxante muscular pancurdnio
(Akyol et al., 2006). Isoflurano protege a funcgéo renal contra a I/R renal (Hashiguchi et
al., 2005).

A dosagem do CAPE utilizada neste estudo teve embasamento em experimentos
de I/R em ratos através da via intraperitoneal na dose de 10 umol.kg™ (Billen et al.,
2006; Ozyurt et al., 2001; Irmak et al., 2001; Koltuksuz et al., 1999; Atik et al., 2006;
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Ozyurt et al.,, 2006; Akyol et al., 2006), embora a via intravenosa fosse também
utilizada (Huang et al., 2005; Khan et al., 2007; Ozer et al., 2004, 2005), na mesma
dosagem. Existem estudos com dose intravenosa de CAPE de 50 pmol.kg™ (Parlakpinar
et al., 2005).

As escolhas da via intraperitoneal e da dose de CAPE 10 umol.kg™, empregadas
neste estudo, foram baseadas em estudos prévios na Turquia (Koltuksuz et al., 1999;
Ozyurt et al., 2001, 2006, 2007; Calikoglu et al., 2003; Tekin et al., 2008) e no Brasil
(Saavedra-Lopes et al., 2008). Estudos recentes continuam usando a mesma dose pela
mesma via na Turquia (Colbay et al., 2010).

N&o ha relatos na literatura sobre trabalhos experimentais de I/R com o CAPE
em que os animais fossem anestesiados pelo isoflurano. Porém, ha estudo do isoflurano
protegendo a funcéo renal contra a I/R renal (Hashiguchi et al., 2005).

A técnica ventilatéria neste estudo foi a mesma empregada para estes mesmos
animais submetidos a I/R renal por Vianna et al., 2009. Os parametros FiO2 e EtCO2
se mantiveram nos niveis desejados.

Além da reposicdo das perdas com Ringer Lactato, cuidados foram tomados
para que perdas hidricas insensiveis maiores pudessem acontecer, através do
fechamento da parede abdominal (sutura) no intervalo ocorrido (25 minutos) entre o
clampeamento da artéria renal esquerda até o desclampeamento da mesma.

Para a manutencdo da temperatura dos ratos em normotermia foram utilizadas
bolsas térmicas. O acompanhamento da temperatura foi feito pelo monitor mas para
andlise estatistica foram consideradas apenas as temperaturas nos momentos Mle M2,
embora fossem anotadas durante o experimento (Anexos, Tabela 15). A analise dos
resultados dos dados colhidos da temperatura se situaram muito proximos, sem
significancia estatistica (p>0,05) entre os grupos e entre 0os momentos (Tabela 4),
permanecendo dentro da média da temperatura desejada.

Os animais foram pesados imediatamente antes de iniciar o experimento. Os de
maior peso foram os do G2, com diferenca significante dos pesos dos animais do G1 e do
G3 (p<0,0064, Tabela 5). A escolha dos animais de cada grupo ocorreu de maneira aleatoria.

A analise da PAM demonstra que nos 3 grupos ndo houve diferencas
estatisticas de valores em M1. Em M2 do G3 ocorreu o maior valor, com diferenca
estatistica para os valores dos grupos G1 e G2 (Tabela 6).

Discussao



58

5.2 ALTERACOES DA CREATININA PLASMATICA - CrP

A tabela 7 e a figura 9 mostram que em M1, momento da administracdo do
CAPE, ndo houve diferencas entre os valores da Creatinina Plasmatica (CrP) entre os
grupos. Os valores da CrP foram maiores com significancia estatistica nos momentos
M2 (p<0,0012) e M3 (p<0,0014) do G2 em relagdo ao G1 e G3. Os valores maiores da
CrP em M2 e M3 foram encontrados exatamente apds a administracdo do CAPE no G2.

Existe uma relacdo direta, linear, entre o tempo de isquemia e 0s niveis de
creatinina plasmatica e o grau de lesdo. Vinte e cinco minutos de isquemia arterial
dobram os valores basais e quarenta e cinco minutos acarretam um aumento de sete a
oito vezes nos niveis plasmaticos de creatinina, com um grau de necrose significante (>
75%) em relacdo aos valores basais (Park et al., 2008). Seria entdo esperado que a CrP
estivesse aumentada em animais submetidos a I/R renal, mas existe aqui um a
constatacdo que necessita ser abordada: por que nos grupos controle (G1) e diluente
(G3) os valores da CrP foram menores e no grupo CAPE (G2), onde foi administrado
um potente antioxidante, que deveria proteger funcionalmente o rim, estes valores estao
significativamente maiores em M2 e M3.

As informacdes colhidas na literatura nos relatam que no grupo CAPE os valores
da creatinina deveriam estar em valores iguais ou menores do que nos demais grupos.
Estudos experimentais avaliaram a atuacdo do CAPE como protetor renal, impedindo a
elevacdo da creatinina na presenca de substancias tdxicas renais como o litio (Oktem et
al., 2005), a cisplatina (Ozen et al., 2004) ou o contraste radioldgico (Colbay et al.,
2010).

A variacdo da temperatura pode acarretar alterages dos valores da creatinina
durante o periodo de isquemia no rim esquerdo do rato, apds a nefrectomia direita.
Delbridge et al.,, 2007, demonstraram que a hipertermia resulta em grave lesdo e
insuficiéncia renal, enquanto a hipotermia relativa reduziu a lesao renal. A normotermia
determinou a elevagdo transitdria da creatinina. No presente estudo da I/R com o CAPE,
a temperatura em °C dos diversos grupos ficou entre 36,6 + 1,4 e 37,5 £ 1,5 e néo
apresentou valores significantivamente diferentes entre os trés grupos, conforme tabela
4, 0 que evidencia a ndo interferéncia da temperatura sobre os valores encontrados da

creatinina.
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53 ALTERACOES DA HISTOLOGIA RENAL

Todos os valores encontrados nas lesdes renais pericapsulares ou medulares do
G2 (grupo CAPE) foram superiores aos valores encontrados nas lesdes renais do G1
(grupo controle) e do G3 (grupo diluente), conforme apresenta a tabela 8 e as figuras 10,
11, 12 e 13. O grupo controle é aquele que determina os valores basais dos parametros
histopatoldgicos, enquanto o grupo sham é um controle adicional (Atik et al., 2006). O
grupo diluente (G3) neste estudo foi 0 que teve menor alteracdo histopatoldgica, porém
sem diferenca estatistica com o grupo controle (G1). Nos trés parametros analisados
pela tabela 8, todos eles, nimero (n), porcentagem (%) ou pelo grau de Park, os valores
do grupo G2 sdo estatisticamente maiores do que os valores do G1 e do G3 (p<0,001).
Estes dados nos permitem inferir que os valores de G2 estdo significativamente
superiores ndao apenas aos valores basais do G1, grupo controle (Atik et al., 2006), mas
também aos do G3.

O padrdo histolégico de necrose tubular das areas pericapsular e medular,
encontrado nos animais estudados, assemelha-se, em muitos aspectos, ao descrito em
relato sobre lesdes de isquemia e reperfusdo por Park et al., 2008 (alteracBes nucleares
como picnose, caridlise e cariorrexis, além da perda do arcabouco celular). No presente
estudo as alteracdes variaram desde o grau 1 ao grau 3 no G1, do grau 1 ao grau 3 no
G2 e do grau 0 ao grau 2 no G3, com alteracdes significantes do G2 em relacdo aos G1
e G3, com p<0,001 (Tabela 8). O grupo que mais alteracdes histoldgicas apresentou foi
o G2 (figuras 10, 11, 12 e 13), guardando simultaneidade destas alteracdes com o
resultado do G2 da creatinina, onde, apds receber em M1 a administracdo do CAPE,
apresentou valores maiores em M2 e M3, superando os valores do G1 e do G3 nos
mesmos momentos. Houve, pois, uma concomitante alteracdo dos valores da creatinina
e do quadro histopatologico exatamente no G2, 0 que nos trouxe uma situacdo nova,
diferente, pois a literatura relata protecdo do tecido renal pelo CAPE (Oktem et al.,
2005; Ozer et al.,2005; Ozguner et al., 2005; Uz et al., 2005; Parlakpinar et al.,2006),
protecdo do tecido renal pelo CAPE nos casos de I/R renal (Gurel et al., 2004; Ozyurt et
al., 2001; Irmak et al., 2001) ou protecdo pelo CAPE nos casos de I/R em outros tecidos
néo renais (Huang et al., 2005; Yildiz et al., 2009; Ozyurt et al., 2007; Khan et al., 2007,
Aydogan et al., 2007; Tamer et al., 2004; Ozer et al., 2004; Calikoglu et al., 2003;
Koltuksuz et al.,1999; Atik et al., 2006; Ozyurt et al., 2006; Tekin et al., 2008).
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Levantamos aqui uma questdo mais ampla: por que exatamente no grupo que
recebeu a droga antioxidante protetora CAPE ocorreu alteragdes funcionais (aumento da
CrP) e anatdbmicas (maiores presencas de necrose tubular) do que nos outros dois grupos
que nao receberam o CAPE?

5.4  ACOES DO CAPE, DO ROS E DO ISOFLURANO

O CAPE é um antioxidante varredor do ROS (Irmak et al., 2003; Ozyurt et al.,
2001) e, conforme a literatura, oferece protecdo renal. Portanto, o grupo G2, deveria
apresentar menores alteracdes anatomicas (histoldgicas) e menores valores das
alteracbes funcionais (creatinina plasmatica), o que ndo ocorreu neste estudo. O
resultado esperado foi dispar, necessitando se estabelecer as possiveis hipoteses pela
ocorréncia de tais resultados. As hipdteses a serem estabelecidas podem ser analisadas
sob a dtica de que neste estudo do PCI com o uso do CAPE houve anestesia com o
isoflurano, fato até hoje ndo relatado. Estudos demonstram que o esperado pré-

condicionamento anestésico (PCA) pelo isoflurano pode ser inibido nas células por:

1 - Varredores do ROS:

1) N-2-mercaptopropionil glicina (MPG) e Mn (l11)tetrakis 4-acido benzoico
(MnTBAP): Millenheim et al., 2002;

2) N-2-mercaptopropionil glicina (MPG): Tsutsumi et al., 2007,
3) Ne-acetilcisteina (NAC) e MPG: Tanaka et al., 2002;
4) NAC: Colbay et al., 2010;

5) Dimetiltioureia (DMTU): Sang et al., 2006.

2 - Blogueadores do Katp:
1) acido 5 hidroxidecanoico: 5-HD: Tanaka et al., 2003;
2) glibenclamida: Cope et al., Kersten et al., Cason et al., 1997;
3) glibenclamida: del Valle et al., 2002.

Cabe-nos abordar a tese de que o CAPE, sendo um potente antioxidante na

concentracéo de 10 umol.kg™, também bloqueia completamente a produc&o de ROS em
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neutréfilos humanos e o sistema xantino/xantino oxidase (Sud’'ina et al., 1993), pois €
um varredor de ROS. E importante lembrar que esta afirmacéo se refere ao ser humano
e que este atual estudo foi realizado em ratos.

Pasqualin & Auler Jr, 2008, relatam que ROS desempenha um papel importante
no PCA, afirmando que varredores de radicais livres administrados durante o tratamento
prévio com isoflurano aboliram os efeitos protetores contra a lesdo de I/R. Esta
afirmacéo feita, por sua vez, encontra respaldo no trabalho de Mullenheim et al., 2002,
que estudaram coelhos anestesiados com a-cloralose, submetidos a 30 minutos de
oclusdo da coronaria, seguido de 2 horas de reperfusdo. Dois grupos receberam
isoflurano e também varredores de radicais livres como MPG (1 mg.kg™.min™) e
MnTBAP (100 pg.kg™.min™). Dois outros grupos receberam isoflurano sem os
varredores. A area de infarto foi reduzida de 49 + 17% no grupo de isoflurano sem
varredores, em relacdo ao grupo controle. Os grupos que receberam isoflurano e
varredores tiveram o efeito do pré-condicionamento abolido (isoflurano mais MPG: 50
+ 24%, p=0,02; isoflurano mais MnTBAP: 55 + 10%, p=0,001). Este estudo concluiu
que o pré-condicionamento com isoflurano depende da liberacdo de radicais livres. O
CAPE, assim como 0 MPG, é um varredor de ROS, produtor de radicais livres, o que
provavelmente ocorreu neste presente estudo, onde o isoflurano ndo apresentou seu
PCA devido a ndo existéncia do ROS, que foi varrido. A contra prova existe no atual
estudo do CAPE: nos grupos em (G1 e G3), nos quais ndo foram administrados o
CAPE, ndo ocorreram as alteracbes, embora todos os 3 grupos tivessem recebido o
isoflurano. A inferéncia nos leva a tese de que onde houve o CAPE nao houve o ROS,
nem o0s subsequentes radicais livres e nem a protecdo renal, quando os animais
receberam isoflurano. Dai a presenca de maiores lesbes no grupo CAPE, pois o
isoflurano para promover pré-condicionamento necessita da liberacdo de ROS, que
agride os tecidos pela presenca dos radicais livres. A auséncia de radicais livres nao
proporciona o pré-condicionamento pelo isoflurano.

Interessante estudo de protecdo miocardica do camundongo contra lesdo da I/R
in vivo realizado por Tsusumi et al., 2007, mostrou que MPG, um varredor de ROS,
abole PosC induzido por 3 diferentes estimulos: repetidas I/R, isoflurano e SNC-121,
um o receptor opidide agonista. Os efeitos PosC do isoflurano e SNC-121 foram
recapitulados no modelo in vitro da lesdo celular e novamente MPG foi mostrada
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blogueando esta protecdo. Estes resultados sugerem ROS como um importante gatilho
sinalizador envolvido no PosC em todo animal em que provavelmente ocorre ao nivel
do midcito cardiaco. MPG, varredor de ROS a semelhanca do CAPE, nos permite
acreditar que no presente estudo houve o blogqueio do ROS pelo CAPE, o que impediu a
acao protetora do isoflurano.

Tanaka et al., 2002, estudaram coelhos anestesiados com pentobarbital,
submetidos a 30 minutos de oclusdo coronariana, seguidos de 3 horas de reperfusdo. Os
grupos foram randomizados e distribuidos recebendo NaCl 0,9% ou varredores de
radicais livres NAC (150 mg.kg™) ou MPG (1 mg.kg™.min™), na presenca ou auséncia
de isoflurano em 1,0 concentragcdo alveolar minima (CAM). O isoflurano foi
administrado por 30 minutos e descontinuado 15 minutos antes da oclusao da coronaria.
Um probe fluorescente para producéo de anion superéxido (2 mg de dihidroetidio) foi
administrado na auséncia do anestésico volatil ou 5 minutos antes da exposicdo ao
isoflurano em 2 grupos adicionais. Foram avaliadas a area de infarto e a producéo de
anion superéxido. O grupo isoflurano teve area de infarto diminuida em 24 + 4%,
comparado com grupo controle (43 + 3%). Os grupos NAC (43 = 3%) e MPG (42 £
5%) tiveram seus efeitos benéficos abolidos, mas ndo tiveram efeito na area do infarto
(47 + 3% e 46 £ 3%, respectivamente). Isoflurano aumentou a producéo de superéxido,
comparado com grupo controle (p < 0,05). Os resultados indicam que a producdo de
ROS apds a administracdo de isoflurano contribui para proteger o miocardio contra o
infarto in vivo. Este resultado mais uma vez reforca que o CAPE, bloqueando ROS,
promoveu 0 aumento da CrP e aumento das lesdes tubulares.

A nefropatia por contraste tem incidéncia de 3-5% em pessoas sem fatores de
risco. Esta porcentagem sobe para 100% em portadores de risco como no diabetes,
disfuncbes renais, cardiopatia congestiva e idosos (Briguori et al.,, 2003; Rich &
Crecelius, 1990). E a causa mais comum de LRA em pacientes hospitalizados (Nash et
al., 2002; Lameire et al., 2005; Singri et al., 2003). Fatores como desidratagéo,
nefrectomia unilateral (Heyman et al., 1988) e aplicacdo anterior de indometacina
(Heyman et al., 1994) ou L-nitro arginina metil éster (Conesa et al., 2001) podem ser
usados para induzir nefropatia por contraste. Ap0Os injecdo intravenosa, 0 contraste
diatrizoato € imediatamente diluido no plasma circulante. O equilibrio é alcangado em
10 minutos com o compartimento intracelular e é excretado sem alterac@es pela filtracéo
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glomerular renal. Cuidados clinicos devem ser tomados, como hidratacdo prévia e uso
da N-acetilcisteina (NAC) antes do procedimento radiolégico para evitar a nefropatia
(Tepel et al., 2000). NAC possui propriedades antioxidantes como varredor do ROS e
também por facilitar a biossintese da glutationa (Asif & Epstein, 2004). O CAPE,
antioxidante e varredor de radicais livres, protege 0s rins contra as toxicidades causadas
pela gentamicina, tetracloreto de carbono, cisplatina e carbonato de litio (Ogeturk et al.,
2005; Ozen at al., 2004; Parlakpinar et al., 2005; Oktem et al., 2005).

Colbay et al., 2010, estudaram os efeitos protetores renais do CAPE e da NAC
na nefropatia induzida pelo contraste diatrizoato. Quarenta e dois ratos adultos foram
divididos em seis grupos experimentais: 1°) controle; 2°) contraste diatrizoato
intravenoso (CIV) 7 mL.kg™; 3°) CAPE (injecéo intraperitoneal de 50 pmol.kg™.dia™);
4°) NAC (injecéo intraperitoneal de 10 mg.kg™.dia™); 5°) CIV (pretratado com CAPE
intraperitoneal); 6°) CIV pretratado com NAC intraperitoneal. CAPE e NAC foram
administrados diariamente. Todos os ratos foram privados de agua até o terceiro dia,
quando o CIV foi administrado aos grupos CIV, CAPE+CIV, NAC+CIV. Os ratos
foram sacrificados no quinto dia. Os valores de oxidantes e antioxidantes foram
avaliados. Foram avaliadas as lesdes histoldgicas (anatdmicas) e funcionais (dosagem
de CrP). As lesbes histologicas renais foram maiores no grupo CIV, enquanto 0s grupos
CAPE+CIV e NAC+CIV apresentaram mais lesdes do que os grupos controle e CAPE e
NAC. Os niveis de CrP dos grupos CAPE+CIV e NAC+CIV foram maiores do que no
grupo controle, mas foram significativamente menores do que no grupo CIV. Os valores
da CrP do grupo NAC+CIV foram significativamente maiores do que os do grupo
CAPE+CIV. Os niveis de MDA foram significativamente menores nos grupos
CAPE+CIV e NAC+CIV do que no grupo CIV. O CAPE protegeu a estrutura e a
funcéo renais tdo bem quanto o NAC contra as lesdes causadas pelo CIV através de seus
varredores de radicais livres e efeitos anti-inflamatorios. Neste estudo, a diminuicdo da
atividade das enzimas antioxidantes sugere que foram consumidas devido ao aumento
do estresse oxidativo. O aumento da atividade enzimatica antioxidante pode ser a
resposta para a lesdo renal apds a aplicacdo do contraste e efetivamente diminui os
peréxidos. Ratos que receberam CAPE antes de contraste tém aumento das atividades

de GSH-Px e CAT nos tecidos renais. Catalase peroxisomal ou GSH-Px varrem H202

produzido pela SOD, uma enzima antioxidante especifico, que protege células contra
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efeitos toxicos dos radicais superoxidos (Fadillioglu et al., 2003; Yilmaz et al., 2004).
CAPE e NAC mostraram proteger o rim contra lesdéo da I/R pela diminuicdo da
peroxidacdo lipidica (Sud’'ina et al., 1993; Voghel et al., 2008). Diminui¢éo da lesdo
oxidativa apos a aplicacdo de CAPE ou NAC tem sido associada com seus varredores
de radicais livres e efeitos anti- inflamatdrios. LRA induzida por contrastes foi reduzida
com CAPE e NAC no presente estudo. O CAPE pode ser Util para prevenir lesdes do
tecido renal produzidas por contrastes, principalmente em pacientes de alto risco.

Sang et al., 2006, sugeriram que isoflurano produz pré-condicionamento
atrasado na lesdo isquémica da medula espinhal pela liberacdo de radicais livres no
coelho. O experimento foi randomizado e constou de 7 grupos: controle, submetido a
isquemia medular sem pretratamento; grupos isoflurano-24 horas, isoflurano-48 horas e
isoflurano-72 horas, que receberam por 40 minutos de 1,0 CAM de isoflurano a 100%
de oxigénio por dia durante 5 dias consecutivos, com o ultimo tratamento 24, 48 e 72
horas, respectivamente, antes da isquemia da medula; trés outros grupos que receberam
somente oxigénio a 100% por 24, 48 e 72 horas por 5 dias consecutivos, com o ultimo
pretratamento 24, 48 e 72 horas antes da isquemia da medula. Os animais do grupo
isoflurano e do grupo oxigénio receberam 3 mL.kg”? de salina intraperitoneal 1
horaantes de cada sessdo. Em todos os grupos foi administrado a dimetiltioureia
(DMTU) a 10%, um potente varredor de radicais livres, dissolvido na salina (3 mL.kg™)
intraperitoneal. 24 horas ap6s o Ultimo pretratamento, os animais foram submetidos a
isquemia da medula, pela oclusdo da aorta infrarrenal por 20 minutos. 48 horas apds a
reperfusdo, a funcdo neuroldgica e a histopatologia foram realizadas. Os resultados
neuroldgicos e histipatologicos dos grupos iso24h e iso48h foram melhores do que os
do grupo controle (p < 0,005); os resultados do grupo controle ndo apresentaram
diferengas com os grupos 0,24h, 0,48h, O,72h e iso 72h (p > 0,05). Os resultados no
grupo isoflurano foram melhores do que DMTU+iso, O,,e DMTU+O, (p < 0,01); ndo
houve diferenca entre os resultados DTMU+iso, O,, e DTMU+O; (p > 0,05). A
inferéncia: isoflurano produz atraso no pré-condicionamento contra a lesdo isquémica
da medula e os efeitos benéficos podem ser dependentes da liberagdo de radicais livres.
Estes dados nos permitem acreditar que o CAPE, varredor de ROS como o DMTU,
impediu que o isoflurano pudesse promover efeitos benéficos sobre o estado funcional e

anatomico renal.
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Tanaka et al., 2003, testaram a hipotese da abertura mitocondrial dos Katp ser o
gatilho do PCA do isoflurano ocorrer pela producdo de ROS in vivo. Coelhos foram
anestesiados com pentobarbital e foram submetidos a 30 minutos de oclusdo
coronariana seguidos de 3 horas de reperfusdo. Os coelhos estavam randomizadamente
distribuidos para receber solucdo salina (NaCl a 0,9%) ou apenas o blogueador seletivo
do canal mitocondrial Katp, &cido 5-hidroxidecandico (5-HD) 10 minutos antes ou
imediatamente apds 30 minutos de exposicdo a concentracdo alveolar minima (CAM)
do isoflurano. Isoflurano diminuiu a area do infarto em 19 + 3% (p < 0,05) no
ventriculo esquerdo, enquanto o grupo controle diminuiu 38 * 4%. 5-HD administrado
antes, mas ndo apos o isoflurano, aboliu este efeito benéefico (37 + 4%) comparado a 24
+ 3%. O resultado indica que 5-HD administrado 10 minutos antes da exposicdo ao
isoflurano bloqueia a prote¢do miocardica, mas 5-HD administrado apds a exposicdo ao
isoflurano ndo afeta a area do infarto. Os dados sugerem que a abertura do canal
mitocondrial Katp age como um gatilho no pre-condicionamento induzido pelo
isoflurano em coelhos. A conclusdo: a protecdo miocardica induzida pelo isoflurano
requer a ativacdo do canal mitocondrial Karp € producdo de ROS. N&o havendo a
producdo do ROS, o isoflurano ndo apresentou condicGes para promover o pré-
condicionamento. Este estudo reforca a tese da necessidade da existéncia do ROS para o
isoflurano produzir o PCA.

Em 1997, Cope et al., Kersten et al. e Cason et al., demonstraram que exposicdes
efémeras do coracdo animal a anestésicos volateis potentes conduziam a estado de
parcial protecdo dos efeitos de isquemia e reperfusdo. Esta protecdo foi caracterizada
pela fase de memoria (ficou intacta apos a descontinuacdo do anestésico) e foi inibida
pela glibenclamida canal Karp inibidor. Estas caracteristicas e a grandeza da protecdo
obtida, sugeriu como PCI o termo pré-condicionamento anestésico (PCA) adotado. Este
estudo nos leva a idéntica conclusdo do estudo de Tanaka et al., 2003.

Conhecimentos do mecanismo do PCA e sua semelhanca com o PCIl séo
importantes na compreensdo como células e Orgaos saudaveis reagem ao estresse
isquémico. Isto também é importante para conhecer se PCA ocorre em modelos animais
mais idosos ou com doencas cardiacas e humanos idosos com doencga cardiaca. N&o esta
claro se PCI pode ser sucessivamente induzido no modelo animal idoso e estudos do
PCI no modelo cardiaco de doenca (diabetes) sdo poucos (del Valle et al., 2002). PCI
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pode ser induzido em pacientes. Todavia, PCI parece ndo ocorrer em pacientes diabético
ou de idade avangada, em pacientes tomando glibenclamida sulfonilureia (bloqueador
de canal Katp), € com 0 concomitante uso de solugdes cardioplégicas durante by-pass
cirrgico. Todavia, poucos estudos indicam ser o PCI mantido em pacientes idosos.
Durak et al., 1999, relataram que isoflurano prejudica o sistema de defesa
antioxidante no rim da cobaia. Neste trabalho, isoflurano foi selecionado para
investigacdo em 3 grupos de 5 cobaias: 1°) isoflurano a 2,0% por 30 minutos por dia por
3 dias consecutivos; 2°) recebeu apenas oxigénio puro nas mesmas condicdes; 3°) grupo
controle. No fim do experimento, 2 horas ap0s o ultimo tratamento com isoflurano, os
animais foram sacrificados e seus rins removidos. MDA, resisténcia oxidativa (OR) e
GSH-Px estiveram aumentadas no grupo isoflurano, comparado com o grupo controle, o
que prejudicou a defesa antioxidante dos tecidos renais. Ndo houve diferenca entre
grupo controle e grupo oxigénio. Ndo houve diferenca entre uréia e creatinina séricas
entre grupos, 0 que indica auséncia de prejuizo da funcéo renal. Exame histopatolégico
revelou congestdo glomerular, hipercelularidade glomerular, necrose das células
tubulares proximais e residuos celulares na luz dos tubos distais no grupo isoflurano.
Ndo houve alteragdes no grupo controle e no grupo oxigénio houve congestdo
glomerular minima e perda do citoplasma em algumas células do tubo proximal. Os
resultados demonstram que o tratamento com isoflurano prejudicou os sistemas de
defesa antioxidante enzimatico e ndo enzimatico nos tecidos renais. Isoflurano e ou um
dos seus metabdlitos podem fazer parte da inibicdo dos enzimas SOD e CAT. Aumento
da resisténcia oxidativa também supbe a hipdtese que isoflurano causa pré-oxidacdo
nas estruturas celulares. Parece que isoflurano resulta em consideravel perda do sistema
de defesa antioxidante e acarreta estresse oxidante no tecido renal, cujo aumento dos
niveis do MDA no tecido afetado. Por causa da reduzida capacidade de defesa
antioxidante, células tubulares foram expostas aos radicais livres através das reacoes
mediadas pela peroxidagdo. Os resultados histopatologicos revelam consideraveis
desarranjos como congestdo glomerular, necrose das células tubulares proximais e
residuos celulares na luz dos tabulos distais dos tecidos afetados. Embora houvesse
lesbes histoldgicas, ndo houve insuficiéncia funcional (uréia e creatinina). As
alteracOes tubulares renais relatadas por Durak et al., 1999, se assemelham aquelas

ocorridas com a utilizacdo do CAPE e do isoflurano, neste trabalho. Algumas
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investigacOes sugerem que nefrotoxicidade por compostos fluoretos surgem de fluoretos
volateis de fluoretos inorgénicos (Mazze et al., 1972), os quais podem inibir sistemas
enzimaticos (Ellenhorn et al., 1988).

Existem controvérsias a respeito do beneficio dos varredores do ROS durante a
lesdo I/R. ROS contribui para a disfuncdo miocardica pos-isquémica (Bolli et al., 1989).
MPG, varredor do ROS, administrado antes da reperfusdo, atenua a disfuncao
miocardica pos-isquémica (Bolli et al., 1989; Myers et al., 1986). Inversamente, ROS
pode ser gatilno da protecdo cardiaca induzida pela isquemia (Pain et al., 2000) e
precondicionante farmacolégico (Cohen et al., 2001). Outro estudo com MPG antes do
estimulo precondicionante isquémico no coracdo de coelhos atenua a protecdo contra a
lesdio da I/R (Baines et al.,, 1997). Estes estudos sugerem um importante papel
provisério do ROS no pré-condicionamento e na lesdo I/R. Neste presente estudo da
protecdo renal, o CAPE foi administrado antes do clampeamento da artéria renal
esquerda (insulto isquémico). Para haver o precondicionamento do isoflurano ha
necessidade de existir a liberacdo do ROS, e o CAPE, varredor do ROS, como a NAC e
MPG, pode inibir o estresse oxidativo do isoflurano.

Producdo de ROS tem sido observada desde os primeiros minutos da reperfusédo
e € proposta como um mecanismo maior da lesdo por reperfusdo (Becker, 2004).
Estimulos protetores cardiacos como PCI, anestésicos inalatorios e opidides tém
induzido um sinal intenso do ROS que protege da subsequente lesdo (Cohen et al.,
2001; Pain et al., 2000; Tanaka et al., 2002). PosC atenua a geracao deletéria do ROS e
este pode ser um importante componente da protecdo cardiaca permitida pelo PosC nos
modelos in vivo (Kin et al., 2004) e in vitro (Sun et al., 2005). Penna et al., 2006,
mostraram que varredores do ROS blogueiam a reducdo do tamanho do infarto do PosC
em coracdes de ratos ex vivo sugerindo que ROS seja o gatilho do PosC; porém, os
modelos ex vivo apresentam certa limitacdo na importancia. Todavia, no presente
estudo, utilizando camundongo em modelo in vivo ou PosC, foi investigado se ROS esta
envolvido em importante cascata comandante do PosC isquémico e farmacoldgico e
determinou que este mecanismo foi responsavel pelo PosC em midcitos cardiacos
ventriculares.

O papel do ROS no PosC nédo esta claro. Recentes publicagcbes mostram que

PosC atenua a producdo de ROS imediatamente na reperfuséo in vivo no coragdo do
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rato (Kin et al., 2004). O mesmo grupo demonstrou que PosC hipdxico in vitro resultou
na diminuicdo de células mortas, diminuicdo da producdo de ROS e na diminuigdo da
carga mitocondrial de calcio (Sun et al., 2005). Os autores sugerem que reducao de ROS
representa um importante componente da protecdo cardiaca fornecida pelo PosC.
Todavia, Penna et al., 2006, demonstraram que varredores do ROS atenuam PosC no
coracdo isolado do rato perfundido com solucdo de Langendorff. Os resultados de
Tsutsumi et al., 2007, confirmam os achados de Penna et al., 2006, sugerindo ROS
como gatilho no PosC no camundongo in vivo no modelo de leséo de I/R utilizando trés
diferentes estimulos de PosC, mostrando que a geracdo de ROS pelo estimulo protetor
nos miocitos cardiacos pode estar envolvida no mecanismo do PosC. A identificacdo
das variedades especificas do ROS envolvido e a localizagdo do lugar da producdo do
ROS, assim como o0 mecanismo para a inducdo do sinal da transducdo protetora,
necessitam ser elucidados em futuros estudos.

Stowe et al., 2004, estudaram pré-condicionamento cardiaco por anestésicos
halogenados. Agentes anestésicos volateis como halotano, isoflurano e sevoflurano sao
as drogas mais comumente usadas para manter o padrdo da anestesia geral. Ha muito
tempo sdo conhecidos para prover protecdo contra o efeito da isquemia e reperfusao
cardiaca. VVarios mecanismos sdo atribuidos a esta protecédo cardiaca, incluindo dilatacédo
coronariana, reducdo da contratilidade com correspondente diminuicdo da demanda
metabdlica e o efeito da diminuicdo da entrada do Ca** através dos canais L-tipo Ca?+.

Recentemente, a fase de memoria da cardioprotecdo tem sido observada por
estes agentes, com inibicdo pelo KATP. Estas sequéncias sugerem um caminho em que
partes dos componentes utilizados no PCI, a despeito das diferencas marcantes entre
estes dois estimulos e o termo PCA, tem sido adotado. Varredores do ROS praticam
PCA, sugerindo um efeito dos agentes anestésicos para causar a formacao de ROS. Tais
efeitos tém sido recentemente diretamente demonstrados. O mecanismo pelo qual estas
drogas induzem a formacdo de ROS ndo esta clara. Todavia, a inibicdo direta do
transporte de elétrons mitocondrial do sistema enzimatico e as alteragdes bioenergéticas
mitocondriais nos coragdes pré-condicionados pelos anestésicos volateis, fortemente,
implica a mitocondria como alvo para estes efeitos. Além disso, diminuicdo da
formacdo de ROS durante a I/R em coragdes pré-condicionados pelos anestésicos

volateis podem assinalar a melhora da estrutura e da funcéo pds-isquémica.
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Vaérios aspectos do PCA parecem ser os mesmos do PCI, sugerindo que, pelo
menos em parte, a sinalizacdo da sequéncia é comum para estes altamente diferentes
estimulos. ROS é pré-requisito para PCl e também parece ser como PCA, mas nem as
espécies reativas especificas nem o papel de jogar como indutor do pré-
condicionamento é conhecido. O mecanismo pelo qual os anestésicos induzem a
formacéo de ROS é também desconhecido, como a precisdo dos caminhos das células
sinalizadoras que produzem o estado de protecdo cardiaca. Todavia, o relatado efeito da
exposi¢do ao anestésico para inibir a respiragdo mitocondrial fortemente implica os ETS
(eletronic transport system) como fontes da geracdo de ROS que inicia PCA,
exatamente como KATP podem ser mediador e efetor do PCA.

Estudo recente mostra que outro anestésico halogenado (sevoflurano)
precondiciona protecao de tecido nervoso através do ROS (Yang et al., 2011).

Existem, conforme o exposto, argumentacfes com embasamento em estudos
experimentais, que o isoflurano necessita da presenca do ROS para promover o PCA
(Mdllenheim et al., 2002; Pasqualin & Auler Jr, 2008; Tsusumi et al., 2007; Tanaka et
al., 2002; Sang et al., 2006; Tanaka et al., 2003; Cope et al., Kersten et al. e Cason et al.,
1997, Durak et al., 1999). Por outro lado, o CAPE, atraves de sua acao antioxidante, se
manifesta como um varredor do ROS (Sud'ina et al., 1993, Irmak et al., 2003; Ozyurt et
al., 2001). Neste estudo, houve a administracdo prévia de isoflurano, seguida da
administracdo intraperitoneal do CAPE. Isoflurano administrado isoladamente protege o
rim (Hashiguchi et al., 2005). O CAPE administrado sem I/R renal e sem o isoflurano
protege o rim (Ozen et al., 2004, Oktem et al., 2005, Colbay et al., 2010, Oktem et al.,
2005; Ozer et al.,2005; Ozguner et al., 2005; Uz et al., 2005; Parlakpinar et al., 2006).
Em experimentos com I/R renal sem isoflurano o CAPE também protege o rim (Gurel
et al., 2004; Ozyurt et al., 2001; Irmak et al., 2001). A associacdo isoflurano/CAPE,

COmMO ocorreu neste experimento, promoveu efeitos lesivos ao tecido renal.

Discussao



6 CONSIDERACOES FINAIS




71

O CAPE e o isoflurano sdo protetores da funcdo renal. Porém, o CAPE,
impedindo a presenga de oxidantes, impediu a presen¢a do ROS. Sem ROS, n&o houve
a acdo pré-condicionante do isoflurano, o que promoveu importantes lesGes renais.
N&o ha estudos relatados de I/R renal em que houvesse a associacdo de anestesia pelo

isoflurano e administragdo do CAPE.

Consideracdes Finais
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Observando-se o0s resultados encontrados verifica-se que o modelo
experimental apresentado produziu:
1) alteragdes funcionais (aumento da creatinina) no grupo CAPE;
2) alteragdes histoldgicas (maior presenca de necrose tubular aguda) no
grupo CAPE.

Conclusbes
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Tabela 9 - Grupo Controle (G1) - Laparotomia, nefrectomia direita, isquemia rim E dos ratos

01, 02, 03 e 04

G1-Rato 01 —320 g - 13.10.2008

9:25h 9:55h 10:40 10:45
Momentos min 0 15 30 35 40 50 65 70 Extu

M1 NefD Isq Desc M2 bacéo
Temp °C 364 371 381 375 371 361 36,7 36,0
PAM 116 115 113 110 60 53 67 80
G1-Rato 02 — 350 g - 13.10.2008

12:50h
Momentos min 0 15 30 35 40 50 65 70 Extu

M1 NefD Isq Desc M2 bacao
Temp® C 368 376 383 383 384 380 376 37,2
PAM 80 93 86 90 93 60 50 97
G1-Rato03 —318 g - 13.10.2008
15:20h

Momentos min 0 15 30 35 40 50 65 70 Extu

M1 NefD Isq Desc M2 bacao
Temp® C 37,3 385 383 385 385 385 383 37,0
PAM 80 76 61 76 71 68 61 44
G1-Rato 04 —310 g - 14.10.2008

08:55h

Momentos 0 15 30 35 40 50 65 70 Extu
min M1 NefD Isq Desc M2 bacao
Temp® C 38,7 38,3 37,7 36,9 36,4 38,1 38,9 389
PAM 125 109 112 96 84 89 45* 75
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Tabela 10 - Grupo Controle (G1) - Laparotomia, nefrectomia direita, isquemia rim E dos ratos

05, 06, 07 e 08

G1-Rato 05 —310 g - 14.10.2008

11:05h
Momentos min 0 15 30 35 40 50 65 70 Extu
M1 NefD Isq Desc M2 bacéo
Temp® C 382 385 383 378 371 368 39 38,0
PAM 110 104 108 69 75 62 44 98
G1-Rato 06 —310 g - 14.10.2008
15:50h
Momentos min 0 15 30 35 40 50 65 70 Extu
M1 NefD Isq Desc M2 bacao
Temp® C 386 381 376 36,6 362 382 38,9 389
PAM 125 109 112 96 84 89 45* 75
G1-Rato 07 —300 g - 20.10.2008
9:05h 9:35h 9:45 10:10 10:15h
Momentos min 0 15 30 35 40 50 65 70 Extu
M1 NefD * Isq Desc M2 bacao
Temp °C 37,3 383 366 36,2 345 351 401 388
PAM 102 119 57 61 78 80 89 64
*QObstrucao do tubo traqueal
G1-Rato 08 — 340 g - 20.10.2008
13:10h 13:40h 13:50h 14:15 14:25h
Momentos min 0 15 30 35 40 50 65 70 Extu
M1 NefD Isq Desc M2 bacao
Temp °C 36,2 367 365 358 346 359 358 349
PAM 130 168 154 127 108 146 88 90
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Tabela 11 - Grupo CAPE (G2) - Laparotomia, nefrectomia D + isquemia renal E + injecdo

intraperitonial de solu¢édo do CAPE dos ratos 01, 02, 03, 04 e 05

G2-Rato 01 (440 g + 0,250 mL de CAPE) — 10.11.2008

09:30h 10:00h 10:10h 10:35h 10:40h
Momentos min 0 15 30 35 40 50 65 70
M1 NefD Isq Desc PosD M2
Temp °C 354 36,9 37,3 36,6 36,0 365 37,3 37,2 36,2
PAM 119 147 144 94 108 108 115 71 114
G2-Rato 02 (380 g + 0,216 mL de CAPE) —10.11.2008
13:00 h 13:30h 13:40h 14:05h 14:15
Momentos min 0 15 30 35 40 50 65 70
M1 NefD Isq Desc P6sD M2
Temp °C 36,6 38,5 394 381 378 37,7 38,9 37,9 37,7
PAM 130 150 123 67 73 115 118 62 123
G2-Rato 03 (450 g + 0,255 mL de CAPE) —10.11.2008
14:55 h 15:25h 15:35h 16:00h 16:15h
Momentos min 0 15 30 35 40 50 65 70
M1 NefD Isq Desc  P6sD M2
Temp °C 35,7 38,7 38,6 36,8 36,0 350 39,0 36,7 35,4
PAM 114 113 109 70 45 41 72 62 71
G2-Rato 04 (470 g + 0,267 mL de CAPE) —10.11.2008
17:00 h 17:30h 17:40h 18:05h 18:15h
Momentos min 0 15 30 35 40 50 65 70
M1 NefD Isq Desc P6sD M2
Temp °C 36,9 38,3 384 375 371 37,2 37,5 37,3 37,1
PAM 114 65 57 59 65 57 48 50 57
G2-Rato 05 (440 g + 0,250 mL de CAPE) —11.11.2008
08:00h 08:30h 08:40h 09:05h 09:15
Momentos min 0 15 30 35 40 50 65 70
M1 NefD Isq Desc  PosD M2
Temp °C 33,7 37,3 384 375 345 358 34,7 33,0 31,5
PAM 116 133 141 48 65 90 85 59 70
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Tabela 12 - Grupo CAPE (G2) - Laparotomia, nefrectomia D + isquemia renal E + injecdo
intraperitonial de solu¢édo do CAPE dos ratos06, 07, 08, 09 e 10

G2-Rato 06 ( 460 g + 0,261 mL de CAPE) —11.11.2008

09:40h 10:10h 10:20h 10:45h 10:50
Momentos min 0 15 30 35 40 50 70
M1 NefD Isq Desc  PosD M2
Temp °C 382 399 380 369 36,8 382 385 37,9
PAM 110 108 98 60 59 104 42 106
G2-Rato 07 (300 g + 0,170mL de CAPE) —11.11.2008
13:25h 13:55h 14:05h 14:30h 14:35
Momentos min 0 15 30 35 40 50 70
M1 NefD Isq Desc  PosD M2

Temp °C 366 379 375 368 359 350 353 345
PAM 122 115 75 54 50 105 40 96
G2-Rato 08 (340 g + 0,193 mL de CAPE) —11.11.2008

15:10h 15:40h 15:50h 16:15h 16:20h
Momentos 0 15 30 35 40 50 65 70
min M1 NefD Isq Desc P6sD M2
Temp °C 37,6 38,1 381 37,8 37,7 379 382 38,0 37,4
PAM 108 111 116 62 59 53 53 48 84
G2-Rato 09 (360 g + 0,204 mL de CAPE) —01.12.2008

13:40h ,
Momentos 0 15 30 35 40 50 65 70
min M1 NefD Isq Desc P6sD M2
Temp °C 37,5 37,9 378 376 372 40 39,8 38,0 37,5
PAM 108 98 82 80 80 66 75 60 70
G2-Rato 10 (360 g + 0,204 mL de CAPE) —01.12.2008

15:40h h h h
Momentos 0 15 30 35 40 50 65 70
min M1 NefD Isq Desc P6sD M2
Temp °C 38,2 37,6 379 38,0 383 394 396 39,2 38,5
PAM 119 111 103 100 96 97 78 60 75
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Tabela 13 - Grupo Diluente (G3) — Laparotomia+nefrectomia D + isquemia renal E + injecdo
intraperitonial da solucéo diluente do CAPE, porém sem o CAPE) dos ratos 01, 02, 03 e 04

G3-Rato 01(420 g + 0,238 mL da solucéo diluente do CAPE) —24.11.2008

08:55h 09:25h 09:35h 10:00h 10:10h

Momentos 0 15 30 35 40 50 65 70
min M1 NefD Isq Desc P6sD M2
Temp °C 36,8 36,6 36,2 352 34,7 364 37,1 37,1 36,7
PAM 111 133 134 100 99 132 133 115 128

G3-Rato 02(350 g + 0,198 mL da solucéo diluente do CAPE) —24.11.2008

10:40h 11:10h 11:20h 11:45h 11:55h
Momentos 0 15 30 35 40 50 65 70
min M1 NefD Isq Desc P6sD M2
Temp °C 36,8 38,6 38,3 381 374 389 38,8 38,6 38,0
PAM 123 105 106 90 103 94 87 98 105

G3-Rato 03(310 g + 0,176 mL da solucéo diluente do CAPE) —25.11.2008

08:40h 09:10h 09:20h 09:45h 09:55h
Momentos 0 15 30 35 40 50 65 70
min M1 NefD Isq Desc P6sD M2
Temp °C 34,8 36,7 36,6 345 34,1 365 36,6 36,6 36,1
PAM 127 112 98 60 78 114 110 40 102

G3-Rato 04(370 g + 0,210 mL da solugéo diluente do CAPE) —25.11.2008

10:45h 11:15h 11:25h 11:50h 11:54h
Momentos 0 15 30 35 40 50 65 70
min M1 NefD Isq Desc P6sD M2
Temp °C 36,9 38,6 37,5 36,9 357 386 39,4 38,4 36,9
PAM 104 102 56 47 77 82 79 70 89
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Tabela 14 - Grupo Diluente (G3) — Laparotomia+nefrectomia D + isquemia renal E + injecdo
intraperitonial da solucéo diluente do CAPE, porém sem o CAPE) dos ratos 05, 06, 07 e 08

G3-Rato 05(430 g + 0,244mL da solucéo diluente do CAPE) — 25.11.2008

13:25h 13:55h 14:05h 14:30h 14:36h
Momentos 0 15 30 35 40 50 65 70
min M1 NefD Isq Desc P6sD M2
Temp °C 36,1 37,2 37,2 36,0 359 374 38,0 37,0 35,1
PAM 96 100 89 40 88 81 92 65 77

G3-Rato 06 (390 g + 0,221 mL da solu¢édo diluente do CAPE) —25.11.2008

15:10h 15:40h 15:50h 16:15h 16:15h
Momentos 0 15 30 35 40 50 65 70
min M1 NefD Isq Desc P6sD M2
Temp °C 36,0 38,5 38,3 378 372 37,7 39,3 38,9 37,8
PAM 108 111 104 67 71 89 86 75 80

G3-Rato 07 (420 g + 0,244 mL da solucao diluente do CAPE) —01.12.2008

09:00 h 09:30 h 09:40 h 10:05 h
Momentos 0 15 30 35 40 50 65 70
min M1 NefD Isq Desc P6sD M2
Temp °C 39,0 38,2 38,2 37,3 373 385 38,5 38,2 37,9
PAM 91 89 77 58 64 66 64 70 75

G3-Rato 08 (340 g + 0,193 mL da solucé&o diluente do CAPE) —01.12.2008

11:00h h h h
Momentos 0 15 30 35 40 50 65 70
min M1 NefD Isq Desc P6sD M2
Temp °C 37,0 38 38,5 380 37 37,9 38 37,9 37,6
PAM 108 105 95 80 76 84 56 65 60
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Tabela 15 - Resultados Temperatura dos Ratos (°C)

Resultados TemperaturaG1(Controle)

RATO 01 36,4 36

RATO 02 36,8 37,2
RATO 03 37,3 37

RATO 04 38,7 38,9
RATO 5 38,2 38

RATO 6 39,6 38,9
RATO 7 37,3 38,8
RATO 8 36,2 34,9

Resultados Temperatura G2 (CAPE)
RATO 01 35,4 36,2
RATO 02 36,6 37,7
RATO 03 35,7 35,4
RATO 04 36,9 37,1
RATO 05 33,7 31,5
RATO 06 38,2 37,9
RATO 07 36,6 34,5
RATO 08 37,6 37,4
RATO 09 37,5 37,5
RATO 10 38,2 38,5
Resultados Temperatura G (Diluente)

RATO 01 36,8 36,7
RATO 02 36,8 38

RATO 03 34,8 36,1
RATO 04 36,9 36,9
RATO 05 36,1 35,1
RATO 06 36 37,8
RATO 07 39 37,9
RATO 08 37 37,6
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Tabela 16 - Resultado dos pesos dos ratos (em gramas)

Peso dos Ratos G1 (Controle)

RATO 01 320
RATO 02 350
RATO 03 318
RATO 04 310
RATO 5 310
RATO 6 310
RATO 7 300
RATO 8 340
Peso dos Ratos G2 (CAPE)
RATO 01 440
RATO 02 380
RATO 03 450
RATO 04 470
RATO 05 440
RATO 06 460
RATO 07 300
RATO 08 340
RATO 09 360
RATO 10 360
Peso dos Ratos G3 (Diluente)

RATO 01 420
RATO 02 350
RATO 03 310
RATO 04 370
RATO 05 430
RATO 06 390
RATO 07 420
RATO 08 340
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Tabela 17 - Resultados PAM dos Ratos (mmHg)

Resultados PAM G1  (Controle)
RATO 01 116 80
RATO 02 80 97
RATO 03 80 44
RATO 04 125 75
RATO 5 110 98
RATO 6 125 75
RATO 7 102 64
RATO 8 130 90

Resultados PAM G2 (CAPE)

RATO 01 119 114
RATO 02 130 123
RATO 03 114 71
RATO 04 114 57
RATO 05 116 70
RATO 06 110 106
RATO 07 122 96
RATO 08 108 84
RATO 09 108 70
RATO 10 119 75

Resultados PAM G3 (Diluente)
RATO 01 111 128
RATO 02 123 105
RATO 03 127 102
RATO 04 104 89
RATO 05 96 77
RATO 06 108 80
RATO 07 91 75
RATO 08 108 70
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Tabela 18 - Resultados da Creatinina dos Ratos (mg.dL™)

Resultados Creatinina G1 (Controle)

RATO 01 0,3 0,5 0,7
RATO 02 0,3 0,5 0,8
RATO 03 0,4 0,4 1,2
RATO 04 0,4 0,4 0,6
RATO 5 0,4 0,4 1
RATO 6 0,4 0,7 15
RATO 7 0,3 0,6 3,7
RATO 8 0,3 0,5 0,6
Resultados Creatinina G2 (CAPE)

RATO 01 0,6 0,9 2,6
RATO 02 0,4 0,9 4,7
RATO 03 0,5 0,8 5,2
RATO 04 0,4 0,8 3,6
RATO 05 0,5 0,8 4.4
RATO 06 0,4 0,8 3,8
RATO 07 0,4 0,6 1,6
RATO 08 0,4 0,6 3,6
RATO 09 0,3 0,6 4,1
RATO 10 0,4 0,7 2,1
Resultados Creatinina G3 (Diluente)

RATO 01 0,4 0,6 1,1
RATO 02 0,4 0,6 1,7
RATO 03 0,4 0,5 0,7
RATO 04 0,3 0,7 0,9
RATO 05 0,3 0,6 0,9
RATO 06 0,4 0,7 0,9
RATO 07 0,4 0,6 4,1
RATO 08 0,4 0,6 1,4
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Tabela 19 - Alterages histolégicas nos rins dos ratos 1, 2, 3 e 4 do Grupo 1
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grupo_patge
Ratol G1
Ratol G1
Ratol G1
Ratol G1
Ratol G1
Ratol G1
Ratol G1
Ratol G1
Ratol G1
Ratol G1
Rato2 G1
Rato2 G1
Rato2 G1
Rato2 G1
Rato2 G1
Rato2 G1
Rato2 G1
Rato2 G1
Rato2 G1
Rato2 G1
Rato3 G1
Rato3 G1
Rato3 G1
Rato3 G1
Rato3 G1
Rato3 G1
Rato3 G1
Rato3 G1
Rato3 G1
Rato3 G1
Rato4 G1
Rato4 G1
Rato4 G1
Rato4 G1
Rato4 G1
Rato4 G1
Rato4 G1
Rato4 G1
Rato4 G1
Rato4 G1
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Tabela 20 - Alterages histolégicas nos rins dos ratos 5, 6, 7 e 8 do Grupo 1
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grupo_patge
Rato5 G1
Rato5 G1
Rato5 G1
Rato5 G1
Rato5 G1
Rato5 G1
Rato5 G1
Rato5 G1
Rato5 G1
Rato5 G1
Rato6 G1
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Rato8 G1
Rato8 G1
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Rato8 G1
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Rato8 G1
Rato8 G1
Rato8 G1
Rato8 G1
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Tabela 21 - Alteraces histolégicas nos rins dos ratos 1, 2, 3, 4 e 5 do Grupo 2
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grupo_patge
Ratol G2
Ratol G2
Ratol G2
Ratol G2
Ratol G2
Ratol G2
Ratol G2
Ratol G2
Ratol G2
Ratol G2
Rato2 G2
Rato2 G2
Rato2 G2
Rato2 G2
Rato2 G2
Rato2 G2
Rato2 G2
Rato2 G2
Rato2 G2
Rato2 G2
Rato3 G2
Rato3 G2
Rato3 G2
Rato3 G2
Rato3 G2
Rato3 G2
Rato3 G2
Rato3 G2
Rato3 G2
Rato3 G2
Rato4 G2
Rato4 G2
Rato4 G2
Rato4 G2
Rato4 G2
Rato4 G2
Rato4 G2
Rato4 G2
Rato4 G2
Rato4 G2
Rato5 G2
Rato5 G2
Rato5 G2
Rato5 G2
Rato5 G2
Rato5 G2
Rato5 G2
Rato5 G2
Rato5 G2
Rato5 G2
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Tabela 22 - Alterages histolégicas nos rins dos ratos 6, 7, 8, 9 e 10 do Grupo 2
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grupo_patge
Rato6 G2
Rato6 G2
Rato6 G2
Rato6 G2
Rato6 G2
Rato6 G2
Rato6 G2
Rato6 G2
Rato6 G2
Rato6 G2
Rato7 G2
Rato7 G2
Rato7 G2
Rato7 G2
Rato7 G2
Rato7 G2
Rato7 G2
Rato7 G2
Rato7 G2
Rato7 G2
Rato8 G2
Rato8 G2
Rato8 G2
Rato8 G2
Rato8 G2
Rato8 G2
Rato8 G2
Rato8 G2
Rato8 G2
Rato8 G2
Rato9 G2
Rato9 G2
Rato9 G2
Rato9 G2
Rato9 G2
Rato9 G2
Rato9 G2
Rato9 G2
Rato9 G2
Rato9 G2
Rato10 G2
Ratol10 G2
Rato10 G2
Ratol10 G2
Rato10 G2
Rato10 G2
Rato10 G2
Rato10 G2
Rato10 G2
Rato10 G2
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Tabela 23 - Alterages histolégicas nos rins dos ratos 1, 2, 3 e 4 do Grupo 3
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grupo_patge
Ratol G3
Ratol G3
Ratol G3
Ratol G3
Ratol G3
Ratol G3
Ratol G3
Ratol G3
Ratol G3
Ratol G3
Rato2 G3
Rato2 G3
Rato2 G3
Rato2 G3
Rato2 G3
Rato2 G3
Rato2 G3
Rato2 G3
Rato2 G3
Rato2 G3
Rato3 G3
Rato3 G3
Rato3 G3
Rato3 G3
Rato3 G3
Rato3 G3
Rato3 G3
Rato3 G3
Rato3 G3
Rato3 G3
Rato4 G3
Rato4 G3
Rato4 G3
Rato4 G3
Rato4 G3
Rato4 G3
Rato4 G3
Rato4 G3
Rato4 G3
Rato4 G3
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Tabela 24 - Alterages histolégicas nos rins dos ratos 5, 6, 7 e 8 do Grupo 3

Campo 40xs
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grupo_patge
Rato5 G3
Rato5 G3
Rato5 G3
Rato5 G3
Rato5 G3
Rato5 G3
Rato5 G3
Rato5 G3
Rato5 G3
Rato5 G3
Rato6 G3
Rato6 G3
Rato6 G3
Rato6 G3
Rato6 G3
Rato6 G3
Rato6 G3
Rato6 G3
Rato6 G3
Rato6 G3
Rato7 G3
Rato7 G3
Rato7 G3
Rato7 G3
Rato7 G3
Rato7 G3
Rato7 G3
Rato7 G3
Rato7 G3
Rato7 G3
Rato8 G3
Rato8 G3
Rato8 G3
Rato8 G3
Rato8 G3
Rato8 G3
Rato8 G3
Rato8 G3
Rato8 G3
Rato8 G3
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Tabela 25 - Alteraces histologicas pericapsulares em % transformadas em graus de Park

% Grau (Park et
Grupo patologia  Pericapsular al) Grupo
911 6 1 Gl
912 18 2 Gl
913 12 2 Gl
914 8 1 Gl
915 10 2 Gl
916 4 1 Gl
917 30 3 G1
918 10 2 Gl
919 4 1 G2
920 4 1 G2
921 38 3 G2
922 48 3 G2
923 20 2 G2
924 32 3 G2
925 36 3 G2
926 30 3 G2
927 48 3 G2
928 36 3 G2
929 8 1 G3
930 16 2 G3
931 8 1 G3
932 20 2 G3
933 8 1 G3
934 0 0 G3
935 20 2 G3
936 20 2 G3
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Tabela 26 - AlteracGes histologicas medulares em % transformadas em graus de Park

Grupo
patologia % Medular Grau (Park et al) Grupo
911 14 2 Gl
912 26 3 G1
913 10 2 Gl
914 8 1 Gl
915 18 2 Gl
916 6 1 Gl
917 24 2 Gl
918 4 1 Gl
919 4 1 G2
920 20 2 G2
921 28 3 G2
922 30 3 G2
923 38 3 G2
924 18 2 G2
925 12 2 G2
926 12 2 G2
927 30 3 G2
928 16 2 G2
929 4 1 G3
930 22 2 G3
931 8 1 G3
932 8 1 G3
933 6 1 G3
934 4 1 G3
935 10 2 G3
936 42 3 G3

ANexos
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Anestesia do rato

Intubagao traqueal do rato

ANexos
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ESTUDO DA PROTEGAO RENAL DURANTE A ISQUEMIA E REPERFUSAO (UR) EM RATOS COM O CAPE

Manutencao da anestesia

ESTUDO DA PROTEGAO RENAL DURANTE A ISQUEMIA E REPERFUSAO (UR) EM RATOS COM O CAPE

Ventilador utilizado

ANexos
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Monitorizacdao do rato anestesiado

Tricotomia cervical

ANexos
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Cateterizacao da veia jugular externa direita e da carétida esquerda

ESTUDO DA PROTEGAO RENAL DURANTE A ISQUEMIA E REPERFUSAO (/R) EM RATOS COM O CAPE

M1: coleta de amostra de sangue

ANexos
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ESTUDO DA PROTEGCAO RENAL DUURANTE A ISQUEMIA E REPERFUSAO (UR) EM RATOS COM O CAPE

Reposi¢ao da volemia

Momento 1: inje¢ao do CAPE (ou do diluente) intraperitoneal

ANexos
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Laparotomia: nefrectomia direita

Dissecgao da artéria renal esquerda

ANexos
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Clampeamento da artéria renal esquerda por 25 minutos

ESTUDO DA PROTEGAO RENAL DURANTE A /R EM RATOS COM O CAPE

Fechamento temporario da cavidade abdominal (rim clampeado)

ANexos
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ESTUDO DA PROTEGAO RENAL DURANTE A ISQUEMIA E REPERFUSAO (/R) EM RATOS COM O CAPE

M2: coleta de amostra de sangue

Fechamento da parede abdominal + anestesia local

ANexos
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Nefrectomia esquerda

ESTUDO DA PROTEGAO RENAL DURANTE A /R EM RATOS COM O CAPE

Puncéo intracardiaca
M3

M3: coleta de 2 mL de sangue intracardiaco

ANexos
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ESTUDO DA PROTEGAO RENAL DURANTE A /R EM RATOS COM O CAPE

Thiopental a 2,5%
intracardiaco

Sacrificio do animal com Thiopental sédico

Etanol (diluente do CAPE)

ANexos
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