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Santos PSS. NGAL como marcador precoce de lesdo renal em ratos submetidos a
isquemia renal sob anestesia venosa total. Botucatu, 2011. 81p. Tese (Doutorado em
Anestesiologia). Faculdade de Medicina de Botucatu. Universidade Estadual Paulista

“Julio de Mesquita Filho”

RESUMO

Justificativa e Objetivo - A lesdo renal aguda pode ter seu curso minimizado quando
reconhecida e tratada adequadamente. NGAL surge como um novo biomarcador
precoce desta lesdo e poderd ser um marcador semelhante a troponina para o infarto
agudo do miocardio. O objetivo deste estudo foi quantificar a NGAL plasmatica em
ratos submetidos a isquemia renal sob anestesia venosa total (AVT) com reposi¢ao
volémica com cristaldide (RL) ou coldéide (HES) e correlacionar com alteragdes
histologicas renais. Método - Trinta ratos, Wistar machos, foram distribuidos
aleatoriamente em 3 grupos: G1 (AVT + RL + isquemia artéria renal esquerda), G2
(AVT + HES + isquemia artéria renal esquerda) e G3 (AVT + RL). A anestesia foi
mantida com propofol na dose de 1 mg.kg”.min™ ¢ remifentanil na dose de 0,05 a 0,1
ng.kg'.min”. Os valores plasmaticos da NGAL foram determinados a partir de coleta
sanguinea estabelecidas em quatro momentos: M1, apds a monitorizagdo do animal;
M2, apds 30 minutos de isquemia; M3, apds 30 minutos de reperfusdao e M4, 12 horas
apds o inicio do experimento. Os atributos estudados foram pressdo arterial média
(PAM), temperatura retal (T), dosagem plasmatica de NGAL e avaliacdo histoldgica.
Todos os animais foram submetidos a laparotomia mediana para nefrectomia a direita e
ao final do experimento procedeu-se nefrectomia a esquerda. A avaliacdo histologica foi
realizada por meio de escala para avaliagdo de necrose tubular nos rins retirados dos
grupos de estudo. As variaveis PAM, T, NGAL e escore de lesdo histologica apos
analise, foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. Resultados -
Os valores da NGAL plasmadtica nos grupo Gl e G2 foram elevados alcancando 400
ng.mL'1 especificamente no M4, sendo esta diferenca estatisticamente significativa
quando comparado com G3; quando se comparou os diversos momentos dentro de um

mesmo grupo a diferenca foi estatisticamente significativa apenas no M4 em relagcao aos



outros momentos. Quanto aos escores de lesdo histoldgicas houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos G1 e G2 em relacdo a G3. Quando se
comparou rim direito e esquerdo em cada grupo, houve diferenca estatisticamente
significativa nos grupos G1 e G2. Conclusao - Neste estudo a NGAL encontrou-se
expressivamente aumentada 12 horas apds, em todos os animais submetidos a isquemia
renal sob AVT, independente do tipo da reposicdo volémica. As alteragdes histoldgicas
mais evidentes foram observadas nos grupos G1 (RL) e G2 (HES) correlacionando-se

com os valores de NGAL plasmatica.

Palavras-chave: NGAL, Isquemia renal, Biomarcadores, Hidroxietilamido, Anestesia

venosa total, Rato



Santos PSS. NGAL as an early marker of renal injury in rats submitted to renal
ischemia under total venous anesthesia. Botucatu, 2011. 81p. Thesis (PhD in
Anesthesiology). Botucatu Medical School. UNESP - Univ Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”.

ABSTRACT

Background and Objective - The course of acute renal injury can be minimized when
it is adequately recognized and treated. NGAL arises as a new early biomarker for such
injury, and it may be used similarly to troponin, which is a marker for acute myocardial
infarction. This study aimed at quantifying plasma NGAL in rats submitted to renal
ischemia under total venous anesthesia (TVA) with crystalloid (RL) or colloid (HES)
volemic replacement and at correlating it with renal histological alterations. Method -
Thirty male Wistar rats were randomly distributed into three groups: G1 (TVA + RL +
left renal arterial ischemia), G2 (TVA + HES + left renal arterial ischemia) and G3
(TVA + RL). Anesthesia was maintained with propofol at a dose of 1 mg.kg'l.min'1 and
remifentanil at a dose of 0.05 to 0.1 pgkgl.min'. NGAL plasma levels were
determined from blood collections established at four moments: M1, after animal
monitorization; M2, after 30 minutes of ischemia; M3, after 30 minutes of reperfusion
and M4, twelve hours after commencement of the experiment. The studied attributes
were mean arterial pressure (MAP), rectal temperature (T), plasma NGAL dosing and
histological evaluation. All the animals were submitted to median laparotomy for right
nephrectomy and, at the end of the experiment, left nephrectomy was performed.
Histological evaluation was performed by means of a scale for assessment of tubular
necrosis in the kidneys removed from the study groups. Variables MAP, T, NGAL and
histological lesion scores were considered to be statistically significant when p<0.05.
Results - Plasma NGAL values in Groups G1 and G2 were high and reached 400
ngmL" specifically at M4. Such difference was statistically significant when
comparing with G3. When the various moments were compared within the same group,
the difference was statistically significant only at M4 in relation to the other moments.

As regards histological lesion scores, there was statistically significant difference only



between Groups Gl and G2 in relation to G3. When comparing the right and left
kidneys in each group, statistically significant difference was found in Groups G1 and
G2. Conclusion - In this study, NGAL was found to have expressively increased after
12 hours in all animals submitted to renal ischemia under TVA, regardless of volemic
replacement type. The most evident histological alterations were observed in Groups G1

(RL) and G2 (HES), and they correlated with plasma NGAL values.

Key words: NGAL, Rena ischemia, Biomarkers, Hydroxyethylamide, Total venous

anesthesia, Rat.
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1.1 LESAO RENAL AGUDA

A lesdo renal aguda (LRA) caracterizada como redugdo abrupta da fungdo
renal tem incidéncia bastante varidavel, dependendo dos critérios utilizados para sua
definicdo'. Apesar dos avancos terapéuticos sua ocorréncia esta associada a altos indices
de morbidade e mortalidade'. E relativamente comum entre pacientes internados,
sobretudo em doentes criticos admitidos nas unidades de terapia intensiva, que tém
como principais causas a sepse, cirurgia cardiaca com circulagdo extracorporea e
exposicdo a contrastes. A incidéncia global estimada em pacientes hospitalizados ¢ de
1% a 25%, enquanto que, nas unidades de cuidados intensivos, situa-se em torno de 30-
70% ***° sendo que, destes, aproximadamente 5% necessitam de terapia de substitui¢do
renal (TSR)®. Associa-se a periodos de internagio prolongados e, ndo raro, evolui para
doenca renal em estdgio terminal (DRET). Aumenta de maneira importante o risco de
morte nestes doentes de 50% a 60% para os que necessitam de TSR . A LRA subtrai

fracdo consideravel dos recursos destinados a saude.

Estudos que classificam a lesdo renal aguda (LRA) baseado no critério RIFLE
correlacionam a progressiva e significante elevacdo da mortalidade da LRA ao grau de
comprometimento da funcdo renal dentro dessa classificagio®. O critério RIFLE foi

estabelecido em um consenso de 2004°1°

, 0 qual definiu a LRA baseado na creatinina
. I < 7.+ 9-1 o . .
plasmatica e ou débito urinario’'’. O proposito desse consenso foi padronizar os
parametros dos estudos, além de estratificar a insuficiéncia renal, permitindo assim a

identificagdo dos graus varidveis do comprometimento renal.

Esse consenso classificou a LRA em trés categorias de gravidade (risco,
lesdo e faléncia) e em duas categorias clinicas (perda renal e estdgio final da doenca

renal), e o acronimo RIFLE passou a identificar essa classificacdo, da seguinte forma:

e Risco: aumento de 1,5 vezes da creatinina sérica em relacdo a creatinina basal

e/ou débito urinario de 0,5 mL.kg".h™" por 6 horas.

e Lesdo: aumento de 2 vezes da creatinina sérica em relagdo a creatinina basal e

ou débito urinario de 0,5 mL.kg 1.h™" por 12 horas.
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e Faléncia: aumento de 3 vezes da creatinina sérica em relagdo a creatinina
basal e ou débito urinario de 0,3 mL.kg'1.h™" por 24 horas (oligiria) ou por 12

;o .. . -1
horas (antiria) ou valores de creatinina acima de 4,0 mg.dL"".
e Perda renal: faléncia renal aguda persistente por mais de 4 semanas.

e Estagio final da doenga renal: faléncia renal por mais de 3 meses.
1.2 ISQUEMIA E REPERFUSAO (I/R)

A isquemia ¢ a auséncia ou diminui¢cdo do fluxo sanguineo para o tecido e
contribui para varias condicdes fisiopatoldgicas, tais como infarto do miocardio,
insuficiéncia vascular periférica, acidente vascular cerebral e choque hipovolémico. A
restauragdo do fluxo sanguineo para o 6rgdo isquémico (reperfusdo), embora seja
necessaria para evitar a lesdo celular irreversivel, ocasiona maiores lesdes celulares do
que as causadas pela propria isquemia. Este dano celular, apés a reperfusdo de um
tecido previamente isquémico, ¢ denominado lesdo de reperfusdo. A lesdo de isquemia e
reperfusdo (I/R) causa resposta inflamatoria local e sistémica, podendo resultar em
disfun¢do multipla de 6rgios e sistemas (DMOS) e morte do paciente''. Transplantes
renais estdo, inevitavelmente, associados a um periodo de isquemia, que comega na
captacdo do 6rgdo do doador e se estende até a sua reperfusdo no receptor. A
reintroduc¢do do fluxo sanguineo ao rim isquémico, embora necessaria para resgatar o
orgdo da necrose e da perda permanente da fungdo, pode causar lesdo celular e lesdao
renal'?,

Vérios mecanismos contribuem para a LRA apdés um insulto téxico ou
isquémico: alteracdes da perfusdo renal, resultando em perda da autorregulacdo e
aumento da vasoconstricdo renal, com perda do citoesqueleto e da polaridade celular
com disfun¢do e morte celular por apoptose e necrose; descamacao de células viaveis e
mortas contribuindo para a obstrucdo intratubular renal; alteracdes metabolicas
resultando em anormalidades no balanco tubuloglomerular e produ¢cdo de mediadores

. ~ 13
resultando em inflamag¢ao e edema vascular °.

O rim, de forma eficiente, pode restaurar células perdidas apds um insulto

isquémico ou toxico a partir de células sobreviventes o que pode resultar na integridade
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funcional do nefron. Estudos sugerem que ha uma relacdo muito delicada e dinamica
entre o reparo tecidual e progressao ou regressao da lesdo renal. Um retardo ou inibig¢ao
da reparagao tecidual pode levar a progressao para doencga renal cronica, enquanto que,
a reparacdo tecidual precoce pode deter a progressdo da lesdo evoluindo para a

recuperagio renal .
1.3 BIOMARCADORES DE LESAO RENAL

Estudos experimentais em animais tém elucidado a patogénese da LRA, mas,
essas descobertas ndo sao traduzidas em aplicabilidade clinica devido principalmente a
auséncia de um marcador precoce de lesdo renal. O marcador mais utilizado para
avaliagdo da funcdo renal ¢ a dosagem de creatinina plasmatica, porém, esta sofre
interferéncia de varios fatores como idade, sexo, massa muscular, metabolismo
muscular e grau de hidratacdo. Além disso, seu valor pode nao sofrer qualquer alteracao
até que ocorra perda maior do que 50% da funcfo renal"'’ ¢ também em condigdes de
baixa filtragdo glomerular a quantidade de creatinina produzida pela secrecdo tubular
pode superestimar a funcao renal confirmando que a creatinina ndo ¢ o marcador ideal.
Tem, da mesma forma, demonstrado que a LRA pode ser prevenida ou tratada desde
que, precocemente, medidas protetoras sejam tomadas antes mesmo que ocorra elevagao

da creatinina sérica.

Vérios marcadores, dentre eles a NGAL (lipocalina associada a gelatinase dos
neutrofilos), IL-18 (interleucina 18), KIM-1 (molécula de lesdo renal-1), NAG (N-
acetil-pB-D-glucosaminidase), a-GST (a-glutatione-S-transferases), CYS-C (cistatina C),
p2M (g2-microglobulina), a;M (a;-microglobulina), CYR-61 (proteina rica em cisteina)
OPN (osteopontina), FABP (4cido graxo ligado a proteina), RBP (proteina ligada ao
retinol), t€ém-se mostrado promissores para detectar precocemente a LRA. Em coortes
especificas, isolados ou, mais provavelmente, compondo um painel, estes marcadores
contribuem para a detec¢do precoce da LRA, orientando a conduta de forma rapida e

14,15,16,17,18,19,20,21
eficaz 1+15:16:17.18,19.20.21
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Tradicionalmente, a creatinina e¢ o nitrogénio urico sdo insensiveis, nao
especificos e ndo diferenciam adequadamente entre os diferentes estagios da LRA"

(Figura 1).

Figura 1 - Representacdo simplificada da relagdo dos biomarcadores de lesdo com
estagios de dano renal e celular (Adaptado de Biomarkers of Acute Kidney Injury Annu.
Rev Pharmacol Toxicol, 2008).
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1.4 NGAL (LIPOCALINA ASSOCIADA A GELATINASE DOS NEUTROFILOS)

A NGAL ¢ uma pequena proteina de 25 kDa pertencente a superfamilia das
lipocalinas. Sua expressdao génica inicia-se apoOs evento lesivo, aparecendo em
precursores granulociticos e tecidos epiteliais ativados da traquéia, pulmdes, estdmago,
colon e, principalmente, dos rins. Passa livremente pela membrana glomerular sendo
parcialmente reabsorvida por endocitose no tubulo proximal. Exerce importante papel
bioquimico em diversas fungdes. Possui capacidade de ligacdo a moléculas hidrofobicas
ou lipofilicas, participando do movimento transmembrana de algumas delas através da
ligacdo a receptores especificos de membrana. Transporta acidos graxos, acido
araquidonico, prostaglandinas, esterdides e ferro. Participa também da homeostase
celular e da resposta imune inata. Estudos mostram que a administragdo de NGAL em
ratos com lesdo renal inicial protege o rim, preserva a integridade tubular e minimiza a

- 14,1
azotemia ' "’

Em condigdes de lesdo epitelial ocorre uma elevagao de seus valores no plasma
em torno de dez vezes e de cem vezes na urinal, correlacionado com valores elevados
de creatinina "% Recentemente, em estudos animais foi identificado a NGAL como um
dos mais precoces e sensiveis marcadores renais apds isquemia ou lesdo nefrotoxica,
sendo facilmente identificada no sangue e na urina. Estas descobertas tém sido
extrapoladas para estudos na espécie humana para avaliar a NGAL como o novo
biomarcador da LRA. A dosagem da NGAL pelo método ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay), identifica seu aumento antes mesmo do desenvolvimento da
LRA, sendo entdo a NGAL plasmatica e urinaria um biomarcador sensivel, especifico e

altamente preditivo de LRA®**%.

Sabendo-se que creatinina sérica ¢ um marcador tardio da LRA, a NGAL

., . . ., 126
surgird como um marcador precoce de LRA semelhante a troponina para o miocardio™.

Recentes evidéncias também sugerem ser a NGAL um biomarcador em uma

. o~ . ~ .2
variedade de condigdes renais e ndo renais*® (Tabela 1).
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Tabela 1 - Potenciais empregos da NGAL como biomarcador

1. Biomarcador para detec¢do precoce da LRA

A: Momento conhecido da lesdo renal
a. Ap0s cirurgia cardiaca
b. Apds procedimentos com contrastes
B: Momento desconhecido da lesdo renal
a. Pacientes criticos
b. Politraumatismo

2. Preditor de desfecho de LRA

3. Como marcador de atividade e gravidade de doenga
a. Nefrite lupica pediatrica
b. Nefropatia por IgA
c. Glomerulonefrite idiopatica

4. Como marcador de progressdo de volume cistico na doenga renal policistica
autossomica dominante

5. Biomarcador para
a. Deteccdo e resposta terapéutica de tumor cerebral
b. Doenga inflamatoéria intestinal
¢. Tumor de mama

Int. Urol. Nephrol. 2010

Viarios métodos de mensuracdo da NGAL tém sido relatados em publicagdes.
Em estudos iniciais®’, a técnica de Western blot foi utilizada para estimativa de NGAL
urinaria e plasmatica e, subseqiientemente, tem-se utilizado o método ELISA baseado
em anticorpo monoclonal. Alguns estudos tém apresentado valores de 150 ng.mL™" para
NGAL plasmatica com sensibilidade de 84% e especificidade de 94%. A NGAL

urinaria com ponto de corte de 100 g.L™', tem sensibilidade de 82% e 90% ***°°.

Em revisdo sistematica envolvendo 31 estudos que avaliaram a acuricia e
confiabilidade dos biomarcadores urinarios e séricos para detectar LRA estabelecida,
LRA precoce e estratificar os riscos dos pacientes com LRA concluiu-se que em 25
estudos a cistatina C sérica, a interleucina 18 (IL-18) e a molécula de lesdo renal-1
(KIM-1) foram os melhores marcadores para o diagndstico diferencial da lesdo renal
estabelecida. A cistatina C sérica, NGAL e IL-18, glutathione-S-transferase-n e vy-

glutathione-S-transferase foram os melhores no diagndstico precoce de lesdo renal
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aguda. N-acetyl-B-D-glucosaminidase urindria, KIM-1 e IL-18 foram melhores em

predizer o risco de mortalidade ap6s a lesdo renal aguda®”.

A dosagem da NGAL imediatamente a admissao em UTI apos cirurgia
cardiaca mostrou sua capacidade de identificar e estratificar pacientes com LRA,
independentemente do perfil de risco perioperatério e do procedimento executado. Em
estudo em que 71 criancas foram submetidas a corre¢do de cardiopatia congénita, a
NGAL mostrou um alto valor preditivo para LRA, tanto em dosagem urindria quanto
plasmatica. Nesse mesmo estudo, o diagndstico clinico, baseado no marcador funcional
creatinina ocorreu ap6s 24-48 horas, tardiamente'*. Em adultos, os dados foram menos
animadores, mas nao isentos de valor. Possiveis razdes para essa discrepancia entre as
populagdes infantil e adulta podem ser a influéncia de comorbidades em adultos, as
limitagdes tipicas da creatinina ou do débito urinario, utilizados como método de auxilio
diagnostico. Além disso, coletas da NGAL realizadas em momentos diferentes entre os
estudos podem ter contribuido para as divergéncias. Ainda assim, o incremento sérico
da NGAL foi proporcional ao grau de gravidade e duragdo da LRA, sendo considerado

o mais forte fator independente de risco para desenvolvimento de LRA na UTI?* 4,

A sepse contribui de maneira importante para o desenvolvimento de LRA em
mais de 50% dos pacientes gravemente hospitalizados. A utilizagdo de um marcador
precoce de lesdo aguda propiciaria uma tomada de decisdo tdo logo quanto fosse
estabelecido o risco. Diferentemente da cirurgia cardiaca, em que se conhece o
momento da lesdo, na sepse/choque séptico, este tempo €, via de regra, desconhecido
dificultando a deteccao precoce e a abordagem ideal. Em recente estudo envolvendo
pacientes adultos sépticos e ndo sépticos as dosagens de NGAL urinaria e plasmatica
mostraram associagdo significante com piora da LRA e inicio da TSR*. A NGAL
plasmatica mostrou discreta relagdo com a progressao da LRA e inicio da TSR. Embora
a NGAL urinaria tenha mostrado relacao fragil com esses resultados, os picos urinarios
mostraram-se melhores como preditores de progressio da LRA em pacientes nao
sépticos. De maneira geral, a NGAL permitiu diagndstico de LRA 48 horas antes dos

, . . . 1
métodos convencionais padronizados em consensos RIFLE'®.

Em 661 pacientes com suspeita de sepse em sala de urgéncia, NGAL foi um

bom marcador preditivo para diagndstico e progndstico de LRA. Concentragdes
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plasmaticas > 150 ng.mL" mostraram 96% de sensibilidade ¢ 51% de especificidade
para deteccdo de LRA dentro de 72 horas de acompanhamento®®. Outro estudo
selecionou pacientes com resposta inflamatoria por diversas causas, dentre elas
sindrome de resposta inflamatoria sistémica, sepse e choque séptico com e sem LRA.

NGAL sérico e urinario mostraram-se bons preditores de LRA nesse contexto®’.

A nefropatia induzida por contraste responde por boa parte dos casos de LRA
na atualidade, sendo a toxicidade tubular causada por hipoxia tecidual. A NGAL, em
alguns estudos, mostrou-se capaz de predizer esta morbidade com sensibilidade de 73%,
especificidade de 100% dentro de duas a quatro horas apds a exposi¢io ao contraste™ .
Metanalise recente envolvendo 2.538 pacientes mostrou que a sensibilidade e
especificidade da NGAL para LRA variou entre 75% e 95% em pacientes criticos ou
apods exposi¢do a contraste. No mesmo estudo, NGAL mostrou excelente valor preditivo
para LRA (80%) e para inicio da TSR (78%). O ponto de corte da NGAL variou
conforme a etiologia da insuficiéncia renal, mas de maneira geral ficou acima de 150

ng.mL'1 0

De maneira semelhante, valores aumentados de NGAL urinario foram
observados em periodo de trés horas apds a administracdo de cisplatina, antecedendo
sua elevacdo plasmatica. Em estudo em que 12 pacientes em uso de cisplatina para
tratamento de cancer foram avaliados, NGAL urinaria elevada precedeu LRA. Neste
estudo concluiu-se que um aumento precoce na excrecao urinaria de NGAL pode ajudar
na identificacdo de pacientes com risco de desenvolvimento de LRA induzida pela

: - 41
cisplatina .

Ding et al.** testaram o marcador em pacientes portadores de nefrite tibulo-
intersticial por IgA, em fase de moderada atividade da doenca, observando dosagens
elevadas de NGAL na urina. Constataram ainda que o marcador foi um forte preditor

independente de LRA.

Em estudo envolvendo pacientes com vasculites e anticorpo anticitoplasma de
neutrdfilo positivo (ANCA+), onde o acometimento renal frequentemente evolui para
DRET, observou-se valores mais elevados de NGAL plasmatico em pacientes com
doenca em atividade do que quando em periodos de remissdo. Tal achado pode ser

utilizado para predizer recidivas da doenga *****.
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O lupus eritematoso sistémico (LES) afeta os rins de criangas de forma mais
rapida e frequente do que os de adultos. Em tais pacientes, os valores de NGAL foram
duas vezes maiores do que os encontrados em portadores de artrite idiopatica juvenil.
Niveis de NGAL correlacionam-se bem com doenga renal, mas ndo com atividade
extrarrenal do LES. Em outro estudo, valores de NGAL foram encontrados elevados

. n . . , . 454
mais de trés meses antes da piora da nefrite lupica®*°.

A sindrome hemolitico-urémica associada a diarréia ¢ importante causa de
lesdo renal em criangas saudaveis, principalmente quando causada por toxinas
relacionadas a E. coli, a maioria dos pacientes necessita de TSR temporaria. Em tais
pacientes, ocorre lesdo do epitélio tubular, como evidenciado pelos altos valores de

. 47
NGAL urinario encontrados .

Em pacientes transplantados renais, o risco de LRA causada por retardo na
funcionalidade do enxerto ¢ alto. Estima-se que ocorra em 4% a 10% em caso de
doadores vivos e 5% a 50% quando o 6rgao advém de cadaveres. Nestes pacientes, as
dosagens urindria de NGAL encontradas também foram altos. De maneira inversa, a
NGAL urinaria foi capaz de prever esse retardo da fungdo do enxerto de maneira
significativa, quando aferida imediatamente ap6s o transplante. Quando comparada a

.. . 48.4
creatinina para este fim, a NGAL mostrou-se superior ***,

1.5 ANESTESIA

A escolha de técnicas anestésicas com farmacos que propiciem melhor
protecdo contra os efeitos da isquemia e da reperfusdo, tem sido objeto de estudo ha

varias décadas®.

O remifentanil ¢ um opioide de agdo ultracurta que age como agonista de
receptor mu sendo 250 vezes mais potente que a morfina, caracterizado por rapido
inicio e término de acdo. E metabolizado por esterases plasmaticas ndo especificas em

. e, . .. , . , .. . 1
remifentanil 4cido com pequena atividade farmacoldgica, que é eliminado pelos rins”".

O isoflurano € um anestésico volatil de rapido inicio de acdo e despertar e facil

titulagdo. Assim como os demais anestésicos volateis sdo primariamente eliminados
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pelos pulmdes e com pouco acimulo em pacientes com disfungdo renal e hepatica, com

A . .« 4 51
tempo de emergéncia curto e previsivel ~.

O propofol é um agente anestésico geral intravenoso que tem sido utilizado
amplamente como sedativo e hipnotico, em baixas doses tem propriedades amnésicas
similar aos benzodiazepinicos. O seu rapido inicio de a¢do fornece uma opgdo para
utilizagdo em pacientes nos quais se deseje um rapido despertar. O propofol ¢
hidrofobico e, portanto, formulado em emulsao lipidica e fornece 1,1 kcal/mL de
gordura e deve ser considerado como uma fonte calorica. As propriedades lipofilicas do
propofol lhe permitem atravessar a barreira sangue-cérebro rapidamente. O
metabolismo do propofol ocorre no figado por conjugagdo em metabolitos inativos que
sao eliminados pelos rins. Aparentemente ndo parece que alteragdes hepaticas e renais
interfiram com a sua depuracdo, embora, seja mais lento do que na populacdo em geral.
A hipotensao atribuida a vasodilatacdo sistémica ¢ um efeito adverso bem conhecido do
propofol, principalmente em pacientes hipovolémicos. Sindrome PRIS (Sindrome
Relacionada a Infusdo de Propofol) tem sido relatada com doses altas do mesmo,
resultando em acidose metabolica, bradiarritmia, insuficiéncia miocardica, infarto do
miocardio, lesdo renal aguda, rabdomiolise e parada cardiaca. Estudos adicionais sdo

necessarios para identificar a incidéncia de PRIS e o seu mecanismo exato™".
1.6 REPOSICAO VOLEMICA

A utilizagdo de cristaldide ou coloide na reposicdo da perda volémica aguda ¢

motivo de discussdo e ambos apresentam vantagens e desvantagens.

A solucdo de Ringer lactato tem sido estudada para determinar seu papel na
disfun¢do imune induzida pela hemorragia, na inflamacao e na lesao endotelial. Apesar
dos efeitos deletérios imputados ao Ringer lactato, ainda € a solugdo mais utilizada para

. A an33
reposicao volémica™.

O hidroxietilamido (HES) ¢ produzido da hidrolise parcial da amilopectina do
milho, tem baixo clerance renal, lenta metabolizagdo ¢ agdo prolongada. Apesar das
controvérsias sobre o uso do HES, o mesmo tem se mostrado seguro em diversos

~ . fs ~ . 54
estudos em comparacdo aos cristaldides na preservacao do fluxo renal efetivo™.
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Aproximadamente 1/3 a 2/3 do HES ¢ excretado na urina nas primeiras 24
horas apds a infusdo, o restante pode se acumular em varios tecidos, inclusive o
rim*>*%°7"% Estudo histopatoldgico em cachorros demonstrou depésito de HES em
espaco intravascular e intersticial, células de parénquimas hepaticos, células tubulares

proximais renais, fagocitos em figado, bago, lifonodos e outros 6rgéos™.

Efeitos adversos do HES foram observados com o emprego por periodo
prolongado e em altas doses. HES ¢ o coldide artificial mais utilizado em diversas
condi¢des clinicas por sua efetividade como expansor plasmatico de longa duragdo, suas
propriedades anticoagulantes, apesar de improprias em determinadas cirurgias, pode ser
atil em outras onde ha risco de trombose®. A maioria dos estudos que sinalizam os
efeitos deletérios do HES refere-se aos de alto peso molecular, provavelmente devido a
maior exposicdo dos tecidos a esta molécula®. Para minimizar os riscos renais com o
uso desse coloide, recomenda-se a ndo utilizacdo dos mesmos em pacientes com
disfungdo renal pré-existente e em infusdes prolongadas assim como em periodos

perioperatorios e em unidades de terapia intensiva®-0%364,
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Quantificar a dosagem plasmatica da NGAL em ratos submetidos a isquemia
renal sob anestesia venosa total com reposicdo volémica com cristaldide (RL) ou

coloide (HES) e correlaciona-las com as alteragdes histoldgicas renais.
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Apds a aprovagio na Comissdo de Etica em Experimentagio Animal da
Faculdade de Medicina de Botucatu, foram incluidos no estudo 30 ratos Wistar,
machos, com peso maior que 350 gramas, fornecidos pelo Biotério Central do Campus

de Botucatu, UNESP.
3.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram inicialmente anestesiados por via inalatéria com isoflurano
em concentracdo inspirada de 4% e fluxo de oxigénio de 3 a 4 litros por minuto durante
5 minutos e incluidos aleatoriamente em trés grupos de estudo conforme descri¢cdo

abaixo e resumido na tabela 1.

Grupo 1: Anestesia venosa total + Ringer lactato (RL) + isquemia renal
Grupo 2: Anestesia venosa total + Hidroxietilamido (HES) + isquemia renal
Grupo 3: Anestesia venosa total + Ringer lactato (RL)

Grupo 1 (G1) - Manutengio com propofol 1 mgkg' .min' em bomba de infusio
(ANNE®- Abbott laboratories, EUA) e remifentanil 0,05 a 0,1 u,c__g.k,c__g'l.min'1 diluido em
solucdo de Ringer lactato na concentragdo final de 1 pg.mL em bomba de infusdo.
Hidratagdo com solugdo de Ringer lactato 5 mL.kg ' min” em bomba de infusdo. Apos
cada coleta de amostra sanguinea de 1,5 mL foi realizada reposi¢do com Ringer lactato

com 3 mL em bolus seriado de 0,5 mL.

Grupo 2 (G2) - Manutengio com propofol 1 mgkg'.min" em bomba de infusdo e
remifentanil 0,05 a 0,1 pg.kg".min” em bomba de infusio. Hidratagdo com solugio de
hidroxietilamido (HES) (Voluven® 6%) 2 mL.kg".min" em bomba de infusio. Apos
cada coleta de amostra de 1,5 mL foi realizada reposi¢do com hidroxietilamido com 1,5

mL em bolus seriado de 0,5 mL.

Grupo 3 (G3) (Controle). Manutengdo com propofol 1 mg.kg'.min"' em bomba de
infusdo e remifentanil 0,05 a 0,1 pg.kg™.min"diluido em solugdo de Ringer lactato na
concentragdo final de 1 pg.mL em bomba de infusdo. Hidratagdo com solucdo de Ringer

lactato 5 mL.kg™'.min" em bomba de infusdo. Apos cada coleta de amostra sanguinea de
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1,5 mL foi realizada reposi¢dao com Ringer lactato com 3 mL em bolus seriado de 0,5

mL.

Em todos os grupos foram realizados laparotomia mediana ¢ nefrectomia a
direita. Nos animais dos grupos G1 e G2 realizou-se clampeamento da artéria renal
esquerda por um periodo correspondente a 30 minutos. Decorrido este tempo, procedeu-
se o desclampeamento da artéria e aguardou-se 30 minutos de reperfusdo renal para
coleta sanguinea. Os animais do grupo G3 foram utilizados como controle, ndo sendo

submetidos a isquemia da artéria renal esquerda.

Tabela 2 - Resumo dos grupos quanto a anestesia utilizada, reposi¢cdo volémica, nefrectomia,
isquemia da artéria renal esquerda e numero de animais por grupo

Grupo Propofol / RL HES Nefrectomia | Clampeamento n
Remifentanil direita renal esquerda

Gl + + - —+ + 10

G2 + - + + + 10

G3 + + - + - 10

(+ indica presenga, - indica auséncia, HES-hidroxietilamido, RL- Ringer com lactato)

3.2 MOMENTOS ESTUDADOS

Momento 0 (M0) - Monitoriza¢ao do animal

Momento 1 (M1) - Apos a cateterizagdo arterial e venosa

Momento 2 (M2) - Apo6s 30 minutos de clampeamento artéria renal

Momento 3 (M3) - Apo6s 30 minutos de desclampeamento da artéria renal

Momento 4 (M4) - Final do experimento

A monitoragdo da pressao arterial média, da capnometria e da temperatura retal
permitiu o controle da anestesia e a manuten¢cdo do equilibrio dos animais. Essas
monitorizagdes foram continuas, porém, registradas para a analise estatistica apenas nos

momentos M0, M1, M2 e M3.
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A dosagem de NGAL plasmatica foi obtida por meio das coletas sanguineas

nos seguintes momentos: momento um (M1), apos estabilizagdo do animal; momento

dois (M2) ap6s 30 minutos de clampeamento da artéria renal esquerda; momento trés

(M3) apds 30 minutos de desclampeamento e reperfusdo renal e momento quatro (M4)

imediatamente antes do sacrificio do animal.

3.3 ATRIBUTOS ESTUDADOS

Os atributos estudados em todos os grupos de animais do experimento foram:

— Pressdo Arterial Média (PAM)
— Temperatura retal (T)
— Dosagem plasmatica de NGAL

— Avaliacdo histolédgica renal

Tabela 3 - Resumo dos atributos € momentos estudados

Momentos PAM, T

NGAL

Histologia renal

MO(inicio do experimento) X

M1 (estabilizagdo)

X
M2(isquemia) X
X

M3(reperfusio)

M4(final do experimento)

I e

X (atributo aferido no determinado momento)

3.4 SEQUENCIA EXPERIMENTAL

1. Jejum alimentar dos ratos por um periodo de 12 horas.

2. Pesagem dos animais.

3.  Indugdo inalatéria com isoflurano a 4% em vaporizador calibrado Isotec 5

Ohmeda® e fluxo de oxigénio de 3 a 4 litros por minuto durante 5 minutos em

uma campanula apropriada para o modelo experimental e transferéncia do animal



10.

11.

12.

13.

14.
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apds narcose para uma superficie inclinada em 40 graus para realizagdo da

intubagao traqueal.
Intubacgao traqueal com sonda n° 2 e transferéncia do animal para mesa operatoria.

Ventilagao artificial com fragdo inspirada de oxigé€nio de 1,0 e concentracdo de
isoflurano de 1% a 3%. Os animais foram conectados ao ventilador artificial 683
Rodent Ventilator, Harvard Apparatus, Innc (USA), com freqiiéncia ventilatoria
de 60 a 70 incursdes por minuto ¢ volume corrente de aproximadamente 10

mL.kg" até o inicio da anestesia venosa total.
Colocagdo de termometro retal.

Os animais foram mantidos sobre ¢ cobertos com bolsas térmicas (Bolsa Térmica
Gel - Body Care- Mercur™) com o objetivo de manutengdo da temperatura retal

em aproximadamente 37°C.

Realizada infiltragdo das incisdes cirurgicas (laparotomia e regido cervical) com

bupivacaina a 0,125% na dose de 2mg.kg™.

Disseccao e cateterismo da veia jugular externa direita para infusdo de solugdes de
hidratacdo e farmacos venosos, remifentanil e propofol, em bomba de infusdo

(ANNE®- Abbott laboratories, EUA).

Dissec¢do e cateterismo da artéria carotida esquerda para monitorizacao da

pressdo arterial invasiva e coleta de amostras sanguineas.

Monitorizagdo da pressdo arterial média (direta), gas carbOnico no final da
expiragdo, temperatura retal e concentragdo de isoflurano expirada, por sensores

conectados ao monitor Datex-Ohmeda modelo AS3 ( Engston-Finlandia).

Interrupcdo do anestésico inalatorio e iniciada infusdo de remifentanil e propofol

nas doses preconizadas.

Periodo de estabilizagdo do animal com anota¢do em protocolo individualizado
dos dados de monitorizagdo, correspondendo ao momento zero (MO) do

experimento.

Dados de monitorizagdo coletados: pressao arterial sistolica, diastdlica e média,

temperatura retal e capnometria.
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Primeira coleta sanguinea - momento um (M1) correspondente a coleta de 1,5 mL

de sangue da carotida esquerda seguida de reposi¢do com:

Grupo 1 (G 1): Ringer lactato no volume de 3 mL em bolus de 0,5 mL;
Grupo 2 (G2): HES no volume de 1,5 mL em bolus de 0,5 mL;
Grupo 3 (G3): Ringer lactato no volume de 3mL em bolus de 0,5 mL.

Laparotomia mediana e nefrectomia a direita seguido por coleta deste rim para

posterior estudo histopatologico.

Clampeamento da artéria renal esquerda e fechamento da incisdo cirurgica.

Figura 2 - Imagem ilustrativa do clampeamento temporario da artéria renal esquerda resultando
em isquemia renal, observa-se alteracdo na coloragdo de cor do referido rim.

18.

Apds 30 minutos de clampeamento da artéria renal esquerda procedeu-se a
reabertura da parede abdominal do animal com segunda coleta sanguinea,
momento dois (M2) correspondente a coleta de 1,5 mL de sangue da cardtida

esquerda seguida de reposicao com:
Grupo 1 (G1): Ringer lactato no volume de 3 mL em bolus de 0,5 mL;
Grupo 2 (G2): HES no volume de 1,5 mL em bolus de 0,5 mL;

Grupo 3 (G3): Ringer lactato no volume de 3 mL em bolus de 0,5 mL.
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Desclampeamento da artéria renal esquerda para reperfusdo do 6rgao.
Fechamento da parede abdominal com sutura continua.

Apos 30 minutos de desclampeamento, realizada a terceira coleta sangiiinea,
momento trés (M3) correspondente a coleta de 1,5 mL de sangue da car6tida

esquerda seguida de reposi¢dao com:

Grupo 1 (G1): Ringer lactato no volume de 3 mL em bolus de 0,5 mL;
Grupo 2 (G2): HES no volume de 1,5 mL em bolus de 0,5 mL;

Grupo 3 (G3): Ringer lactato no volume de 3 mL em bolus de 0,5mL.

Fechamento da incisdo cervical em um tUnico plano seguido de remocgdo dos

cateteres em veia jugular direita e artéria carotida esquerda.

Aguardou-se a recuperacdo do animal até o mesmo reassumir a respiracao

espontanea quando se realizou a extubagao orotraqueal.
Retorno do animal para a gaiola e libera¢do de alimentacgao.

Apo6s 12 horas da primeira fase do experimento os animais foram submetidos a
segunda fase do experimento que constou de indugdo anestésica com a mesma

técnica inalatoria inicial.

Seguiu-se a reabertura da laparotomia para nefrectomia esquerda e coleta deste

rim para posterior estudo histopatologico.

Coleta de 1,5 mL de sangue intra-cardiaco correspondendo ao momento quatro

(M4)

Sacrificio do animal com sobredose de pentobarbital s6dico por via intra-cardiaca.

As amostras sanguineas coletadas foram centrifugadas para obten¢ao do plasma e

armazenadas em freezer a 80°C negativo.

As coletas sanguineas realizadas em todos os momentos do experimento tiveram como

objetivo dosagens de NGAL pelo método imunoenzimatico ELISA (enzyme-linked

immunosorbent assay). Foi utilizado NGAL Rapid Elisa Kit (037) descrito no anexo.
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As doses dos farmacos utilizados foram baseadas na pratica clinica e na
recomendacao do “Food and Drug Administration (FDA)”, que utiliza uma féormula
para estimar a bioequivaléncia entre a dose em rato e a correspondente aos ensaios
clinicos em seres humanos e adultos, é fundamentada na area de superficie corporal®®. A
formula de conversio da dosagem de ratos para humanos, em mg (ug ou Ul).kg" ¢ a

seguinte:
Dosagem equivalente humana = dosagem no rato x 0,16 ou
Dosagem no rato = dosagem humana x 0,16

A finalidade da nefrectomia a direita foi garantir a avaliagdo da fungdo pelo
rim remanescente € o estudo histolégico do mesmo serviu como controle do rim

esquerdo apos isquemia.
3.5 AVALIACAO HISTOLOGICA

Os rins direito e esquerdo dos animais retirados nos diferentes momentos da
seqliéncia experimental foram colocados na solu¢do Duboscq-Brasil, durante 24 horas,
sendo, a seguir, armazenado em alcool a 70% para posterior avaliacao histologica. A
solucdo de Duboscq-Brasil ¢ uma solugdo utilizada para preservar, fixar as estruturas
renais e aumentar a fidedignidade da andlise histologica, formulada com alcool 80%,

150 mL; &cido picrico, 2,4g; formalina 40%, 60 mL; acido acético glacial, 125 mL.

O corante utilizado para a analise histologica foi a hematoxilina-eosina e os
cortes foram verificados sob diversos aumentos na microscopia Optica. Apos o preparo
das laminas dos rins, com fixacdo em parafina, essas foram avaliadas quanto a
porcentagem de necrose tubular e classificadas com o uso de um escore descrito por

Park et al., 2008%" (Tabela 4).

O patologista que realizou a avaliacdo histologica ndo teve conhecimento a

qual grupo pertencia o rim estudado.
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Tabela 4 - Escore dos graus de lesdo celular atribuidos aos exames histologicos

GRAU | TIPO | % DE LESAO
0 Sem lesdo
1 Leve < 10% necrose
2 Moderado 10 a 25%
3 Moderado a Grave 25a50%
4 Grave 50 a75%
5 Muito grave >75%

Adaptada de Park et al. 2008

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Considerando que o ensaio foi feito com dois tipos de anestésico em quatro
tempos, tem-se um esquema em fatorial 2 x 4 = 8 tratamentos. Para um total de 10
animais foram analisadas 80 observagdes. Seguindo o esquema de ANOVA e um ensaio
em fatorial com efeito de anestésico e tempo com interagdo, restricdo 72 graus de
liberdade para o residuo, cujo valor causou grande redu¢do na variabilidade residual.

Desse modo, o uso de 10 animais foi suficiente para detectar os efeitos considerados.

Para a variavel peso, foi utilizada a andlise de variancia, seguida do teste de

Tukey para comparagdes multiplas.

Para as variaveis PAS, PAD, PAM, temperatura ¢ ETCO?2 foi utilizada a analise

de perfil, seguida do teste de Bonferroni para comparagdes multiplas entre as médias.

Todas estas varidveis passaram pelo teste de Box relativo a homogeneidade das
matrizes de covariancias (p>0,05), passaram pelo teste de homogeneidade de variancias

de Levene (p>0,05) e pelo teste de esfericidade de Mauchly (p>0,05).

Para a NGAL foram utilizados os testes de Friedmann para comparagdo dos

momentos e Kruskal-Wallis para comparacao dos grupos.

Para as variaveis de histologia foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis. O nivel

de significancia utilizado foi de 5%.
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4.1 PESO DOS ANIMAIS

Resultados
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Embora os animais tenham sido escolhidos aleatoriamente, a média de peso foi

maior no grupo 2 (G2) conforme tabela 5.

Tabela 5 - Valores da média e desvio-padrao referentes ao peso e grupos

Grupo Peso

Gl 436,0B + 30,3

G2 474,0A + 17,8

G3 435,0B +24,2
p=0,02

Letras maiusculas comparam médias dos grupos
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42  TEMPERATURA (T)

Durante todo o experimento houve controle da temperatura dos animais. Nao
houve diferenga estatisticamente significativa entre os diferentes grupos (G1, G2 e G3)

e diversos momentos estudados (M0, M1, M2 e M3).

Nao ocorreu diferenga estatisticamente significativa na interagdo momento

versus grupo, de acordo com a tabela 6.

Tabela 6 - Valores da média e desvio-padrao referentes a temperatura segundo momentos e
grupos

Momentos Meédia geral
Grupos MO M1 M2 M3 dos grupos
Gl 36,6 +0,9 36,8+0,8 372+13 37,6+0,7 37,0+ 1,0
G2 37,2+0,8 37,5+ 1,1 37,9+0,9 37,7+0,6 37,6 £0,9
G3 37,2+0,9 375+04 37,8+0,8 379+0,5 37,6 £0,7

Média geral dos 37,0+ 0,9 37,3+0,9 37,6 £1,0 37,7+0,6
momentos

Nao houve efeito de grupo (p=0,10), momento(p=0,63) e nem da interagdo grupo x momento(p=0,25)
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Os valores da PAM (mmHg) ndo apresentaram diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos G1 (RL) e G2 (HES), mas apresentaram diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos G1 e G2 comparados com o grupo G3.

Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os momentos (MO,

M1, M2 e M3) assim como interacdao grupo versus momento (Tabela 7 e Figura 3).

Tabela 7 -Valores da média e desvio-padrao referentes a PAM (mmHg) segundo momentos e

grupos

Momento Média geral

Grupo MO M1 M2 ‘ M3 dos grupos

Gl 107,3+18,3 118,1+152 1123+28,5 111,6+11,8 112,3+19,1A
G2 1152+13,6 122,3+25,0 120,0+14,1 116,7+14,4 118,6+17,0A
G3 101,0£ 15,5 86,9 + 13,1 85,0+ 15,2 86,5+ 154 89,9+ 15,7B
Média geral
dos momentos  107,9+ 16,4  108,8 +24,2 105,6 £24,7 104,7+ 19,2

Nao houve efeito de momento ( p=0,64) e nem da interagdo grupo X momento (p = 0,76), mas somente

de grupo (p<0,001)

Letras maiusculas comparam médias gerais dos grupos

Figura 3 - Valores da PAM (mmHg) segundo momentos e grupos.
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4.4 NGAL

Os valores plasmaticos da NGAL (ng.mL™") foram obtido nos momentos M1
(inicio do experimento), M2 ( trinta minutos apds a isquemia), M3( trinta minutos apos
a reperfusdo) e M4 (12 horas apds o M1). No M4, os valores da NGAL plasmatica
foram mais elevados nos trés grupos quando comparados com os outros momentos. Nos
grupos G1 (RL) e G2 (HES) os valores de NGAL foram elevados alcangando 400
mg.dL" especificamente no M4, sendo esta diferenga estatisticamente significativa
quando comparados ao G3 neste mesmo momento (p=0,001). Nao houve significancia
estatistica quando se comparou os trés grupos nos outros momentos (p>0,05). Quando
se comparou os diversos momentos dentro de um mesmo grupo a diferenca foi
estatisticamente significativa apenas no M4 em relagdo aos outros momentos (p=0,001)

(Tabela 8 e Figura 4).
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Tabela 8 - Mediana, 1° e 3° quartis, entre colchetes, referentes aos valores plasmaticos

da NGAL segundo momentos e grupos

Momentos

Grupos Ml | M2 | M3 | M4

Gl 14,0[4,4; 22,01b 12,1[7,7;16,4]b 17,7[9,5;22.2]b 400,0[400,0;400,0]a
A A A A

G2 6,9[4,5;8,7]b 11,0[7,4;14,8]b 11,5[8,8;17,2]b 400,0[400,0;400,0]a
A A A A

G3 11,7[9,4;14,4]ab  10,2[7,4;10,09]ab 8,9[6,9;11,0]ab 75,4[20,5;153,1]a
A A A B

Letras mintsculas comparam momentos em cada grupo
Letras maiusculas comparam grupos em cada momento
P =0,001 comparando momentos em cada grupo

P =0,001 comparando os grupos em M4 ¢ p>0,05 comparando os grupos nos outros momentos

400 - — —
300 -
-
§ 200
100
0. él = B3 — wm Em = mm ==
T T T T T T T T T T T T
M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4 M1 M2 M3 M4
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Figura 4 - Boxplot referente aos valores plasmaticos da NGAL (ng.mL™") nos quatro momentos

segundo os grupos.
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45  AVALIACAO HISTOLOGICA

Os valores dos escores dos exames histologicos mostraram que quando
comparados os rins direitos dos trés grupos nao encontramos diferenga estatisticamente
significativa (p=0,37). Quando se comparou os rins esquerdos, estes ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos G1 (RL) e G2 (HES), mas
apresentaram diferenca estatisticamente significativa destes em relagdo ao grupo G3
(p<0,01). Quando se comparou rim direito e esquerdo em cada grupo os dados
apresentaram diferenca estatisticamente significativa nos grupos G1 e G2 (p<0,01 ) e
ndo houve diferenca estatisticamente significativa no grupo G3( p=1,00 ) (Tabela 9 e

Figura 5).
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Tabela 9 - Mediana, 1° e 3° quartis, entre colchetes, referentes aos escores da
intensidade da lesdo segundo os grupos e rins direito e esquerdo

Grupos Escore de Lesao
’ Direito | Esquerdo

Gl 0[0,0]b 2[23]a
A A

G2 0[0,01b 3[3,5]a
A A

G3 0[0,0]a 0[0,0]a
A B

Grupos seguidos de pelo menos uma letra em comum, ndo diferem estatisticamente
Letras mintsculas comparam lados em cada grupo (p < 0,01 para os grupos Ringer e Amido) e p = 1,00
para o Sham

Letras maiusculas comparam grupos em cada lado (p = 0,37) para o lado direito e p < 0,01 para o lado
esquerdo)

Analise Histoldgica

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Figura 5 - Escore de lesdo dos rins esquerdos em cada grupo.
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CORTE HISTOLOGICO REPRESENTATIVO DO GRUPO G3

Figura 6 - Corte histologico com tecido renal normal (grau 0 de Park), (aumento 200x).

CORTE HISTOLOGICO REPRESENTATIVO DO GRUPO G1 (RL)

Figura 7 - Corte histologico com tipo de lesdo moderada (grau 2 de Park) (aumento 400x).
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CORTE HISTOLOGICO REPRESENTATIVO DO GRUPO G2 (HES)

Figura 8 — Corte histologico com tipo de lesdo moderada a grave (grau 3 de Park) (aumento
400x).
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Para este experimento foram escolhidos ratos machos por serem estes mais
susceptiveis a lesdo por isquemia e reperfusdo®. Utilizou-se, o modelo
isquemia/reperfusdo (I/R) em ratos, desenvolvido pelo Laboratorio Experimental de
Anestesiologia da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. Foi realizada
nefrectomia direita para que ndo houvesse interferéncia do rim contralateral, sendo a

isquemia temporaria renal executada com clamp microvascular atraumatico.

Virios autores ja relataram atenuacdo da doenca e facilitagdo da recuperacdo

o S 68,69
com a realizagdo da nefrectomia prévia contralateral™™"".

A insuficiéncia renal aguda oligurica, que ¢ de pior progndstico, foi
demonstrada em ratos submetidos a clampeamento da artéria renal esquerda sem a
realizagdo prévia de nefrectomia contralateral. Nesta mesma pesquisa, nos ratos nos
quais houve a realizacao de nefrectomia contralateral previamente, a insuficiéncia renal
que se instalou foi da forma poliurica, além desses animais terem apresentado menor

dano celular tubular e maior depuracio de inulina®.

A producdo de fatores humorais, que estimulam o crescimento das células
renais, aumenta, seguindo a nefrectomia prévia e acelera o reparo das mesmas. A
atividade da renina plasmatica e o contetido da renina no rim pds-isquémico aumentam
significativamente em ratos nao nefrectomizados.

Os fatores responsaveis pela vasoconstri¢do renal (tromboxane A2, endotelina,
70-72

etc) parecem estar em maior concentracao nos ratos nao nefrectomizados

Entretanto, Islan et al.”

ndo observaram diferencas entre os rins pré-
condicionados por isquemia e os que nao foram submetidos a esta técnica nos animais

que ndo sofreram nefrectomia unilateral.

De qualquer forma, a nefrectomia prévia foi realizada para que ndo houvesse

interferéncia com a avaliagdo do rim esquerdo, que foi submetido a isquemia.

Os animais foram escolhidos aleatoriamente, contudo a média de peso foi
maior no grupo que utilizou o HES (G2) como liquido de reposi¢do volémica,
comparados com os grupos nos quais se administrou Ringer lactato, G1 e G3 (Controle)
com p=0,02. Entretanto, os animais eram todos adultos e com a mesma maturidade, o

que nao interferiu com os parametros avaliados na pesquisa.
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A susceptibilidade renal a lesdo isquémica parece ser influenciada pela
temperatura. Na auséncia de isquemia renal a hipertermia nao tem efeito adverso sobre a
funcdo e morfologia renais ou sobre os estoques renais de fosfato de alta energia, mas
quando ha instalagdo da mesma isto ndo acontece segundo Zager e Altschuld, em

198674,

Estes mesmos autores trabalharam com ratos em normo, hipo e hipertermia,
submetidos a isquemia renal total de 25-40 minutos. Com 25 minutos de isquemia, a
lesdo isquémica nos ratos normotérmicos desapareceu apos 24-48 horas da interrupgao
do fluxo sanguineo. Em ratos hipertérmicos (temperatura maior que 38°C) 25 minutos
de isquemia causaram lesdo renal intensa e nos hipotérmicos (32-35°C) a lesdo foi
branda e de rapida recuperagdo. Outros autores também comprovaram a interferéncia da

. XA 7576
temperatura com a gravidade da lesdo isquémica™"".

Durante o experimento varios fatores podem alterar a temperatura. As solugdes
administradas sdo frias, abertura de cavidade, respiracdo com ventilagao controlada sem
reinalacdo e sem aquecimento do ar promovem perda rapida de calor. A manuteng¢ao da
temperatura foi realizada com a colocacdo de mantas térmicas sob e sobre os animais e
controlou-se a temperatura retal. Nao houve diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos estudados, sendo que a média da temperatura foi de 37°C para o grupo

GI1 (RL), de 37,6° para o grupo G2 (HES) e de 37,6°C para o grupo G3 (Controle).

A auséncia de alteragdes histoldgicas, no grupo G3 (Controle) comprovou que

a temperatura ndo interferiu com os resultados encontrados no experimento.

A anestesia utilizada neste experimento foi a venosa total com propofol
associado a remifentanila, que possuem meia vida contexto-dependente favoravel a esta

forma de administracao.

A remifentanila com meia vida contexto-dependente fixa de quatro minutos
apresenta comportamento favoravel a infusdo continua. A sua répida metabolizacdo
plasmatica por esterases especificas e volume de distribuigdo pequeno fica restrita aos
compartimentos centrais. Atinge a estabilidade em torno de dez minutos e permanece

constante durante a infusdo, ndo se acumulando em tecido gorduroso. Portanto, ¢
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independente da duracdo da infusdo a recuperagdo da ventilagdo espontanea acontece

, . 77
em ate sete minutos .

Em ratos submetidos a isquemia/reperfusdo a administragdo de remifentanila

. . . iy , . 78
determinou maior viabilidade de células renais’®.

O propofol foi o hipnético utilizado, tem laténcia curta, meia-vida contexto-
dependente favoravel, redistribuicao entre os compartimentos central e periférico, cuja
rapidez excede o “clearence” plasmatico e determina o término de acdo ao se

interromper a administragao.

A utilizacdo desta técnica anestésica poderia ter interferido nos resultados
obtidos, uma vez que o propofol é um hipnoético lipofilico com comprovada atividade

antioxidante “in vitro” e “in vivo”.

Tem sido axaustivamente demonstrado que os radicais livres de oxigénio
desempenham papel importante nas lesdes organicas determinadas pela
isquemia/reperfusdo, assim como, foi demonstrada protecao dos tecidos reperfundidos,

quando se utilizou os chamados varredores de radicais superoxidos.

Murphy et al.” observaram o efeito antioxidante do propofol (2,6
diisopropilfenol) que mesmo em baixas concentragdes (10° a 10° mol.L™"), foi capaz de
varrer duas espécies de radicais livres. Os autores concluiram que as propriedades de
varredura de radicais livres do propofol aproximam-se das do antioxidante endogeno
alfa-tocoferol, a vitamina E.

1., em ratos submetidos & isquemia de 60 minutos e com igual

Dogan et a
periodo de reperfusdo, estudaram os efeitos do tiopental, propofol, solucao de lipideos,
etomidato e cetamina administrados 15 minutos antes da isquemia. A avaliagdo
realizada por meio da atividade da catalase, da superdxido desmutase e da dosagem
soroldgica da malondialdeido, determinou que o tiopental e o propofol sdo mais efetivos

na protecao renal em situagdes de isquemia/reperfusao.

Outros autores avaliaram em ratos submetidos a igual periodo de isquemia e
reperfusdo (60 minutos) os efeitos protetores da administracdo intraperitoneal de
solucao de lipideos e de propofol. Realizaram avaliagdo histologica da atividade da

catalese, da superdxido dismutase e dos valores soroldgicos da malondialdeido. O grupo
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no qual foi administrado propofol apresentou menores valores do malondialdeido e dos
escores de lesdo histoldgica do que no grupo controle € nos que receberam solucao de

lipideos®'.

Em suinos observou-se protegdo renal com o propofol (4 mgkg'.h™) quando
comparado ao sevoflurano (concentra¢do expirada final de 1,5%). Modelo de isquemia
e reperfusdo determinado pelo clampeamento da aorta durante 30 minutos, acima da
bifurcacdo das artérias renais. Os animais anestesiados com o propofol apresentaram
menores valores de creatinina plasmatica, infiltragdo de neutrofilos, niveis plasmaticos
de citocinas inflamatérias, produg¢do de radicais livres derivados de oxigénio,
peroxidagao lipidica e reducgdo da atividade da sintase do NO induzivel (iNOS), quando

. 82
comparados aos anestesiados com o sevoflurano™.

Entretanto, em nossa pesquisa tal fato ndo ocorreu, pois os grupos submetidos a
isquemia/reperfusdo apresentaram lesdo histolégica, fato que ndo ocorreu no grupo
controle no qual ndo realizamos isquemia e¢ que foi submetido & mesma técnica
anestésica. A dosagem de NGAL corroborou as alteragdes histologicas encontradas nos

grupos estudados.

A técnica anestésica utilizada poderia ter proporcionado lesdes ndo tao intensas
nos grupos estudados, principalmente as encontradas no grupo G2 (HES), que
apresentou maior comprometimento na avalia¢do histologica, embora com resultado nao

estatisticamente significativo.

Em nossa pesquisa ndo dosamos malondialdeido nem as atividades das
enzimas antioxidantes. As lesdes foram avaliadas pela histologia e pela dosagem

plasmatica do biomarcador de lesdo renal, a NGAL.

Embora neste estudo os valores encontrados de pressdo arterial média (PAM),
revelarem significancia estatistica entre os grupos Gl e G2 comparados com o G3,
p<0,001, ndo ocorreram alteracdes histologicas no grupo G3 (Controle) indicando

preservacdo do mecanismo de autorregulacdo da pressdo de perfusdo renal.

A estabilidade hemodinamica foi obtida pela adequagdo da técnica anestésica e

pela administracao de liquidos para repor as perdas intraoperatorias.
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Um dos grandes desafios da reposi¢ao volémica ¢ a escolha do fluido utilizado.
A composi¢do do mesmo bem como o volume administrado podem alterar a funcao
renal. As solugcdes coloidais sao frequentemente utilizadas para restauracao do volume
providenciando melhor resultado hemodinimico com pequena quantidade de fluido®.

. A . .. . . 4
Entretanto existe evidéncia limitada para justificar seu emprego®’.

Em grande estudo multicéntrico denominado SAFE (saline versus albumin
fluid evaluation), que comparou albumina 4% acrescida de solugdo salina 0,9% com

~ . ~ . . - 85
solucao salina 0,9% nao houve diferenga nos efeitos renais ™.

Hiiter et al.®® realizaram estudo controlado randomizado multicéntrico
comparando a administragdo de Ringer lactato versus amido (HES 200/0,5) na
resuscitacdo volémica em pacientes sépticos (estudo VISEP). Os pacientes que
receberam coldide apresentaram risco de desenvolverem duas vezes mais lesdo renal
aguda (o valor da creatinina sérica ou a necessidade de terapia de reposi¢do renal

aumentaram o dobro).

Schick et al.*” demonstraram que mesmo a gelatina ou o amido de baixo peso
molecular podem determinar aumento dos biomarcadores de lesdo renal e causar
alteragdes histoldgicas no tubulo renal quando comparados a solugdes cristaldides em

modelo de sepses em roedores.

A lesdo renal que pode ter como causa a administracdo de coldides, embora
ndo totalmente compreendida, parece envolver efeitos moleculares diretos ou ser

determinada pela pressdo oncotica elevada®.

Embora a utilizacdo de amidos de baixo peso molecular possa ser mais segura,

83 . ~ . .
Prowle e Belomo™ acrescentam que até agora ndo existe estudo prospectivo
randomizado com poder estatistico suficiente para afirmar beneficio clinico e seguranca

destas solugdes quando comparadas aos cristaloides.

Entretanto, a composi¢do das solugdes cristaldides também pode provocar

impacto na fung@o renal. As solugdes salinas contém 154 mmol/L de cloro e sua

administragio em grandes volumes podem causar hipercloremia relativa e absoluta®.

Em seres humanos esta alteracdo pode determinar redu¢ao no fluxo sanguineo renal e

deterioracdo na excrecdo de sodio® .
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Solugdes cristaldides mais balanceadas e com concentracdo de cloro mais
proxima da concentragao fisiologica causam menor disturbio no equilibrio acido-

83,87
base™"".

Se levarmos em consideracdo a composicdo do Ringer lactato esta solucao
parece ser adequada para esta finalidade, uma vez que, ¢ isotdnico e com composi¢ao
semelhante a do plasma. Entretanto, embora seja a mais estudada das solucdes
isotonicas cristaldides, o RL, em estudos animais, esteve relacionado com expressivo
aumento de diversas moléculas de adesdo dentre elas, molécula de adesao intercelular 1,
molécula de adesdo vascular, molécula de adesdo plaquetaria e molécula de adesdo
neutrofilica. Solucdo de RL também foi relacionada com aumento de apoptose de
células endoteliais, macréfagos, musculares lisas e epiteliais de intestino, figado e

5 9295
pulmao™".

O HES mostrou ter efeito deletério em modelos animais dose-dependente
incluindo eclosdo oxidativa dos neutrofilos e apoptose pulmonar pior do que a
produzida pela solugdo de RL. Entretanto, ele teve também alguns beneficios como

I . . . r o 96-100
restabelecer o equilibrio entre proteinas proapoptoicas e antiapoptdicas. :

Em nossa pesquisa, utilizamos o hidroxietilamido (HES) que ¢ um coloide
sintético com propriedades farmacologicas que mais se assemelham aos coldides
naturais. Além de ser um expansor de volume, o seu emprego no contexto da sepse, tem
sido associado com a reducao dos niveis de moléculas de adesao circulante reduzindo,
portanto, o dano endotelial. Adicionalmente, HES tem efeitos microvasculares na
cascata da coagulacdo por elevagao nos niveis de proteina C e proteina S. O alto custo
da albumina tem promovido o uso mais difundido de solugdes de HES, entretanto,
existe a continua preocupacdo com a possibilidade de efeitos adversos incluindo
coagulopatias, reagdes anafilactdides e lesdo renal. Casos de LRA ou semelhante a
nefrose osmotica em biopsia foram relatados e atribuidos ao uso de HES. Diversos
estudos apresentaram resultados conflitantes, alguns implicando o uso de HES na

deterioracdo da funcdo renal, e outros refutando esta relacdo'*''%”.

Observamos na literatura que existem relatos de lesdo renal com a
administracao de coldides em situagdo de risco para lesdo renal, mas também onde este

pré-requisito ndo estd presente.



Discussao 55

Em nossa pesquisa, como foi realizada isquemia renal durante 30 minutos, a
administracdo do amido pode ter contribuido para a gravidade da lesao renal que se

instalou.

Quando analisamos o resultado do exame histologico, os rins que foram
submetidos a isquemia renal apresentaram necrose das células tubulares renais,
caracterizada por picnose nuclear, cariorrexe e cariolise ou cromatélise, sendo que no

grupo G2, as lesdes foram mais graves, embora ndo estatisticamente significativas.

Entretanto, o biomarcador de lesao renal, a NGAL, ndo apresentou valores com

diferenca estatistica nos grupos submetidos a isquemia/reperfusao.

A partir do processo isquémico uma cadeia de eventos quimicos intra e
extracelulares ¢ ativada resultando, frequentemente, em disfuncao parcial ou total, com
necrose celular e perda definitiva de fungdes. Com a interrupcdo da isquemia e
restauragdo do fluxo sanguineo, outra cadeia de eventos se sobrepde ocasionando lesdes

.. . . ~ ~ 11
adicionais denominadas como lesdes por reperfusdo''’.

A reperfusdo de tecidos isquémicos estd frequentemente associada com a
disfungdo microvascular com comprometimento da dilatagdo das arteriolas do endotélio,
aumento da filtracdo de fluidos, agrega¢do dos leucocitos aos capilares, migracdo de
leucocitos e extravasamento de proteinas plasmaticas nas vénulas pos-capilares. No
periodo inicial apds a reperfusdo, a ativagdo das células endoteliais, em todos os
segmentos da microcirculagdo, produz mais radicais de oxigénio e menor quantidade de
oxido nitrico. Nas células endoteliais, o desequilibrio entre os superoxidos e o 6xido
nitrico leva a producdo e a liberagdo de mediadores inflamatorios (tais como, fator
ativador de plaqueta e fator de necrose tumoral) e aumenta a biossintese de moléculas

x - ~ - . 111
de adesdo que mediam a adesdo celular leucécito-endotelial .

Mishra et al.''? foi o primeiro a propor a NGAL como um novo marcador de
lesio. Em modelos de lesdo por isquemia/reperfusdo, ratos submetidos a oclusao
bilateral das artérias renais por 30 minutos, a NGAL foi facilmente detectada na urina
dentro de duas horas seguidas a isquemia. Neste mesmo estudo, distintos grupos de
ratos foram submetidos a 5, 10 e 20 minutos de isquemia. A NGAL urinaria (uNGAL)

foi detectada em todos os ratos, aparecendo ap6s 6 horas nos animais com cinco
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minutos de isquemia e apds quatro horas naqueles com 10 e 20 minutos de isquemia.
Assim, a uNGAL revelou ser um marcador sensivel de LRA isquémica e seus valores

foram correlacionados com a dose e a duracao da isquemia renal.

A NGAL se expressa apds a lesdo renal aguda e ¢ rapidamente induzida e
liberada em lesdes de nefrons distais em estudos experimentais e em algumas doengas

27,11
em seres humanos>"!!3.,

As concentragdes plasmatica e urindria da NGAL aumentam devido a
gravidade e a duracdo da lesdo renal e diminuem com a atenuacdo da mesma® 21! B
uma proteina ligada aos neutréfilos, regulada pelo gen NF-kB (fator nuclear kappa B)
relacionado com a resposta imune e com alta expressao no tecido renal, com elevagdo
de 68 a 138 vezes entre 6 e 36 horas apés a lesdo'". Esta envolvida na recuperacio de
células tubulares renais imediatamente apds lesdo inflamatéria ou isquémica. Em
modelo experimental, em ratos, de lesdo por isquemia e reperfusdo, constatou-se que
uma simples dose de NGAL administrada durante a fase inicial, protege o rim, preserva

a integridade tubular e minimiza a azotemia®"'%’.

Estando a NGAL envolvida na fisiopatologia das doengas renais agudas, pode
representar uma nova terap€utica baseada na sua capacidade de regeneracao das células

11
tubulares!'¢.

Em tecido humano saudavel a NGAL encontra-se apenas em niveis minimos
ou ausentes. Aproximadamente 50% das células tubulares corticais sdo NGAL positivas
em situacdo de isquemia ou danos renais por nefrotoxinas, sugerindo que a NGAL

’ ~ 1
possa ser marcador sensivel da lesio renal'®”.

A NGAL parece apresentar caracteristicas de marcador em tempo real para
deteccao de lesdo renal aguda e tornar-se o biomarcador ideal para conceituar e definir a
lesdo e doenga renal aguda em substitui¢do aos parametros atualmente utilizados como

.. ;1 . s o1
creatinina e débito urinario'’.

Em nosso estudo, os animais dos grupos G1 (RL) e G2 (HES) apo6s retirada do
rim direito, foram submetidos a um periodo de 30 minutos de isquemia por meio da
ligadura da artéria renal esquerda seguido por um periodo de desclampeamento desta

artéria. Os valores da NGAL estiveram expressivamente aumentados 12 horas apos os
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outros momentos do experimento, chegando a valores de 400 ng.mL". Sendo esta a
capacidade maxima de afericdo pelo equipamento utilizado para quantificacdo da

mesma, € possivel que a NGAL tenha alcangado valores ainda mais elevados.

Ocorreu clevacao nos valores da NGAL dentro da faixa de normalidade no
grupo G3 (Controle). As possiveis causas aventadas podem ter sido o trauma cirurgico
pela laparotomia, nefrectomia direita, manipulagdo de alga intestinal e ventilagdo

pulmonar.

Os critérios microscopicos utilizados para caracterizar a necrose das células
tubulares foram os seguintes: picnose nuclear, cariorrexe e cariolise ou cromatolise

(rompimento de membranas celulares)®’.

Picnose ¢ a alteragdo degenerativa do nucleo da célula que apresenta um
volume reduzido (diminui até menos de 6 micras de diametro) e torna-se hipercorada,
tendo sua cromatina condensada. A picnose ¢ um processo que indica a necrose do
tecido e, eventualmente, pode ocorrer fragmentagdo do nucleo picndtico (ntcleo celular
cuja cromatina estd condensada devido a um processo patoldgico). Cariorrexe € a
fragmentagdo do nucleo picndtico. A cromatina adquire uma distribui¢do irregular,
podendo se acumular em granulos na membrana nuclear. Ocorre perda dos limites
nucleares. Caridlise ou cromatolise ¢ a destrui¢do, por dissolugdo, do ntcleo da célula.
Ocorre a dissolucdo da cromatina e a perda da coloracao do nucleo, o qual desaparece

completamente1 .

A andlise histologica das laminas dos rins, utilizando o escore de lesdo
proposto por Park et al., 20087, para a avaliagdo da necrose tubular, demonstrou que os
animais pertencentes ao grupo G3 (Controle) ndo apresentaram lesao histologica (escore
zero), evidenciando um bom controle térmico e hemodindmico do experimento. Os rins
direitos dos grupos Gl e G2 também tiveram escore de lesdo igual a zero. O menor
escore de lesdo dos rins esquerdos no grupo G1 (RL) foi 2 e o maior escore foi 3. O
menor escore de lesdo dos rins esquerdos no grupo G2 (HES) foi 3 e o maior escore foi
5. Estes resultados podem apontar para uma ac¢do mais lesiva dos coldides sobre os rins

em situagdo de isquemia/reperfusao.



6 CONCLUSAQ

58



Conclusao 59

Neste estudo a NGAL encontrou-se expressivamente aumentada 12 horas apos,
em todos os animais submetidos a isquemia renal sob anestesia venosa total,

independente do tipo da reposi¢ao volémica.

As alteracdes histologicas observadas nos grupos GI(RL) e G2 (HES)

correlacionaram-se com os valores de NGAL plasmatica.
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Tabela 10 — Variaveis antropométricas peso (g), pressdo arterial sistolica (PAS) (mm Hg), pressdo
arterial diastolica (PAD)(mmHg), pressdo arterial média (PAM)(mmHg), temperatura (T) (°C),
pressdo expirada de CO2 (ETCO2) do Grupo 1

Rato| M [ Pesoqe | PAS | PAD | PAM | T |  ETCO2
MO 114 87 100 35 18
| M 400 138 119 111 37,2 24
M2 72 39 42 342 20
M3 116 89 103 36,7 23
MO 109 98 112 37 23
Ml 119 96 123 37 22
2 450
M2 119 98 121 37 23
M3 130 101 114 38 25
MO 100 78 88 36,6 17
1 1 121 1
; ﬁ; 390 36 06 37,5 8
Obito
M3
MO 157 120 136 37 19
M1 128 105 117 352 16
B 420 121 107 109 37,1 19
M3 133 113 123 36,4 22
MO 118 86 99 36 22
112 89 102 36 24
g M 410
M2 140 112 124 37,8 20
M3 102 81 93 38,5 20
MO 130 103 117 36 22
1 11 1 2 2
¢ Ml 450 69 8 39 37 0
M2 139 104 124 37,5 21
M3 105 69 105 37 18
MO 124 100 114 36,5 25
M1 111 90 99 37,2 17
7 450
M2 118 88 111 36,6 24
M3 136 105 120 374 22
MO 96 75 85 37 23
164 121 141 2 21
o Ml 490 6 37,
M2 150 131 142 38,4 24
M3 144 123 131 38 24
MO 81 58 79 37,7 25
121 99 106 36,6 24
o Ml 450 ’
M2 128 101 108 374 31
M3 111 97 112 37,9 31
MO 135 108 124 37,5 27
M1 135 114 125 37,6 30
0 o 430 147 119 130 38,4 28

M3 129 120 103 38,2 29




Tabela 11 - Variaveis antropométricas(peso (g), pressdo arterial sistolica(PAS)(mm Hg), pressdo
arterial diastolica(PAD)(mm Hg), pressdo arterial média(PAM)(mm Hg), temperatura(T)(°C),
pressdo expirada de CO2(ETCO2) do Grupo 2 (HES)

Apéndice

Rato | M| Peso(g | PAS | PAD | PAM | T | ETCO2
Ml 133 105 116 38,2 26
11 M2 490 102 80 93 35,9 34
M3 144 117 127 36 32
MO 120 94 116 36,9 23
M1 134 127 118 39,9 36
12 M2 470 131 96 120 38,2 39
M3 131 98 124 38 38
MO 136 122 127 38,2 19
Ml 170 122 145 38 19
13 M2 470 160 127 124 38,2 21
M3 152 119 134 383 21
MO 170 127 145 373 25
Ml 154 124 143 37,2 27
14 M2 460 155 132 145 38,2 27
M3 135 113 139 38 25
MO 120 87 104 37.4 30
Ml 138 112 128 38 28
15 M2 480 149 116 131 38 29
M3 108 82 95 37,5 26
MO 140 102 118 37,1 21
Ml 140 120 132 36,5 20
16 M2 500 138 113 121 38,6 21
M3 134 111 121 37,9 22
MO 129 97 111 37,5 22
Ml 91 37 56 37,2 21
17 M2 480 133 99 113 39 26
M3 130 91 107 37,9 23
MO 143 98 116 35,2 27
Ml 148 106 122 35,6 37
18 M2 490 135 102 111 37,9 34
M3 120 104 106 37,5 41
MO 109 85 97 37,6 20
Ml 160 115 133 37,5 17
19 M2 440 143 116 130 38,4 20
M3 124 90 104 37,5 20
MO 114 84 103 36,7 21
Ml 132 109 121 373 27
20 M2 460 127 101 112 37 27
M3 130 120 110 38 22
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Tabela 12 - Varidveis antropométricas, peso (g), pressdo arterial sistolica (PAS) (mmHg), pressdo arterial
diastdlica (PAD) (mmHg), pressdo arterial média (PAM) (mmHg), temperatura (T) (°C), pressdo expirada

de CO, (ETCO,) Grupo 3
Rato M Peso (g) PAS PAD PAM T
MO 121 92 107 37,9
Ml 98 63 77 37,3
2 M2 420 127 99 113 36,8
M3 128 92 111 37,6
MO 102 75 90 37
Ml 101 61 77 37,9
22 M2 380 96 48 64 37,4
M3 115 86 101 37,8
MO 106 71 87 37,6
Ml 121 84 103 37,6
23 M2 450 108 64 83 38,8
M3 115 75 92 37,9
MO 109 70 69 38,1
Ml 90 59 72 37,8
24 M2 430 97 53 67 37,8
M3 96 47 62 37,2
MO 124 96 112 37,7
M1 100 65 78 37,5
25 M2 440 114 78 93 38,1
M3 103 55 74 37,8
MO 116 86 100 35,8
Ml 108 79 95 37
26 M2 460 115 71 89 38,2
M3 104 71 89 38
MO 123 97 110 35,6
Ml 123 96 108 36,8
27 M2 460 110 64 81 36,3
M3 112 60 76 39
MO 138 107 122 37,1
Ml 110 80 94 38
28 M2 450 120 79 98 38,4
M3 122 81 100 37,3
MO 131 96 113 37,8
Ml 112 76 92 37,1
29 M2 440 113 78 92 38,1
M3 115 71 89 38
MO 115 84 100 37,1
Ml 98 58 73 38,1
30 M2 420 96 57 70 38,1
M3 102 51 71 38,2
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Tabela 13 - Dosagem plasmatica da lipocaina associada a gelatinase (NGAL) (ng.mL™") do grupo 1 (G1)

Rato M NGAL
M1 27,23
1 M2 9,74
M3 10,31
M4 > 400
M1 4491
) M2 14,69
M3 19,06
M4 > 400
M1 14,84
3 M2 8,17
M3 9,48
M4 > 400
M1 22
4 M2 16,41
M3 28
M4 > 400
M1 13,12
5 M2 38,92
M3 26,15
M4 393,89
M1 3,81
6 M2 7,65
M3 9,09
M4 > 400
M1 1,71
7 M2 491
M3 5,43
M4 > 400
M1 4,39
] M2 7,26
M3 17,03
M4 > 400
Ml 15,31
9 M2 16,72
M3 22,15
M4 > 400
Ml 6,35
10 M2 14,37
M3 18,28
M4 > 400
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Tabela 14 - Dosagem plasmatica da lipocaina associada a gelatinase (NGAL) (ng.mL™") do grupo 2 (G2)

Rato M NGAL
M1 4,52
1 M2 17,34
M3 8,83
M4 39481
M1 4,39
12 M2 8,04
M3 11,41
M4 > 400
M1 5,96
13 M2 12,81
M3 18,91
M4 > 400
M1 4,39
M2 7,39
14 M3 9,35
M4 > 400
M1 5,57
M2 5,3
15 M3 8,83
M4 > 400
M1 11,25
M2 14,84
16 M3 23,85
M4 > 400
MI 8,43
M2 6,61
17 M3 3,24
M4 > 400
M1 8,7
18 M2 15,16
M3 11,56
M4 > 400
MI 9,74
19 M2 13,91
M3 17,19
M4 > 400
M1 791
M2 9,22
20 M3 14,84
M4 > 400
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Tabela 15 - Dosagem plasmatica da lipocaina associada a gelatinase (NGAL) (ng.mL™") do grupo 3
(Controle)

Rato Momentos NGAL
M1 15,21
71 M2 7,36
M3 15,26
M4 120,13
Ml 14,36
” M2 10,17
M3 5,56
M4 20,47
M1 10,85
2 M2 21,6
M3 9,52
M4 1,87
Ml 10,13
M2 10,64
24 ’
M3 6,88
M4 193,55
M1 9,38
25 M2 10,13
M3 7,84
M4 134,43
M1 14,1
M2 13,93
26 ’
M3 12,78
M4 245,81
M1 16,11
7 M2 10,85
M3 10,98
M4 30,61
M1 12,52
M2 10,26
28 ’
M3 8,2
M4 153,14
Ml 6,64
29 M2 2,31
M3 2,22
M4 2,93
M1 5,8
M2 2,04
30 ’
M3 9,88

M4 28,64




Tabela 16 - Histologia renal dos ratos do grupo 1 (G1)
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RIM
ANIMAL Direito | Esquerdo
Rato 1 1346 1336
Grau 0 3
Rato 2 1325 1339
Grau 0 3
Rato 3 1368 1314
Grau 0 1
Rato 4 1367 1329
Grau 0 2
Rato 5 1328 1378
Grau 0 2
Rato 6 1376 1342
Grau 0 4
Rato 7 1316 1321
Grau 0 2
Rato 8 1317 1385
Grau 0 3
Rato 9 1379 1347
Grau 0 2
Rato 10 1348 1345
Grau 0 4




Tabela 17 - Histologia renal dos ratos do grupo 2 (HES)
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RIM
ANIMAL Direito | Esquerdo
Rato 11 1346 1362
Grau 0 3
Rato 12 1333 1345
Grau 0 4
Rato 13 1384 1318
Grau 0 3
Rato 14 1331 1337
Grau 0 5
Rato 15 1353 1332
Grau 0 5
Rato 16 1356 1322
Grau 0 4
Rato 17 1386 1330
Grau 0 5
Rato 18 1383 1323
Grau 0 3
Rato 19 1363 1354
Grau 0 2
Rato 20 1349 1351
Grau 1 3




Tabela 18 - Histologia renal dos ratos do grupo 3 (Controle)
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RIM
ANIMAL Direito | Esquerdo
Rato 21 1482 1483
Grau 0 0
Rato 22 1484 1485
Grau 0 0
Rato 23 1486 1487
Grau 0 0
Rato 24 1488 1489
Grau 0 0
Rato 25 1490 1491
Grau 0 0
Rato 26 1492 1493
Grau 0 0
Rato 27 1494 1495
Grau 0 0
Rato 28 1496 1497
Grau 0 0
Rato 29 1498 1499
Grau 0 0
Rato 30 1500 1501
Grau 0 0
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NGAL RAPID ELISA KIT (037)

1 - Preparacao dos Reagentes:
Wash Solution — diluir 25x wash solution (30ml) em 750ml de Agua destilada ou
Deionizada.
Sample Diluente — diluir 5x Sample Diluent(60ml) em 300ml de Agua destilada ou
Deionizada.
NGAL Rapid Calibradores — 6 pontos de curvas prontos para uso.
HRP-conjugado NGAL - pronto para uso.
TMB Substrato — pronto para uso.
Stop Solution — pronto para uso.
2 - Diluir as amostras nas concentra¢des de 1/100 para plasma ou soro.
Colocar 990ul de diluente de amostra + 10ul de amostra.
3 - Pipetar 50ul de calibrador, amostras e controles nos pogos correspondentes + 50ul do
HRP conjugated NGAL antibody em todos os pogos.
4 - Cobrir os pogos e incubar por 30 min. Em temperatura ambiente.
5 - Lavar 3x com 300ul de Wash Solution. Inverter a placa e bater em papel absorvente.
6 — Dispensar 100ul de TMB Substrato em todos os pogos.
7 — Incubar exatamente por 15 minutos em temperatura ambiente no escuro.
8 — Adicionar 100ul de Stop Solution em cada pogo, mix gentilmente pos 20 segundos.
Fazer a leitura no maximo em 30 minutos.

9 — Fazer a leitura da placa em 450 nm. (650 ou 620nm).
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