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Souza, AVG. Avaliagdo da protecao renal de doses altas de melatonina em modelo de
experimencao de isquemia e reperfusao renal em ratos submetidos a hiperglicemia.
Botucatu, 2013. Doutoramento em Anestesiologia. Faculdade de Medicina de Botucatu.
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”

Resumo

Justificativa e Objetivo: A melatonina é um varredor de radicais livres com
importantes agdes no estudo da isquemia e reperfusdo renal. O objetivo deste estudo €
avaliar possivel protec¢ao renal de altas doses de melatonina em modelo experimental de
I/R submetidos a hiperglicemia aguda em ratos anestesiados com isoflurano. Método:
utilizou-se 44 ratos Wistar, machos, com peso superior a 300g, distribuidos de modo
aleatorio em cinco grupos, designados: sham (n=10); melatonina, (n=10, 50 mg.kg
":hiperglicemia (n=9, glicose 2,5 g.kg™); hiperglicemia/melatonina (n=10, glicose 2.5
gkg! + melatonina 50 mgkg'); isquemia e reperfusio (n=5,). Todos os grupos
receberam indugdo 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
inje¢do intraperitoneal da melatonina (melatonina e hiperglicemia/melatonina) ou
glicose (hiperglicemia, hiperglicemia/melatonina) ou solucdo salina (isquemia e
reperfusdo) 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 e glicose foram determinados no inicio (M1), no
(M2) imediatamente apos reperfusdo e 24 horas apds o final do experimento (M3),
quando os animais retornaram ao laboratério e foram anestesiados com isoflurano para
coleta de amostra sanguinea e nefrectomia esquerda. Para andlise histologica foi
utilizada uma escala para avaliagdo da necrose tubular (0 a 5 = les3o maxima). Houve
tratamento estatistico para os valores da temperatura dos animais, peso, PAM, da
creatinina plasmatica, glicemia e das lesdes histologicas, sendo as diferencas
consideradas significantes quando P < 0,05. Resultados: a glicemia foi superior no M2
nos grupos que receberam suplementacao de glicose, hiperglicemia (356,00 = 107,83) e
hiperglicemia/melatonina (445,3 £148,32). Os valores de creatinina foram maiores no
M3, (P=0,0001) para isquemia e reperfusdo (3,6 £+ 0,37), hiperglicemia/melatonina (3,9
+ 0,46), e hiperglicemia (3,71 = 0,69) e menores nos grupos sham (0,79 £ 0,16) e
melatonina (2,01 £ 1,01). A histologia evidenciou auséncia de necrose em sham, lesdo
grau 2 em melatonina e necrose tubular aguda intensa em hiperglicemia (grau 4),
hiperglicemia/melatonina (grau 5), isquemia e reperfusdo (grau 4) P<0,0001.
Conclusbes: A melatonina protegeu os rins submetidos a I/R nos animais sem
hiperglicemia, porem isto ndo aconteceu quando a lesdo I/R foi associada a
hiperglicemia transitoria.

Palavras-chave: Antioxidantes; Rim; Isoflurano; isquemia-reperfusdo, melatonina.



Souza, AVG. Assessment of renal protection from high doses of melatonin in an
experimental model of renal ischemia and reperfusion in hyperglycemic rats. Botucatu,
2011. Doctorate in Anesthesiology. Medicine College of Botucatu. Paulista State
University “Julio de Mesquita Filho™.

Abstract

Background: Melatonin is a free radical scavenger with important actions in the study
of renal ischemia and reperfusion (I/R). This study aimed evaluate possible renal
protection of high doses of melatonin in an experimental model of I/R, in which rats
were submitted to acute hyperglycemia under anesthesia with isoflurane. Method: 44
male Wistar rats, weighing more than 300g, were randomly divided into five groups:
sham (n=10); melatonin (n=10, 50 mg.kg™"); hyperglycemia (n=9, glucose 2.5 g.kg™);
hyperglycemia/melatonin (n=10, 2.5 g.kg™' glucose + melatonin 50 mg.kg"); ischemia
and reperfusion (n=5). In all groups, anesthesia was induced with 4% isoflurane and
maintained with 1.5 to 2.0% isoflurane. Mean arterial pressure (MAP) was measured to
control anesthesia. Intraperitoneal injection of melatonin (melatonin and
hyperglycemia/melatonin), glucose (hyperglycemia, hyperglycemia/melatonin) or saline
(ischemia and reperfusion) was performed 40 min before left renal ischemia. In these
groups, ischemia lasted 25 min. All the rats were submitted to right nephrectomy.
Serum plasma values for creatinine and glucose were determined at baseline (T1),
immediately following reperfusion (T2) and 24 h after completion of the experiment
(T3), when the rats were returned to the laboratory and anesthetized with isoflurane to
collect blood samples and for left nephrectomy. Histological analysis was performed to
evaluate tubular necrosis (scale: 0 to 5 = maximal lesion). Statistical analysis was
applied to the following values: temperature, weight, MAP, plasma creatinine, glucose
and histological lesions. The differences were considered significant when P <0.05.
Results: Serum glucose was higher at T2 in the groups supplemented with glucose,
hyperglycemia (356.00 +107.83) and hyperglycemia/melatonin (445.3 +148.32).
Creatinine values were higher at T3 (P=0.0001) for ischemia and reperfusion (3.6
+0.37), hyperglycemia/melatonin (3.9 +£0.46) and hyperglycemia (3.71 £0.69) and lower
in the sham (0.79 +0.16) and melatonin (2.01 +1.01) groups. Histology showed no
necrosis injury in the sham group, grade 2 lesion in the melatonin group, and severe
acute tubular necrosis in the hyperglycemia (grade 4), hyperglycemia/melatonin (grade
5) and ischemia and reperfusion (grade 4) groups (P <0.0001). Conclusions: Melatonin
protected the kidneys submitted to I/R in rats without hyperglycemia; however, this did
not occur when the I/R lesion was associated with hyperglycemia.

Keywords: antioxidants; kidney; isoflurane; ischemia-reperfusion, melatonin.
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1. Introducéo

A lesdo renal causada durante a isquemia e reperfusdo (I/R) ocorre
frequentemente em cirurgias vasculares e transplantes, devido a reducdo do
fornecimento sanguineo ao 6rgdo. Procedimentos como transplante renal, cirurgia
vascular da aorta, artérias renais e em nefrectomia parcial podem levar a danos celulares
estruturais e funcionais irreversiveis como a disfuncdo do enxerto, rejeigao aguda e

doenga renal aguda/cronica dependendo do grau de isquemia (MEDEIROS et al., 2010).

A privagdo de oxigenio acarreta alteragdes no metabolismo de nucleotideos
com diminui¢do do ATP. Esta queda leva ao desequilibrio na fosforilagdo oxidativa
com reducdo da capacidade glicolitica das celulas tubulares renais proximais mais
susceptiveis as privacoes de ATP. A isquemia induz a expressao de moleculas de adesao
epiteliais e producdo de fator de necrose tumoral (TNF) permitido a passagem de

leucocitos e infiltracdo do parenquima renal (GOES et al., 1995).

Além da hipdxia e acidose frequente na lesdo isquémica ocorre a formagao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e o recrutamento de neutrofilos ativados. Estes
radicais livres podem alterar a viabilidade das células através de varios mecanismos,
interferindo no crescimento celular e na reparagdo, regeneracdo, proliferacao tecidual,
resposta inflamatoria e processo imunologico (MANSANO et al., 2012). A liberagdo de
radicais sdo fendmenos comumente evocados durante I/R, paralelamente com a
producao local de 6xido nitrico (NO*). Em grandes concentragdes o NO* interagem
com superoxido e produz perioxinitrato, um potente oxidante da membrana celular. O
oxido nitrico também modula interagdes celulares leucocito-endoteliais, inibe a
infiltragdo neutrofilica e a agregagdo plaquetaria. Todos estes eventos sdo importantes

durante o processo de I/R.

Com o objetivo de proteger os Orgdos contra os efeitos da I/R, procedimentos
como o precondicionamento isquémico, descrito por Murry et al. (1986), podem ser
empregados na rotina médica. No estudo, cora¢des caninos, foram submetidos a quatro
ciclos de isquemia com duragao de cinco minutos, alternados entre isquemia/reperfusao
da artéria coronaria antes da isquemia de 40 minutos. Obtiveram reducdo na area de
infarto em 75% no grupo que recebeu precondicionamento isquémico (MURRY;

JENNINGS; REIMER, 1986)
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. Nos procedimentos cirirgicos os pacientes submetidos a anestesia com
inalatorios halogenados apresentam fenomeno semelhante de prote¢do renal,
denominado precondicionamento anestésico (do inglés, APC). Estudos posteriores
(CASON et al.,, 1997, COPE et al., 1997, KERSTEN et al., 1997) mostraram o
paradoxal papel do ROS no APC, ou seja, era necessario haver liberagao inicial do ROS

para acontecer o fenomeno de prote¢ao de 6rgdo através do APC.

Mesmo sem evidéncias solidas de que algum farmaco possa proteger os rins
contra o desenvolvimento de faléncia aguda, no periodo pré-operatorio, substancias sdo
utilizadas com este objetivo. Dentre as testadas e até ja empregadas, estdo os
antioxidantes utilizados para interferir na formagao de metabolitos reativos do oxigénio
(KERSTEN et al., 1997; MELIN; HELLBERG; FELLSTROM, 2003; HIROSE et al.,
2008; LIPSHUTZ; GROPPER, 2009). Entretanto, alguns varredores de ROS podem
desencadear efeito antagdnico quando empregados concomitantes com anestésicos
halogenados. Varredores de ROS como N-(2-mercaptopropionyll)glycine (MPG) e o
Mn(l11)tetrekis(4-benzoic acid) porphyrinchloride (MnTBAP) inibiram a agdo protetora
cardiaca promovida pelo isoflurano (MULLENHEIM et al., 2002). Da mesma maneira a
N-acetilcisteina (NAC) impediu o APC do isoflurano em coelhos intactos (TANAKA et
al., 2002).

Dentre os produtos disponiveis com evidencias de a¢do antioxidante a
melatonina apresenta propriedades promissoras na protecao renal durante o periodo de
isquemia. E conhecida e estudada sua capacidade para reduzir a inflamagdo e proteger o
citoesqueleto celular contra a apoptose, em tecido nervoso (ESPOSITO; CUZZOCREA,
2010), hepatico (KANG; LEE, 2012) e renal (KURCER et al., 2007; ERSOZ et al.,
2009; LlIetal., 2009; VINAGRE, 2011). Estes estudos utilizaram doses variando entre
10 a 15 mgkg' e acredita-se que o feito antioxidante da melatonina aconteca de
maneira dose dependente. A maior dose utilizada de melatonina como protetor cardiaco
e renal foi 50 mg.kg'1 (PETROSILLO et al., 2006; CEYRAN et al., 2008; LI et al.,
2009)

A melatonina, isolada pela primeira vez de glandulas pineais de bovinos em
1958, ¢ uma molécula com producao noturna ritmica sintetizada a partir do aminoacido
triptofano que ¢ captado da circulag@o e transformado em 5-hidroxitriptofano (5-HTP)
através da enzima triptofanohidroxilase 1 (TPH1) (LERNER; CASE; HEINZELMAN,

1959). Apesar da melatonina encontrada no sangue ser derivada quase exclusivamente
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da secre¢do da glandula pineal dos mamiferos, esta pode ser gerada em outros 6rgaos

com possivel agao local.

Além de atuar através de receptores presentes nas membranas celulares a
melatonina também age diretamente como eliminador de radicais livres em todas as
células ou por toda a célula de um organismo. Esta acdo direta sobre os radicais livres
gera produtos também com ac¢do antioxidantes e pode atuar diretamente em enzimas
antioxidantes com a superoxido dismutase e glutationa peroxidase aumentando sua

atividade (REITER et al., 2007).

A produgdo excessiva de ROS resulta na peroxidagdo da membrana lipidica
das células e outros componentes como: proteinas, enzimas e 4cidos nucleicos causando
necrose e morte celular por apoptose. Neste ambito a melatonina e seus metabolitos sdo
eficientes na remocgao destes radicais livres de oxigénio (HO e H,O,) e espécies reativas
de oxigénio (ROS) além de estabilizarem as membranas celulares submetidas a I/R
(TANAKA et al., 2002; KURCER et al., 2007).

Outro fator importante que sera avaliado ¢ a hiperglicemia transitodria,
comumente encontrada em pacientes submetidos a intenso estresse pode acentuar a LRI,
apoptose e resposta inflamatoria aumentada. No caso do transplante renal o risco de
rejeicdo do enxerto aumenta (CAETANO et al., 2011). A hiperglicemia ¢ também
identificada como fator risco promovendo o aumento da morbidade e mortalidade no
perioperatorio (HIROSE et al., 2008; HUHN et al., 2008; BLASI-IBANEZ et al., 2009;
FAHY; SHEEHY; COURSIN, 2009; LI et al., 2009; LIPSHUTZ; GROPPER, 2009;
NUNNALLY; O’CONNOR, 2009), com especial acdo deletéria para o tecido renal
(HIROSE et al., 2008).
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2. Objetivo

O objetivo deste estudo ¢ avaliar possivel protecdo renal de altas doses de
melatonina em modelo experimental de I/R submetidos a hiperglicemia aguda em

ratos anestesiados com isoflurano.

17



3. Material e Método

3.1.  Modelo de Isquemia/Reperfusdo

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimenta¢io Animal da
Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. Quarenta e quatro ratos machos Wistar
(Biotério Central do de Botucatu Campus da UNESP), com peso < 300 g, foram

anestesiados com isoflurano.

3.2.  Grupos experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em seis grupos que receberam por

via intraperitoneal (IP).
Grupo (1) sham (n = 10): solugdo salina isotonica;
Grupo (2) melatonina (n=10): melatonina 50 mg.kg™;
Grupo (3) hiperglicemia (n=9): glicose a 50% 2,5 g.kg™;

Grupo (4) hiperglicemia/melatonina (n=10): glicose a 50% 2,5 gkg' +

melatonina 50 mg.kg™;
Grupo (5) isquemia e reperfusdo (n=5): solugdo salina isotonica.
3.3.  Sequéncia Experimental

Todos os ratos foram submetidos a seguinte sequéncia:

1. jejum alimentar;

2. pesagem dos animais;

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

4. Apos aproximadamente 04 minutos o rato anestesiado ¢ colocado em decubito
dorsal (posi¢do supina) sobre bolsa térmica gel (MERCUR®) aquecida em
banho-maria (Banho Maria Modelo 102, FANEM LTDA®, Sao Paulo, Brasil),
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para manutencio da temperatura retal em aproximadamente 37° Este animal é

acomodado numa plataforma de madeira.

~ . . |
manutengdo da anestesia com isoflurano entre 1,5 ¢ 2,0%, com 0,4 L.min~ de

oxigenio;

fixacdo do animal sobre plataforma de madeira através de fios de cordoné nas

suas 4 patas; colocagao de bolsa térmica sob o animal;
termometro ligado a transdutor introduzido no reto do animal;

tricotomia da regido cervical e abdominal com maquina de tosa (Oster®),

seguida de antissepsia das mesmas regioes;

incisdo mediana na regido cervical, dissec¢do e cateterismo da veia jugular
externa direita com cateter “extra-catch” nimero 24, modelo Angiocatch® BD,
para manutengio com 5 mL.kg™.h™ da solugdo de Ringer lactato (RL) através da
bomba de infusdo Anne®, Abbott, EEUU, para reposicao das perdas; fixacao da

veia jugular externa com fio de algodao 3-0;

10. pela mesma incisdo cervical, dissec¢do da carotida esquerda, cateterizagdo da

11

12.

mesma com cateter “extra-catch” ntimero 24, modelo Angiocatch® BD; fixagdo
da carétida com fio de algodio 3-0; colocagdo dos transdutores para
monitorizagdo da pressao arterial média (PAM), através da conexao distal do
cateter ao aparelho AS/3 da “DatexEngstrom®” tipo D-VCN 15-00-02 S/N
763177 (Finlandia); fechamento da incis@o cervical com fio de nylon 4-0 em
chuleio continuo; a lavagem do sistema da pressdo arterial invasiva foi feita com
solugdo em frasco de 500 mL de RL, onde estava contido 2.500 unidades de

heparina;

.MOMENTO 1 (Ml): coleta de 1,5 mL de sangue arterial para leitura da

concentragdo de creatinina e glicemia, seguida de reposi¢do da volemia com 3

mL da solugdo de cloreto de sddio a 0,9% pela veia jugular;

injecdo de solugdo salina (Grupo sham e isquemia e reperfusdo) ou solugao de
glicose a 50% 2,5 g.kg" (Grupo hiperglicemia) ou 50 mgkg" de melatonina

diluida em 4lcool a 1%; (Grupo melatonina) ou de glicose a 50% 2,5 gkg” +
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

solugdo de melatonina (Grupo hiperglicemia e melatonina) em volumes iguais

por via IP;

monitorizagdo realizada através do aparelho Datex-Engstron (Finlandia). Os
dados registrados em fichas individuais foram: a) temperatura retal (TR); b)
freqliéncia cardiaca (FC); c) pressdo arterial média (PAM); d) saturagdo de
oxigénio (sat O;). Estes valores foram anotados a partir de M1 e na sequéncia
apds M1: aos 15 minutos, 30 minutos (nefrectomia direita), 35 minutos, 40
minutos (clampeamento da artéria renal esquerda e inicio da isquemia renal
exceto o grupo sham), 50 minutos, 65 minutos (desclampeamento), pOs-

desclampeamento imediato e 70 minutos (M2).

nefrectomia direita (30 minutos apds MI1); cerca de 200 rins obtidos de
nefrectomia direita por este laboratorio, em pesquisas anteriores de I/R, foram
submetidos aos exames histologicos e mostraram valores normais para este

orgao.

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 (exceto o grupo sham);
observagdo da isquemia renal pela coloragdo 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 o 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 1,5 mL de sangue arterial para leitura de
creatinina e glicemia, seguida de reposicao da volemia com 3 mL de solugao

salina;
ligadura da veia jugular externa direita;

ligadura da carétida esquerda;
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22.infiltragdo da pele e subcutdneo com solu¢do de bupivacaina (0,3 mL a 0,5%,
diluidos com 0,7 mL de soro fisiologico (0,15 %), injetando-se 0,3 mL nas

paredes da incisdo cervical e 0,7 mL nas paredes da incisdo abdominal,
23. recuperagdo anestésica do animal;

24. manutengdo do animal em gaiola de container climatizado, com alimentag¢do ad

libitum por 24 horas;

25.24 horas apo6s a reperfusdo do rim esquerdo: foi feita anestesia do animal com

isoflurano a 4%, sob a campanula;
26. colocagdo do animal anestesiado sobre o plano de madeira;
27. retirada dos pontos da laparotomia mediana;

28. MOMENTO 3 (M3): nefrectomia a esquerda para exame histoldgico; coleta de 3

mL de amostra sanguinea intracardiaca, para as dosagens bioquimicas;

29. sacrificio dos animais com 160 mg.kg” de tiopental sédico. pentobarbital sodico

a 2,5%, por via intracardiaca;

Os animais receberam infusdo continua de solugio Ringer lactato a 5 mL. kg™
h™', para reposi¢io de perdas de fluidos imediatamente apos o cateterismo, com auxilio
de bomba de infusdo (Bomba de Anne, Abbott, EUA). A temperatura retal foi mantida
entre 37 ¢ 38,9 ° C.
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Sequéncia experimental com relagdo ao tempo.

TEMPO

T=0min.

T =30 min.

T =40 min.

T=65min.

T =70 min.

T =24 horas

PROCEDIMENTOS

Anestesia; Cateterismo; Monitorizagao

MOMENTO 1

Coleta sangue; Reposicdo volémica/IV; Adminstra¢do Solugdo
Fisiolégica ou Melatonina ou Glicose (IP)

Laparotomia e Nefrectomia Direita

ISQUEMIA do rim esquerdo

Clamp renal exceto grupo sham

Liberagdo do clamp renal

MOMENTO 2

Coleta sangue e reposi¢do volémica/IV

MOMENTO 3

Anestesia; Nefrectomia esquerda; Coleta sangue (IC); eutanasia
com tiopental sddico.

IV: intravenosa; IP: intraperitonial; IC: intracardiaca; T: tempo
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T = 0 min. Anestesia; Cateterismo; Monitorizagao.

MOMENTO 1

Coleta sangue; Reposi¢ao volémica/IV; Administracdo Solucdo Fisioldgica ou Melatonina ou
Glicose (IP)
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T =30 min

Laparotomia e Nefrectomia Direita

T =40 min.

ISQUEMIA do Rim Esquerdo - Clamp renal
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T = 65 min. Liberagao do clamp renal

MOMENTO 2

Coleta sangue e reposi¢do volémica/IV

Infiltragdo da pele e subcutaneo com solucdo de bupivacaina e recuperagao anestésica
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MOMENTO 3

Anestesia; Nefrectomia esquerda; Coleta sangue (IC); Eutanasia com tiopental
sodico.
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3.4.  Estudo histologico

Apo0s nefrectomia o rim esquerdo foi removido e imediatamente seccionado ao
longo do eixo maior. Metade deste foi fixado em solucdo de Formol Tamponado
(Fosfato de s6dio monobasico 20g, Fosfato de sodio dissédico anidro 22g, Agua
destilada 4500mL e Formoldeido 37%, 500mL) durante 48 horas e a seguir,
armazenados em 4lcool 70% para posterior estudo histologico com coloragdo de

hematoxilina-eosina (HE).

O patologista responsavel pela avaliagdo das amostras nao teve conhecimento
sobre a qual grupo pertencia o rim. Na andlise histologia todos os tubulos proximais e
distais foram analisados e classificados de acordo com: degeneragdo tubular, picnose,
cariorrexe, congestdo vascular, dilatagdo tubular, necrose e presenga de células
inflamatérias. O grau de lesdo renal(PARK et al.,, 2008) foi diagnosticado pela
determinagdo da necrose presente em cada rim atraves de escala de 0-5 segundo o dano

renal:

Tabela 1- Grau de lesdo renal utilizado para classificacdo do dano renal

GRAU LESAO NECROSE TUBULAR
Grau 0 Sem alteracoes
Grau 1 Alteracdes leves (menos de 10%)
Grau 2 Alteracdes de leves a moderadas (10 a 25%)
Grau 3 Alteracdes de moderadas a intensas (25 a 50%)
Grau 4 Alteracdes intensas (50 a 75%)
Grau 5 Alteragdes intensas a muito intensas (acima de 75%)

Adaptado de Park et al., 2008.
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3.5.  Analise Estatistica(MORRISON, 1967)

Para a analise estatistica dos dados obtidos empregamos analise de variancia
inteiramente ao acaso, seguido do teste de Tukey para as comparagdes multiplas entre as
médias. Nas determinacdes das medianas empregamos teste de Kruskall-Wallis, seguido
do teste de comparagdes multiplas de Dunn. Considerou-se estatisticamente

significativo quando o P<0,05.
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4. Resultados

41. Peso (Q)

O peso dos animais ndo diferiu entre os grupos sham, melatonina,
hiperglicemia/melatonina e isquemia renal, respectivamente, porém, o grupo
hiperglicemia apresentou diferenca significativa (p=0,006) dos demais grupos (Tabela
2).

Tabela 2 - Peso (g) dos ratos. Média e desvio padrao segundo o grupo

Grupos Média
Sham 418,0+62,5B
Melatonina 431,0+37,6AB
Hiperglicemia 486,7+36,7A
Hiperglicemia/melatonina 421,5+37,3B
Isquemia renal 408,0+27,7B

Letras maiusculas comparam médias dos grupos. Grupos seguidos de pelo menos uma letra em comum

nao diferem estatisticamente. Teste de Tukey, p=0,006.
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4.2. Temperatura (°C)

A temperatura retal ndo apresentou diferenga entre os grupos, momentos

estudados ou interacdo entre momento x grupo (Tabela 3).

Tabela 3-Temperatura retal (°C) dos ratos. Média e desvio-padrdo segundo momento e
grupo

Momento
Grupos M1 M2 M3 Mégiﬁpg:ral
Sham 37,8+0,6 37,6+0,6 38,0+0,5 37,8+0,6
Melatonina 37,8+0,9 38,3+0,6 38,1+0,6 38,1+0,7
Hiperglicemia 37,8+0,5 38,2+0,7 38,3+0,4 38,1+0,6
Hiperglicemia/melatonina 38,5+0,4 38,8+0,8 38,7+0,6 38,7+0,6
Isquemia renal 37,8+0,9 37,6+£0,9 37,8+0,4 37,7+0,7
Média geral momento 37,9+0,7 38,2+0,8 38,2+0,6

Nao houve efeito de grupo(P=0,45), nem houve efeito de momento(P=0,42) e nem da interagdo momento
x grupo (P=0,51). Analise de perfil.
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4.3 Pressdo Arterial Média (mmHQ)

A PAM (pressdo arterial média) ndo diferiu individualmente entre os
momentos M1, M2, M3 nos grupos estudados, porém houve diferenca entre os grupos
(p<0,0001), sendo que os gupos melatonina e hiperglicemia apesar de nao diferirem
entre si apresentaram as maiores médias (tabela 4 e figura 1). Os grupos sham e
isquemia/reperfusdo tiveram médias superiores ao grupo hiperglicemia/melatonina. Nao

ocorreu diferenga estatisticas entre momento x grupo.

Tabela 4 - Pressao Arterial Média (mmHg). Média e desvio-padrao segundo momento e
grupo

Momento
Grupos M1 M2 M3 Média geral de
grupo
Sham 108+7 97+10 93+12 99+12
Melatonina 12348 12147 122+15 122410
Hiperglicemia 115+10 1169 1167 116£8
Hiperglicemia/
. 72+11 71£12 70+17 71+£13
melatonina
Isquemia renal 98+15 93+13 95+11 95+12
Média geralde 5,9 10021 99423
momento

Houve efeito de grupo(P<0,0001), mas ndo houve efeito de momento(P=0,10) e nem da interacao
momento x grupo (P=0,27). Analise de perfil.
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Figura 1- Valores médios e desvio padrdo da PAM segundo momento e grupo.
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4.4 Creatinina plasmatica (mg.dL™)

As dosagens de creatinina plasmatica mostraram aumento gradativo de seus
valores nos momentos estudados, sendo que o M3 foi o maior em todos os grupos
(P=0,0001) (tabela 5 e figura 2). Os grupos hiperglicemia/melatonina, hiperglicemia e
isquemia renal apresentaram os maiores valores de M3 e o grupo sham teve valores
menores enquanto o grupo melatonina teve valores intermediarios entre o sham e os

demais grupos (P=0,0001).

Tabela 5 - Creatinina plasmatica dos ratos (mg.dL™). Média e desvio-padrio segundo
momento € grupo

Momento
Meédia geral

Grupo Ml M2 M3 do grupo
Sham 0,31+0,03 0,39+0,07 0,79+£0,16  0,50+0,24
Melatonina 0,28+0,04 0,57+0,07 2,01+1,01 0,95+0,95
Hiperglicemia 0,32+0,04 0,67+0,09 3,71+0,69 1,57+1,60
Hiperglicemia/melatonina  0,30+0,00 0,66+0,13 3,90+0,46 1,54+1,67
Isquemia renal 0,30+0,00 0,54+0,05 3,60+0,37 1,48+1,57

Meédia geral do momento 0,30+0,03 0,57+0,14 2,66+1,40

(P<0,0001) para grupo, (P<0,0001) para momento e (P<0,0001) para momento x grupo. Andlise de perfil.
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Figura 2- Valores médios de creatinina plasmatica segundo momento e grupo.
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45  Glicemia plasmatica (mg.dL-")

A andlise da glicemia sanguinea revelou diferengas entre os grupos (P<0,0001)

sendo que os animais que receberam suplementacdo de glicose mantiveram glicemia

acentuada no M2 com queda posterior em M3. Os grupos que apresentaram 0s menores
valores no M2 foram: sham (234,90 £ 57,56), melatonina (295,90 £92,30) e isquemia
renal (225,80 = 30,63) (P=0,0003), os grupos hiperglicemia (356,00 = 107,83) e

hiperglicemia/melatonina (445,3 +148,32) apontaram os maiores valores (tabela 6 e

figura 3).

Tabela 6 - Glicemia plasmatica dos ratos (mg.dL™"). Média e desvio-padrio segundo

momento e grupo

Momento
Grupo M1 M2 M3 Meédia geral
do grupo
Sham 231,20+55,5 234,90+57,56 187,30+47,6  217,80+56,34
Melatonina 263,80+43,2 295,90+92,30 186,20+24,9 248,63+74,91
Hiperglicemia 216,33+£73,7 356,00+£107,8 196,22+41,3  256,19+104,9
Hiperglicemia/Melatonina ~ 246,70+£21,7 445,30+148.,3 162,00+45,2 284,67+150,3
Isquemia renal 220,00+18,7 225,80+30,63 159,20+20,3 201,67+38,19
Média geral do momento 237,82+50,0 320,32+126,9 179,93+39,8

Houve efeito de grupo(P<0,0001), de momento(P<0,0001) e da interacdo momentoxgrupo(P=0,0003).

35



500,0

— 450,0 L
-
C 4000
=T4]
£ 350,0
]
S m Sham
= 3000 .
T m Melatonina
€ 2500 . o
g M Hiperglicemia
o 2000 m Hiper/Mel
]
E 150,0 M Isquemia Renal
Q
3 100,0
O 50,0
0,0

Figura 3 - Valores médios de glicemia segundo momento e grupo.
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4.6 Avaliacdo Histologica

A avaliagdo histologica do rim esquerdo constatou auséncia de lesdo no grupo
sham (0) e lesdo grau 2 nos animais tratados com melatonina, grau 4 nos grupos
hiperglicemia e isquemia renal e 5 para os ratos que receberam glicose ¢ melatonina.

Houve diferencga estatisticamente significante (P<0,0001) (tabela 7 e figuras 4 a 9).

Tabela 7 - Mediana, 12 ¢ 3° quartil, entre colchetes, referentes a varidvel histologica

segundo grupo

Grupo Mediana e quartis
Sham 0,0[0,0;0,0]C
Melatonina 2,0[2,0;2,0]B
Hiperglicemia 4,0[3,0;4,0]A

Hiperglicemia/Melatonina 5,0[4,0;5,0]A

Isquemia renal 4,0[4,0;5,0]A

Grupos seguidos de pelo menos 1 letra em comum ndo diferem estatisticamente, P<0,0001.

37



Boxplot of Grau de Park

Grau de Park

Gl QG2 C:13 -4 G5
GRUPO

Figura 4 —Boxplot do grau de intensidade da lesdo renal (PARK et al., 2008) entre grupos. (Gl=sham, G2=
metatonina, G3= hiperglicemia, G4= hiperglicemia/melatonina, G5 = isquemia e reperfusio).
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Figura 5 - Grupo sham — grau zero de Park (aumento 400x), corada com HE.

Figura 6 - Grupo melatonina — grau dois de Park (aumento 400x), coradas com HE.
Necrose Tubular Aguda inferior a 20% em transigdo cortico-medular com nucleos
picnoticos, perda da coesividade das células que revestem os tibulos.
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Figura 7 — Grupo hiperglicemia — grau quatro de Park (aumento 400x), coradas com HE,
exibindo Necrose Tubular Aguda na transig¢do cortico-medular em aproximadamente 70%
da area. Presenga intensa de cilindros hialinos intratubulares, cariorresis e nucleos
picnoticos.

Figura 8 — Grupo hiperglicemia + melatonina— gr cinco de Park (aumento 200x). Corada
com HE. Necrose Tubular Aguda com amplas areas de hemorragia, cilindros hematicos e
hialinos intratubulares e nicleos picnéticos em mais de 75% do tecido.
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Figura 9 — Grupo isquemia e reperfusdo— grau quatro de Park (aumento 200x). Necrose Tubular
Aguda com amplas areas de degenerag@o superior a 70%.
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5 Discussao

5.1 Modelo Animal

A pesquisa cientifica busca respostas para alteracdes do homem e dos animais.
O desenvolvimento de modelo bioldgico in vivo busca alcangar resultados analogos dos
obtidos nos hospitais e tém por objetivo protegé-los de danos causados por substancias,
doencas ou outras causas que prejudiquem sua saide ou bem estar e elucidar os
mecanismos pelos quais uma doenga pode ser evitada, minimizada ou mesmo curada.

Neste trabalho foram empregados ratos Wistar por apresentarem caracteristicas
anatOmicas, fisioldgicas e de susceptibilidade a lesdo renal I/R (PARK et al., 2008;
ROSO et al., 2012).

O modelo de precondicionamento renal na injuria de isquemia/reperfusdo (I/R)
em ratos adotado neste trabalho ¢ empregado no Laboratorio de Anestesia Experimental
da UNESP/Botucatu hé seis anos com exceléncia na padronizagdo e harmonizag¢do do
ensaio (VIANNA et al.,, 2009; CAETANO et al., 2011; CURTIS et al., 2011;
MANSANO et al., 2012; ROSO et al., 2012; AZEVEDO et al., 2013).

Os animais foram anestesiados com isofluorano com respiracdo espontanea e
mantidos com mascara facial. As concentragcdes anestésicas de inducdo (4%) e
manutengdo (1,5 a 2%) permitiram incisdo cirurgica, nefrectomia e manutencdo do
transoperatdrio sem desconforto e com relaxamento muscular satisfatdrio para execugao
da técnica cirargica. O controle pos-operatorio da dor se mostrou eficaz com infiltracao

da pele e subcutaneo com bupivacaina.

A profundidade da anestesia foi semelhante em todos os grupos. Neste modelo,
a nefrectomia direita ¢ feita com o intuito de minimizar o efeito compensatério do rim

sem isquemia (PARK et al., 2008; ROSO et al., 2012).

A utilizacdo da via intraperitoneal (quadrante inferior direito da regido
abdominal) permite a administracdo de volumes relativamente grandes (at¢ 10 mL) sem

causar complicacdes.

O tempo de isquemia de 25 minutos foi empregado por causar lesdes de graus
leves a moderadas (PARK et al., 2008) possibilitando a interacdo do efeito lesivo da

hiperglicemia (HIROSE et al., 2008).
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A isquemia transitoria foi confirmada pela mudanca de coloracdo do o6rgao
(VIANNA et al., 2009; CAETANO et al., 2011; CURTIS et al., 2011; MANSANO et
al., 2012; ROSO etal., 2012; AZEVEDO et al., 2013).

A manuten¢do de volemia dos animais com a reposi¢ao das perdas e infusdo
com Ringer lactato, tinha como meta evitar a hipovolemia e as sua consequéncia para o
rim.

Como parametro do controle hemodinamico bem sucedido pode-se apresentar
a pressao arterial média (PAM) estavel e sem diferenca significativa entre momentos.

A estabilidade da temperatura retal (mantendo-se os animais normotérmicos
>37°C) (tabela 2) ¢ fundamental ao modelo proposto, pois a hipotermia pode causar
protecdo do tecido renal (PARK et al., 2008).

A manutencdo da temperatura no modelo de precondicionamento I/R
influencia diretamente a gravidade da lesdo celular. A prote¢do de orgdos atraves da
hipotermia intencional leva a protec¢ao celular pela redugao do metabolismo permitindo
procedimentos como transplantes. Delbridge et al. (2007) obteve reducdo da lesdo
isquémica em modelo de precondicionamento nos animais submetidos a hipotermia
(36,2°C) com niveis de creatinina 2,8 vezes menor que o grupo normotérmico (37°C) e
aproximadamente 5 vezes menor que o grupo hipertérmico (DELBRIDGE et al., 2007).

Os mecanismos de aumento da lesdo renal na hipertermia podem estar
relacionados com a diminuicdo da reabsorcao tubular de sodio ¢ de ATP, aumento da
degradacdo inosina e hipoxantina que atuam como substrato para a enzima xantina
oxidase levando a sintese de acido Urico uma importante fonte de produgao de radicais
livres e aumento de acidos graxos livres e lactato desidrogenase levando a morte celular

(ZAGER; ALTSCHULD, 1986; DELBRIDGE et al., 2007).

5.2 Avaliacdo da creatinina plasmatica

A creatinina ¢ um produto endégeno do metabolismo muscular, eliminado
pelos rins, empregado na pratica clinica para avaliacdo da taxa de filtragdo glomerular
(TFG). Apesar de ser empregada como biomarcador da TFG sua interpretacdo deve ser
acompanhada com cautela. O nivel sérico de creatina sofre alteragdes dependentes da
idade, do sexo, do estado nutricional e massa muscular e se mostra superior aos niveis
basais ap6s diminui¢do de 50 a 60% da TFG e pela baixa sensibilidade nas fases iniciais

da lesdo renal (METRA et al., 2012).
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Pesquisas com biomarcadores como cistatina C, N-acetil-B-D-glucosaminidase
(NAGQG), Lipocalina Associada com Gelatinase de Neutrofilos Humanos (NGAL), KIM-
1 KidneylInjury Molecule-1 e IL 18 possibilitam a identificacio da LRA precocemente
antes do comprometimento estrutural do 6rgdo(ABOUCHACRA et al., 2012; TSIGOU
et al., 2013). Como inconvenientes apresentam alto custo (TRAYNOR et al., 2006;
BAGSHAW; GIBNEY, 2008). A creatinina ¢ um biomarcador muito especifico de
lesdo renal, mas, a sua elevacdo s6 acontece tardiamente. O modelo experimental usado
nesta pesquisa avaliou a lesdo renal 24 h ap6s o episddio de I/R e assim a utilizagdo da
creatinina plasmatica, neste estudo, estd plenamente justificada.

As dosagens de creatinina plasmatica mostraram aumento gradativo de seus
valores nos momentos estudados. Os grupos hiperglicemia/melatonina, hiperglicemia e
isquemia renal apresentaram os maiores valores de M3 e os grupos sham e melatonina
foram menores, evidenciando prote¢do renal dos animais que receberam melatonina

mesmo apds I/R (tabela 5).

5.3 Avaliacdo da hiperglicemia plasmatica

A analise da glicemia sanguinea revelou diferengas entre os grupos sendo que
os animais que receberam suplementagao de glicose mantiveram glicemia acentuada no
M2 (hiperglicemia/melatonina e hiperglicemia) ap6s I/R com queda posterior em M3,
igualmente observada em todos os grupos. Os menores valores no M2 foram: sham,
melatonina e isquemia renal (tabela 6).

Os efeitos deletérios da hiperglicemia em pacientes diabéticos ou com
hiperglicemia transitdria predispde ao aumento da mortalidade no peri e pos operatorio
(FAHY; SHEEHY; COURSIN, 2009a,b; FURNARY, 2009).Além de reduzir o
beneficio do precondicionamento isquémico e anestésico, especialmente dos inalatérios
que sao diminuidos ou abolidos na presenga da hiperglicemia transitéria ou cronica

(KERSTEN et al., 1998).

O precondicionamento obtido com o isoflurano ¢ prejudicado pela diabetes
induzida quimicamente ou pela administragdo de dextrose intravenosa. As
concentragdes de glicose no sangue foram determinantes para mensuragdo da area de
infarto do miocardio em um modelo canino de diabetes. A inibicdo do APC ocorreu
possivelmente pela inibi¢do da atividade do canal de KATP (canal de potassio sensivel
a adenosina tri-fosfato) in vivo, mecanismo necessario para que ocorra o APC
(TANAKA et al., 2002).
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Em estudo utilizando modelo de I/R identico ao empregado nesta tese, Hirose
et al.,demonstram que a hiperglicemia trasitéria imediatamente antes ou durante o
periodo de isquemia renal diminui significativamete a fungdo e aumenta a lesdo renal.
Os mecanismos envolvidos na lesdo do orgdo em condig¢des de hiperglicemia cronica
tém sido atribuidos ao aumento do estresse oxidativo. Nos animais com hiperglicemia
transitéria nao diabéticos o aumento da degradacdo das xantinas geradoras de espécies
reativas de oxigénio levam a estresse oxidativo que predispde a liberagdo de cininas
pro-inflamatorias, quimicininas, fatores de crescimento e moleculas de adesdo

predispondo a inflamacdo (PODRAZIK et al., 1989; HIROSE et al., 2008).

5.4 Avaliagéo da histologia renal

A andlise histologica das 1aminas dos rins esquerdos, utilizando o escore de 1 a
5 segundo Park et al. (2008) demonstraram auséncia de lesdo nos animais do grupo
sham e mostrou que o modelo utilizado nesta pesquisa ndo causou alteracdes renais
servindo de controle para os demais grupos experimentais.

O grupo melatonina diferiu do grupo sham pela presenca de lesdes leves a
moderadas (méaximo 25%). Entretanto, estas lesdes foram menores do que a observada
nos grupos com hiperglicemia ou isquemia sem melatonina que apresentaram necrose
superior a 75%. Neste estudo a melatonina atenuou a gravidade da lesdo causada pela
I/R. Fica demonstrado o efeito protetor deste antioxidante, mas, esta melatonina, mesmo

em dose elevada nao foi capaz de impedir os efeitos da I/R associada a hiperglicemia.

Os rins com lesdo necrdtica apresentaram maior degeneragdo na regido de
transi¢ao corticomedular com intensa presenca de picnose, cariorrexe, congestdo e
acumulo de células inflamatorias como neutrofilos e linfocitos resultados similares

foram obtidos por Park (PARK et al., 2008).

5.5 Melatonina: a¢ao antioxidante

A apoptose descrita como regulador da homeostase ¢ essencial durante o
desenvolvimento e envelhecimento do organismo para eliminar células de maneira
ordenada na auséncia de processo inflamatorio (RODRIGUEZ et al., 2013). Sua agdo na
defesa do organismo contra infecgdes, reagdes imunes ou células danificadas por
doencas ou agentes nocivos mantem o equilibrio celular. Existe uma variedade de
estimulos e condigdes patologicas que desencadeiam a apoptose por enzimas pro-
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apoptoticas extrinsecas como fator de necrose tumoral e Fas que ativam a via das
caspases ¢ intrinsecas (BH3, Bcl-2), associada as membranas do reticulo
endoplasmatico, envelope nuclear e membrana mitocondrial externa. O estimulo
apoptotico pode ser bloqueado por acdo de proteinas anti-apoptoticas (familia Bcl-2 -
BHI1, BH2, Bcl-2, Bcel-x, Bel-XL, Bcel-XS, Bcel-w) que impedem a morte da célula
(ELMORE, 2007; FERREIRA et al., 2010).

Com a ativagdo da via intrinseca ou mitocondrial por fatores como hipoxia
tecidual ocorrem modificagcdes nas mitocondrias como o bloqueio da sintese de ATP e
aumento de espécies reativas de oxigénio que predispde a oxidagdo de lipidios,
proteinas e acidos nucleicos mais ativagao de caspases (ELMORE, 2007).

Neste contexto a melatonina age diretamente nas vias extrinseca, ao modular
expressdo de receptores de morte e intrinseca ao eliminar radicais livres do citoplasma

celular (FERREIRA et al., 2010; RODRIGUEZ et al., 2013).
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Como importante varredor de radicais livres a melatonina apresenta acdo
antioxidante direta e indireta ao estimular enzimas antioxidantes ou potencializar seus
efeitos além da estimulacdo da sintese de glutationa (antioxidante intracelular) (REITER
et al., 2007).

Neste trabalho foi empregado modelo experimental de I/R renal que ¢ uma
sindrome complexa que envolve varios mecanismos como a vasoconstricdo renal,
necrose tubular, bloqueio do ritmo de filtragdo e lesdo glomerulares levando o animal a
desenvolver doenca renal aguda confirmada na dosagem de creatinina e na analise
histologica. Mesmo com estes agravantes a melatonina foi capaz de atenuar a lesdo
renal apos I/R (DENIZ et al., 2006).

Para determinar a dose de melatonina empregada nesta tese foi empregado o
conhecimento adquirido em estudo anterior realizado pela mesma equipe (VINAGRE,
2011) que empregou a melatonina a 20mg.kg™ trinta minutos antes da isquemia renal.
Neste estudo a melatonina potencializou o efeito do isoflurano, mas, foi incapaz de

impedir a lesdo renal associada a hiperglicemia transitoria.
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Acreditou-se que a prote¢do renal da melatonina na I/R em animais
hiperglicémicos poderia ser depende da dose usada. No projeto inicial da pesquisa
consultou-se a literatura ¢ a dose maxima de melatonina utilizada foi 50 mgkg”
(PETROSILLO et al., 2006). Li et al. (2009) também empregaram 50 mgkg' de
melatonina em modelo de transplante renal. Os animais doadores dos rins receberam
melatonina dissolvida em leite duas horas antes da cirurgia por via oral. O enxerto renal
foi estocado por 24 horas em solugdo fria antes do procedimento cirtrgico. Os ratos que
receberam transplantes provenientes de animais tratados com melatonina apresentaram
reducdo da lesdo tubular, creatinina, ureia e lactato desidrogenase de 39 a 71%. A
melatonina foi capaz de proteger o enxerto em decorréncia de suas agdes antioxidante e
antiapoptotica.

Ceyran et al. (2008) usaram 50 mg.kg"' de melatonina em ratos submetidos a
isquemia e reperfusdo miocardica. Os animais tratados antes e apds a isquemia
apresentaram valores menores de lesdo expressos pela determinagao da
mieloperoxidase, superoxido desmutase, malondialdeido, além dos achados
histopatologicos e com elevada atividade anti-apoptotica do Bcl-2. Demonstrando o

efeito protetor da melatonina em altas doses contra a isquemia do miocardio.
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6 Conclusoes

A melatonina em dose alta atenuou a lesdo renal quando administrada 30
minutos antes da realizacdo da I/R em ratos sem hiperglicemia transitoria porem nao foi
capaz de impedir a necrose tubular aguda em animais com hiperglicemia anestesiados

com isoflurano.
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