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RESUMO

Da Silva AC. Efeitos da dose Unica de parecoxibe sobre a morte celular em rins de ratos
submetidos a hemorragia aguda. Botucatu 2014. 71p. Tese (Doutorado em
Anestesiologia) — Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.

Resumo

Introducdo: O parecoxibe tem comprovada eficacia analgésica no tratamento da dor,
entretanto seus efeitos adversos renais ndo estdo esclarecidos. Se por um lado os
inibidores da ciclooxigenase-2 geram danos ao rim por alterar a dindmica vascular
renal, por outro lado bloqueiam a inflamacdo, e admite-se que a inflamacdo esteja
relacionada com prejuizos ao rim. Em casos de hipoperfusao renal, como em situacédo
de hemorragia e hipovolemia, hd diminuicdo direta do aporte de nutrientes e a isquemia
estimula a producdo de mediadores inflamatdrios. O objetivo desta pesquisa foi avaliar
se a dose unica de parecoxibe influi na ocorréncia de apoptose ou necrose em rins de
ratos submetidos a hemorragia. Métodos: Vinte e quatro ratos Wistars adultos
anestesiados com sevoflurano foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos
(n=6): grupo placebo/ sem hemorragia (plac/ sh); grupo parecoxibe/ sem hemorragia
(PCX/ sh); grupo placebo/ hemorragia (plac/ H) e grupo parecoxibe/ hemorragia (PCX/
H). Receberam bolus endovenoso em dose Unica de parecoxibe, 20mg/kg, ou placebo de
acordo com a distribuicdo por grupos. Os animais dos grupos com hemorragia sofreram
sangria correspondente a 30% da volemia durante 20 min. Ap6s 80 min da
administracdo do bolus de parecoxibe ou placebo e 30 min do fim da hemorragia, foi
realizada nefrectomia bilateral para avaliacdo de necrose ou apoptose pela citometria de
fluxo. Resultados: Os grupos que receberam parecoxibe (PCX/ sh e PCX/ H)
apresentaram maior quantidade de necrose, menor quantidade de apoptose e maior
quantidade de células viaveis renais pela citometria de fluxo. Concluséo: A dose Unica
de parecoxibe gerou necrose renal, mas associou-se a protecdo do 6rgdo contra apoptose

e a maior quantidade de células viaveis precocemente ap6s hemorragia.

Palavras chave: ratos; rim; parecoxibe; hemorragia; necrose; apoptose



ABSTRACT

Da Silva AC. Effects of single dose of parecoxib on cell death in kidneys of rats
submitted to acute hemorrhage. Botucatu 2014. 71p. Thesis (PhD degree in
Anesthesiology) — Botucatu Medical School, UNESP.

Abstract

Introduction. Parecoxib has proven analgesic efficacy in the treatment of pain,
however its adverse renal effects are unclear. The cyclooxygenase-2 inhibitors generate
damage to the kidney through renal vascular dynamic changes, on the other hand they
block the inflammation, and it is believed that inflammation is related to kidney
damage. In cases of renal hypoperfusion, as in situation of hemorrhage and
hypovolemia, there is direct reduction of nutrient input and ischemia stimulates the
production of inflammatory mediators. The aim of this study was to evaluate whether a
single dose of parecoxib influences the occurrence of apoptosis or necrosis in kidneys of
rats submitted to hemorrhage. Methods. Twenty-four adult Wistar rats anesthetized
with sevoflurane were randomly distributed into four groups (n=6): placebo/ no
hemorrhage (plac/ nh), parecoxib/ no hemorrhage (PCX/ nh); placebo/ hemorrhage
(plac/ H) and parecoxib/ hemorrhage (PCX/ H). The animals received single
intravenous bolus of parecoxib, 20mg/kg, or placebo according to the group
distribution. The animals in groups with hemorrhage suffered bleeding corresponding to
30 % of volemia during 20 min. Eighty min after the administration of parecoxib or
placebo and 30 minutes after the end of the hemorrhage period, bilateral nephrectomy
was performed to assess necrosis or apoptosis by flow cytometry. Results. The groups
which received parecoxib (PCX/ nh and PCX/ H) showed a higher amount of renal
necrosis, minor amounts of apoptosis, and higher amount of viable cells by flow
cytometry. Conclusion. A single dose of parecoxib generated renal necrosis, but was
associated with kidney protection against apoptosis and with increased number of viable
cells early after hemorrhage.

Key words: rats; kidney; parecoxib; hemorrhage; necrosis; apoptosis
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APRESENTACAO

APRESENTACAO

Este texto trata da relacdo de um analgésico com a morte de células do rim em
vigéncia de hipovolemia causada por sangramento. E um assunto, no minimo, razoéavel
para explanacdo, pois os profissionais da saude, em sua pratica, principalmente 0s
anestesiologistas, prescrevem analgésicos e devem trabalhar de forma a minimizar os
possiveis prejuizos advindos da intervencdo médica a que submetem seus pacientes.

Além disso, estdo constantemente a frente de pacientes que sofrem sangramentos.

Portanto, serdo abordados 0s assuntos ‘sangramento’, ‘analgesia’ € ‘protecdo
de drgdos’ que, apesar de serem topicos distintos dentro do escopo da pratica da
medicina e da anestesiologia, apresentam-se corriqueiramente em circunstancias
simultaneas, pois a rotina de trabalho pode se mostrar em contexto muito dinamico —
ndo € raro encontrarmos situacdes que envolvem a necessidade de conhecimento desses

trés assuntos.

Desse modo, contribuir para a geracdo de maiores conhecimentos a respeito da
interseccdo desses temas € a principal finalidade deste trabalho. Para isso, foi praticado
um estudo que utilizou a experimentacao animal, determinado analgésico e a inducdo de
estado hipovolémico por perda sanguinea. A protecdo do o6rgao (relacionada com a
quantidade de morte celular) foi analisada por estatistica, o que classifica este estudo

como quantitativo.

O analgésico utilizado foi o parecoxibe. Sua escolha foi baseada em dois
motivos. Primeiro, porque este medicamento apresenta seletividade na inibicdo da
ciclooxigenase (COX). Este aspecto, que serd mais bem abordado adiante, seria uma
evolucdo para esta classe de medicamentos, pois gera analgesia com menos efeitos
colaterais, pelo menos em teoria (Nussmeier et al, 2006). Em segundo lugar, o
parecoxibe € o Unico medicamento de sua classe que esta disponivel para uso venoso
(Cheer & Goa, 2001), e esta é a via de administracdo mais utilizada pelo

anestesiologista.

O estado de hipovolemia por perda sanguinea foi obtido atraves de retirada de

sangue de modo sistematico baseado em estudos anteriores (de Souza Silva et al, 2006;
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Diego et al, 2007) e posteriormente confirmado por leitura de teste amplamente aceito

para tal (hematocrito).

O 6rgédo analisado neste estudo foi o rim. Foi indicado porque existe forte
associacao apresentada na ciéncia entre o uso de inibidores da COX e a seguranca das
fungdes renais e sua preservacdo (Clive & Stoff, 1984). Esta relagdo € baseada
principalmente em mecanismo muito difundido e que estara contemplado adiante. Mas,
de qualquer modo, determinar a seguranca do uso de medicamentos em situagdes
comuns, como hipovolemia por sangramento, parece ser uma necessidade cientifica

para aprimorar a pratica clinica.

A seguranca ou protecdo desse 6rgdo, neste estudo, foi analisada através da
quantidade de morte celular ocorrida apos a intervencdo experimental. Para isso, foram
utilizados os critérios morfologicos de morte celular, que séo, basicamente, apoptose e
necrose. E, ap0s a determinacdo de suas quantidades relativas, através de citometria de
fluxo (que também ¢ tema que seré explanado posteriormente), os valores obtidos foram

tratados e discutidos para se definir a conclusdo do estudo.
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1 INTRODUCAO

Um importante texto cientifico foi publicado em 2010 (Merry et al) a respeito
dos padrdes internacionais da anestesia segura. Este artigo considerou os contextos de
localidades mundiais para a pratica da anestesiologia e considerou alguns padrdes
minimos ou obrigat6rios — o que é chamado de altamente recomendavel na terminologia
criada pela Organizagdo Mundial de Salde. Este texto, portanto, indica o que € basico
para um procedimento anestésico. Diversos elementos foram classificados assim e
alivio da dor aparece de modo enfatico. Desse modo, conclui-se que o tratamento da dor
e consequentemente o uso de analgésicos vao muito além do que simples sugestdo no

escopo da prética.

Dentre as formas de promover analgesia, os anti-inflamatérios nao-esteroidais
(AINEs) sdo medicamentos amplamente utilizados na préatica clinica — estima-se que
seu uso mundial ultrapasse 30 milhdes de administracbes por dia (Singh &
Triadafilopoulos, 1999). Sdo medicamentos também muito utilizados no contexto
perioperatorio, pois mostram-se eficazes na dor de intensidade moderada e grave
(Fredheim et al, 2011) e reduzem a necessidade do uso de morfina no pos-operatorio
(Maund et al, 2011).

O mecanismo de acdo dos AINEs baseia-se na inibicdo da sintese de
prostaglandinas (PGs) (Vane, 1971). As PGs sdo dos principais mediadores da
inflamacéo, dor e febre. Sdo sintetizadas a partir do acido araquidénico, e esta reacdo é
catalisada pela enzima COX, referida anteriormente como prostaglandina-sintetase
(Livingston, 2000 ). Os AINEs blogueiam a formagéo de PGs por ligacdo com a COX e

inibicdo da mesma (Sinha et al, 2013), como mostrado no esquema 1.
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Esquema 1. Representacdo esquematica da inibicdo da sintese de prostaglandinas pelos anti-
inflamatdrios ndo-esteroidais (adaptado de Sinha et al, 2013)

Assim, ao bloquear as PGs, promove-se a reducao da dor e inflamacéo. Ocorre,
porém, que as PGs também exercem outras fun¢bes, como mediadoras - agdo nos vasos
sanguineos e na prote¢do gastrica (Wang& Dobois, 2006), controle do fluxo sanguineo
renal, hemostasia e respostas autoimunes (Vane & Botting, 1998). Como consequéncia,
a utilizacdo de AINEs pode gerar eventos indesejaveis pelo bloqueio destas funcgdes,

como se pode observar no esquema 2.
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Esquema 2. Representacdo esquematica da relagdo entre alguns subtipos de prostaglandinas e
algumas de suas respectivas funcoes fisioldgicas (adaptado de Harris, 2002)

O esquema 3 mostra as principais reacdes enzimaticas a partir do &cido
araquidénico. E possivel observar que todo o lado direito da figura esta relacionado com
a COX. Desse modo, bloguear esta enzima causa inibicdo de uma série de mediadores,
como subtipos de PGs, prostaciclina e tromboxano A, (Livingston, 2000). Entretanto,
ocorre que apenas um subtipo (Prostaglandina E2) é o responsavel principal pela
inflamacdo, enquanto que os demais mediadores sdo relacionados com outras funcdes
fisiolégicas. Assim, bloquear a COX gera o esperado efeito anti-inflamatério além de
demais efeitos, relacionados com demais subtipos de PGs (além da prépria PGE2), que

podem ser considerados adversos.
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Esquema 3. Principais reacdes enzimaticas a partir do acido araquidénico (adaptado de
Livingston, 2000).

Desse modo, sdo evidentes 0s possiveis efeitos indesejaveis causados pelo
bloqueio das PGs. No entanto, ha duas décadas, uma segunda isoforma da COX foi
descoberta. A diferenca mais significativa entre as duas isoformas é que, em muitas das
situacOes estudadas, uma isoforma parece ser constitutiva, ou seja, mostra-se como
componente normal da célula e esta presente em concentracdo relativamente constante.
A outra isoforma parece ser induzida, isto €, 0 aumento de sua concentracao é verificado
principalmente em resposta a algum estimulo. Estes estimulos podem ser, por exemplo,

moléculas derivadas da propria inflamag&o (Xie et al, 1991).

Foi constatado, inclusive, que a isoforma constitutiva da COX (COX-1)
associa-se normalmente aos tecidos em que as PGs tém funcdo fisiologica, como
protecdo da mucosa gastrica, enquanto que a expressdo da COX-2 é mais elevada em

tecidos inflamados (Batlouni, 2010). Assim, verificou-se a necessidade de criar uma
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forma de inibir seletivamente as fun¢des induzidas da COX (COX-2) e preservar as

acoes fisiologicas da COX-1.

Desse modo, os efeitos adversos, principalmente géastricos (ulceracdo e
sangramento), renais (diminuigdo da perfusao renal e do ritmo de filtracdo glomerular) e
de hemostasia (interferéncia na agregacdo plaquetaria), derivados da inibicdo da COX-
1, poderiam ser minimizados com a inibicéo seletiva da COX-2 (Nussmeier et al, 2006).
Como consequéncia, foram desenvolvidos medicamentos com capacidade de inibir
seletivamente a COX-2, que poderiam, portanto, reduzir os efeitos indesejaveis com
eficacia semelhante a dos AINEs convencionais que inibem ambas as isoformas (Lloyd
et al, 2009).

A partir do desenvolvimento dos inibidores seletivos da COX-2 (COXIBEs),
varios estudos foram criados para definir seu potencial de toxicidade em comparagéo
aos inibidores convencionais da COX (Jones & Lamdin, 2010). Em relacdo a toxicidade
renal, admite-se teoricamente o potencial nefrotdxico de todos os inibidores da COX,
porém os efeitos adversos renais dos COXIBESs ndo estdo esclarecidos (Cheng & Harris,
2005).

Pois, se por um lado os COXIBEs podem prejudicar a fungéo renal ao inibir as
PGs — e as PGs vasodilatadoras derivadas da COX-2 mantém o fluxo sanguineo renal e
o ritmo de filtragdo glomerular (Harris, 2006), por outro lado, alguns autores citam
experimentos que evidenciam protecdo renal com o uso destes farmacos (Komers et al,
2001). Assim, observa-se que é possivel encontrar na literatura conclusfes controversas

sobre o assunto.

Dentre alguns autores que evidenciaram protecdo, Norregaard et al (2005), por
exemplo, observaram aumento da expressdéo da COX-2 na medula renal de ratos
submetidos a obstrucdo ureteral bilateral aguda e verificaram efeitos benéficos do
parecoxibe (um exemplo de farmaco COXIBE) na prevencdo das alteracdes do
transporte de sddio. Hocherl et al (2009) verificaram que o pré-tratamento com o uso do
mesmo farmaco melhorou o clearance de creatinina em ratos submetidos a modelo
experimental de sepse grave com infusdo de endotoxinas, além de ter prevenido
reducbes do clearance de para-aminohipurato apds agressdo renal, tanto por

endotoxemia quanto por isquemia-reperfusdo. Feitoza et al (2005) observaram melhora
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da funcdo renal e reducdo de necrose tubular ap6s agressdo promovida por isquemia-

reperfusdo em camundongos tratados com rofecoxibe, que é outro COXIBE.

Dentre exemplos de autores que demonstraram evidéncias de prejuizo renal
com o uso de COXIBEs, citam-se Patel et al (2007), que observaram aumento da
disfuncdo e lesdo renais em ratos submetidos a agressdo de isquemia-reperfusdo por
inibicdo, pelo parecoxibe, dos metabdlitos derivados da acdo da COX-2. Whelton et al
(2000) demonstraram semelhanca entre COXIBEs e AINEs convencionais no
desenvolvimento de edema das extremidades inferiores e de hipertensdo, diferentemente
do placebo. Swan et al (2000) evidenciaram reducdes significativas nas taxas de

filtracdo glomerular de pacientes tratados com rofecoxibe.

Tais exemplos sdo poucos no universo desse assunto, mas é possivel concluir
que existem importantes estudos publicados sobre a relacédo entre a inibi¢cdo da COX-2 e
a funcdo renal, alguns demonstrando relacdo favoravel, outros ndo. Esta relacdo pode
ser explicada pelo papel desempenhado pelas PGs no rim, sua regulacdo e seu balanco.
Além disso, é marcante a presenca da enzima COX-2 neste 6rgao.

Pois se sabe que em rins de mamiferos adultos a enzima COX-2 expressa-se de
modo importante na méacula densa, na regido cortical da alca ascendente fina e nas
células intersticiais medulares (Harris, 2002). Além disso, a expressdo constitutiva da
COX apresenta-se com ambas as isoformas no rim, ou seja, a COX-2 é constante (além
de induzida) neste tecido (Giovanni & Giovanni, 2002). Assim, o suposto beneficio dos
COXIBEs em bloquear as fungbes da COX apenas em tecido inflamado (induzido),
preservando as funcdes fisioldgicas, ndo ocorre no rim, uma vez que a COX-2 é também

constante neste local.

Logo, com o uso de COXIBEs, sdo bloqueados os prostandides derivados da
acao da COX-2 que desempenham fungdes importantes na fisiologia renal. Dentre estas
funcBes, destacam-se a manutencdo do fluxo sanguineo renal, a taxa de filtracdo
glomerular, a perfusdo medular renal, a excre¢do tubular de sddio e &gua, a liberacao de
renina e a regulacdo da presséo arterial sisttmica (Gambaro & Perazella, 2003). Tais
blogueios acometem o rim principalmente em situagdes de hipoperfusdo renal (Cheng &
Harris, 2005).
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Isso € explicado porque as PGs vasodilatadoras derivadas da acdo da COX-2
mantém o fluxo sanguineo renal e a taxa de filtracdo glomerular através da oposicdo a
constricdo das arteriolas aferentes em resposta aos vasoconstritores. Assim, em
situacbes de hipovolemia, em que a resposta compensatéria mais precoce € a
vasoconstricdo causada pela atividade simpatica e pelo sistema renina-angiotensina (de

Souza Silva et al, 2006), a inibicdo da COX-2 é teoricamente deletéria.

Dessa forma, constata-se que o uso de COXIBEs, apesar de util na prevencao
da dor pos-operatdria na maioria dos procedimentos cirdrgicos, pode prejudicar a
perfusdo renal agravada por situacbes de hipovolemia, como na hemorragia

intraoperatdria, 0 que propicia o aparecimento de isquemia renal.

Todavia, por outro lado, admite-se que o bloqueio da inflamacgéo pelo uso dos
COXIBEs pode ser favoravel ao rim pela inibicdo da acdo prejudicial das moléculas
inflamatdrias no tecido renal — reconhece-se que a inflamacdo desempenha importante
papel na fisiopatologia das lesGes renais (Bonventre & Zuk, 2004). H& evidéncias em
modelos experimentais que relacionam alteracGes morfoldgicas e funcionais em células
endoteliais renais e do epitélio tubular com mediadores inflamatdrios elevados, como

em casos de sepse e isquemia (Akcay et al, 2009).

Esta relacdo entre anti-inflamacdo e protecdo renal é bem conhecida. Alguns
autores dedicaram-se a esta relacdo ao estudar as propriedades anti-inflamatérias de
alguns farmacos, como os agentes anestésicos volateis e suas relagdes com o rim. Lee et
al (2006), por exemplo, estudaram os efeitos do sevoflurano sobre a leséo renal in vitro,
mimetizando uma situacdo de inflamacéo, pelo tratamento de culturas de células renais
com fator de necrose tumoral, e demonstraram os efeitos protetores anti-inflamatorios e
antinecréticos deste anestésico. Outro estudo, que utilizou modelo experimental de
isquemia-reperfusdo em rim de ratos, demonstrou que 0s agentes anestésicos volateis
conferem significativa protecdo renal durante e apds a isquemia deste érgdo, por suas
propriedades anti-inflamatdrias (Lee et al, 2004). Semelhantemente, Curtis et al (2008)
observaram que ratos anestesiados com sevoflurano apresentaram melhores resultados
na histologia renal quando comparados com aqueles anestesiados com S(+)-cetamina,

apos isquemia renal.
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Percebe-se, portanto, que efeitos anti-inflamatdrios parecem proteger o rim.
Desse modo, mesmo ao ponderar sobre as repercussdes negativas relacionadas com o
bloqueio da sintese dos prostanodides causado pelos COXIBEs, é razoavel considerar
seus beneficios ao rim advindos do bloqueio da inflamacdo. Esta dualidade
provavelmente gera a controveérsia citada anteriormente referente a protecéo renal com o
uso de COXIBEs.

Ao menos em teoria, essa dualidade também ocorre em caso de sangramento,
pois foi verificado que a hemorragia aumenta a producdo e liberacdo de mediadores
inflamatdrios na corrente sanguinea (Ayala et al, 1990), e isso acarreta reducéo do fluxo
sanguineo renal e da taxa de filtracdo glomerular, além de estimular a sintese de outros
mediadores pro-inflamatérios e aumentar a permeabilidade, o depdsito de fibrina e a

infiltracdo celular nos glomérulos (Donnahoo et al, 1999).

Em caso de sangramento, portanto, se por um lado os COXIBEs podem
propiciar ou agravar a isquemia renal em situagdes de vasoconstricdo gerada por
hipovolemia, por outro conhece-se a relacdo entre hemorragia e liberacdo de mediadores
inflamatorios, e os COXIBEs podem ser favordveis, neste caso, a inibicdo da

inflamacdo gerada por esta circunstancia.

Conclui-se, entdo, que ha necessidade de encontrar respostas sobre este dilema.
Os COXIBEs sdo benéficos para a recuperacdo pés-operatéria ao reduzir a dor e o
consumo de opioides, mas sua relagdo com a protecdo renal apresenta-se controversa,
tanto em experimentacdes apresentadas pela literatura em situacGes diversas, quanto em

teoria, como em caso de hipovolemia por perda sanguinea.

Uma pratica modernamente aceita para avaliacdo de protecdo renal (como de
outros 6rgaos) tem sido a analise em nivel molecular ou celular (Gluhovschi et al, 2004)
e a quantidade de morte celular € um método amplamente utilizado. O modo
morfoldgico, que é uma forma de distinguir o tipo de morte celular, varia basicamente

entre necrose e apoptose (Kroemer et al, 2009).

Necrose ou apoptose podem ser observadas em modelos experimentais de lesdo
renal tanto in vivo quanto in vitro (Lieberthal et al, 1998), e um dos grandes avangos na
compreensdo de morte celular foi o reconhecimento de que os caminhos associados a

apoptose podem ser decisivos na forma de lesdo celular associada com necrose (Ueda et
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al, 2000). Além disso, foram encontradas evidéncias concretas que relacionam a
classificagdo morfolégica da morte celular com doencas renais. Como exemplo, a
pesquisa de Ortiz et al (2003), que sugere que a apoptose e suas moléculas reguladoras
contribuem para a patogénese da insuficiéncia renal, e a de Bonegio & Lieberthal
(2002), que demonstra que a apoptose de células tubulares é fator priméario e

fundamental para a fisiopatologia do dano renal por isquemia.

Uma das formas de avaliar a morfologia celular € com o uso de citometria de
fluxo. O método, além de identificar e quantificar as células mortas (ou em processo de
morte), também revela 0 modo como estas células morreram — se por apoptose ou
necrose (Pozarowski et al, 2004). A citometria de fluxo avalia as propriedades de
dispersdo de luz ou alteragbes na superficie da membrana, o que pode indicar ou
diferenciar os tipos de morte celular (Bertho et al, 2000). Uma das alteracdes de
membrana celular em apoptose, por exemplo, € a translocacdo da fosfotidilserina (FS)
da camada de dentro da membrana para fora. A Anexina V é uma proteina com alta
afinidade a FS que pode ser utilizada neste método como elemento que permite detectar
a exposicdo da FS sobre a membrana celular (Vermes et al, 1995). Entdo, dessa forma,
sinaliza-se a apoptose. De modo analogo, com o uso de outros marcadores, encontra-se
a porcentagem de necrose e assim € possivel obter a quantidade e os tipos morfologicos

de morte celular e de células viaveis, o que possibilita conclusdo para o estudo.
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JUSTIFICATIVA

Na medida em que a pratica médica se desenvolve, torna-se cada vez mais
prudente gerar conhecimentos para aprimorar a seguran¢a das intervencdes clinicas.

Este possivelmente é um dos paradigmas mais ativos da ciéncia medica moderna.

Em determinadas areas do conhecimento médico, procurar compreender 0s
possiveis danos relacionados com a execugdo da medicina é tdo importante quanto

conhecer a eficacia da terapéutica.

No caso da anestesiologia, tratar a dor cirdrgica é uma das principais acgoes.
Provavelmente, é considerada como fundamental por pacientes ou por outros
profissionais da saude. Contudo, reconhecem-se as possiveis e diversas ocasides em que
a terapia antalgica ou analgésica trouxe prejuizos ao organismo — desde 0s mais graves,
como morte ou sequelas, até os despercebidos. Isto gera os inUmeros estudos cientificos
que testam a seguranca das intervengdes e que ajudam a promover a qualidade na

execucdo desta especialidade.

Dentre as varias formas de conceber o tratamento da dor, 0 medicamentoso é o
principal. E os anti-inflamatérios ndo hormonais sdo exemplos populares e eficazes.
Assim, possivelmente por esta notoriedade, a ciéncia produziu varios estudos no sentido
da compreensdo desta categoria de farmacos, e proporcionou a criacdo de uma nova

classe, teoricamente isenta de determinados efeitos colaterais.

Apesar de a promessa da seguranca integral desta classe ndo se ter consolidado
(pela ocorréncia de alguns efeitos), estes medicamentos estdo disponiveis para uso
clinico e tém eficacia comprovada. Desse modo, torna-se praticamente essencial
descobrir as situacfes em que estes farmacos apresentam-se seguros, e esta tarefa deve

ser considerada complexa, haja vista a variedade de circunstancias possiveis.

Dentre as situagbes vivenciadas pelo anestesiologista, observa-se desde a
trivial, basica e esperada, até a incomum, complexa e imprevista. Uma condicdo
normalmente ndo esperada, mas também ndo incomum, é a ocorréncia de sangramento.
E sangramento, neste caso, deve ser enfaticamente considerado, pois assemelha-se com
a classe de analgésicos citada anteriormente (que sera representada pelo parecoxibe) —

ambos possuem forte associagdo com a fisiologia renal.
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Desse modo, gerar conhecimento a respeito da seguranca desse farmaco para o
rim em vigéncia de sangramento pode trazer alguma contribuicdo no caminho da

geracgdo de evidéncias para uma pratica médica com mais qualidade.
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2 OBJETIVO

Determinar a relacdo, por citometria de fluxo, dos efeitos da dose Unica de

parecoxibe e hemorragia aguda com a morte celular em rins de ratos.
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3 MATERIAL E METODOS

Apbs a autorizagdo da Comissio de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Medicina de Botucatu, UNESP, o estudo foi desenvolvido com 24 ratos da raga Wistar,
machos, com pesos superiores a 300g, fornecidos pelo Biotério Central do campus de
Botucatu, UNESP, os quais foram distribuidos em quatro grupos, de forma aleatoria

realizada eletronicamente.
3.1 Grupos Experimentais

e Grupo placebo/ sem hemorragia (plac/ sh): ratos mantidos normovolémicos e
que receberam solucdo de NaCl 0,9% por via intravenosa (1V) (2 mL/kg) apds

anestesia (n = 6);

e Grupo parecoxibe/ sem hemorragia (PCX/ sh): ratos mantidos normovolémicos
e que receberam parecoxibe (20mg/kg em 2 mL/kg de solucdo de NaCl 0,9%

IV) apds anestesia (n = 6);

e Grupo placebo/ hemorragia (plac/ H): ratos submetidos a hemorragia de 30% da
volemia e que receberam solucdo de NaCl 0,9% (2 mL/kg IV) ap6s anestesia (n

e Grupo parecoxibe/ hemorragia (PCX/ H): ratos submetidos a hemorragia de 30%
da volemia e que receberam parecoxibe (20mg/kg em 2 mL/kg solucdo de NaCl
0,9% 1V) apds anestesia (n = 6).

O numero definido de animais para este estudo segue 0s quesitos ditados pela
literatura especializada em metodologia (Volpato, 2007), além de estar baseado em
recente estudo no qual foram encontradas evidéncias significativas com ndmero de

elementos semelhantes (Caetano et al, 2011).
3.2  Sequéncia experimental

Os animais foram induzidos a anestesia geral com sevoflurano e a manutencéo

anestésica foi realizada com o mesmo agente (Vaporizador Ohmeda, EEUU) em
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concentracdes necessarias para a manipulagéo cirdrgica. Todos 0s animais estiveram em
ventilagdo espontanea com fragdo inspirada de oxigénio aproximada de 0,3. Apds a
instalagdo da hipnose, os animais foram colocados entre duas bolsas térmicas pré-

aquecidas com o objetivo de manter a temperatura corporal entre 37,0 e 38,5°C.
Em todos os animais:

1) utilizou-se termdémetro digital acoplado em monitor multiparamétrico (Datex

Engstron, Finlandia) para leitura continua da temperatura retal;

2) dissecou-se a veia jugular interna direita e introduziu-se venocath numero 24
G. Por esta via foi iniciada a administracdo de solucdo de Ringer lactato na
velocidade de 5 mL/kg/h e a administracdo de bolus de parecoxibe (20mg/kg
em 2 mL/kg de solucdo de NaCl 0,9%) ou placebo (solucdo de NaCl 0,9%,
2mL/kg) de acordo com a distribuicdo dos grupos. As solucdes foram
preparadas por técnico que conhecia o estudo e as seringas que as continham
foram envoltas em papel opaco. Dessa forma, o pesquisador ndo tinha
conhecimento do contetido da solucdo. A dose escolhida de parecoxibe baseou-
se em estudo prévio que utilizou este farmaco em modelo de

isquemia/reperfusdo em ratos (Sivarajah et al, 2005);

3) dissecou-se a artéria cardtida esquerda, cateterizando-a com venocath nimero
24 G para leitura da pressao arterial media (PAM). O venocath foi conectado
ao aparelho Datex Engstron (Finlandia) que forneceu a leitura continua da

PAM dos animais.

Ap6s 30 minutos da administracdo do parecoxibe ou placebo (nos grupos
correspondentes), nos ratos dos grupos que ndo sofreram hemorragia foi colhida
amostra de sangue, pela artéria carotida, para leitura do hematécrito (momento Mi).
Neste mesmo tempo, o0s animais dos grupos com hemorragia sofreram sangria
correspondente a 30% da volemia pela artéria carétida. O volume de sangue a ser
retirado foi dividido em trés volumes de 10%, com intervalo de 10 min entre as
retiradas. Da primeira sangria de 10% colheu-se a amostra para leitura do hematdcrito
nos grupos plac/ H e PCX/ H (momento Mi). A volemia foi calculada como sendo igual

a 6% dos pesos corporeos (Erni et al, 1995). Em cada tempo de sangria (ou nos periodos
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correspondentes nos grupos sem hemorragia) foram observadas a PAM e temperatura

retal.

Trinta minutos apos o terceiro tempo de sangria (ou tempo correspondente nos
grupos sem hemorragia), foi coletada amostra sanguinea para determinacdo do
hematocrito (momento final Mf). Na determinacdo do hematocrito foi empregado o
método do microhematdcrito, utilizando-se o aparelho Centremicro da Fanem (Brasil),

sendo o resultado expresso em porcentagem.

Neste momento (Mf), foi realizada laparotomia para nefrectomia bilateral.
Imediatamente apds, os ratos ainda anestesiados sofreram eutanasia com injecéo IV de
pentobarbital sédico em dose necessaria para a cessagdo da atividade cardiaca. Os rins

foram encaminhados a fresco para laboratério que realiza citometria de fluxo.
3.3  Avaliacao por Citometria de Fluxo

O método da citometria de fluxo avalia a viabilidade e a morte celulares
(apoptose ou necrose). Os fragmentos dos rins destinados a esta analise foram colocados
em cultura apropriada e com as células extraidas de cada rim utilizou-se kit constituido
de anexina V-FITC (isotiocianato de fluoresceina) e iodeto de propideo (Pharmingen®,
USA) para deteccdo de apoptose ou necrose. Assim, possibilita-se determinar
quantitativamente o percentual de viabilidade em populacdo celular amostral (células
vivas, mortas e em processo apoptético inicial), definido pelos pard@metros de tamanho e
granulosidade celulares.

As analises foram realizadas no citdmetro de fluxo modelo FACSCalibur®
(Becton DickinsonTM, EEUU), constituido de trés detectores de fluorescéncias, com

uso dos programas CellQuest® e Paint-a-gate (BD).

A citometria de fluxo avalia a apoptose em estagio inicial pelo marcador
anexina-V, a necrose celular pelo marcador iodeto de propideo e a apoptose tardia pela

marcac¢do conjunta de anexina-V com iodeto de propideo.

Em estagios iniciais do processo apopt6tico, ocorrem alteraces da membrana
plasmética e, entre estas, destaca-se a translocacdo da fosfatidilserina da superficie

interior da membrana, expondo-a na superficie celular externa (Vermes et al, 1995). A
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anexina V € uma proteina anticoagulante que se liga preferencialmente aos fosfolipidios
carregados negativamente. No inicio do processo apoptotico, ocorre rompimento da
assimetria fosfolipidica, levando a exposicdo da anexina V a fosfatidilserina no folheto

externo da membrana citoplasmatica (O'Donnell et al, 2010).

Alguns fosfolipidios, como fosfatidilcolina, estdo principalmente no folheto
externo da membrana celular. Outros, como o acido fosfatidico, a fosfatidilserina e a
fosfatidiletanolamina, sdo segregados no folheto interno. A exposicéo da fosfatidilserina
no folheto externo é conhecida como importante sinal bioldgico. Ativacdo plaquetéaria e
lesdo de celulas endoteliais, por exemplo, causam rapida translocacéo da fosfatidilserina
para a superficie externa da membrana celular. As células normais apresentam a
proteina fosfatidilserina no interior de suas membranas celulares. Esta proteina é
essencial para manter a conformacdo e o fluido da membrana celular. Nos estagios
iniciais da apoptose (morte celular programada), a fosfatidilserina é exposta pela célula
(lado exterior da membrana celular) como marcador de apoptose para as células
fagociticas (Seaton & Dedman, 1998).

A anexina V tem alta afinidade pela fosfatidilserina, portanto liga-se a ela
intensamente. A apoptose encontrada no tecido submetido ao dano da
isquemia/reperfusdo lesa as células tubulares renais e reduz a funcao renal (Ueda et al,
1995).

Todas as células sdo impermeéaveis ao iodeto de propideo. Portanto, ele
somente penetra na célula com ruptura de membrana, ligando-se ao seu DNA. E o que
ocorre na morte celular por necrose. E 0 mesmo fendmeno ndo ocorre durante a

apoptose.

A anexina V marcada com fluorocromo (como, por exemplo, o FITC), permite
identificar células apoptéticas pela ligacdo a fosfatidilserina exposta na superficie
externa e em combinacdo com fluorocromos de DNA, como iodeto de propideo (Pl),
possibilitando a discriminacdo de células vidveis (FITC-/PI-), células em processo
apoptético precoce (FITC+/PI-) e células mortas (FITC+/P1+) (Koopman et al, 1994).

O pesquisador que realizou a citometria de fluxo ndo tinha conhecimento da

condigéo do experimento.
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34  Atributos estudados
Os atributos estudados foram:
e temperatura retal
e pressado arterial média
e hematdcrito
e presenca de necrose, apoptose e células viaveis nos rins
35  Método Estatistico

Os dados foram analisados inicialmente para determinacdo de normalidade,
contudo, houve rejeicdo desta hipdtese, tendo se optado, entdo, pelo teste ndo-

paramétrico de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn.

O teste de Kruskal-Wallis € um método ndo paramétrico usado para mais de
duas amostras e ele testa se um conjunto de amostras provém da mesma distribuicdo. E
empregado para testar a hipotese nula de que todas as populaces possuem distribuicédo
igual, contra a hipotese alternativa de que possuem distribui¢fes diferentes. A
comparacdo dos grupos é realizada por meio da média dos postos (postos médios).
Apesar de o teste de Kruskal-Wallis declarar diferenca entre os grupos, ndo ha indicacdo
de quais grupos diferem um os outros. Para isso, sd0 necessarios testes de multiplas
comparacfes, 0s chamados testes “post hoc”. Estes testes envolvem todas as

comparacOes possiveis entre 0s grupos. Neste trabalho foi utilizado o teste de Dunn.

O nivel de significancia utilizado foi de 5%, e valor de p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo, sendo p a probabilidade de erroneamente se concluir pela

significancia (Curi, 1998).
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4  RESULTADOS

Os dados apresentados na tabela 1 representam resultados referentes ao peso
dos animais de acordo com os grupos. N&o houve diferenca significativa em relacdo ao
peso dos ratos segundo grupos (p=0,058), sendo, portanto, os animais de todos os

grupos homogéneos quanto ao peso.

Tabela 1. Médias, desvios padrdo, medianas, menores valores e maiores valores referentes ao
peso (em grama) dos animais dos grupos estudados

Menor Maior Desvio

Grupo Valor Valor Mediana  Media padréo
plac/ sh 340 430 365,00 371,67 31,89
PCX/sh 340 380 345,00 350,00 15,49
plac/ H 340 380 345,00 350,00 15,49
PCX/H 350 390 370,00 371,67 17,22

Grupos: plac/ sh = placebo sem hemorragia; PCX/ sh = parecoxibe sem hemorragia; plac/ H =
placebo com hemorragia; PCX/ H = parecoxibe com hemorragia

Tabela 2. Resultados dos testes de comparacéo do peso entre 0s grupos

Postos
médios
plc/ sh 15,00 -

Grupos (Resultado teste de Dunn)

PCX/ sh 8,75 -
plc/ H 8,75 -

PCX/H 17,50 -

p* 0,058 -

* p - valor referente ao teste de Kruskal-Wallis. Grupos: plac/ sh = placebo sem hemorragia; PCX/ sh
= parecoxibe sem hemorragia; plac/ H = placebo com hemorragia; PCX/ H = parecoxibe com
hemorragia
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Figura 1. Representacdo grafica (tipo boxplot) da variavel peso (g) nos grupos: plac/ sh = placebo sem
hemorragia; PCX/ sh = parecoxibe sem hemorragia; plac/ H = placebo com hemorragia; PCX/ H =
parecoxibe com hemorragia. As marcas no gréafico representam outliers. Pelo teste de Kruskal-Wallis, os
grupos ndo apresentam diferencas significativas entre eles.
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As tabelas 3 e 4 representam os dados encontrados no momento inicial para as
variaveis temperatura, PAM e hematocrito. Nado foram encontradas diferencas

significativas entre 0s grupos neste momento para estas variaveis.

Tabela 3. Caracterizacdo da amostra; estatisticas descritivas dos resultados das variaveis
temperatura, pressao arterial média (PAM) e hematocrito, todas em momento inicial

., Menor Maior . . Desvio
Variavel Grupo Valor Valor Mediana  Média padréo
plac/ sh 37,6 38,4 38,00 37,97 0,27
PCX/ sh 37,1 38,1 37,75 37,60 0,41
Temperatura
plac/ H 37,1 38,1 37,75 37,60 0,41
PCX/H 36,7 37,8 37,50 37,32 0,50
plac/ sh 53 94 77,50 75,33 17,35
PCX/ sh 72 109 81,00 85,50 14,76
PAM
plac/ H 72 109 80,50 85,00 15,23
PCX/H 62 129 81,50 85,67 23,75
plac/ sh 40 47 43,50 43,17 2,48
PCX/ sh 41 44 43,00 42,67 1,51
Hematdcrito
plac/ H 41 44 43,00 42,67 1,51
PCX/H 40 44 43,50 43,00 1,55

Grupos: plac/ sh = placebo sem hemorragia; PCX/ sh = parecoxibe sem hemorragia; plac/ H = placebo com hemorragia; PCX/ H =
parecoxibe com hemorragia
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Tabela 4. Resultados dos testes de comparacdo entre 0s grupos quanto aos valores de
temperatura, pressdo arterial media (PAM) e hematdcrito — momento inicial

qut.os (Resultado teste de Dunn)
medios

plc/ sh 18,00 -

Variavel Grupo

PCX/sh 12,25 -
Temperatura plc/ H 12,25 -

PCX/H 7,50 -

p* 0,078 -

plc/ sh 10,75 -

PCX/ sh 13,83 -

PAM plc/ H 13,17 -
PCX/H 12,25 -

p* 0,886 -

plc/ sh 12,92 -
PCX/H 12,08 -
Hematdcrito plc/ H 12,08 -

PCX/H 12,92 -

p* 0,993 -

* p - valor referente ao teste de Kruskal-Wallis. Grupos: plac/ sh = placebo sem hemorragia; PCX/ sh = parecoxibe sem hemorragia;
plac/ H = placebo com hemorragia; PCX/ H = parecoxibe com hemorragia
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Figura 2. Representacdo grafica (tipo boxplot) da variavel temperatura (°C) no momento inicial
(Mi) nos grupos: plac/ sh = placebo sem hemorragia; PCX/ sh = parecoxibe sem hemorragia;
plac/ H = placebo com hemorragia; PCX/ H = parecoxibe com hemorragia. As marcas no
grafico representam outliers. Pelo teste de Kruskal-Wallis, os grupos ndo apresentam diferengas
significativas entre eles.
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Figura 3. Representacdo grafica (tipo boxplot) da variavel pressdo arterial média (mmHg) no
momento inicial (Mi) nos grupos: plac/ sh = placebo sem hemorragia; PCX/ sh = parecoxibe
sem hemorragia; plac/ H = placebo com hemorragia; PCX/ H = parecoxibe com hemorragia. A
marca no grafico representa outlier. Pelo teste de Kruskal-Wallis, os grupos ndo apresentam
diferencas significativas entre eles.
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Figura 4. Representacdo grafica (tipo boxplot) da variavel hematocrito (%) no momento inicial
(Mi) nos grupos: plac/ sh = placebo sem hemorragia; PCX/ sh = parecoxibe sem hemorragia;
plac/ H = placebo com hemorragia; PCX/ H = parecoxibe com hemorragia. A marca no grafico
representa outlier. Pelo teste de Kruskal-Wallis, os grupos ndo apresentam diferencas
significativas entre eles.
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As tabelas 5 e 6 representam os dados encontrados no momento final (Mf) para
as varidveis temperatura, PAM e hematdcrito. Ndo foram encontradas diferencas
significativas entre 0s grupos neste momento para a variavel temperatura. Para as
varidveis PAM e hematocrito, foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas. Os grupos de ratos submetidos a hemorragia (grupos plac/ H e PCX/ H)
apresentaram 0s menores valores, tanto da PAM quanto do hematdcrito, quando

comparados com 0s grupos ndo submetidos a hemorragia.

Tabela 5. Caracterizagdo da amostra: estatisticas descritivas das variaveis temperatura,
pressdo arterial média (PAM) e hematdcrito — momento final (Mf)

Variavel Grupo Menor Maior Mediana  Média Desvlo
Valor Valor padréo
plac/ sh 37,0 38,1 37,75 37,72 0,41
PCX/ sh 36,8 38,0 37,60 37,55 0,41
Temperatura
plac/ H 36,8 38,0 37,60 37,55 0,41
PCX/H 37,0 37,7 37,55 37,45 0,26
plac/ sh 59 90 80,50 75,00 12,92
PCX/ sh 76 97 86,50 86,67 8,89
PAM
plac/ H 46 57 51,00 50,83 4,07
PCX/H 42 57 47,00 49,17 5,67
plac/ sh 38 45 41,00 40,83 2,64
PCX/ sh 39 42 40,00 40,50 1,22
Hematdcrito
plac/ H 32 35 34,00 33,83 1,17
PCX/ H 33 35 34,50 34,17 0,98

Grupos: plac/ sh = placebo sem hemorragia; PCX/ sh = parecoxibe sem hemorragia; plac/ H = placebo com hemorragia; PCX/ H =
parecoxibe com hemorragia
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Tabela 6. Resultados dos testes de comparagdo entre 0s grupos para valores de temperatura,
pressdo arterial média (PAM) e hematdcrito — momento final

Posto Grupos diferentes

Variavel Grupo médio (Resultado teste de Dunn)

plac/ sh 16,33 -
PCX/ sh 12,17 -
Temperatura plac/ H 12,17 -

PCX/H 9,33 -

p-valor* 0,379 -

plac/ sh 17,17 plac/ He PCX/ H
PCX/ sh 19,83 plac/ He PCX/ H
PAM plac/ H 7,00 plac/ sh e PCX/ sh
PCX/H 6,00 plac/ sh e PCX/ sh

p-valor* 0,000 -

plac/ sh 18,67 plac/ He PCX/ H
PCX/ sh 18,33 plac/ He PCX/ H
Hematdcrito plac/ H 6,00 plac/ sh e PCX/ sh
PCX/H 7,00 plac/ sh e PCX/ sh
p* 0,001 -

* p - valor referente ao teste de Kruskal-Wallis. Grupos: plac/ sh = placebo sem hemorragia; PCX/ sh = parecoxibe sem hemorragia;
plac/ H = placebo com hemorragia; PCX/ H = parecoxibe com hemorragia
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Figura 5. Representacdo grafica (tipo boxplot) da variavel temperatura (°C) no momento final
(Mf) nos grupos: plac/ sh = placebo sem hemorragia; PCX/ sh = parecoxibe sem hemorragia;
plac/ H = placebo com hemorragia; PCX/ H = parecoxibe com hemorragia. As marcas no
grafico representam outliers. Pelo teste de Kruskal-Wallis, os grupos ndo apresentam diferengas
significativas entre eles.
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Figura 6. Representacdo grafica (tipo boxplot) da variavel pressdo arterial média (mmHg) no
momento final (Mf) nos Grupos: plac/ sh = placebo sem hemorragia; PCX/ sh = parecoxibe sem
hemorragia; plac/ H = placebo com hemorragia; PCX/ H = parecoxibe com hemorragia. Pelo
teste de Kruskal-Wallis, conclui-se que os grupos nao sdo semelhantes com relagdo a pressao
arterial média (p < 0,001). Os ratos submetidos & hemorragia apresentaram menores valores
guando comparados com 0s dos grupos ndo submetidos a hemorragia.
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Figura 7. Representacdo gréafica (tipo boxplot) da variavel hematocrito (%) no momento final
(Mf) nos grupos: plac/ sh = placebo sem hemorragia; PCX/ sh = parecoxibe sem hemorragia;
plac/ H = placebo com hemorragia; PCX/ H = parecoxibe com hemorragia. Pelo teste de
Kruskal-Wallis, conclui-se que 0s grupos ndo sdo semelhantes com relagdo ao hematdécrito (p =
0,001). Os ratos submetidos a hemorragia apresentaram menores valores quando comparados
com os ratos de grupos nao submetidos a hemorragia.
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As tabelas 7 e 8 apresentam os dados que caracterizam os resultados obtidos
apos a técnica de citometria de fluxo nos rins esquerdos e direitos, respectivamente. As
variaveis representam a quantidade relativa expressa em porcentagem das células dos
rins, que podem estar necrosadas, marcadas com iodeto de propideo; em estagios
precoces de apoptose, relacionados com a anexina V; em estagio de apoptose avangada

(com ambos os marcadores); ou viaveis, quando ambos sdo negativos.

Tabela 7. Caracterizacdo da amostra: estatisticas descritivas das variaveis necrose, apoptose
precoce e avancgada e células vidveis do rim esquerdo

Variavel Grupo ':/I/ZTOOrr I\\//I;ig: Mediana  Média FIJD;;:‘/;?)
plac/ sh 0,38 1,89 0,64 0,98 0,71
lodeto de propideo  PCX/Sh 878 17,88 1343 1338 335
(P1) (necrose) plac/H 036 10,14 6,73 5,75 4,13
PCX/H 968 2229 1391 1464 436
plac/ sh 010 22,05 452 7,08 8,76
Anexina V + I PCX/sh 165 12,72 9,95 8,24 4,81
(apoptose avancada) 100y 1187 2041 1736 16,79 3,88
PCX/H 016 1231 121 2,82 4,69
plac/ sh 176 9934 588 21,00 3839
PCX/sh 4373 82,06 5201 57,11 1539
Células
Viaveis pla/H 116 2135 5,43 7,03 7,33
PCX/H 4946 86,79 7332 7201 1370
plac/ sh 010 9307 8227 6985 3478
AnexinaV (apoptose PCX/sh 751 2034 1806 1948 842
precoce) olac/H 5497 86,62 6706 7044 1177
PCX/H 395 5803 1383 1981 1966

Grupos: plac/ sh = placebo sem hemorragia; PCX/ sh = parecoxibe sem hemorragia; plac/ H = placebo com hemorragia; PCX/ H =
parecoxibe com hemorragia
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Tabela 8. Caracterizacdo da amostra: estatisticas descritivas das variaveis necrose, apoptose
precoce e avangada e células viaveis dos rins direitos

Variavel Grupo ':/I/ZTOO: I\\;I:Ii(()): Mediana  Média E:;\r/;%

plac/ sh 0,32 18,42 1,11 4,04 7,10
lodeto de propideo PCX/sh 1149 1931 1372 1427 268
(P1) (necrose) plac/’H 151 8,58 4,72 4,99 3,06
PCX/H 585 14,89 1307 11,83 353
plac/ sh 0,86 16,81 8,14 8,44 7,58
Anexina V + I PCX/sh 2,02 14,14 8,89 8,24 5,21
(apoptose avancada) iy 1037 24,28 1816 17,60 463
PCX/H 0,04 2,28 0,97 1,19 0,88
plac/ sh 1,99 64,11 6,05 15,20 24,04
PCX/sh 3393 75,14 5372 5538 17,27

Células
Vidveis plac/H 2,60 10,58 7,04 6,50 2,91
PCX/H 6568 89,75 7447 7580 864
plac/ sh 1561 90,84 7958 7232 2840
Anexing \/ PCX/sh 884 4044 2052 2211 12,94
(apoptose precoce) o/ 6208 84,16 6006 7082 809
PCX/H 081 22,14 1077 1119 798

Grupos: plac/ sh = placebo sem hemorragia; PCX/ sh = parecoxibe sem hemorragia; plac/ H = placebo com hemorragia; PCX/ H =
parecoxibe com hemorragia
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As tabelas 9 e 10 mostram os resultados obtidos apds andlise estatistica com o

uso do teste de Kruskal-Wallis. Para os grupos que apresentaram diferencas

estatisticamente significativas com este teste foi aplicado posteriormente o teste de

Dunn para que se conhegam os grupos diferentes.

Tabela 9. Resultados dos testes de comparacdo entre 0S grupos: variaveis necrose, apoptose
precoce e avancada e células viaveis dos rins esquerdos

Variavel Grupo Postos Grupos diferentes
b médios (Resultado teste de Dunn)
plac/ sh 4,83 PCX/sh e PCX/H
PCX/ sh 17,92 plac/ sh e plac/ H
lodeto de propideo (PI) lac/ H 867 PCX! sh e PCX/H
(necrose) plac ’ she
PCX/H 18,58 plac/ sh e plac/ H
p-valor* 0,001 -
plac/ sh 12,17 plac/ H
PCX/ sh 12,17 plac/ H
Anexina V + PI (apoptose
avancada) plac/ H 19,50 plac/ sh, PCX/ sh, PCX/ H
PCX/H 6,17 plac/ H
p-valor* 0,013 -
plac/ sh 9,00 PCX/sh e PCX/H
PCX/ sh 15,67 plac/ sh e plac/ H
Células plac/ H 6,00 PCX/ sh e PCX/H
Viaveis
PCX/H 19,33 plac/ sh e plac/ H
p-valor* 0,004 -
plac/ sh 17,67 PCX/sh e PCX/H
PCX/ sh 8,17 plac/ sh e plac/ H
Anexina V (apoptose
precoce) plac/ H 17,17 PCX/sh e PCX/H
PCX/H 7,00 plac/ sh e plac/ H
p-valor* 0,008 -

* p-valor referente ao teste de Kruskal-Wallis. Grupos: plac/ sh = placebo sem hemorragia; PCX/ sh

plac/ H = placebo com hemorragia; PCX/ H = parecoxibe com hemorragia

= parecoxibe sem hemorragia;
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Tabela 10. Resultados dos testes de comparacao entre 0s grupos: variaveis relacionadas com a
citometria de fluxo que indicam porcentagem de morte celular nos rins direitos: necrose,
apoptose precoce e avancada e células viaveis

Variavel Grupo Posto Grupos diferentes
b medio (Resultado teste de Dunn)
plac/ sh 6,67 PCX/sh e PCX/H
PCX/ sh 18,33 plac/ sh e plac/ H
lodeto de propideo (P1) plac/ H 8,67 PCX/ sh e PCX/H
(necrose)
PCX/H 16,33 plac/ sh e plac/ H

p-valor* 0,009 -

plac/ sh 12,00 plac/ He PCX/ H
PCX/ sh 12,67 plac/ He PCX/ H
Anexina V + Pl (apoptose plac/ H 20,33 plac/ sh, PCX/ sh, PCX/ H
avancada)
PCX/H 5,00 plac/ sh, PCX/ sh, plac/ H
p-valor* 0,003 -
plac/ sh 6,83 PCX/sh e PCX/H
PCX/ sh 15,83 plac/ sh e plac/ H
Células plac/ H 6,83 PCX/sh e PCX/H
Viaveis
PCX/H 20,50 plac/ sh e plac/ H

p-valor* 0,001 -

plac/ sh 19,17 PCX/sh e PCX/H

PCX/ sh 8,50 plac/ sh e plac/ H

Anexina V (apoptose pla’ H 17,00 PCX/ sh e PCX/H
precoce)

PCX/H 5,33 plac/ sh e plac/ H

p-valor* 0,001 -

* p-valor referente ao teste de Kruskal-Wallis. Grupos: plac/ sh = placebo sem hemorragia; PCX/ sh = parecoxibe sem hemorragia;
plac/ H = placebo com hemorragia; PCX/ H = parecoxibe com hemorragia
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Figura 8. Exemplo de imagem de citometria de fluxo de rim de rato do grupo que recebeu
placebo e que ndo foi submetido a hemorragia (plac/ sh). E possivel observar quatro quadrantes
na figura. Os pontos no quadrante superior esquerdo representam células necrosadas
identificadas pelo iodeto de propideo (PI). Os pontos no quadrante inferior direito representam
células em estagio de apoptose precoce identificadas pela anexina V. Os pontos no guadrante
superior direito representam as células em estagios de apoptose avancada identificadas tanto
pelo Pl quanto pela anexina V. Os pontos no quadrante inferior esquerdo representam as células
vidveis ndo associadas ao Pl e nem a anexina V.
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Figura 9. Exemplo de imagem de citometria de fluxo de rim de rato do grupo que recebeu
parecoxibe e que ndo foi submetido & hemorragia (PCX/ sh). Os pontos no quadrante superior
esquerdo representam células necrosadas identificadas pelo iodeto de propideo (PI). Os pontos
no quadrante inferior direito representam células em estagio de apoptose precoce identificadas
pela anexina V. Os pontos no quadrante superior direito representam as células em estagios de
apoptose avancada identificadas tanto pelo Pl quanto pela anexina V. Os pontos no quadrante
inferior esquerdo representam as células vidveis ndo associadas ao Pl e nem a anexina V.
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Figura 10. Exemplo de imagem de citometria de fluxo de rim de rato do grupo que recebeu
placebo e que foi submetido a hemorragia (plac/ H). Os pontos no quadrante superior esquerdo
representam células necrosadas identificadas pelo iodeto de propideo (Pl). Os pontos no
quadrante inferior direito representam células em estagio de apoptose precoce identificadas pela
anexina V. Os pontos no quadrante superior direito representam as células em estagios de
apoptose avancada identificadas tanto pelo Pl quanto pela anexina V. Os pontos no guadrante
inferior esquerdo representam as células vidveis ndo associadas ao Pl e nem a anexina V.
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Figura 11. Exemplo de imagem de citometria de fluxo de rim de rato do grupo que recebeu
parecoxibe e foi submetido a hemorragia (PCX/ H). Os pontos no quadrante superior esquerdo
representam células necrosadas identificadas pelo iodeto de propideo (PI). Os pontos nho
quadrante inferior direito representam células em estagio de apoptose precoce identificadas pela
anexina V. Os pontos no quadrante superior direito representam as células em estagios de
apoptose avangada identificadas tanto pelo Pl quanto pela anexina V. Os pontos no quadrante
inferior esquerdo representam as células viaveis nao associadas ao Pl e nem a anexina V.
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Figura 12. Representacdo grafica (tipo boxplot) da porcentagem de células necrosadas
representadas pelo iodeto de propideo (PI) dos rins esquerdos (RE). Grupos: plac/ sh = placebo
sem hemorragia; PCX/ sh = parecoxibe sem hemorragia; plac/ H = placebo com hemorragia;
PCX/ H = parecoxibe com hemorragia. A marca no grafico representa outlier. Pelo teste de
Kruskal-Wallis, conclui-se que os grupos ndo sdo semelhantes (p = 0,001). Os ratos que
receberam parecoxibe (PCX/ sh e PCX/ H) apresentaram maiores valores quando comparados
com 0s grupos de ratos que receberam placebo (plac/ sh e plac/ H).
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Figura 13. Representacdo gréfica (tipo boxplot) da porcentagem de células em apoptose
avancada (Anex+ Pl = anexina V+ iodeto de propideo) dos rins esquerdos (RE). Grupos: plac/
sh = placebo sem hemorragia; PCX/ sh = parecoxibe sem hemorragia; plac/ H = placebo com
hemorragia; PCX/ H = parecoxibe com hemorragia. A marca no grafico representa outlier. Pelo
teste de Kruskal-Wallis, conclui-se que os grupos ndo séo semelhantes (p = 0,013). Os ratos que
receberam placebo e foram submetidos a hemorragia (plac/ H) apresentaram maiores valores
guando comparados com os dos outros trés grupos.
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Figura 14. Representacdo grafica (tipo boxplot) da porcentagem de células viaveis dos rins
esquerdos (RE). Grupos: plac/ sh = placebo sem hemorragia; PCX/ sh = parecoxibe sem
hemorragia; plac/ H = placebo com hemorragia; PCX/ H = parecoxibe com hemorragia. As
marcas no grafico representam outliers. Pelo teste de Kruskal-Wallis, conclui-se que os grupos
ndo sdo semelhantes (p = 0,004). Os ratos que receberam parecoxibe (PCX/ sh e PCX/ H)
apresentaram maiores valores quando comparados com 0s dos grupos que receberam placebo
(plac/ sh e plac/ H).
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Figura 15. Representacdo gréfica (tipo boxplot) da porcentagem de células em estagios de
apoptose precoce (Anexina V) dos rins esquerdos (RE). Grupos: plac/ sh = placebo sem
hemorragia; PCX/ sh = parecoxibe sem hemorragia; plac/ H = placebo com hemorragia; PCX/
H = parecoxibe com hemorragia. As marcas no grafico representam outliers. Pelo teste de
Kruskal-Wallis, conclui-se que os grupos ndo sdo semelhantes (p = 0,008). Os ratos que
receberam parecoxibe (PCX/ sh e PCX/ H) apresentaram menores valores quando comparados
com os dos grupos gue receberam placebo (plac/ sh e plac/ H).
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Figura 16. Representacdo grafica (tipo boxplot) da porcentagem de células necrosadas (iodeto
de propideo — PI) dos rins direitos (RD). Grupos: plac/ sh = placebo sem hemorragia; PCX/ sh =
parecoxibe sem hemorragia; plac/ H = placebo com hemorragia; PCX/ H = parecoxibe com
hemorragia. As marcas no grafico representam outliers. Pelo teste de Kruskal-Wallis, conclui-se
gue os grupos nao sdo semelhantes (p = 0,009). Os ratos que receberam parecoxibe (PCX/ sh e
PCX/ H) apresentaram maiores valores quando comparados com o0s dos grupos que receberam
placebo (plac/ sh e plac/ H).
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Figura 17. Representagdo gréfica (tipo boxplot) da porcentagem de células em estagio de
apoptose avangada (Anex+ Pl = anexina V e iodeto de propideo) dos rins direitos (RD). Grupos:
plac/ sh = placebo sem hemorragia; PCX/ sh = parecoxibe sem hemorragia; plac/ H = placebo
com hemorragia; PCX/ H = parecoxibe com hemorragia. A marca no grafico representa outlier.
Pelo teste de Kruskal-Wallis, conclui-se que os grupos ndo sdo semelhantes (p = 0,003). Os
ratos que receberam placebo e foram submetidos a hemorragia (plac/ H) apresentaram maiores
valores quando comparados com os demais grupos. Os grupos de ratos ndo submetidos a
hemorragia (plac/ sh e PCX/ sh) apresentaram resultados semelhantes. O grupo PCX/ H
apresentou menores valores, quando comparado com 0s outros trés grupos.
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Figura 18. Representacdo grafica (tipo boxplot) da porcentagem de células vidveis dos rins
direitos (RD). Grupos: plac/ sh = placebo sem hemorragia; PCX/ sh = parecoxibe sem
hemorragia; plac/ H = placebo com hemorragia; PCX/ H = parecoxibe com hemorragia. A
marca no grafico representa outlier. Pelo teste de Kruskal-Wallis, conclui-se que 0s grupos nao
sdo semelhantes (p = 0,001). Os ratos que receberam parecoxibe (PCX/ sh e PCX/ H)
apresentaram maiores valores quando comparados com 0s dos grupos que receberam placebo
(plac/ sh e plac/ H).
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Figura 19. Representacdo grafica (tipo boxplot) da porcentagem de células em estagios de
apoptose precoce (Anexina V) do rim direito. Grupos: plac/ sh = placebo sem hemorragia; PCX/
sh = parecoxibe sem hemorragia; plac/ H = placebo com hemorragia; PCX/ H = parecoxibe com
hemorragia. A marca no gréfico representa outlier. Pelo teste de Kruskal-Wallis, se conclui que
0s grupos nao sdo semelhantes (p = 0,001). Os ratos que receberam parecoxibe (PCX/ sh e
PCX/ H) apresentaram menores valores quando comparados com os dos grupos que receberam
placebo (plac/ sh e plac/ H).
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5 DISCUSSAO

O peso dos animais foi semelhante entre os grupos, assim como a temperatura,
tanto no momento inicial quanto no final. O hematdcrito e a PAM também foram
semelhantes, entre 0s quatro grupos, no momento inicial do estudo. Desse modo, iSS0

pode demonstrar homogeneidade entre 0s grupos antes da intervengéo.

No momento final houve diferenca entre os grupos, tanto com relacdo a PAM
quanto ao hematdcrito. Os grupos submetidos ao sangramento (plc/ H e PCX/ H)
tiveram valores semelhantes entre eles, assim como ocorreu nos grupos que nao foram
submetidos a hemorragia (plc/ sh e PCX/ sh), que também apresentaram resultados
semelhantes entre eles. Contudo, os grupos com hemorragia apresentaram menores
valores de PAM e hematocrito quando comparados com 0s animais dos grupos sem
hemorragia, o que significa que a inducdo a hemorragia foi suficiente para determinar a

reducdo dos valores de hematocrito e da PAM.

Os dados provenientes da citometria de fluxo foram comparados entre os
quatro grupos, na procura por células viaveis, apoptdticas (precoces e tardias), ou
necroticas. Células dos rins de ambos os lados foram analisadas, e suas analises
ocorreram separadamente, pois, apesar de ndo se conhecerem diferencas significativas
na funcdo renal relacionadas a lateralidade (Salehipour et al, 2008), admite-se que 0s
rins ndo sdo totalmente idénticos (Kay et al, 2006). Além disso, a ocorréncia de
resultados semelhantes entre os rins (direitos e esquerdos) do mesmo grupo pode

representar validacdo do método ou do proprio resultado.

Os resultados dos rins direitos e esquerdos foram iguais no que se refere a
diferenca entre grupos relacionada com necrose observada na citometria. Nos rins de
ambos os lados, o0s ratos submetidos ao parecoxibe necrosaram mais,
independentemente de terem sido submetidos a hemorragia. Portanto, percebe-se que o

parecoxibe gerou necrose em tecido renal.

De modo semelhante, os resultados dos rins direitos e esquerdos foram iguais
no que se refere a diferenca entre grupos relacionada com apoptose precoce observada

pela citometria. Porém, nos rins de ambos os lados, os ratos submetidos ao parecoxibe
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tiveram menos apoptose (ao contrario da necrose), independentemente de terem sido
submetidos a hemorragia. Percebe-se, portanto, que o parecoxibe protegeu o tecido

renal contra apoptose.

Existe, como se observa, um paradoxo quando se verificam os resultados da
pesquisa. Por um lado, o parecoxibe parece maléfico ao rim por gerar necrose, por

outro, beneficia o rim por protegé-lo contra apoptose.

Interessante notar que, apesar das evidéncias que demonstram que 0s danos
relacionados com o uso de inibidores da COX (AINEs ou COXIBES) sejam
intensificados em situacdes de hemorragia ou hipovolemia (Harris, 2006), neste estudo,
a hemorragia nédo interferiu nos resultados, tanto que os grupos PCX/ sh e PCX/ H
foram semelhantes em relacdo a necrose, apoptose precoce e quantidade de células
viaveis. O mesmo ocorreu com o0s grupos plac/ sh e plac/ H em relacdo a essas
varidveis. Desse modo, percebe-se que o parecoxibe foi determinante exclusivo nas
diferengas estatisticas relacionadas com a geracdo de necrose ou apoptose, e que a
hipovolemia causada pela hemorragia ndo interferiu na quantidade de necrose ou

apoptose celulares.

Quanto a necrose, encontram-se na literatura diversas citacfes de autores que
relacionam o bloqueio das prostaglandinas com necrose em tecido renal (Black, 1986;
Bach & Nguyen, 1998). John & Herzenberg (2009), por exemplo, publicaram revisao de
literatura que relaciona a toxicidade renal e certos farmacos terapéuticos. Neste estudo,
0S autores apresentam 0s mecanismos associados com a maioria das lesdes renais
possiveis advindas do uso de medicamentos, e necrose € citada com forte relacdo com a

alteracdo da dindmica vascular proveniente do bloqueio das prostaglandinas.

Esta logica, de que a necrose se relaciona com a deplecdo de nutrientes a
determinado tecido, proveniente de alteracdo da hemodinamica local, inclusive, é um
raciocinio basico no contexto médico. E possivel identificar diversos estudos
semelhantes que demonstram esta conexdo, em varios tecidos. Desse modo, a necrose
provavelmente ocorra pela alteracdo da regulacdo vascular proveniente da inibicdo de
prostaglandinas, portanto de causa isquémica (Zadrazil, 2006). Inclusive, existem

evidéncias experimentais que apontam que a necrose é normalmente associada com
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alteracbes da microcirculagdo renal, com consequente prejuizo a sua oxigenagado
(Rosenberger et al, 2006).

Com a isquemia tecidual no rim, em conjunto com a hipodxia local, esgotam-se
as reservas celulares de energia, e isso é seguido de desequilibrio idnico, alteracGes
mitocondriais e sobrecarga de célcio. A membrana sofre lise e o conteudo celular
externa-se (Szabg, 2005).

Em relacdo a apoptose, percebe-se que o parecoxibe gerou protecdo ao rim ao
diminuir a quantidade de morte celular por este tipo de padrdo morfologico. Alguns
autores dedicaram trabalhos para demonstrar a relacdo entre os inibidores da COX-2 e a
apoptose. Um exemplo é o de Rudner et al (2010), que demonstraram a expresséo de
algumas proteinas celulares e o consequente efeito pré-apoptdtico ou antiapoptotico do
celecoxibe (um exemplo de COXIBE), dependente da proteina relacionada. EI-Awady
et al (2011) analisaram o celecoxibe com quimioterapicos e algumas linhagens celulares
e demonstraram que o COXIBE apresenta estreita relagdo com apoptose, ora induzindo,
ora inibindo, com dependéncia da linhagem estudada.

O efeito pro-apoptotico causou interesse em pesquisadores, pois poderia ser um
adjuvante para o tratamento oncologico ao gerar morte celular em ocasides relacionadas
com o cancer. Inclusive, é bastante conhecida na literatura a relacdo entre a inibicdo da
COX e o tratamento ou prevengdo do cancer. Cuzick et al (2009) publicaram um
consenso que demonstra que 0 uso de inibidores da COX esta associado com a reducao
de riscos de alguns tipos de céanceres. Rizzo (2010) demonstrou que a COX-2
desempenha papel crucial na oncogénese, pois ha regulacdo aberrante da COX-2, em
certos tumores sélidos e neoplasias hematoldgicas, que leva ao crescimento tumoral e
ao efeito pré-inflamatorio. Valle et al (2013) demonstraram experimentalmente que
inibidores da COX podem gerar efeitos antiproliferativos em tumores de ovario,

provavelmente relacionados com transcricdo genética.

Assim, percebe-se que, em algumas situacfes, como em certos tipos de
tumores, a inibicdo da COX (por AINEs ou COXIBES) estd relacionada com o
tratamento ou controle do cancer, possivelmente proveniente de efeitos pro-apoptéticos
relacionados com alteragdes (tipicas do céncer) na expressdo da COX ou de outras
proteinas (Surh & Kundu, 2005; Lai & Chen, 2013).
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Entretanto, os resultados da presente pesquisa ndo apresentam o efeito pro-
apoptotico do parecoxibe no tecido renal. Isso possivelmente ocorreu pelo fato de o
tecido renal ser higido previamente a experimentagdo, ou seja, a alteracdo da expressao
da enzima COX-2 observada em alguns casos de tumores nao ocorreu nos animais do
estudo, tampouco a expressdo de outras proteinas relacionadas com o cancer, que

poderiam estar associadas com o efeito gerador de apoptose.

Os efeitos antiapoptdticos apresentados no trabalho possivelmente estdo
relacionados com o controle da inflamagdo, pois estd comprovado que mediadores
inflamatdrios, como citocinas, contribuem para a lesdo renal causada por liberacdo de
radicais de oxigénio e vasoconstritores, além da lesdo endotelial direta, via endotelina e

reducdo do 6xido nitrico (Akcay et al, 2009).

Desse modo, ao considerar o fato de que inflamagédo causa prejuizos ao rim,
prudente se faz conhecer tais mecanismos, para que se produzam meios de proteger o
6rgdo. Neste sentido, pesquisas apareceram para verificar a relacdo entre inflamacao e
apoptose.

Izquierdo et al (2012) demonstraram que a apoptose pode ser gerada (em
cascatas extrinsicas e intrinsicas) por mediadores inflamatorios. Sanz et al (2011)
descrevem a inducdo de apoptose no rim em células tubulares associadas com a
condi¢cdo de inflamacgdo. Ortiz et al (2009) demonstram que citocinas derivadas da
inflamacdo podem ser objetos de estudos cientificos, na intencdo de criar modos de
proteger o rim. Percebe-se, portanto, que a inflamacdo é prejudicial ao rim e esses
estudos mostram que isso deve estar relacionado com a morte celular morfologicamente
descrita como apoptose. Assim, ao considerar esta Idgica, conclui-se que os COXIBEs

podem beneficiar o rim ao blogquear a inflamagéo.

Além do raciocinio de que o bloqueio da inflamacdo reduz apoptose, alguns
autores (Elrod et al, 2009; Yu et al 2011) evidenciaram que os COXIBEs podem gerar,
por si sO, efeitos antiapoptéticos, e este mecanismo possivelmente estd na via
mitocondrial (ou intrinsica), antes da ativacdo da familia das proteinas BAX e BAK e
independentemente de seu efeito relacionado com as prostaglandinas (Cerella et al,
2011).
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De todo modo, os resultados desta pesquisa somados as evidéncias da literatura
fazem crer que o parecoxibe protege o rim contra apoptose, apesar de estar associado a

geracgdo de necrose neste orgéo.

Em relacdo a apoptose tardia ou avancgada, observada pela citometria de fluxo,
os resultados demonstram que tanto os rins direitos quanto os esquerdos do grupo
submetido ao placebo e a hemorragia (plac/ H) foram aqueles que mais a apresentaram.
Contudo, ocorreu diferenca entre os rins, quanto a lateralidade, no grupo de animais
submetidos ao parecoxibe e hemorragia (PCX/ H). Nos rins esquerdos, este grupo
diferenciou-se apenas de plac/ H, enquanto que nos rins direitos este grupo apresentou-

se diferentede todos os outros, com menores valores.

A apoptose tardia, como resultado obtido pela citometria de fluxo, é
representada pelas células que apresentaram componentes de necrose e de apoptose, ou
seja, quando se verifica a ligacdo tanto com a anexina V quanto com o Pl. E possivel
considerar duas possibilidades para este tipo de categoria — as células podem ter sido
acometidas por apoptose que evoluiu para necrose e, em outra andlise, podem ter
ocorrido, concomitantemente, as duas lesdes, apoptose e necrose, sem que tenha havido,
necessariamente, evolucdo de uma forma para a outra (McConkey, 1998; Chandra et al,
2000).

Se for considerada a ocorréncia concomitante, pode-se dizer que o grupo plac/
H (maior grau de apoptose tardia, em rins de ambos os lados) sofreu provavel parcela de
necrose derivada da falta de nutrientes determinada pelo sangramento, que provocou
deplecdo de suas reservas, e sofreu parcela de apoptose pela falta da protecdo

proveniente do COXIBE, o que refor¢a os demais resultados deste estudo.

Porém, ao considerar a possibilidade de evolucdo de apoptose para necrose,
admite-se que as células sofreram lesdes que levaram a morte programada (apoptose) e
que, em algum momento apds, estas células evoluiram para lise da membrana
plasméatica (como na necrose). Nesta légica, a morte celular ndo foi proveniente do

mecanismo gerador de necrose, mas de mera consequéncia da apoptose.

Se pensarmos exclusivamente nesta Ultima ldgica, os animais que receberam
parecoxibe teriam menos apoptose avangada do que os dos outros dois grupos, ao

considerar os demais resultados do trabalho e os mecanismos associados com geragédo
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de apoptose, pois necessariamente seriam a evolucdo da apoptose precoce. Contudo,
isso ndo foi observado. Os grupos que receberam parecoxibe mostraram-se semelhantes
ao grupo plac/ sh nos rins esquerdos, em relacdo & apoptose tardia, €, nos rins direitos,
0s grupos submetidos ao parecoxibe apresentaram resultados diferentes entre eles. PCX/

H apresentou menores valores nos rins direitos e PCX/ sh foi semelhante ao plac/ sh.

Pode ser que ambas as possibilidades tenham acontecido, em parcelas relativas e
imensuraveis de ocorréncia. E isso prejudicou as analises, uma vez que 0s mecanismos
geradores de necrose e de apoptose mostram-se bem distintos. Porém, de modo geral,

observou-se que o grupo plac/ H apresentou maior quantidade de apoptose avancada.

Em relacdo as células vidveis vistas pela citometria, os resultados dos rins
direitos e esquerdos foram iguais no que se refere a diferenca entre grupos. Nos rins de
ambos os lados, os ratos submetidos ao parecoxibe apresentaram maiores quantidades
de células viaveis, independentemente de terem sido submetidos a hemorragia. Percebe-
se, assim, que o uso de parecoxibe esta associado com maior quantidade de células
renais viaveis. Esta informacdo pode ser considerada crucial neste estudo, pois foi
evidenciado ora protecdo, ora prejuizo com o uso do parecoxibe, nas associagcdes com
apoptose e necrose, respectivamente. Assim, ao demonstrar que 0s grupos submetidos
ao parecoxibe apresentaram maior quantidade de células viaveis, pode-se concluir que a

protecdo foi superior ao prejuizo nesses grupos, mesmo com a ocorréncia de necrose.

Neste estudo é possivel admitir que 0s grupos que apresentaram maiores
quantidades de células viaveis, necessariamente obtiveram menores gquantidades nas
outras trés possibilidades — apoptose precoce, necrose e apoptose tardia. 1sso porque séo
possiveis apenas estas quatro possibilidades no método empregado na citometria de
fluxo, e os dados foram trabalhados com suas representacgdes relativas em porcentagem.
Assim, se um grupo apresentou maiores quantidades em uma ocorréncia percentual,

certamente apresentou menos ocorréncia dentro das outras trés possibilidades.

Portanto, pode-se concluir que os grupos submetidos ao parecoxibe, embora
tenham mostrado maior quantidade de necrose que 0s demais, apresentaram menores
quantidades de apoptose, e isso foi suficiente para determinar maior namero de células

viaveis.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Esta pesquisa demonstrou que, nas condi¢Oes estudadas, o parecoxibe
determinou maior quantidade de necrose, menor quantidade de apoptose e maior

quantidade de células viaveis nos rins dos ratos submetidos ou ndo a hemorragia aguda.

Esses resultados, que podem contribuir para geracdo de conhecimentos
relacionados a esta classe de medicamentos, prudente notar-se, também podem ter

trazido novas questoes.

A literatura mostra resultados conflitantes relacionados com o uso de
COXIBEs e protegdo renal, talvez pela diversidade metodoldgica. Este estudo, dentro
das condicdes estabelecidas, sugere tendéncia ao beneficio do uso do farmaco em

relacdo a protecéo renal.

Entretanto, esta pesquisa focou os critérios morfolégicos da morte celular, e
este tipo de classificacdo tem sido muito estudado recentemente por pesquisadores,
inclusive, novas classificacGes sendo continuamente propostas. Desse modo, em futuro
proximo, pode ser que os critérios morfolégicos aqui estudados ndo sejam 0s mais
acurados para entender a dinamica da protecdo relacionada com esta classe de

medicamentos.

Além desta questdo taxondmica, este estudo apresentou limitacdo quanto a
determinacédo das vias de apoptose relacionadas com a prote¢do evidenciada. Isso pode
ser algo sensato a ser considerado, pois, na identificacdo da via (e suas cascatas) podem-

se criar modos de focalizar a terapia ou a prote¢do, sem demais prejuizos.

No sentido da anatomia, conhecem-se sitios renais especificos para as afeccdes
— tdbulos, medula, vasos e células corticais intersticiais. Neste estudo, como o rim foi
visto como um todo, o método ndo contemplou os sitios anatdmicos relacionados com

os padrdes morfoldgicos de morte celular, e esta questdo também permanece aberta.

Um ponto intrigante pode ser a relagdo temporal entre inflamagdo, uso do
medicamento e andlise da citometria de fluxo. Sera que a prevencdo da apoptose
significou verdadeiro salvamento da morte celular, ou ser4 que simplesmente ocorreu

um atraso da sinalizacdo apoptotica? Esta questdo prudentemente deve ser levantada.
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Além de tudo, o entendimento da biologia molecular estd cada vez mais
presente na ciéncia moderna. Assim, considerar o estudo das proteinas relacionadas com
dano ou protecdo também pode ser algo a se pesquisar. Metodos de avaliacdo de
proteinas, como Western Blot, ou analises de imagens de microscopia eletrdnica no
intuito de observar os fosfolipideos sinalizadores de apoptose podem ser caminhos

cientificos futuros.

De qualquer modo, com a criacdo de pequenas evidéncias, sdo possiveis novas
questdes no sentido de trazer maiores beneficios para esta e proximas geragoes, e assim

a dindmica da ciéncia estabelece-se e perpetua-se.
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7 CONCLUSAO

Em rins de ratos analisados por citometria de fluxo, independentemente de 0s
animais terem sido submetidos a hemorragia, a dose Unica de parecoxibe gerou maior
quantidade de necrose, menor quantidade de apoptose e maior quantidade de células

viaveis.
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