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RESUMO

Lesdo isquémica nos rins contribui decisivamente para o aumento da
morbimortalidade. Varias estratégias de intervencdo na lesdo isquemia-reperfusao
(LIR) tém sido propostas, dentre estas, a utilizacdo da Ciclosporina A (CsA). A
literatura, contudo, apresenta resultados controversos quanto ao seu beneficio. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da CsA na LIR renal em ratos. Trata-se de
um estudo experimental conduzido de margo a junho de 2013, no laboratério da
Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX) da UNESP de Botucatu. Variaveis de
controle da homeostase: pressdes arteriais sistdlica (PAS), diastélica (PAD) e média
(PAM), peso e temperatura (T) foram incluidas, além das medidas de creatinina, ureia
e sodio séricos e classificacdo de RIFLE (protocolo de diagndstico e estratificacdo de
risco na lesdo renal aguda (LRA)). Avaliacdo histologica foi realizada ao término do
experimento. Os parametros PAS, PAD, PAM e T foram aferidos nos tempos TO (inicio
do experimento, apds disseccdo da artéria carétida esquerda); T1 (apdés o
desclampeamento da artéria renal esquerda); e T2 (30 minutos apds a reperfusdo). As
dosagens de creatinina, ureia e sodio foram realizadas nos momentos MO, que
correspondeu ao tempo TO; M1, correspondente ao tempo T2; e M2, 12 horas apds o
procedimento cirdrgico inicial. Foram incluidos no estudo 30 ratos Wistar alocados
aleatoriamente em trés grupos: Sham (S): laparotomia e nefrectomia direita. Controle
(C): laparotomia e nefrectomia direita, isquemia-reperfusédo em rim esquerdo.
Cicloscoprina (CsA): os mesmos procedimentos realizados no grupo anterior e
administragédo de ciclosporina (CsA) em duas doses de 15 mg/kg, 24 horas antes do
procedimento cirurgico inicial e imediatamente antes deste. As avaliagbes descritivas
do RIFLE mostraram que tanto o grupo Controle como CsA apresentaram resultados
negativos em relagao ao grupo Sham. A avaliagao dos valores de sodio ndo mostrou
diferencga significativa dentro de cada grupo ao longo dos trés momentos. Sobre a
funcdo renal, as anadlises pareadas de creatinina sérica mostraram diferenca entre
todos os grupos entre os momentos, apesar da analise descritiva mostrar que os
grupos Controle e CsA tiveram uma mudanga maior. Conclui-se, entdo, que nessas
condicoes, a CsA foi incapaz de prevenir os efeitos deletérios da LIR em ratos, apesar
de atenua-los segundo a histologia.

Palavras-Chave: lesao isquemia-reperfusao; lesao renal aguda; ratos; rim; ciclosporina.



Oliveira, ACC. Cyclosporine action on ischemia/reperfusion injury in rats: experimental
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ABSTRACT

Kidney ischemic injury contributes decisively to the increase of morbidity and
mortality. Various strategies of intervention in Ischemia-Reperfusion Injury (IRI) have
been proposed, among them, the use of Cyclosporine A (CsA). However, studies
present controversial results in relation to its benefits. The goal of this study was asses
the effect of CsA in kidney IRI in rats. This is an experimental study conducted from
March to June of 2013 in the laboratory of “Unidade de Pesquisa Experimental
(UNIPEX)” of UNESP in Botucatu. Variables of homeostasis: systolic blood pressure
(PAS), diastolic blood pressure (PAD), mean blood pressure (PAM), weight and
temperature (T) controls were included, as were the measures of serum creatinine,
urea nitrogen, and sodium, and RIFLE classification (protocol of diagnosis and risk
stratification in acute renal injury), measured during three moments: PAS, PAD, PAM
and T were measured at TO (after catheterization of the carotid artery); T1 (after the
clamping of the left renal artery); T2 (30 minutes after reperfusion). Serum creatinine,
urea nitrogen and sodium were collected at MO (T0); M1 (T2) and M2, 12 hours after
the initial surgical procedure. Histological evaluation was performed at the end of the
experiment. Thirty rats were included, randomly allocated in three groups: sham group
(GS), which had only laparotomy and right nephrectomy; control group (GC) which
additionally had ischemia reperfusion maneuver, and cyclosporine A group (GCsA),
which besides having the afore mentioned procedures would use CsA intraperitoneal
(15 mg/kg), 24 hours before and at the moment of initial surgical procedure. The RIFLE
descriptive evaluations showed that the Control group and the CsA group presented
negative results in relation to the Sham group. The assessment of the sodium levels
did not present a meaningful difference of its numbers in each group during the three
moments. About kidney function, the paired analysis of serum creatinine showed a
difference among all groups between moments one, two, and three, in spite of the fact
that descriptive analysis show that Control and CsA groups had a bigger change. We
can conclude that, in these conditions, CsA was unable to prevent the deleterious

effects of IRI in rats, however it did attenuate these effects according to histology.

Key words: ischemia-reperfusion injury; acute kidney injury; rats; kidney; cyclosporine.
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1 INTRODUGAO

Lesao isquémica em orgaos vitais como coragao, cérebro e rins contribui
decisivamente para o aumento da morbimortalidade’?. Isquemia renal durante
oclusao arterial, choque e transplante de 6rgaos € uma causa comum de morte
celular, faléncia renal, retardo funcional e rejeicdo do enxerto renal®. A privacdo
de sangue oxigenado compromete a fosforilagdo oxidativa mitocondrial com

dano irreversivel em cada organela e sistemas subcelulares®.

Apos um episodio de isquemia renal aguda, reperfusdo precoce
permanece como uma estratégia primaria para limitar a lesdo do 6rgao,
contudo, a reperfusado renal tem o potencial, por si s, de causar morte celular °
semelhante ao observado no coracdo °. A investigacdo de estratégias
protetoras utilizadas no momento da reperfusdo sao fundamentais no manuseio

desse tipo de lesdo’®.

A patogénese da lesdo por isquemia-reperfusdo (LIR) é complexa. De
forma geral, os mecanismos envolvidos abrangem a formacao de espécies
reativas de oxigénio (ERO), auséncia no controle do metabolismo do calcio
celular, deplecao de ATP, obstrucdo dos capilares por varios elementos
sanguineos pré-formados e consequente diminuigdo do fluxo sanguineo4'9.

Vérias estratégias de intervengcdo na LIR tém sido propostas, dentre

estas, a utilizacdo da Ciclosporina A (CsA)'®™".

A CsA é uma droga
imunossupressora rotineiramente utilizada em transplantes de 6rgéos solidos, a
qual tem sido atribuido efeito protetor na LIR, principalmente no coracdo onde
tem sido investigada desde a década de 1990 com foco na sua capacidade de
diminuir a extensdao do infarto do miocardio apds isquemia-reperfusdo
coronariana, apresentando resultados promissores, encontrando-se em
investigacao translacional, especificamente na intervengdo coronariana
percutanea primaria e na cirurgia de revascularizagdo miocardica''*. Por outro
lado, tem demonstrado resultados controversos quando se trata de LIR no rim,

onde ndo ha um nimero expressivo de trabalhos'®'°,



Introdugao 14

A CsA é um composto ciclopeptidico sintetizado a partir do fungo
Tolypocladium inflatum, inicialmente desenvolvido como antifungico, encontrou
sua utilizagdo como imunossupressor que age ligando-se a um grupo de
pequenas proteinas regulatérias intracelulares, as ciclofilinas, formando um
complexo capaz de inibir a proteina fosfatase calcineurina com consequente
comprometimento da ativagdo dos linfécitos T. A CsA, ainda, pela mesma
agao, a de se ligar a proteina ciclofilina D, no caso mitocondrial, € capaz de
inibir a abertura dos poros de permeabilidade transitoria, impedindo a saida de
calcio e o comprometimento definitivo desta organela, atuando de forma

protetora em situagdes de isquemia-reperfuséo celular’'®,

Durante muito tempo, os dados epidemioldgicos sobre lesédo renal aguda
(LRA) mostraram-se controversos, a exemplo das variagbes nos valores de
incidéncia, entre 1% a 31%, assim como taxas de mortalidade de 28% a 82%,
basicamente em razdo de sua multiplicidade de definicbes, problema este
resolvido com a publicagdo do critério RIFLE de diagndstico de LRA, em 2004

que as uniformizou?.

Apesar da medida de creatinina utilizada no critério RIFLE mostrar
limitagdo no cenario das lesbes renais agudas, esta € ainda a melhor opg¢ao
para a sua avaliacdo'’, posto que os novos biomarcadores, dentre eles a
Cistatina C (Cys C), a molécula de lesao renal 1 (KIM 1), a lipocalina associada
a gelatinase dos neutréfilos (NGAL), e a interleucina 18 (IL-18), encontram-se

em investigagao'®.
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2 REVISAO DA LITERATURA

21 Lesao Renal Aguda Isquémica (isquemia-reperfusao)

O rim é constituido de populagdes celulares heterogéneas que
trabalham em conjunto para realizar um numero de processos complexos e
estreitamente controlados. LRA €& um evento clinico comum que rompe a
homeostase, levando a uma elevada taxa de morbimortalidade. Uma causa
importante de LRA é a isquemia, que pode ocorrer por uma série de razoes,
por exemplo, com o uso de drogas vasoconstrictoras ou agentes de contraste
radiolégico, além de hipotensdo associada a sepse, perda sanguinea apdés
cirurgia ou trauma. O organismo € capaz de se adaptar a uma reducgao de fluxo
sanguineo até certo estagio, porém quando a oferta de O, e substratos
metabdlicos se tornam inadequados, a lesédo celular conduz a disfuncdo do
L E R

A identificagdo de individuos com maior risco para o desenvolvimento de
LRA apds diminuicdo leve a moderada da perfusao renal é crucial no sentido
de evitar tal desfecho. Assim, variaveis como idade, doenca renal crbnica pré-
existente e proteinuria, associadas aos biomarcadores tradicionais e aos
critérios de estadiamento clinico (RIFLE e AKIN), devem ser avaliados nesse
contexto, como procedimentos cirurgicos eletivos, uso de drogas que
potencialmente diminuam o fluxo sanguineo renal e situagdes inflamatoérias ou

de alto potencial para causar estresse oxidativo?*2%.

A azotemia pode ser pré-renal, renal ou pds-renal. A pré-renal € a causa
mais comum de LRA e contribui com 40%-55% de todos os casos. Esta
condicdo é consequéncia de hipoperfusao renal secundaria a volume arterial
efetivo reduzido, ou seja, o volume sanguineo que perfunde os 6rgaos de fato.
Azotemia pré-renal se divide em duas apresentagdes, a que responde e a que
nao responde a volume. Em pacientes portadores da forma que nao responde
a volume a reposi¢ao volémica nao restabelece a fungéo e a perfusao renais.

Por exemplo, pacientes com condicbes como insuficiéncia cardiaca congestiva
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(ICC) e sepse podem nao responder a fluidoterapia venosa e apresentar
diminuicdo do débito cardiaco e da resisténcia vascular total comprometendo a
perfusdo renal®™. A compensacdo da azotemia pré-renal inclui a ativagdo de
barorreceptores, que inicia a cascata de respostas neurohumorais, ativagao do
sistema nervoso simpatico (SNS) e aumento na producdo de catecolaminas,
especialmente norepinefrina34. Ocorre também aumento na liberagdo de
vasopressina que € mediado por hipovolemia e aumento na osmolalidade
extracelular, resultando em vasoconstriccdo, retengcdo de agua e escape

retrogrado de ureia para o intersticio papilar.

A ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona conduz ao
aumento da produgcdo do potente vasoconstrictor angiotensina IlI, que
preferencialmente aumenta a resisténcia da arteriola eferente. A taxa de
fitracdo glomerular (TFG), nesse contexto, se preserva por aumento da
pressado hidrostatica no glomérulo. A atividade da angiotensina |l encontra-se
também aumentada durante grande deple¢cdo de volume, o que leva a uma
contragao arteriolar aferente, reduzindo o fluxo plasmatico renal, a TFG e a

fracdo de filtracdo (FF)%.

Simultaneamente, mecanismos compensatorios de autorregulagéo renal
preservam a perfusdo glomerular. Em condi¢des fisiolégicas, a autorregulacao
do fluxo sanguineo renal trabalha acima de uma pressao sanguinea arterial
sistémica média de 75-80 mmHg. Abaixo desta faixa, a pressao de ultrafiltracéo
glomerular e a TFG declinam abruptamente'. A produgdo renal de
prostaglandinas, calicreina, cininas e 6xido nitrico (NO) estdo aumentadas e
contribuem para a vasodilatacdo®**". Drogas anti-inflamatérias nao esteroidais
inibem a produgdo de prostaglandinas e diminuem a perfusdo renal. Os
inibidores da enzima de conversdo da angiotensina bloqueiam a sintese de
angiotensina Il e comprometem o delicado equilibrio entre o ténus arteriolar
aferente e eferente em pacientes que possuem redugdes severas no volume
arterial efetivo, tais como aqueles com insuficiéncia cardiaca congénita (ICC)
ou estenose arterial renal bilateral, piorando, portanto, a azotemia pré-renal.

Antagonicamente, niveis muito elevados de angiotensina Il, como visto no
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choque circulatério, causam constriccdo de ambas as arteriolas, aferente e

eferente, o que anula seu efeito protetor®.

Considerados em conjunto, esses dados fornecem fortes evidéncias de
que certos pacientes identificaveis encontram-se em alto risco de
desenvolverem LRA. Atencdo aumentada na maximizacao de certas condi¢cdes
como estado hemodinamico, dose de farmacos baseados na TFG e volemia é

fundamental para a prevengao ou melhora da LRA nesses pacientes“’.
2.1.1 Alteracoes celulares durante LRA

2.1.1.1 Lesao celular epitelial aguda

ApoOs redugdo na perfusdo renal efetiva, as células epiteliais séo
incapazes de manter niveis intracelulares adequados de ATP para os
processos essenciais. Esta deplegao de ATP leva a lesédo celular e, se muito
grave, morte celular por necrose ou apoptose. Todos os segmentos do néfron
podem ser afetados durante a agresséo isquémica, mas a célula epitelial mais
comumente afetada é a tubular proximal em virtude da alta taxa metabdlica
necessaria para transportes i6nicos e da baixa tolerancia a glicdlise
anaerdbica, além de uma unica fonte vascular para a camada externa do
segmento S3 do néfron (pars recta), que leva a uma expressiva hipoperfusédo
microvascular e congestao deste apds a lesdo, que persiste e conduz a
isquemia prolongada mesmo quando o fluxo sanguineo cortical retorna a niveis
proximos do normal. Lesdo e disfungcdo endoteliais sdo os responsaveis

primarios por este fendmeno, conhecido como fase de extensio da LRA®.

Outro grande grupo celular epitelial envolvido na fisiopatologia da LRA
isquémica € a porgcao ascendente espessa medular da alca de Henle,
localizada distalmente. Alteracbes apoptoéticas foram detectadas em LRA de
seres humanos como demonstrado nos segmentos distais do néfron durante
necrose aguda tubular toxica. Lesao e disfungao celulares tubulares proximais
durante isquemia ou sepse leva a vasoconstriccao arteriolar aferente mediada

por retroalimentacéo tubuloglomerular, obstru¢céo luminal e retrovazamento do
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fitrado através das células tubulares proximais lesionadas, resultando em

filtracdo glomerular inefetiva e uma diminuigdo acentuada na TFG3%4°,

2.1.1.2 Alteragdes morfologicas

Uma alteracédo histopatologica tipica da lesdo isquémica é a perda da
borda em escova apical das células tubulares proximais. Ruptura das
microvilosidades e seu destacamento da superficie celular apical leva a
formacéo precoce de vesiculas conectadas a membrana apos isquemia que
sao liberadas dentro da luz tubular. Avulsdo e perda das células tubulares
expdem areas desnudas da membrana basal, resultando em areas focais de
dilatagao tubular proximal, assim como formacéo de cilindros tubulares distais
que possuem o potencial de obstruir a luz tubular, levando a auséncia de
filtracdo glomerular na unidade funcional comprometida. Morte celular necrética
€ rara e restrita a regides medulares externas altamente suscetiveis, enquanto
caracteristicas apoptéticas sdo comumente observadas em células tubulares

proximais e distais'®.
2.1.1.3 Mudancas estruturais e do citoesqueleto

O citoesqueleto de actina possui um papel integral na manutencéo da
estrutura e funcdo celular, polaridade, endocitose, transducdo de sinais,
motilidade, movimentagdo de organelas, exocitose, divisdo celular, migragao,
fungdo de barreira de complexos juncionais e adesdo da matriz celular®.
Deplecdo do ATP celular leva a uma rapida ruptura da actina F
(microfilamentar) apical por despolimerizagdo mediada em parte pela cofilina e
redistribuicdo da actina F central do citoesqueleto. Esta ruptura causa
instabilidade da superficie da membrana e formacdo de vesiculas
extracelulares ligadas a membrana que se descamam para dentro da luz

tubular ou séo reabsorvidas pela célula para potencial reciclagem42‘45.

Outra consequéncia importante da ruptura do citoesqueleto de actina é a
perda das juncdes firmes e das juncbes de adesao. Estes complexos juncionais
participam ativamente de numerosas funcdes tais como transporte paracelular,

polaridade celular e morfologia da célula. Lesao isquémica inicial resulta em
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abertura das jungdes firmes, levando ao aumento da permeabilidade
paracelular e retrovazamento do filtrado glomerular para o intersticio .
Durante isquemia, células epiteliais também perdem sua ligagdo a matriz
extracelular subjacente levando a ruptura das integrinas. As células
descamadas, entdo, se ligam umas as outras formando cilindros celulares

dentro da luz tubular '°.

Alteragcbes no citoesqueleto de actina durante isquemia resultam em
mudangas na polaridade celular e na sua fungdo. Bombas Na+/K+ - ATPase
basolaterais sao redistribuidas para a membrana apical tdo precocemente
quanto 10 minutos apds ruptura do citoesqueleto espectrina-actina, a qual é
responsavel por conectar as bombas & membrana*’. Redistribuicdo das
bombas resulta em transporte bidirecional de sdédio e agua através da
membrana apical, assim como da basolateral, com sodio celular sendo
transportado de volta a luz tubular. Uma elevada concentragdo de sdédio no
filtrado atingindo o tubulo distal leva a uma reducédo da TFG pela ativacédo da
retroalimentacéo tubulo-glomerular, com estimulacdo da macula densa

mediando vasoconstricgdo da arteriola aferente®.
2.1.1.4 Apoptose e necrose

O destino da célula epitelial apés um evento isquémico depende, em
Ultima analise, da extensdo da lesdo. Células submetidas a lesdao subletal ou
menos intensa possuem a capacidade de recuperacao estrutural e funcional se
o insulto for interrompido. Células que sofrem uma lesdo mais grave ou letal
experimentam apoptose ou necrose que levam a morte celular. Apoptose € a
morte celular programada, dependente de energia, que resulta em
condensacao do material citoplasmatico e do nucleo para formar os corpos
apoptéticos. Estes corpos apoptéticos ligados a membrana sdo rapidamente
fagocitados por macrofagos e células epiteliais vizinhas. Durante necrose
existe edema celular e das organelas, perda da integridade da membrana
plasmatica e rapida liberacdo de material citoplasmatico e nuclear para a luz

tubular ou o intersticio. Necrose secundaria ocorre quando células submetidas
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a apoptose ndo possuem niveis suficientes de ATP para garantir a morte

programada da célula™.

Os mecanismos apoptéticos sdo complexos, com elementos afetando
varias vias. A familia caspase de proteases € um importante precursor e efetor
da apoptose*®*®. Tanto a via apoptética intrinseca (mitocondrial) quanto a
extrinseca (receptor morte) sdo ativadas na LRA. Especificamente, a ativacao
da procaspase-9 depende primariamente das vias intrinsecas mitocondriais
reguladas pela familia de proteinas Bcl-2, ao passo que a ativagdo da
procaspase-8 resulta da sinalizacido extrinseca via receptores morte na
superficie celular, tais como, antigeno 1 da apoptose (FAS) e antigeno 1 da
apoptose associado ao dominio da morte (FADD)***°. Comunicagao importante
também existe entre as vias intrinseca e extrinseca. Caspase-3, caspase-6 e
caspase-7/ sao caspases efetoras que sido abundantes e cataliticamente
robustas, clivando muitas proteinas celulares que resultam no classico fenétipo
apoptatico. Inibicdo da atividade da caspase tem se mostrado protetora contra

lesdo in vitro e em LRA in vivo %%%

. O equilibrio entre sobrevivéncia e morte
celular apoptotica depende das concentragdes relativas de agentes pré-
apoptéticos (BAX, BAD e BID) e anti-apoptéticos (Bcl-2 e proteina 1

semelhante a Bcl-2) ™.

A necrose de células epiteliais tubulares resulta de um aumento
intracelular de calcio e a ativacao de fosfolipases da membrana e calpaina.
Células necrdticas, por este motivo, ndo exibem a condensagao da cromatina e
a fragmentacao nuclear vistos na apoptose e nem formam corpos apoptéticos.
Funcionalmente, deplecdo severa de ATP resulta inicialmente em lesao
mitocondrial com subsequente parada da fosforilagdo oxidativa, levando ao
posterior exaurimento dos estoques de energia e intensa formagao de ERO.
ERO, tais como peroxinitrito e acido hipercloroso, sdo gerados por conversao
catalitica nas células epiteliais tubulares durante lesdo isquémica. Estas
moléculas lesionam as células de varias formas, incluindo peroxidacdo de
lipidios nas membranas plasmatica e intracelulares e instabilizacdo de

proteinas do citoesqueleto e integrinas, necessarias para manter a adesao



Revisdo da Literatura 21

intercelular, assim como, as interagdes entre as células e a matriz extracelular.

ERO podem apresentar efeitos vasoconstrictores por eliminagao de NO'™.

A autofagia, que €& um processo envolvido em degradagdo de
componentes proprios da célula através de um maquinario lisossomal, esta
sendo progressivamente reconhecida como, talvez, a mais frequente via de

morte no epitélio tubular lesionado™®.
2.1.1.5 Disfuncao endotelial

As células endoteliais contribuem para o ténus vascular, a regulagao do
fluxo sanguineo aos leitos teciduais locais, a modulacdo da coagulagéo e
inflamacao, além da permeabilidade vascular. Tanto a isquemia quanto a sepse
possuem profundos efeitos sobre o endotélio renal, redundando em
desregulacdo microvascular, isquemia continuada e lesdao posterior,

especialmente na camada mais externa do rim *'.
2.1.1.5.1 Tono vascular

Rins poés-isquémicos de ratos demonstraram vasoconstriccdo em
resposta a diminuicdo da pressado de perfusdo renal, por consequéncia, nao
poderiam autorregular o fluxo sanguineo, mesmo quando o fluxo sanguineo
renal total tinha retornado aos valores da linha de base com mais de uma
semana apos a lesdo 3. Globalmente, existe um desequilibrio entre 6xido
nitrico sintetase endotelial (eNOS) e 6xido nitrico sintetase indutivel (iNOS) na
LRA isquémica. Tem sido proposto que em fungao de uma diminui¢ao relativa
na eNOS, secundaria a dano e disfungcdo endotelial, exista a perda de
propriedades antitrombogénicas do endotélio levando ao aumento da

susceptibilidade & trombose microvascular'®.

2.1.1.5.2 Permeabilidade

A barreira endotelial separa a luz do vaso sanguineo do tecido
circundante e controla a troca de células e fluido entre esses dois
compartimentos. O endotélio é limitado por vias trans e paracelulares, estas

ultimas dando uma contribuicdo maior para a disfuncao endotelial induzida pela
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inflamacao'®. O aumento da permeabilidade microvascular observado na LRA é
causado provavelmente por uma combinagao de fatores, tais como rupturas da
monocamada endotelial e do citoesqueleto de actina, quebra da matriz
perivascular, alteracbes nos contatos entre células endoteliais, interacdes
supra-reguladas entre leucocitos e endotélio e alteragbes severas na
integridade das jungdes de adesao da microvasculatura renal. Imagens de dois
fétons in vivo demonstraram a perda da funcéo de barreira capilar dentro de 2-
4 horas de reperfusdo, com efeitos maximos observados com 24h depois da

lesdo®*,

Quebra da funcdo de barreira oferecida pelo endotélio pode ser
consequéncia também da ativagdo da metaloproteinase-2 matriz ou da
metaloproteinase-9 matriz, que se correlaciona temporariamente com um

aumento na permeabilidade microvascular 3%,

2.1.1.5.3 Coagulacéao

As células endoteliais possuem um papel central na coagulagao por sua
interacdo com a proteina C e a trombomodulina. A proteina C é ativada por
clivagem mediada pela trombina e a taxa desta reagdao é aumentada em 1.000
vezes quando a trombina se liga ao receptor da trombomodulina na superficie
da célula endotelial. A taxa de ativacdo da proteina C €& posteriormente
aumentada em aproximadamente 10 vezes quando o receptor endotelial da
proteina C se liga a proteina C e a apresenta ao complexo trombina-
trombomodulina. A proteina C ativada adquire propriedades antitrombdéticas e
pro-fibrinoliticas e participa de numerosas vias anti-inflamatérias e

citoprotetoras restauradoras da homeostase °.

Durante uma resposta inflamatéria, muitos dos anticoagulantes naturais,
incluindo a proteina C, sdo degradados ou tém a sua produgéo diminuida em
conjunto com a infra-regulacdo do receptor endotelial da proteina C e da
expressao da trombomodulina, o que diminui os efeitos anticoagulante e anti-
inflamatério da via da proteina C. Células endoteliais lesionadas sofrem
apoptose, o que amplifica posteriormente a cascata da coagulagdo pela

57

provisdo de uma superficie pro-coagulante Ativacdo continuada da
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inflamacédo e da via de coagulacdo leva ao aumento da coagulagdo
microvascular e subsequente disfungao celular endotelial. Em ultima analise, a
fungao microvascular € comprometida, resultando em coagulacgéo intravascular
disseminada e trombose, diminuindo a perfusdo tecidual local, disfungcdo do

érgdo ou faléncia '°.

Ativagao dos leucdcitos e liberagaéo de suas citocinas requerem sinais de
quimiocinas circulando na corrente sanguinea ou contato direto com o
endotélio. Leucdcitos rolantes podem ser ativados por agentes quimiotaticos,
tais como Cb5a e fator ativador de plaqueta. Uma vez ativados, integrinas
leucocitarias se conectam a ligantes do endotélio que promovem adeséo firme,
sendo a integrina R2 a mais importante °®. Estas interacdes com o endotélio
sao mediadas por moléculas de adesao endoteliais que sdo suprarreguladas
durante situacbes de isquemia. A P-seletina nas plaquetas, mas nao nas
células endoteliais, foi a principal determinante na LRA isquémica mediada por

neutrofilo®.
2.1.1.6 Leucécitos e inflamacao

Inflamagdo e recrutamento de leucdécitos durante lesdo epitelial séo
agora reconhecidos como os maiores mediadores de todas as fases das lesdes
celulares tubular e endotelial. Inflamacdo precoce é caracterizada pela
margeacao de leucocitos ao endotélio vascular ativados via interagdes entre
selectinas e ligantes que possibilitam adeséao firme, seguida por transmigragao
para o intersticio. Um numero de potentes mediadores é gerado pela célula
epitelial tubular proximal lesada, incluindo citocinas pro-inflamatdrias, tais como
TNF, IL-6, IL-13, IL-8, quimiocina 2 do tipo C-C, fator 3 transformador do
crescimento e quimiocina 5 do tipo C-C®°. TLR 2 é um importante mediador de
lesao isquémica endotelial, enquanto TLR 4 tem sido demonstrado em modelos
animais tanto de lesao isquémica quanto séptica possuir também um papel na

lesdo, especialmente nas células tubulares proximais °'.

Os neutrdfilos sdo as primeiras células a se acumularem no sitio da
lesdo isquémicam, porém outros mediadores leucocitarios sdo importantes

como macrofagos, linfocitos B e linfocitos T®2. Existem interacdes sinérgicas
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entre diferentes tipos de leucocitos®. Expressdo do C5a é suprarregulado
significativamente nas células epiteliais tubulares proximais assim como nos
macrofagos intersticiais e este € um poderoso quimiotatico com propriedades
pré-coagulante364. As cascatas do complemento sdo ativadas durante a sepse
e Cba apresentando-se elevadas em modelos de sepse em roedores. Bloqueio

de C5a ou seu receptor poderia melhorar a sobrevivéncia na sepse65’66.

Foi demonstrado que o C3a é pré-requisito para a produgdo de
quimiocina CXC pelas células epiteliais e que o inibidor do sistema
complemento localizado na membrana basolateral das células epiteliais (Crry)
diminuiu apés lesdo isquémica®. Queda de C3a e de caspase-3 utilizando
interferéncia de RNA protege a funcéo renal em um modelo de transplante °2.
Numerosas citocinas, se liberadas das células epiteliais ou endoteliais,
trabalham em conjunto para aumentar a resposta inflamatoria subsequente a

lesdo isquémica ou séptica *°.

TLR 2 e TLR 4 sao expressos de maneira constitutiva no epitélio renal e
sua expressdo aumenta apos lesdo isquemia-reperfusdo renal’®. Foi mostrado
em um modelo de sepse em ratos de ligadura e perfuragdo cecal que a
expressdo de TLR 4 aumentou significativamente em todos os tubulos
(proximal e distal), glomérulos e na vasculatura renal. Além do mais, este grupo
demonstrou que sepse leva a um aumento dependente do TLR 4 na expresséao
do mediador pré-inflamatério COX-2"". Deplecéo genética tanto de TLR 2
quanto de TLR 4 protege contra LIR renal, portanto, indicando o papel

proeminente dos TLR na LRA®""2,

Os macréfagos produzem citocinas proé-inflamatérias que podem
estimular a atividade de outros leucdcitos’®. Foi demonstrado que a deplecgéo
de macrofagos no rim e no bago usando clodronato lipossomal antes da LIR
renal preveniu LRA, enquanto transferéncia adotiva de macréfagos reconstituiu
a LRA. Células dendriticas parecem também ter um papel na LRA™.
Demonstrou-se que ap6s LRA, células dendriticas renais produzem as

citocinas proé-inflamatdrias TNF, IL-6, quimiocina 2 do tipo C-C e quimiocina 5
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do tipo C-C, e que deplegao das células dendriticas antes da isquemia reduzia

substancialmente os niveis de TNF produzidos pelo rim 19,

Células TREG também possuem um papel na LRA isquémica”. Foi
demonstrado em um modelo murino de LRA isquémica que o trafico de células
TREG nos rins foi aumentado apoés 3 e 10 dias. Rins pds-isquémicos tiveram
um aumento de células T com TCR R+CD4+ e TCR 3+CD8+, com aumento na
producdo de citocinas pro-inflamatoérias. Pesquisadores observaram que a
deplecéo de células TREG utilizando anticorpo anti-CD25 1 dia apds a lesao
isquémica aumentou a lesdo tubular renal, reduziu a proliferacao tubular,
aumentou a producdo de citocinas do infiltrado de células T aos 3 dias e
geracao de TNF pelas células T TCR 3+CD4+ aos 10 dias. Em outro estudo,
infusdo de células TREG CD4+ CD25+ 1 dia ap6s lesao inicial reduziu a
producao de interferon y pelas células T TCR R+CD4+ aos 3 dias, aumentou o
reparo e reduziu a geragao de citocinas aos 10 dias’®. Células TREG infiltram
rins reperfundidos durante o processo de cura, promovendo reparo,
provavelmente por meio da modulagdo da producdo de citocinas pro-
inflamatorias de outros subconjuntos de células T. Deplegéo parcial de células
TREG com um anticorpo monoclonal anti-CD25 potencializou o dano renal
induzido pela lesdao isquemia-reperfusdo e resultou em mais neutrdfilos,

macrofagos e transcricdo de citocinas inatas no rim °

Outro aspecto
observado durante inflamacgdo e lesdo celular endotelial € o fenbmeno de
empilhamento de hemacias com formacao de rolhas, causando obstrugdo e
prolongando a reducéao do fluxo sanguineo microvascular, exacerbando, assim,

a lesdo tubular*?.
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LESAD ENDOTELIAL Lesdo Celular Epitelial INFLAMACAQ
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Figura 1 - Fisiopatologia da LRA isquémica (Adaptado de Sharfuddin et al., 201 15).

As principais vias de diminuicdo da TFG na lesao tubular aguda
isquémica sao provocadas pela deplecdo de ATP nas células tubulares e
vasculares. Existem interacbes numerosas entre as células endoteliais,
leucocitos e células epiteliais na fisiopatologia da LRA isquémica. Estas
interagdes sao bidirecionais entre as células envolvidas e resulta em alteragdes
estruturais e funcionais especificas. Os mediadores inflamatérios liberados das
células tubulares proximais influenciam os processos celulares endoteliais (por
exemplo, aumento da vasoconstriccdo e expressdo de moléculas de adesao
celular) que, por sua vez, influenciam as interagdes entre leucdcitos e células
endoteliais, levando a reducdo do fluxo microvascular e hipdxia ininterrupta
dentro do ambiente local. Alteragdes funcionais adicionais ocorrem, tais como,
uma acentuada redugao na producao de eritropoietina e na 25-hidroxilagao da
vitamina D. Acumulagao de eletrdlitos pode levar rapidamente a necessidade
de TSR. Acidose metabdlica secundaria a LRA deve ser cuidadosamente

monitorizada.
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2.2  Critérios AKIN e RIFLE

LRA é uma complicacdo séria e comum em pacientes criticamente
enfermos. A taxa de mortalidade permanece alta apesar das TSR. Uma causa
possivel da alta taxa de mortalidade € que pacientes em UTI tendem a ser mais
idosos e mais debilitados do que no passado. Os fatores fisiopatoldgicos
associados a LRA também estédo incriminados na faléncia de outros 6rgaos,
indicando que LRA é habitualmente parte de uma sindrome de faléncia de

multiplos érgéos’""8.

Antes do desenvolvimento do sistema de classificacédo RIFLE (acrénimo
indicando risco de faléncia renal (Risk), lesdo renal (Injury), faléncia da funcao
renal (Failure), perda da funcao renal (Loss), e estagio final de lesdo renal
(End)), uma variagdo ampla de definicbes da LRA Iimitou investigacbes
epidemiologicas de incidéncias e desenlaces em pacientes gravemente
enfermos’®. Esta diversidade de definicdes também gerou confusdo clinica e

comparacdes complicadas de dados entre os estudos®>®',

A classificagao RIFLE foi inicialmente proposta por iniciativa do grupo de
qualidade em dialise aguda (ADQI, em inglés) para padronizar o estudo da
faléncia renal aguda, em 2004%2. Até a presente data, a classificagdo provou

sua utilidade, ndo apenas em populacdes especificas 8%

, mas, também, para
diagndstico e classificacdo da gravidade da LRA em pacientes heterogéneos

em enfermarias e UT|?48587

Recentemente, o grupo Acute Kidney Injury Network (AKIN), composto
por nefrologistas e intensivistas, propés modificacbes no critério RIFLE. No
estagio 1 da AKIN (analogo ao RIFLE-Risco), uma pequena mudancga dentro
de 48 h na creatinina sérica maior do que 0,3 mg/dL (= 26,2 pmoL/L) foi
sugerida como um limiar de LRA. Adicionalmente, pacientes recebendo TSR
foram reclassificados como AKIN estagio 3 (RIFLE-Faléncia). Finalmente, as
classificagdes perda (Loss) e doenga renal em estagio final (End) ndo foram
recepcionadas pelo sistema AKIN. A razao destas alteragcbes foi aumentar a
sensibilidade dos critérios RIFLE®. Os poucos estudos descritos comparando

89,90
(

as duas medidas demonstraram pouca diferenga entre elas Figura 2).
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TGF Débito Urinario
Risco Aumento da Crx 1,5 ou D.U. < 0,5 mL/kg/h x
TFG diminuida > 25% 6hs
Inidria Aumento da Crx 2 ou D.U. < 0,5 mL/kg/h x
’ TFG diminuida > 50% 12hs Alta
Aumento da Cr x 3 ou D.U. < 0,5 mL/kg/h x sensibilidade
TFG diminuida > 75% ou | 24hs ou anuria x 12hs
Insuficiéncia Cr > 4,0 mg/dL ou
aumento subito da Cr >
0,5 mg/dL
Perda Insuficiéncia renal permanente = perda completa
da fungéo renal por > 4 semanas Alta
Doenga renal Doenca renal terminal = perda completa da fungao especificidade
terminal renal por > 3 meses
Figura 2 - Classificacdo RIFLE para LRA.
E Creatinina Sérica Débito Urinario
Aumento na [Cr] 2 0,3 mg% ou Menos de 0,5 ml/Kg/h por mais de 06
1 aumento da [Cr] de base 2150 a | horas
200%
Aumento na [Cr] de base 2200 a | Menos de 0,5 ml/Kg/h por mais de 12
2 300% horas
Aumento na [Cr] de base > 300% | Menos de 0,5 ml/Kg/h por 24 horas ou
3 ou [Cr] 2 4,0 mg% anuria por 12 horas

Figura 3 - Classificagdo de AKIN para LRA.

2.3 Anestésicos inalatérios e lesao por isquemia e reperfusao

Milhdes de pacientes sdo expostos anualmente aos anestésicos
inalatorios. Além dos seus efeitos anestésicos, estes agentes possuem
significantes efeitos fisioldgicos ndo anestésicos. Existem evidéncias recentes

de que os anestésicos inalatérios protegem contra LIR no coracdo®"?

e no
pulmao®®*. Especificamente, tratamento com anestésicos volateis antes da
isquemia cardiaca protege contra a LIR®"%2. Os mecanismos de protecdo de
orgaos pelos anestésicos inalatérios permanecem desconhecidos, contudo,
varios estudos tém sugerido que os anestésicos volateis protegem o coracgao

pela ativagao dos canais de potassio dependentes de ATP. Outros estudos
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95,96

sugerem que os anestésicos inalatorios protegem contra LIR no coragéo e

nos pulmées97 por meio dos efeitos anti-inflamatorios.

Lee et al. (2004)%® concluiram que concentragdes clinicas relevantes (1
CAM) de anestésicos inalatorios protegem, tanto durante quanto apos isquemia
renal, contra LIR em ratos em razdo da reducdo dramatica da necrose tubular
tipicamente observada apos LIR renal. Além disto, anestésicos inalatorios
evidenciaram protecao diferencial na LIR renal, onde o desflurano foi menos
efetivo e mostrou menores efeitos anti-inflamatérios comparados com
isoflurano, sevoflurano ou halotano. Além do mais, dois mecanismos diferentes
foram demonstrados neste estudo comparado com estudos prévios de
protecao mediada por anestésico inalatério no coragao. Os canais de potassio
dependentes de ATP nao estdo envolvidos na protecdo mediada por

I e os anestésicos

anestésico inalatério na isquemia-reperfusdo rena
inalatérios devem estar presentes durante a isquemia-reperfusdo renal para
conferir protecdo em oposicdo ao beneficio observado nos estudos cardiacos

com apenas pré-tratamento com anestésico inalatério’®.

O fator-kB nuclear (NF-kB) € um dos mais criticos fatores de transcricéo
envolvidos em muitas condi¢des inflamatérias, incluindo LIR renal. Ativagdo do
NF-kB é um passo critico na resposta inflamatdria renal e sistémica, que leva a
liberagdo de citocinas pré-inflamatérias incluindo o HMGB1'™' IL-1R'% e o
TNF-a'®. Tem sido observado que a via apoptdtica p53-Bax-caspase-3 esta
envolvida na LIR renal'®'%. P53 pode induzir a infrarregulagdo do Bcl-2 anti-
apoptotico e a suprarregulacédo do Bax pro-apoptoético. Uma diminuicdo na
relacdo Bcl-2/Bax dispara a liberacao de citocromo ¢ da mitocondria que resulta
na ativacdo da caspase-3 e reagdo em cadeia que leva a apoptose'®'%
Portanto, inibindo os processos coexistentes de inflamacado e apoptose, é
oferecida uma abordagem potencial para a prevencao e o tratamento da LIR

renal.

O isoflurano € um agente inalatério comumente utilizado em cenarios
cirurgicos clinicos. Estudos prévios indicam que, associado aos seus efeitos

anestésicos, ele protege o tecido contra LIR em varios orgaos incluindo o
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1% o o cérebro'®. Além do mais, possui um efeito

coracdo'”’, o figado
farmacolégico de pré-condicionamento contra LIR renal pela suprarregulagao
do fator-1a indutivel por hipdxia e atenua a ativacdo da JNK e da ERK'°. Nzo
obstante, n&o se sabe se o pré-condicionamento do isoflurano protege contra
LIR renal pela modulagdo da resposta inflamatdria mediada pela NF-kB e/ou

pela via apoptotica da p53-Bax-caspase-3'"".
24 Ciclosporina A

A formacao e a abertura do PPTm no inicio da reperfusdo miocardica € o
fator preponderante da disfungdo mitocondrial e da morte celular do musculo
cardiaco no cenario de LIR aguda''?>. Nos anos 80 foi descoberto que a
abertura do PPTm poderia ser farmacologicamente inibida pelo agente

imunossupressor CsA 2.

A CsA é um peptideo ciclico lipofilico de 11 aminoacidos com peso
molecular de 1202 KDa, sintetizado a partir do fungo Tolypocladium inflatum,
que foi descoberto em 1970 como parte de um programa de rastreamento de
antifungicos iniciado em 1958. E um agente imunossupressor que atua inibindo
seletivamente a proliferacdo de linfocitos T sem comprometer a proliferacédo
celular somatica''?. No interior celular possui uma alta afinidade de ligacao
pelas ciclofilinas, proteinas que possuem atividade enzimatica peptidil-prolil
isomerase, essencial para o enovelamento de proteinas in vivo. A ligagao da
CsA a ciclofilina inibe a atividade da peptidil-prolil isomerase''*. Existem varios
tipos de ciclofilina, porém a ligagédo da CsA com a ciclofilina D é essencial para

o seu efeito inibitdrio sobre o PPTm'"2,

Fato interessante é que o efeito inibidor da CsA sobre a respiragcao
mitocondrial observada nos estudos iniciais foram negligenciados na sua
maioria, com maior atencao ao efeito inibitério da CsA sobre o PPTm, contudo,
estudos recentes tém revisitado os potenciais efeitos deletérios da CsA sobre a
fungdo mitocondrial’’®. O mecanismo pelo qual a CsA inibe a abertura do

PPTm foi descrito em estudo de 1990, que referiu que a CsA exerce esta acao
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pela sua ligagdo com a ciclofilina D, uma isomerase cis-trans peptidil-prolil na

mitocéndria’"®.

No estudo de Halestrap e Davidson, 1990, foi proposto que a ligacéo da
CsA a ciclofilina D a impedia de se associar ao poro componente do PPTm na
membrana interna e, assim, induzir mudanga conformacional nesse
componente, que se acreditava, na época, ser a adenina nucleotideo
translocase'™""®. Um estudo subseqiiente, de 1996, confirmou que o alvo
farmacolégico da CsA é a proteina ciclofilina D mitocondrial humana de 21
kDa'"".

Em 1986, Crompton et al. foram os primeiros a propor que o PPTm seria
um mediador da morte celular no cenario de lesao isquemia-reperfusdo aguda.
Nestes estudos iniciais, o grupo de Crompton descreveu a abertura do PPTm
em uma mitocondria isolada de corag&o de rato em resposta ao calcio (21uM),
fosfato (210Mm), estresse oxidativo e baixos niveis de ATP (s1mM), condigbes
presentes na LIR aguda. A descoberta pelo mesmo grupo em 1988 de que a
CsA era um potente inibidor do PPTm, portanto, forneceu a ferramenta

investigativa necessaria para testar esta proposigao’'>118-120,

Em 2002, Hausenloy et al. foram os primeiros a demonstrar que a
administragcao de CsA por meio da perfusao de coragdes isolados de ratos no
inicio da reperfusdo poderia limitar o tamanho do infarto miocardico,
confirmando que a abertura do PPTm ocorria primariamente no inicio da
reperfusdo miocardica. De importancia crucial, o fato de que um inibidor da
calcineurina, tacrolimus, ndo exercia essa mesma ag¢ao quando administrada
no inicio da reperfusdo miocardica, sugerindo que a inibicdo do PPTm, e néo a
inibicdo da calcineurina, era o provavel mecanismo cardioprotetor'?'. Além
disso, em um estudo subsequente de 2003, Hausenloy et al. observaram que o
farmaco sangliferina A (SfA), que inibe a ciclofilina D mitocondrial sem afetar a
atividade da calcineurina, também foi citada como cardioprotetora quando
administrada no inicio da reperfusdo miocardica, porém nao apresentava

efeitos protetores quando administrada apds 15 minutos da reperfusdo,
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evidenciando a importancia da intervencdo nos primeiros minutos da

reperfus&o no intuito de prevenir a abertura do PPTm'#.

Estudos experimentais usando modelos animais ex vivo e in vivo
(murino, rato e coelho) de LIR confirmaram posteriormente os efeitos de
diminuicdo do tamanho do infarto do miocardio da CsA quando administrado no
momento da reperfusdo miocardica. Observacao curiosa € a de que a estreita
margem terapéutica da CsA observada nos estudos ex vivo nao foi um fator
importante nos estudos in vivo, com doses benéficas de CsA observadas
dentro de uma faixa de 1,0 a 10,0 mg/kg''?. Estudos recentes utilizando um
modelo animal porcino de LIR produziram resultados conflitantes, a razdo para
estes achados discordantes ndo € conhecida mas pode se relacionar a

variagdes no desenho do modelo de LIR e na dose utilizada de CsA'>1%4,

Tem sido relatado que a CsA protege outros 6rgdos contra a leséo
isquemia-reperfusdo aguda, tais como figado, cérebro, rim e outros''2. Em
2001, Yang et al., primeiro revelaram que uma dose unica em bolus de CsA
(3,0 mg/kg) protegia o rim contra lesdo isquemia-reperfusao letal aguda, um

efeito que foi atribuido & ativagdo da proteina de choque térmico 70",

Portanto, a proposta deste estudo decorreu do fato de que na literatura
ainda nao estdo totalmente elucidados o efeito protetor e a dose de

ciclosporina.
HIPOTESE DO ESTUDO

A ciclosporina A, na dose de 15 mg/kg de peso, administrada 24 horas e

imediatamente antes da isquemia e reperfusao causa protecao renal.
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3 OBJETIVO

O objetivo desta pesquisa foi avaliar os efeitos da ciclosporina A na

lesdo isquemia-reperfusao renal em ratos, por meio dos critérios de RIFLE e

histologia renal.
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4 MATERIAIS E METODO

Trata-se de um estudo experimental conduzido de margo a junho de
2013, no Laboratorio de Anestesiologia da Unidade de Pesquisa Experimental
(UNIPEX) da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. Este trabalho foi
aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa e Experimentacdo Animal da
Faculdade de Medicina de Botucatu (n°® 1034-2013, alterado pelo oficio CEUA
n® 24/2015). Foram incluidos no estudo 30 ratos Wistar (Rattus norvegicus
albinus), machos, com peso maior ou igual a 300g, fornecidos pelo Biotério
Central do Campus de Botucatu, UNESP.

4.1 Grupos de Estudo

Grupo sham (GS): laparotomia e nefrectomia direita.

Grupo controle (GC): laparotomia e nefrectomia direita, além de

manobra de isquemia-reperfusao no rim esquerdo.

Grupo ciclosporina (GCsA): além de laparotomia, nefrectomia direita e
manobra de isquemia-reperfusdo no rim esquerdo, foi administrada ciclosporina

por via intraperitoneal (IP) 24 horas antes e no inicio do procedimento cirurgico.

Todos os animais dos trés grupos foram submetidos, em ventilacdo
espontanea, a inducdo anestésica com isoflurano na concentracdo de 3 a 4
vol% (volumes por cento) e manutengdo anestésica com isoflurano na

concentragao inspirada entre 1,5 a 3,0 vol%.
4.2 Tempos Estudados

Os atributos PAS, PAD, PAM e T foram estudados nos tempos: TO —
apods a cateterizacdo da artéria carétida esquerda; T1 — apds o pingamento da
artéria renal esquerda nos grupos com isquemia (C e CsA) e apods ter passado
intervalo de tempo semelhante no grupo sem isquemia (S); T2 - 30 minutos

apo6s a liberagdo do pingamento da artéria renal esquerda nos grupos com
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isquemia (C e CsA).

A concentragdo plasmatica de ureia, creatinina e sddio foi estudada
nos momentos: MO - apos a cateterizacdo da artéria cardtida esquerda,
coincidindo com TO; M1 - 30 minutos apos a liberagdo do pingamento da artéria
renal esquerda nos grupos com isquemia (C e CsA) e apos ter passado
intervalo de tempo semelhante no grupo sem isquemia (S), coincidindo com T2;
M2 - 12 horas apds o término da cirurgia inicial. A histologia foi realizada no rim
direito que foi retirado no comecgo da cirurgia inicial € no rim esquerdo que foi

retirado 12 horas apés o término da cirurgia inicial.

4.3 Atributos Estudados

Foram estudados, em cada um dos animais dos trés grupos de estudo,
0s seguintes atributos:

. Peso;

J Pressao arterial média (PAM);

. Pressao arterial sistolica (PAS);

. Pressao arterial diastdlica (PAD);

o Temperatura retal;

. Dosagem plasmatica de sodio, ureia e creatinina;

° Critérios de RIFLE;

o Exame histologico dos rins direito e esquerdo.

4.4 Metodologia Laboratorial

Para as dosagens de ureia e creatinina foram utilizados reagentes da
marca EBRAM e o equipamento para analise foi o COBAS MIRA PLUS.

4.5 Manobra de Isquemia e Reperfusao

Ap06s identificacao e disseccdo da artéria renal esquerda, procedeu-se a

interrupgao do seu fluxo com pinga atraumatica tipo bulldog, mantendo-se um
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periodo de isquemia de 30 minutos. A seguir, a artéria renal esquerda foi
liberada por um periodo de resguardo posterior de 30 minutos, findo o qual,
foram registrados os dados hemodinamicos e de temperatura e coletado 1,0 ml
de sangue carotideo para dosagem de creatinina, ureia e sédio, com ulterior

fechamento da cavidade abdominal.

4.6 Sequéncia Experimental

Os animais foram acondicionados em ambiente controlado de
temperatura, umidade, ruidos e ciclo sono-vigilia dentro de gaiolas metabdlicas
com livre acesso a agua e alimentos por um periodo de 24 horas antes do

procedimento cirurgico inicial (Figura 4).

Figura 4 — Animais acondicionados em gaiolas metabdlicas.

O grupo da ciclosporina fez uso desta droga por via IP na dose de 15,0
mg/kg no inicio deste periodo e na mesma dose antes da cirurgia. A
ciclosporina foi fornecida em solugéo estéril a 2%, manipulada pela Citopharma
“Manipulagdes Parenterais”, localizada no estado de Minas Gerais, e diluida

em agua destilada para um volume total de 1,0 ml.

ApoOs o periodo de 24 horas, com livre acesso a alimentos e agua, os
animais foram pesados imediatamente antes do inicio do procedimento
cirurgico e anestesiados dentro de uma campéanula em ambiente com

concentragéo de oxigénio de 40% e de isoflurano de 3 a 4 vol% (Figura 5).
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Figura 5 — Anestesia dos animais.

Apos a indugdo anestésica os animais foram mantidos com o mesmo
anestésico na concentragdo inspirada de 1,5 a 3 vol%, em ventilacido
espontanea, com mascara ajustada a boca e ao focinho adaptada a um
dispositivo eficaz de administracao anestésica, avalvular e sem absorvedor de

gas carbdnico (CO,) (Figura 6).

Figura 6 — Manutenc¢éo do animal apds a indugéo anestésica.
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Apo6s adormecer e permanecer em plano anestésico, os animais foram
colocados em uma plataforma sob bolsas aquecidas para manutencao da
temperatura retal entre 37°C e 39°C e monitorizados quanto a temperatura,
pressdes arteriais media, sistélica e diastdlica através de sensores conectados
a um monitor Datex-Ohmeda modelo AS3 (Engstron — Finlandia) (Figura 7).
Nos animais do grupo da ciclosporina, esta foi administrada por via

intraperitoneal na dose de 15 mg/kg de peso.

Figura 7 — Plataforma de aquecimento dos animais ap6s permanecerem em plano anestésico.

ApoOs as incisdes cervicais foram dissecadas a veia jugular interna direita
para infusdo de solugdo salina (Ringer lactato) utilizando a bomba de infuséo
(ANNE® - Abbott Laboratories, EUA) e a artéria carétida esquerda para
monitorizacdo cardiovascular e coleta de amostras sanguineas. Ambos os
vasos foram cateterizados com canula de teflon 24 GA (Figura 8). A solugcao
salina foi administrada logo apds a dissec¢ao venosa na velocidade de infusdo
de 3 ml.h™. Apds a disseccdo arterial foi colhido 1,0 ml de sangue para
dosagem de creatinina, ureia e sodio e administrado 3,0 ml de solucéo salina

em bolus para manutencao da estabilidade hemodinamica.
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Figura 8 — Incisdes para dissecg¢ao dos vasos cervicais.

Realizada laparotomia por incisdo linear vertical mediana (Figura 9).
Ap0s identificagao do pediculo vascular do rim direito foi procedida nefrectomia
(Figura 10). ldentificada artéria renal esquerda e, apds a sua disseccgao,
realizado pingamento com bulldog por um periodo de 30 minutos (Figura 11).
Em seguida, o pingamento foi liberado e aguardado mais 30 minutos para
coleta de 1,0 ml de sangue da carétida esquerda seguida da infusdo de 3,0 ml
de solugao salina em bolus. A parede abdominal foi fechada com infiltragdo das
bordas da ferida cirurgica com bupivacaina a 0,125% sem vasoconstrictor com
objetivo de analgesia pds-operatéria. Retirada dos cateteres venoso e arterial.
Fechamento das incisbes cervicais. Interrupcdo da administracdo do

anestésico isoflurano e monitorizacao clinica do animal até a sua recuperacao.
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Figura 9 - Laparotomia por incisao linear vertical mediana.

Figura 10 — Nefrectomia direita.
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Figura 11 — Nefrectomia esquerda.

ApOs a recuperacdo anestésico-cirurgica o animal foi mantido em gaiola
metabdlica nas mesmas condi¢des iniciais do experimento por um periodo de
12 horas. Ao término deste intervalo, os animais foram anestesiados nas
mesmas condigdes anteriormente descritas, procedida nova laparotomia para
realizacéo de nefrectomia esquerda e coletado 1,5 ml de sangue intracardiaco
para dosagem de creatinina, ureia e sodio quando, entdo, o animal foi
sacrificado pela administracdo intracardiaca de bupivacaina a 0,5% sem

vasoconstrictor na dose de 3,0 mg/kg.

4.7 Modelo Experimental de Isquemia Reperfusao

O modelo experimental de isquemia-reperfusao renal em ratos wistar
machos, com uninefrectomia contralateral ao rim submetido a agressao
isquémica, sob anestesia inalatoria e controle hemodinamico, ventilatério e de
temperatura, ja € consolidado para o estudo da protegao renal na unidade de

pesquisa experimental da UNESP com mais de 1.000 animais utilizados.

A uninefrectomia contralateral ao rim submetido a agresséo isquémica é
realizada com o objetivo de permitir recuperacdo mais rapida do
comprometimento funcional do 6rgdo, menor lesao isquémica e menor

producao de fatores humorais responsaveis pela reparacdo compensatoéria do
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rim agredido126. Na auséncia deste procedimento, o rim que experimenta o
estresse isquémico enfrenta maior dificuldade em virtude da ativagdo do

sistema renina-angiotensina-aldosterona pelo rim nao agredidom.

Os animais machos sao preferidos em razdo de sua maior sensibilidade

a agressao isquémica’?®.
4.8 Estudo Histolégico

Os rins dos animais foram retirados e colocados em solugcdo de
Duboscq-Brasil separadamente em dois frascos e identificados como rins
direito e esquerdo durante 24 horas, sendo, a seguir, armazenados em alcool a
80%, 150 mL; acido picrico, 2,4 g; formalina 40%, 60 mL; acido acético glacial,

12,5 mL para posterior avaliagao histologica.

A solugdo de Duboscg-Brasil foi utilizada para preservar e fixar as
microestruturas renais. O corante utilizado para o estudo histoldégico foi a
hematoxilina-eosina e os cortes foram analisados sob aumentos padrdes na
microscopia 6tica (de 50 a 400x). Apds o preparo das laminas dos rins, com
fixacdo em parafina, essas foram avaliadas quanto a porcentagem de necrose

tubular e classificadas de acordo com escore descrito por Park et al., 20082,

Tabela 1 - Escores dos graus de lesdo utilizados na avaliag&o histolégica

GRAU TIPO % DE LESAO
0 Sem Leséo
1 Leve < 10% necrose tubular
2 Moderado 10 a 25% necrose tubular
3 Moderado a Grave 25 a 50% necrose tubular
4 Grave 50 a 75% necrose tubular
5 Muito Grave > 75% necrose tubular

Adaptada de Park et al., 2008
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4.9 Analise Estatistica

Para o calculo amostral foi utilizado esquema proposto por Scheibe
(2008)129 para estudos experimentais que estabeleceu o numero de 7 animais
por grupo considerando antecipadamente uma diferenga percentual das
meédias entre os grupos testados e controle de 30 e uma percentagem do
coeficiente de variagao devido a variabilidade biolégica de 20, fornecendo um p

menor do que 0,05 e um poder estatistico de, pelo menos, 80% '%°.

Analises descritivas sobre peso, pressao arterial sistolica, pressao
arterial diastdlica, pressao arterial media, temperatura, sodio, creatinina, ureia,
RIFLE e analise histolégica foram realizadas. Para as variaveis quantitativas foi
realizada a analise de normalidade ou homocedasticidade através da avaliagao
do histograma, comparagdo da média e mediana, valor de Skewness e
Kurtosis, comparacado entre media e desvio padrao e teste de hipdtese que
neste caso foi o Kolgomorov-Smirnov. Para estatistica inferencial foi usado o
ANOVA com post hoc de Bonferroni para comparagdo dos valores de
creatinina entre os grupos. Para analise pareada das medidas de creatinina ao
longo do tempo foi utiizado o ANOVA de medidas repetidas. Foram

considerados significantes valores de p < 0,05.
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5 RESULTADOS

A amostra foi composta por 30 ratos, distribuidos igual e aleatoriamente
em trés grupos, o grupo Sham (GS), o grupo Controle (GC) e o grupo
Ciclosporina (GCsA).

5.1 Peso (9)

Tabela 2 - Comparagéo das medidas de peso entre os grupos estudados

Grupos Média + DP p valor
GS (n=10) 387+18,88*
GC (n=10) 458+50,50* 0,002

GCsA (n=10)  405£46,72%

ANOVA com post hoc de Bonferroni. (*) e («) indicam a diferenga p < 0,05.

Comentarios: na analise nao pareada do peso houve diferenga estatisticamente
significante entre os grupos sham e controle e entre os grupos controle e

ciclosporina.
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5.2 Pressao Arterial Média (PAM)

Tabela 3 - Comparacdo das medidas de pressdo arterial média (mmHg) entre os
grupos estudados

Grupos TO T1 T2

média + DP média + DP média + DP
GS (n=10) 98,5+13,69* 75+10,80* 83+12,29*
GC (n=10) 11249,47* 72+12,99 77+11,45
GCsA (n=10) 96+9,51 61+10,04* 66+15,60*
p valor 0,007 0,035 0,020

ANOVA com post hoc de Bonferroni. (*) e («) indicam a diferenga p < 0,05.

Comentarios: na analise ndo pareada houve diferenca estatisticamente significante
entre GS e GC e GC e GCsA para T0, e entre GS e GCsA para T1 e T2.
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Figura 12 - Medida de pressdo arterial média nos tempos e grupos estudados (p <
0,05).

Houve diferenga entre TO e T1 (p=0,003) e entre a T1 e T2 (p=0,02) para GS,
para GC entre TO e T1 (p=0,0001) e entre TO e T2 (p=0,0001); e para o GCsA entre TO
e T1 eentre TO e T2 (p=0,004).
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5.3 Pressao Arterial Sistolica (PAS)

46

Tabela 4 - Comparacdo das medidas de pressao arterial sistolica (mmHg) entre os

grupos estudados

Grupos 0 T T2

média + DP média + DP média + DP
GS (n=10) 119+16,14 95+8,23 103+9,53
GC (n=10) 133+10,44 96+13,08 104+15,26
GCsA (n=10) 122+10,64 868,37 90+11,36
p valor 0,061 0,082 0,390

ANOVA com post hoc de Bonferroni. (*) e (<) indicam a diferenca p < 0,05.

Comentarios: a analise ndao pareada nos trés tempos

estatisticamente significantes entre os grupos.
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Figura 13 - Medidas de presséao arterial sistdlica nos tempos

nao mostrou diferencas

SHAM
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e grupos estudados.

Na andlise pareada para o GS houve diferenga entre TO e T1 (p=0,001) e entre
T1 e T2. Para GC houve diferenga entre TO e T1 (p=0,001) e entre TO e T2 (p =
0,002), assim como para GCsA, entre TO e T1 (p = 0,0001) e TO e T2 (p = 0,002).
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5.4 Pressao Arterial Diastélica (PAD)

Tabela 5 - Comparacédo das medidas de presséo arterial diastélica (mmHg) entre os
grupos estudados

Grupos TO T1 T2

média + DP média + DP média + DP
GS (n=10) 88+13,24* 64+12,91* 83+9,25*
GC (n=10) 10249,15%w 60+13,81 49+12,30
GCsA (n=10) 73+14,12% 64+11,53* 53+18,43*
p valor 0,001 0,040 0,023

ANOVA com post hoc de Bonferroni. (*) e (<) indicam a diferenca p < 0,05.

Comentarios: as analises nao pareadas mostraram diferencas estatisticamente
significantes em TO entre GS e GC e entre GC e GCsA. Em T1 houve diferenca

estatisticamente significante entre GS e GCsA, assim como para T2.
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Figura 14 - Medidas de presséao arterial diastélica nos tempos e grupos estudados (p <
0,05).

A avaliagdo pareada mostrou para GS diferenca entre TO e T1 (p = 0,005) e
entre T1 e T2 (p = 0,025), para GC entre a TO e T1 (p = 0,0001) e T1 e T2 (p =
0,0001). No GCsA entre TO e T1 (p =0,0001) e TO e T2 (p = 0,0001).
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5.5 Temperatura Retal (T)

Tabela 6 - Comparagao das medidas de temperatura (°C) entre os grupos estudados

Grupos 0 T T2

média + DP média + DP média + DP
GS (n=10) 36,98+0,6 37,60,5 37,54+0,81
GC (n=10) 37,14+0,5 37,98+0,8 37,71+0,6
GCsA (n=10) 37,43+0,7 38,22+0,4 37,67+0,6
p valor 0,347 0,205 0,837

ANOVA com post hoc de Bonferroni. (*) e (<) indicam a diferenca p < 0,05.

Comentarios: a analise ndo pareada nos trés tempos nao mostrou diferengas

estatisticamente significantes entre os grupos.
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Figura 15 - Analise pareada das medidas de temperatura nos tempos e grupos
estudados.

As avaliagbes da temperatura ndo mostraram diferenga significativa em GS (p
= 0,092). Para GC houve diferenga entre os valores em TO e T1 (p = 0,001) e entre TO
e T2 (p = 0,006) e para GCsA apenas entre TO e T1 (p = 0,032).
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5.6 Creatinina Sérica

Tabela 7 - Comparagdo das medidas de creatinina sérica (mg/dL) entre os grupos
estudados

Grupos MO (TO) M1 (T2) M2

média + DP média + DP média + DP
GS (n=10) 0,35+0,05 0,47+0,06* 0,62+0,06*
GC (n=10) 0,35+0,07 0,8+0,18* 3,8+1,20*
GCsA (n=10) 0,41+0,05 0,87+0,08% 4,17+1,25
p valor 0,06 0,0001 0,0001

ANOVA com post hoc de Bonferroni. (*) e (<) indicam a diferenga p < 0,05.

Comentarios: as analises ndao pareadas ndo mostraram diferencas estatisticamente
significantes em MO. Diferengas estatisticamente significantes foram encontradas entre

GS e GC e entre GS e GCsA para M1 e M2, respectivamente.
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Figura 16 - Analise pareada da creatinina sérica nos momentos e grupos estudados.

Na analise pareada houve diferenca estatisticamente significante dentro de cada grupo
em todos os tempos (p = 0,0001).



Resultados 50

5.7 Ureia Sérica

Tabela 8 - Comparacao das medidas de ureia sérica (mg/dL) entre os grupos estudados

Grupos MO (TO) M1 (T2) M2

média + DP média + DP média + DP
GS (n=10) 44,4+4,52 47,40+4,55 43,60+7,39%
GC (n=10) 40,124,7 48,445,3 184,5+49,8*
GCsA (n=10) 40,9+3,98 52,2+4,89 187,7+22,93
p valor 0,89 0,90 0,0001

ANOVA com post hoc de Bonferroni. (*) e (=) indicam a diferenga p < 0,05.

Comentarios: na analise ndo pareada houve diferencas entre GS e GC e entre GS e
GCsA para M2.
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Figura 17 - Andlise pareada da uréia sérica nos momentos e grupos estudados.

A ureia sérica foi diferente ao longo de todos os tempos para GC e GCsA (ambos

p=0,0001), mas nao para GS que foi diferente, apenas, entre MO e M1 (p=0,003).
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5.8 Saddio Sérico

Tabela 9 - Comparacao das medidas de sédio sérico (mEg/L) entre os grupos estudados

Grupos MO (T0) M1 (T2) M2

média + DP média + DP média + DP
GS (n=10) 140,242,7 141,3+1,8 137,5%8,8
GC (n=10) 140,6+1,9 141,9+2,6 139,6+2,2
GCsA (n=10) 140,5+1,64 139,9+1,85 138,216, 1
p valor 0,911 0,124 0,753

ANOVA com post hoc de Bonferroni. (*) e (<) indicam a diferenga p < 0,05.

Comentarios: as analises ndo pareadas ndo mostraram diferengas estatisticamente

significantes entre os grupos nos tempos estudados.
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Figura 18 - Andlise pareada das medidas de so6dio nos momentos e grupos estudados.

A anélise pareada ndo mostrou diferencga significativa dos seus valores dentro de cada
grupo ao longo dos trés tempos, GS (p = 0,291), GC (p = 0,064) e GCsA (p = 0,367).
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5.9 Rifle e Histologia

As avaliagbes descritivas do RIFLE mostraram que tanto GC como GCsA
apresentaram resultados negativos, comportamento distinto ao descrito na

avaliacéo histologica (Tabelas 10 e 11).

Tabela 10 - Avaliagao descritiva da fungao renal dos ratos (RIFLE).

Critério de RIFLE Grupos
GS (n=10) GC (n=10) GCsA (n=10)

Sem Risco - 1(10%) -
Risco 6(60%) - -
Lesao 4(40%) - -
Faléncia - 9(90%) 10(100%)
Perda Renal - - -
Estagio - - -

Tabela 11 — Avaliacao descritiva da funcao renal dos ratos (Histologia)

Grupos

HIStOIOgla GS (n=10) GC (n=10) GCsA (n=10)

Rim direito
Sem Lesao 10 (100%) 10 (100%) 10 (100%)
Rim esquerdo
Sem Lesao 8(88,9%) - -
Leve 1(11,1%) 1(10%) -
Moderado - - -
Moderado/Grave - - 4(40%)
Grave - - 1(10%)
Muito Grave - 9(90%) 5(50%)
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Figura 19 — Rim Esquerdo do Grupo Sham. Grau 0 de Park Parénquima renal normal,
com os corpusculos de Malpighi e os tubulos renais sem altera¢des (HE 200x).

Figura 20 — Rim Esquerdo do grupo Ciclosporina A. Grau 4 de Park. Parénquima renal
com necrose tubular, representada por morte celular (caridlise, cariorrexis e picnose),
presenca de material hialino e de “debris” celular na luz tubular (HE 400x).
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Figura 21 — Rim Esquerdo do grupo Controle. Grau 5 de Park. Parénquima renal com
necrose tubular, evidenciando degeneracéo hidropica da membrana epitelial apical,
além das alteragdes descritas na lamina anterior (He 400x).
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6 DISCUSSAO

Os animais do presente estudo apresentaram peso superior a 450
gramas e, apesar das diferengas estatisticamente significantes entre os grupos
sham e controle e controle e ciclosporina, ndo se pode reputar a este
parametro capacidade para interferir nos resultados das outras variaveis
estudadas, tendo em vista o fato de todos eles pertencerem a uma mesma
linhagem e possuirem o mesmo grau de maturidade, assim como serem
submetidos a reposicao volémica e uso de farmacos com lastro ponderal
individual. Além disso a distribuicdo entre os grupos foi por sorteio,

aleatoriamente.

Foi realizada nefrectomia direita para que ndo houvesse interferéncia do
rim contralateral, sendo a isquemia temporaria renal executada com
pincamento vascular atraumatico.

Varios autores ja relataram atenuagdao da doenca e facilitacdo da

recuperagao com a realizagéo da nefrectomia prévia contralateral'?®.

A insuficiéncia renal aguda oligurica, que é de pior prognéstico, foi
demonstrada em ratos submetidos a pingamento da artéria renal esquerda sem
a realizacao prévia de nefrectomia contralateral. Nesta mesma pesquisa, nos
ratos nos quais houve a realizacdo de nefrectomia contralateral previamente, a
insuficiéncia renal que se instalou foi da forma poliurica, além desses animais

terem apresentado menor dano celular tubular e maior depuracéo de inulina’?.

A producdo de fatores humorais, que estimulam o crescimento das
células renais, aumenta, seguindo a nefrectomia prévia e acelera o reparo das
mesmas. A atividade da renina plasmatica e o conteudo da renina no rim pés-

isquémico aumentam significativamente em ratos n&o nefrectomizados.

Os fatores responsaveis pela vasoconstricdo renal (tromboxane A2,
endotelina etc) parecem estar em maior concentragdo nos ratos néo

nefrectomizados'?®.



Discussao 56

Entretanto, Islam et al.”*® ndo observaram diferencas entre os rins pré-
condicionados por isquemia e os que nao foram submetidos a esta técnica nos

animais que nao sofreram nefrectomia unilateral.

De qualquer forma, a nefrectomia prévia foi realizada para que nao
houvesse interferéncia com a avaliagdo do rim esquerdo, que foi submetido a

isquemia.

O tempo de isquemia renal € uma variavel de fundamental importancia
na determinagao da deterioragdo da fungdo do érgéo, guardando uma relagao
direta de proporcionalidade com este desfecho. Em um estudo de isquemia
renal normotérmica em seres humanos com rim uUnico submetidos a
nefrectomia parcial por lesdo tumoral evidenciou-se tempo de corte de 25
minutos para os sujeitos evoluirem com LRA ou estagio IV de doencga renal

cronica™®,

Outro estudo, experimental, concluiu que o ponto de corte para o tempo
de isquemia normotérmica capaz de produzir maior elevagao de biomarcadores

de les3o renal foi o de 30 minutos™’.

Por estes motivos, este estudo arbitrou como periodo de isquemia capaz
de produzir lesdes renais expressivas sem, contanto, conduzir o 6rgédo a
necrose maci¢ga, o tempo de 30 minutos, deste modo, evitando a

impossibilidade de avaliagao da intervencao proposta.

Dentre os parametros fisiolégicos avaliados, a temperatura, sem duvida,
exerce uma influéncia capital sobre o processo lesional precipitado pela
isquemia renal, com hipotermia oferecendo protecao e hipertermia favorecendo

alesdo'?,

Na auséncia de isquemia renal a hipertermia ndo tem efeito adverso
sobre a fungdo e morfologia renais ou sobre os estoques renais de fosfato de
alta energia, mas quando ha instalagcdo da mesma isto ndo acontece segundo
Zager e Altschuld, em 19862,

Estes mesmos autores trabalharam com ratos em normo, hipo e

hipertermia, submetidos a isquemia renal total de 25-40 minutos. Com 25
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minutos de isquemia, a lesdo isquémica nos ratos normotérmicos desapareceu
ap6s 24-48 horas da interrupgao do fluxo sanguineo. Em ratos hipertérmicos
(temperatura maior que 38°C) 25 minutos de isquemia causaram lesdo renal
intensa e nos hipotérmicos (32-35°C) a lesdo foi branda e de rapida

recuperagao 2,

Durante o experimento varios fatores podem alterar a temperatura. As
solugdes administradas séo frias, abertura de cavidade, respiragdo com
ventilagdo controlada sem reinalagdo e sem aquecimento do ar promovem
perda rapida de calor. A manutencido da temperatura foi realizada com a
colocacdo de mantas térmicas sob e sobre os animais e controlou-se a

temperatura retal.

A auséncia de alteragdes histologicas, no grupo GS (Sham) comprovou
que a temperatura nao interferiu com os resultados encontrados no

experimento.

No presente estudo a temperatura se manteve dentro da faixa proposta,
nao havendo diferenga estatisticamente significante entre os trés grupos nos
trés tempos avaliados, nédo representando, assim, um fator de confusdo na

avaliacao da relagao entre intervencao e desfecho.

Outro parametro que poderia interferir com os resultados encontrados
seria a hidratacdo imposta aos ratos durante o experimento. A dosagem de
sodio plasmatico nao apresentou variagcdo, confirmando a adequacido da

reposicao volémica.

Este estudo, utilizando modelo ja consolidado de lesdo isquemia-
reperfusdo renal em ratos desenvolvido nesta Universidade, adotou a técnica
anestésica inalatoria com o agente isoflurano. A literatura ja estabeleceu que o
isoflurano possui efeito protetor em cenarios de lesdo isquemia-reperfusao
renal, possivelmente por meio da supressdao da ativacdo do NF-kB, da
diminuicao da expressao de citocinas inflamatérias, da atenuacédo da apoptose
tubular, da regulagdo do desequilibrio das expressdes de Bcl-2/Bax e da
regulagéo da ativagdo da caspase-3 B Apesar da referida constatacao, este

estudo expds os trés grupos analisados ao mesmo agente inalatério, nas
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mesmas condi¢gdes de uso, de forma que o grupo sham (simulagéo) funcionou
como grupo controle dos outros dois, permitindo concluir que qualquer
alteracdo nos desfechos destes dois ultimos seria atribuida exclusivamente a
manobra de isquemia-reperfusdo e aditivamente, alternativamente ou
indiferentemente ao uso da CsA.

Onishi et al.®

demonstraram que o sevoflurano e a CsA inibem o PTTm,
por mecanismos diferentes e que ambos os farmacos protegem o coragao da

lesdo de isquemia e reperfusao.

A abertura do PTTm é fundamental para o estabelecimento da lesdo por

isquemia-reperfusio.

O PPTm é formado pela adenina nucleotideo translocase na membrana

interna da mitocdndria e do canal de calcio voltagem dependente.

Ao se ligar a ciclofilina D, a matriz protecdo da adenina nucleotideo
translocase aumenta a sensibilidade deste ion calcio que é o gatilho para
abertura do PPTm.

A ciclosporina previne a interagcao da ciclofilina a adenina nucleotideo
translocase, resultando na inibicido da abertura do PPTm. Os inalatorios
impedem a abertura deste poro por efeito mediado pela inativacdo da

glicogénio cinase sintetase.

Embora por mecanismos distintos, a inibicdo da abertura do PPTm
deveria ser sinérgica quando da utilizagdo dos dois farmacos e,

consequentemente, uma melhora acentuada na lesdo por isquemia-reperfusao.

Nesta pesquisa, ndo houve esta protecao pois os grupos controle (GC) e
ciclosporina (GCsA) apresentaram o mesmo grau de lesdo, com excegao
apenas da avaliagédo histologica, onde quase metade dos animais do GCsA
ficou na condicdo de moderada a grave (25%-50% da superficie histologica
com necrose tubular), ao contrario do GC onde quase a totalidade apresentou
lesédo muito grave (>75% da superficie histolégica com necrose tubular).

A monitorizagdo utilizada no presente estudo se ateve as variaveis

hemodindmicas e de temperatura, ndo lancando mao da oximetria arterial que
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proveria informagdo importante e adequada acerca da oxigenagao tecidual.
Infelizmente n&o havia disponivel tal monitor para esta analise, de forma que se
utilizou a monitorizacao clinica através da observacido da mecanica motora
toracica e da coloragdo das extremidades (cianose), apesar das limitagdes do
método. Na literatura ndo € comum o uso da oximetria arterial no cenario da

pesquisa experimental com ratos.

O procedimento cirurgico por si s6 possui o condao de ativar a resposta
metabdlica ao trauma, com ativagao do sistema nervoso autonémico simpatico,
deslocamento de fluido do intravascular e precipitacdo de resposta inflamatoria
sistémica, com poder intrinseco de provocar lesao organica, fato observado no
presente estudo em que os animais do grupo sham (simulagédo), apesar de
terem sido anestesiados com isoflurano e ndo terem sido desafiados com a
manobra de isquemia e reperfusdo, apresentaram risco (60%) e lesdo (40%) de
acordo com os critérios RIFLE, assim como lesdo histologica leve (11,1%) no

rim esquerdo conforme classificacdo de Park et al.'®,

A nefrectomia realizada a direita € considerada uma cirurgia de grande
porte. Este tipo de cirurgia submete as cobaias a um estresse cirurgico grande
com consequente ativacao intensa do sistema nervoso simpatico, com inducao
de aumento na atividade simpatica renal, a perda de fluidos no transoperatério
juntamente com a resposta inflamatéria sistémica podem ter contribuido para
as alteragdes encontradas que, entretanto, ndo se encontrou dano estrutural,

principalmente no grupo sham, cuja histologia é normal.

O objetivo principal deste estudo foi avaliar os efeitos da CsA na lesao
isquemia-reperfusdo renal em ratos. De uma forma geral, os resultados
mostraram que a administracdo deste farmaco, na dosagem e condi¢des
propostas neste trabalho, foi incapaz de promover melhora dos danos
decorrentes da leséo tecidual isquémica seguida de reperfusdo. Este estudo
incluiu a avaliagdo de medidas e escalas validadas e comumente utilizadas na
investigacdo das lesdGes renais, incluindo as avaliagbes das dosagens
plasmaticas de ureia e creatinina bem como avaliagédo histolégica dos rins € o

critério RIFLE. Em sintese os resultados foram equivalentes para cada medida



Discussao 60

examinada, fato este que mostra consisténcia nos efeitos encontrados. Apesar
do GS, na andlise pareada, ter apresentado variagdes significativas nas
medidas séricas de ureia e creatinina, a analise ndao pareada entre os trés
grupos apresentou diferengas significativas entre 0 GS e 0 GC e 0 GS e 0o
GCsA para as medidas de creatinina sérica, assim como ureia sérica, quando
avaliados em M2. De fato, estes achados foram reforcados nas analises
descritivas do RIFLE, onde os animais incluidos em GCsA e em GC, em quase
sua totalidade, apresentaram faléncia. Esta tendéncia ndo se confirmou com a
avaliacdo histologica que mostrou lesdo de moderada a grave, em quase
metade dos animais (25%-50% da superficie histolégica com necrose tubular),
até muito grave no GCsA, enquanto que no GC quase a totalidade dos animais
apresentou lesdao muito grave (>75% da superficie histoldgica com necrose

tubular).

O cenario ndo é negativo em sua totalidade, sendo que um estudo
mostrou que CsA pode melhorar os resultados da avaliagdo histolégica na
lesdo renal’®®. As razdes para estas diferengas podem partir da hipétese de

diferencas metodoldgicas.

Por exemplo, a dosagem de CsA utilizada neste trabalho foi cinco vezes
maior que a utilizada no outro trabalho . Os autores utilizaram 3 mg/kg de
ciclosporina A por via venosa em ratos submetidos a isquemia de 45 minutos
por ligadura do pediculo renal bilateral. O anestésico administrado foi o
pentobarbital sddico. Houve diminuicdo da lesao renal, da creatinina e da ureia

sérica no grupo tratado com ciclosporina.

Os autores aventaram para a hipotese de que a CsA pode inibir o PPTm
protegendo a célula de subsequente estresse oxidativo, assim como, a

infiltracao de neutrdfilos e a apoptose celular.

Apesar da impossibilidade de realizacdo de estatistica inferencial os
resultados da avaliagdo histoldgica foram coerentes em parte com aqueles
vistos em outro estudo °.

|.10

Cologna et al.™™ utilizaram CsA na dose de 20 mg/kg/dia intraperitoneal,

isto é, uma dose administrada 24 horas antes do procedimento experimental e
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a outra no dia da cirurgia. A anestesia foi realizada com tiopental sddico, e os
ratos foram divididos em cinco grupos experimentais: controle, 40, 60 minutos
de isquemia realizada por pingamento da artéria renal esquerda, e 40, 60
minutos de isquemia associados a CsA. O grupo submetido a 40 minutos de

isquemia e a administracdo de CsA, foi 0 que apresentou lesdes mais brandas.

O tempo e a dose de fato sdo elementos criticos para o desfecho final,
como ja relatado anteriormente ° Além disso, outros elementos importantes
conhecidos e nao conhecidos devem contribuir para resultados opostos, a
comecgar pela heterogeneidade das avaliagdes, tempo de isquemia, dose da
droga, momento de administragdo, intervengdes associadas, o6rgdo alvo,
presenca de outras doengas e agravos dentre outros %1337 Ainda sobre a
avaliagdo descritiva, a analise dos resultados do RIFLE segue o mesmo
padrdo, o que refor¢ca que nas condigdes planejadas CsA nao protege o rim da

lesao por isquemia-reperfusio.

As analises inferenciais da creatinina e da ureia apresentaram um
padrao de resultados piores nos grupos controle e CsA em relagdo ao grupo
sham ou simulagao, similar ao ja descrito na literatura '®'°. De forma diferente
um estudo bem delineado mostrou resultados distintos no coracdo '*’, mas a
intervencao consistiu de CsA e pods-condicionamento. Interessantemente
poucos estudos tém avaliado a curva dose-resposta. Um estudo americano
avaliando as diferengas entre o uso da CsA e de solugdo lipidica a 20%
mostrou que, ao avaliar a curva dose-resposta, este ultimo foi mais eficaz em
prevenir lesdo no coragdo ', porém a avaliagdo se constituiu no tamanho da
area do infarto. Talvez seja importante que estudos avaliando a curva dose-
resposta para CsA possa ajudar a elucidar se este farmaco € realmente
incapaz de prevenir lesdo renal ou se a variabilidade metodologica e a forma
como os estudos sdo desenhados é que justificam o cenario ainda controverso

nos diferentes orgaos 12133,

Este presente estudo foi delineado com o intuito de contribuir de maneira
eficaz para o esclarecimento de tdo grave condigdo clinica, a saber, leséo

isquemia-reperfusao renal, além de frequente, que, invariavelmente, expde a
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risco real de saude e vida aqueles acometidos, assim como impde vultosos
gastos de natureza econbmica para a sociedade. Envidar esforgcos na
consecucao de tal mister, no sentido de minimizar ou anular os efeitos
deletérios de tdo nefasto agravo a saude, representa feito de grande beneficio
para a humanidade. Portanto, a sintese deste trabalho foi trazer mais uma
informacéo valiosa e confiavel no cenario cientifico mundial, contextualizando
junto com os outros trabalhos produzidos no mesmo sentido, para fornecer
subsidios a comunidade cientifica na producdo de estratégias, como uma
revisdo sistematica e meta-analise por exemplo, no estabelecimento de um
eventual panorama em que a CsA, em determinadas condi¢des, possa oferecer
beneficio efetivo em situagbes de isquemia-reperfusao renal. Além disso, a
avaliagcao da leséo e protegao renal com a administracdo de CsA pelo critério

de RIFLE, até o presente momento, ndo se encontrou na literatura.

Este trabalho apresenta limitagées. A ndo inclusdo de um grupo controle
para a ciclosporina com o objetivo de mostrar que em doses similares a esta, a
droga é incapaz de piorar a lesdo isquemia-reperfusdo, mas isso implicaria
maior custo e inclusdo de novos animais para o referido grupo. Em estudos
experimentais com animais € necessario pensar em trés palavras: “Refinement,
Reduction e Replacement”, que traduz a necessidade de produzir o minimo
possivel de dor, estresse e sofrimento aos animais, reduzindo ao estritamente
necessario o numero de animais utilizados e, quando possivel, adotando
modelos ndo animais para resolu¢ao de perguntas de investigagédo. Além disso,
a literatura ja tem demonstrado que a ciclosporina nao piora a lesdo isquemia-
reperfusdo em doses de 1,0 a 20,0 mg/kg utilizadas no periodo imediatamente
anterior ou posterior a isquemia-reperfusdo’®'"'?. Qutrossim, a utilizagdo de
biomarcadores com capacidade de deteccao mais precoce da lesdao renal
poderia fornecer informacgdes adicionais, porém, estdo todos, ainda, sob
investigacdo e a creatinina se mostrou suficiente na situagao experimental

proposta, se elevando prontamente apds a manobra de isquemia-reperfusao.
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7 CONCLUSAO

A Ciclosporina A, nas dosagens e condi¢des utilizadas neste estudo, ndo
preveniu os danos decorrentes da lesdo isquémica tecidual (renal) seguida de

reperfusdo em ratos, apesar de atenua-los sob a perspectiva histologica.
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