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Guedes Janior FS. Histologia e imuno-histoquimica renais ap6s hemorragia aguda em
rato sob a agdo do sevoflurano e cetoprofeno. Botucatu 2011. 69p. Dissertacdo
(Mestrado em Anestesiologia). Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista“Jdlio de Mesquita Filho”.

RESUMO

Objetivo: Este estudo investigou a influéncia do inibidor ndo-seletivo da
ciclooxigenase, cetoprofeno (ceto) intravenoso, em alteracdes histoldgicas e dos niveis
das citocinas renais - fator o de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina 1 (IL-1) - apds
hemorragia de 30% da volemia (10%, trés vezes, em intervalos de 10 min) em ratos.
Métodos: Sob anestesia com sevoflurano (sevo), os grupos sevo e sevo+ceto (10 ratos
cada) foram preparados cirurgicamente para leitura de pressdo arterial média (PAM) e
administracdo de solucéo de Ringer (5 mL.kg™.h) e de cetoprofeno (1,5 mg.kg™), no
inicio da anestesia, no grupo sevo+ceto. Mediu-se temperatura retal continuamente. Os
valores de temperatura e PAM foram observados antes da primeira hemorragia (T1),
apos a terceira hemorragia (T2) e 30 min apds T2 (T3). Realizada nefrectomia bilateral
nos dois grupos para analise histolégica e imuno-histoquimica. Resultados: Nos dois
grupos, temperatura e PAM diminuiram com relacdo aos valores normais do rato.
Hipotermia foi mais acentuada no grupo sevo (p=0,0002). Necrose tubular foi mais
frequente no grupo sevo (p=0,02). As citocinas estiveram igualmente presentes nos rins
dos dois grupos. Concluséo: Cetoprofeno foi mais protetor no rim de rato durante
anestesia com sevoflurano e hipovolemia, porém parece que TNF-o e IL-1 ndo estdo

envolvidas nessa protecao.

Palavras-chave: Cetoprofeno. Hemorragia. Rim. Citocinas. Necrose. Ratos.



Guedes Jr FS. Renal histology and immunohistochemistry after acute hemorrhage in
rats under sevoflurane and ketoprofen effect. Botucatu 2011. 69p. Dissertacdo
(Mestrado em Anestesiologia). Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista“Julio de Mesqguita Filho”.

ABSTRACT

Purpose: This study investigated the influence of intravenous nonselective
cyclooxygenase inhibitor, ketoprofen (keto), on kidney histological changes and kidney
cytokines, tumor necrosis factor-a (TNF-a) and interleukin-1 (IL-1), levels after
hemorrhage of 30% of volemia (three times 10%, intervals of 10 min) in rats. Methods:
Under sevoflurane (sevo) anesthesia, sevo and sevo+keto groups (10 rats each) were
instrumented for Ringer solution (5mL.kg™.h™) administration and mean arterial
pressure (MAP) evaluation, plus keto (1.5mg.kg™) administration in sevo+keto group in
the beginning of anesthesia. Rectal temperature was continuously measured. The
baseline data of temperature and MAP were collected at the first hemorrhage (T1), the
third hemorrhage (T2) and 30min after T2 (T3). Bilateral nephrectomy was achieved for
histology and immunohistochemistry. Results: In both groups, temperature and MAP
diminished from normal values of these animals. Hypothermia was greater in sevo
group (p=0.0002). Tubular necrosis was more frequent in sevo group (p=0.02). The
studied cytokines were equally present in the kidneys of both groups. Coclusion:
Ketoprofen was more protective to the rat kidney in condition of anesthesia with
sevoflurane and hypovolemia, but it seems that TNF-a and IL-1 were not involved in

that protection.

Key words: Ketoprofen. Hemorrhage. Kidney. Cytokines. Necrosis. Rats.
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Durante um procedimento cirargico envolvendo hemorragia moderada ou
grave, ocorrera vasoconstricdo renal como resposta compensatoria. O rim apresentara
atividade aumentada do sistema renina-angiotensina ou de seus nervos simpaticos para
manter a pressao e o fluxo sanglineos para érgdos mais vitais, como o coracao e cérebro
(Erni et al., 1995).

As prostaglandinas (PGs) renais vasodilatadoras tém importante papel na
preservacdo da funcdo deste 6rgdo. Sua acdo mantém o ritmo de filtracdo glomerular
(RFG) e o fluxo sanguineo renal (FSR), porque na vasculatura renal elas modulam os
efeitos vasoconstritores de substancias como a angiotensina Il e norepinefrina (Dunn &
Zambraski, 1980), efeitos que estariam aumentados em condicdes de hipotensdo, por
exemplo. Tais condi¢des sdo denominadas de estado renal dependente de PGs (ERDPG)
(Colletti et al., 1999).

Alguns autores (de Souza Silva et al., 2006) realizaram estudo sobre o efeito do
cetoprofeno, AINE inibidor da ciclooxigenase 1 (COX 1), administrado no intra-
operatério, em rins de ratos anestesiados com pentobarbital sddico e que sofreram
hemorragia correspondente a 30% de sua volemia. Eles verificaram que os ratos que
receberam o AINE apresentaram aumento da resisténcia vascular renal, provavelmente
pela auséncia da acdo das PGs vasodilatadoras. O estudo histoldgico desses rins, que
sofreram isquemia pela hemorragia, revelou que houve dilatagdo tubular, degeneragéo e
necrose, tanto no grupo de ratos que recebeu apenas anestesia, COmo no grupo que
recebeu anestesia e cetoprofeno. Entretanto, o grupo que recebeu cetoprofeno
apresentou menos degeneracdo (5% contra 55% do grupo que ndo recebeu o

antiinflmatorio), de modo estatisticamente significativo.
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Um grande nimero de farmacos parece que mimetiza o pré-condicionamento
isquémico (PCI). Este fenbmeno, de protecdo endogena, fundamental contra lesdo
tecidual (Warltier et al., 2002) e observado em muitas espécies animais, tem sido
bastante estudado no coracdo e foi bem caracterizado neste orgdo, sendo valido para
outros tecidos. Pelo PCI, breves episodios de isquemia no coracdo, por exemplo,
ocorrendo antes da interrupcdo mais longa da circulacdo, conferem protecdo contra
disfuncdo e necrose do 6rgdo (Murry et al., 1986). Os responsaveis primarios pela
ocorréncia do PCI seriam multiplos ligantes e receptores acoplados a proteina G, que
ativam vias de transducdo de sinais intracelulares as quais envolvem a cinase da
proteina C, cinases de proteinas ativadas por mitdgenos, cinases da tirosina, espécies
reativas de oxigénio e sintases do 6xido nitrico. Em tal processo, € central o papel do
canal de potassio, na mitocondria, sensivel a adenosina trifosfato, 0 Karp. A abertura
deste canal é critica para os efeitos benéficos cardioprotetores no PCI.

Desde que os componentes envolvidos na via de transducdo do sinal
intracelular do PCI foram definidos, agonistas e antagonistas farmacoldgicos de varios
mediadores foram testados para se desenvolverem novos agentes terapéuticos que
também pré-condicionassem o miocardio. Desse modo, foram estudados os efeitos
benéficos dos anestésicos volateis contra lesdo isquémica. Portanto, o PCI prové forte
estimulo para avaliar mecanismos de pré-condicionamento anestésico. Do ponto de
vista de anestesia, € importante salientar que varios farmacos mimetizam o fenémeno de
PCI, o qua passa a se chamar “Pré-condicionamento Farmacoldgico” (PCF). Entre
outros, 0s agonistas dos receptores opidides e 0s anestésicos volateis estdo nesta

categoria (Kersten et al., 1996).
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Pesquisa de Zaugg et al., 2002, demonstrou que 0s anestésicos volateis
mimetizam o pré-condicionamento cardiaco por iniciar a ativacdo dos canais
mitocondriais Katp por meio de maltiplas vias de sinalizagdo. Estes autores agruparam
0s anestésicos de acordo com seu efeito de potencializacdo ou de inibicdo da atividade
protetora sobre midcitos cardiacos isolados de ratos adultos. Desse modo, aumentariam
a protecdo, o sevoflurano, isoflurano, fentanil, tricloroetanol e uretano. O efeito
inibitorio, diminuindo a protecdo, seria exercido pelo tiopental sodico, pentobarbital
sodico e R(-)cetamina. N&o foi observado efeito na atividade do canal com etomidato,
propofol, S(+)cetamina, midazolam e xilazina, um a,-agonista.

Agentes farmacoldgicos que abrem esses canais parecem possuir efeitos
protetores similares ao do PC isquémico. De outro modo, substancias como as
sulfoniluréias, que determinam seu fechamento, se oporiam ao beneficio do PC. Ha
autores (da Silva-Santos et al., 2002) que demonstraram possivel relacéo entre a acdo da
glibenclamida nos canais Katp € 0s efeitos inflamatorios, mas, posteriormente,
Pompermayer et al., 2005, relataram a melhora da disfuncdo renal ap6s a utilizacdo da
glibenclamida em ratos. Rahgozar et al., 2003, entretanto, em preparagéo de rim isolado
de rato, utilizando diazoxido e glibenclamida, constataram lesdo renal de alca
ascendente e diminuicdo da resisténcia vascular renal apds a isquemia.

Ha evidéncias de que o PCI existe para o rim (Lee & Emala, 2000; Marangoni
et al., 2007; Diego et al., 2007). E a isquemia em si e mesmo a hipovolemia com
hipotenséo (de Souza Silva et al., 2006) podem determinar lesdo renal.

Avaliando os efeitos da glibenclamida na fungdo e histologia renais de ratos
sob anestesia com sevoflurano em cenario de choque hemorragico, Diego et al., 2007,

estudaram uma amostra de 20 ratos Wistar submetidos a hemorragia de 30% da volemia
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e com consequente hipotermia, quantificando atributos de funcéo renal, como ritmo de
filtracdo glomerular, fluxo plasmatico efetivo renal, fluxo sangliineo renal e resisténcia
vascular renal e analise das alteracGes histolégicas. Houve dois grupos de animais, G1 e
G2, sendo que apenas G2 foi submetido a tratamento com glibenclamida venosa (1
ng.g™), 60 min antes do inicio da sangria. Os animais de ambos os grupos foram
anestesiados com sevoflurano. Houve diminuicdo significativa do fluxo plasmatico
efetivo renal em G1 quando comparado a G2. Quanto a resisténcia vascular renal, foram
observados maiores valores em G2. O exame histopatolégico mostrou maior
vulnerabilidade dos rins expostos apenas ao sevoflurano (G1), de modo que, na analise
final, concluiu-se que o tratamento prévio com a glibenclamida, nas condicdes
metodologicas do experimento, pode atenuar agudamente a agresséo renal.

As citocinas sdo liberadas pelo organismo danificado e estimulam moléeculas de
adesdo, como a molécula de adesdo intracelular 1 (ICAM-1) e quimiocinas, tais como
proteina inflamatdéria macrofagica (MIP—2) e proteina quimioatrativa de mondcito 1
(MCP-1). Sabe-se que, no rim, estas moléculas promovem infiltragdo tubulointersticial
de células inflamatérias e determinam pior lesdo (Lien et al., 2003). Destaca-se a
participacdo do Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) e da Interleucina-1 (IL-1) na
expressao das moléculas de adesdo, as quais promovem intima interacdo entre 0s
polimorfonucleares e as células endoteliais. As moléculas de adesdo constituem um
grupo de moléculas especializadas na regulacdo das interacdes celulares (Quintaes &
Noronha, 1998).

As citocinas IL-1 e TNF-a. compartilham a funcéo de essencialidade no inicio
da resposta inflamatoria, fase aguda, embora também atuem na fase crénica. Contudo,

ndo atuam isoladamente, sendo que outras citocinas, tais como interleucinas 8, 10, 11,
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12, 18 e interferon vy, também participam do processo inflamatério (Sheldon & Riches,
1999).

O TNF-a tem sido envolvido na patogenia de muitas doencas inflamatdrias no
rim, incluindo nefrite lGpica auto-imune, glomerulonefrite, insuficiéncia renal aguda
séptica e lesdo renal por isquemia e reperfusdo (Donnahoo et al, 1999). O TNF-a €
sintetizado ndo somente pela infiltracdo macrofagica, mas também por células
glomerulares renais em resposta a endotoxina e lesdo isquémica (Tesch et al., 1997).
Embora alguns estudos tenham relatado a expressdo sequencial das citocinas nos
processos inflamatdrios, o impacto de uma Unica citocina na cascata € incerto (Haq et
al., 1998; Furuichi et al., 2002; Lien et al., 2003).

Farmacos antiinflamatorios inibidores das ciclooxigenases e, portanto, da
sintese de prostaglandinas, sdao muitas vezes administrados imediatamente antes da
cirurgia, ou durante a mesma, para tratamento de dor pds-operatoria. Nestas
circunstancias, estaria comprometida a acdo protetora das prostaglandinas se ocorresse

ERDPG, como, por exemplo, hemorragia (Marret & Bonnet, 2007).

JUSTIFICATIVA PARA A PESQUISA

Durante anestesia para cirurgia em que se prevé pouca perda sangiinea, pode
ocorrer sangramento abrupto, de grande monta, e nesses casos a reposi¢do do volume
perdido, seja com sangue, seja com liquidos cristaléides ou coloides, nem sempre é
imediata. Enquanto ndo se consegue aumento da administracdo liquida para esses

pacientes, como ficariam seus sistemas? Como ficariam os rins, agora sob efeito de
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prostaglandinas e com farmacos anestésicos e, em alguns casos, antiinflamatorio na
corrente circulatoria?

Essas questBes ja postuladas e nem sempre respondidas suscitam pesquisas
para melhor conhecimento das respostas do rim em situacdes de agressdo ao 6rgédo e sob
a acdo de anestésico inalatorio, pressupostamente protetor, e de farmaco

antiinflamatério, pressupostamente agressor, mas com resultados as vezes promissores.
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O objetivo deste trabalho de pesquisa é verificar as possiveis alteracdes que o
cetoprofeno desencadeia na histologia e imuno-histoquimica renais, ap6s hemorragia

aguda, sem reposi¢cdo adequada do volume sanguineo perdido, no rato anestesiado com

sevoflurano.

OBJETIVO
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Esta pesquisa recebeu o aval da Comissdo de Etica e Experimentacdo Animal
da Faculdade de Medicina de Botucatu da UNESP.

Vinte ratos Wistar adultos, machos, foram induzidos com sevoflurano a 4%,
em campanula apropriada, e mantidos anestesiados com este anestésico volatil em
concentracdo necessaria para tal. Dois grupos foram estudados apds a inducgédo
anestésica:

Grupo cetoprofeno (G1) (n=10) — submetidos a hemorragia arterial, infusdo
venosa continua de solucdo de Ringer lactato, em volume necessario apenas para
manutencdo da linha venosa, e administracdo venosa de solucdo de cetoprofeno (1,5
mg. kg™);

Grupo controle (G2) (n=10) — submetidos a hemorragia arterial, infuséo
venosa continua de solucdo de Ringer lactato (RL), em volume necessario apenas para
manutencdo da linha venosa, e administracdo de igual quantidade de solucéo fisiologica
necessaria para diluicdo de dose de cetoprofeno.

Os ratos foram mantidos em respiragdo espontanea com sevoflurano e oxigénio
suplementar, 1 L.min™* (Ohmeda, EEUU), através de méscara acoplada ao seu focinho.
O animal foi colocado sobre, e coberto com, uma bolsa térmica pré-aquecida, com o
objetivo de manter a temperatura corporal entre 35°C e 38°C. A temperatura retal (T) foi
monitorizada com termémetro de alcool. Realizada cirurgia imediatamente apds a
instalacdo da anestesia que compreendeu incisdo longitudinal no pescogo, com
disseccédo para exposicédo e canulagcdo, com venocath 24 GA, de: 1) veia jugular interna
direita para manutencdo da infusdo de RL, 5 mL.kg. h™ (Bomba Anne, Abbott,
EEUU), para reposi¢do de perdas minimas de fluidos (Cheng et al., 2003; de Souza

Silva et al., 2006) e para administracdo de cetoprofeno ou solucéo fisiologica em igual
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volume; 2) artéria carétida esquerda para monitorizagdo da pressao arterial média
(PAM) e da frequéncia cardiaca (FC) através de transdutor (Datex Engstron, Finlandia)
e para sangria dos animais.

Sessenta minutos ap6s a administracdo do cetoprofeno em G1 e o tempo
correspondente em G2, foi coletado, através da artéria cardtida, o total de sangue
correspondente a 30% da volemia, nos animais dos dois grupos, em trés momentos de
hemorragia com 10 minutos de intervalo entre um e outro. A volemia de cada animal foi
calculada como sendo igual a 6% do peso corporal (Erni et al., 1995). Em cada
momento de hemorragia, a PAM, a FC e a T foram registradas.

Apds cada momento de hemorragia, em caso de PAM abaixo de 60 mmHg, a
perda sangiiinea foi reposta com solugdo de RL, 1,6 mL.kg™. Quando cessaram os
periodos de perda sangliinea, os ratos permaneceram anestesiados por mais 30 min,
sendo entdo sacrificados com cloreto de potéssio, 19,1%. Em cada animal foram
retirados ambos os rins antes do sacrificio, sendo 0os mesmos armazenados em frascos
separados para analise histoldgica, em solucdo de Duboscq Brasil (6 mL de formol
40%, 30 mL de acido acético e 2 g de acido picrico), na qual permaneceram por no
minimo 12 horas e no maximo 36 horas, e, em seguida em solucéo de alcool 70°.

Os atributos estudados foram PAM e T nos seguintes tempos: M1 — obtido
imediatamente antes da 1* hemorragia, M2 — obtido imediatamente apds a 32 e Gltima
hemorragia e M3 — obtido durante a laparotomia, realizada 30 minutos apds a Ultima
hemorragia e antes da nefrectomia bilateral e sacrificio de cada animal. Ainda foram
realizadas a andlise histoldgica do rim e as imunomarcacdes teciduais renais das

citocinas TNF-a e IL-1.
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Esquema da sequiéncia experimental

CVJI = cateterizagdo da veia jugular interna; CAC = cateterizacdo da artéria carétida; Sevo =
sevoflurano; Ceto = cetoprofeno

3.1 ANALISE HISTOLOGICA DOS RINS

O preparo das laminas contendo fragmentos de ambos 0s rins constou,
inicialmente, de fixacdo em parafina e posterior coloragdo com hematoxilina/eosina. A
avaliacdo histoldgica, toda ela realizada pela mesma patologista, foi baseada na
observacdo e analise de evidéncias dos seguintes critérios: ectasia vascular, congestao
vascular, dilatacdo tubular, degeneracdo tubular, necrose celular e presenca de células
inflamatorias. Para o diagndstico de necrose tubular foi necessaria a identificacdo de

necrose nuclear e debris citoplasmatico.

Aos achados, foram atribuidos valores correspondentes ao grau de importancia
de cada uma das possiveis lesGes, sendo o valor zero (0) para auséncia de lesdes, um (1)

para lesdes leves, dois (2) para lesdes moderadas e trés (3) para lesdes intensas.
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3.2 TECNICA IMUNO-HISTOQUIMICA

As reaces de imuno-histoquimica seguiram o protocolo do Laboratério de
Imuno-histoquimica do Servigo de Patologia Veterinaria da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Unesp-Botucatu.

Os cortes do material incluido em parafina, com 4um de espessura, foram
colocados sobre lamina histolégica, previamente tratada com organolisano (Sigma A
3648). Os cortes foram desparafinizados em dois banhos de xilol por 30 minutos e 20
minutos, respectivamente, a temperatura ambiente, desidratados em alcool por cinco
minutos e lavados com &gua destilada. Em seguida, os cortes foram submetidos a
recuperacdo antigénica em banho-maria a 96°C, com solugdo pré-aquecida de TRIS
EDTA pH 9,0 por 30 minutos. Apés este periodo, os cortes foram lavados em agua
destilada, sendo, a seguir, tratados com peroxido de hidrogénio (H,0,) a 10 volumes por
20 minutos para bloqueio da peroxidase enddgena. Os cortes foram lavados em agua
destilada em dois banhos de TRIS pH 7,4 de cinco minutos e incubados com soro
normal de coelho por 20 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foram incubados
com anticorpo primario antigeno especifico goat anti-rat TNF-a. (R&D Systems AF
510-NA) e goat anti-rat IL-1 (R&D Systems AF 501-NA), diluidos a 1:100 em diluente
especifico para os anticorpos, com redutor de fundo (DAKO Cytomation — S 3022),
durante 18 horas a 4° C. As laminas foram lavadas em solucédo tampé&o, dois banhos de
cinco minutos cada. Apos este periodo, foram incubadas com anticorpo secundario
biotinilado coelho anticabra (Southern Biotech 6160-08), diluido a 1:200, por 30
minutos a temperatura ambiente em cdmara Umida, e lavadas em dois banhos de TRIS

pH 7,4 por cinco minutos. As laminas foram incubadas com complexo streptoavidina
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peroxidase (Dako Cytomation K 0377), diluido a 1:200, a temperatura ambiente por 30
minutos em camara Umida e lavadas em TRIS (dois banhos) por cinco minutos. Para
visibilizacdo da reacdo, os cortes foram tratados com cromogeno DAB (DAB Dako
cytomation K 3468) durante cinco minutos e, em seguida, lavados em TRIS e agua
destilada. Os cortes foram contracorados com hematoxilina de Harris por trés minutos e
lavados em agua corrente por 10 minutos com posterior hidratacdo em alcool, clareados
em xilol e montados sobre Iaminas com resina sintética Permount. A anélise foi
realizada em todo o corte, em aumento de 20 e 40 vezes, estabelecendo-se uma média
para a intensidade de marcacdo observada nas laminas dos rins de todos os animais. A
intensidade da reacdo, observada sobre as laminas, foi representada por meio de escores

classificando-se como:

+ (1) marcagdo de fraca intensidade,

++ (2) marcacdo de moderada intensidade,

+++ (3) marcacéo de forte intensidade.

Como controle negativo, foram omitidos os anticorpos primarios. A marcacdo
positiva foi detectada como coloragdo marrom, de padrdo citoplasmatico e de membrana

celular.

3.3 TAMANHO AMOSTRAL

O tamanho da amostra foi determinado baseando-se em dados de literatura (de
Souza Silva et al., 2006). Considerando-se uma diferenca entre proporgdes de

degeneracgéo dos rins de ratos, entre os grupos da referida pesquisa, em torno de 50%,
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nivel de 5% de significancia e poder do teste de 80%, determinou-se em 10 animais por

grupo o nimero da amostra.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Para a verificacdo da homogeneidade do peso dos animais de ambos 0s grupos,
foi utilizado o teste t de Student. Na comparacdo das aferi¢cbes de temperatura retal e
pressdo arterial média entre grupos em um mesmo momento foi utilizado o Teste t de
Student e entre momentos de um mesmo grupo, o Teste de Friedman. Na comparacao
dos valores das citocinas IL-1 e TNF-a e de cada achado histoldgico dos rins esquerdos
e direitos entre grupos foi utilizado o Teste de Mann-Whitney e entre rins de um mesmo
grupo, o Teste de Wilcoxon. As diferencas foram consideradas significativas quando p

<0,05.
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41 PESsO

Tabela 1 - Peso (g). Média e desvio padrdo do peso dos animais utilizados nos
experimentos de ambos os grupos, G1, cetoprofeno, G2, controle

Grupo Peso

Gl 459 + 40,12

G2 421 +104,5
Estatistica Teste t de Student p =0,29

Comentario: G1 = G2

400 450 500 550
| | | |

350
|

300
|

’_ Cetoprofeno [ ] Controle‘

Figura 1 - Gréfico de caixa. Média e desvio padrdo do peso (g) dos animais dos grupos
G1, cetoprofeno, e G2, controle.
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4.2 TEMPERATURA RETAL

Tabela 2 - Temperatura retal (°C). Média e desvio padrdo dos valores observados em
cada momento nos dois grupos experimentais, G1, cetoprofeno, G2, controle

Grupos / Momentos M1 M2 M3
Gl 37,1+£0,95 37,9+1,05 37,5+0,97
G2 35,7+0,88 35,7+1,03 35,7+0,73

Figura 2 - Grafico de caixa. Média e desvio padrdo da temperatura retal (°C) nos trés
momentos do estudo por grupo, G1, cetoprofeno, G2, controle.

Quadro 1 — Temperatura retal. Estatisticas calculadas e comentarios. Teste de Friedman
para comparagdo de momentos de um mesmo grupo. Teste t de Student para
comparacao dos grupos em cada momento

Estatisticas (Comparacdes) e Comentarios
Em Gl M1=M2=M3 p=0,21
Em G2 M1=M2=M3 p=0,90
Em M1 G1>G2 p=0,003
Em M2 G1>G2 p=0,0002
Em M3 G1>G2 p=0,0002

RESULTADOS
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4.3 PRESSAO ARTERIAL MEDIA

Tabela 3 - Pressdo arterial média (mmHg). Média e desvio padrdo dos valores
observados em cada momento nos dois grupos experimentais, G1, cetoprofeno, G2,
controle

Grupos /Momentos M1 M2 M3
Gl 95,7 + 12,06 50,6 + 20,89 58,8 + 18,71
G2 99,0 + 14,95 55,4 + 21,03 67,3 +22,73
= Controle Cetoprofeno
£
M1 M2 N3 M1 M2 N3

Figura 3 - Grafico de caixa. Média e desvio padrdo da pressao arterial média (mmHg)
nos trés momentos do estudo por grupo, G1, cetoprofeno, G2, controle.

Quadro 2 — Pressao Arterial Média. Estatisticas calculadas e comentarios. Teste de
Friedman para comparagdo de momentos de um mesmo grupo. Teste t de Student para
comparagdo dos grupos em cada momento

Estatisticas (Comparacdes) e Comentarios
Em G1 M1>M2 M1>M3 p=0,001
Em G2 M1>M2 M1>M3 p=0,002
Em M1 G1=G2 p=0,59
Em M2 G1=G2 p=0,61
Em M3 G1=G2 p=0,37

RESULTADOS
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Tabela 4 — Distribuicdo da mediana e percentis 25-75 da marcacdo de IL-1 nos rins

direitos (D) e esquerdos (E) dos ratos dos grupos G1, cetoprofeno, e G2, controle

Gl G2

Rim D Rim E Rim D Rim E

Mediana 3 3 2 2

Percentil 25-75 3:3 3:3 2:3 2:3

Quadro 3 — Interleucina 1. Estatisticas calculadas e comentarios. Teste de Wilcoxon
para comparacdo de rins de um mesmo grupo. Teste de Mann-Whitney para

comparacéo dos rins direitos (D) e esquerdos (E) entre 0s grupos

Estatisticas (Comparacdes) e Comentarios
Em G1 D=E p=1,00
Em G2 D=E p=1,00
Rim D G1=G2 p=0,11
Rim E G1=G2 p=0,11

RESULTADOS
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442 TNF-a

Tabela 5 — Distribuicdo da mediana e percentis 25-75 da marcagdo de TNF-a nos rins
direitos (D) e esquerdos (E) dos ratos dos grupos G1, cetoprofeno, e G2, controle

Gl G2
Rim D Rim E Rim D Rim E
Mediana 3 2,5 3 2
Percentil 25-75 2,25; 3 2;3 2;3 2;3

Quadro 4 - TNFo. Estatisticas calculadas e comentarios. Teste de Wilcoxon para
comparacgao de rins de um mesmo grupo. Teste de Mann-Whitney para comparacao dos
rins direitos (D) e esquerdos (E) entre os grupos

Estatisticas (Comparacdes) e Comentarios
Em G1 D=E p=0,36
Em G2 D=E p=0,37
Rim D G1=G2 p=0,62
Rim E G1=G2 p=0,57

RESULTADOS
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45 ANALISE HISTOLOGICA

4.5.1 Ectasia Vascular

Tabela 6 — Distribuicdo da mediana e dos percentis 25-75 dos escores de ectasia
vascular nos rins direitos (D) e esquerdos (E) dos ratos dos grupos G1, cetoprofeno, e
G2, controle

Gl G2
Rim D Rim E Rim D Rim E
Mediana 1 2 1 1
Percentil 25-75 1.1 1;2 11 1:2

Quadro 5 — Ectasia Vascular. Estatisticas calculadas e comentarios. Teste de Wilcoxon
para comparacdo de rins de um mesmo grupo. Teste de Mann-Whitney para
comparacéo dos rins direitos (D) e esquerdos (E) entre 0s grupos

Estatisticas (Comparacdes) e Comentarios
Em G1 D=E p=1,00
Em G2 D=E p=0,22
Rim D G1=G2 p=0,17
Rim E G1>G2 p=0,01

RESULTADOS
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45.2 Congestdo Vascular

Tabela 7 - Distribuicdo da mediana e dos percentis 25-75 dos escores de congestdo

vascular nos rins direitos (D) e esquerdos (E) dos ratos dos grupos G1, cetoprofeno, e
G2, controle

Gl G2
Rim D Rim E Rim D Rim E
Mediana 0 0,5 0 0
Percentil 25-75 0;0,75 0;1 0; 0,75 0; 0,75

Quadro 6 — Congestdo Vascular. Estatisticas calculadas e comentarios. Teste de
Wilcoxon para comparacdo de rins de um mesmo grupo. Teste de Mann-Whitney para
comparacéo dos rins direitos (D) e esquerdos (E) entre 0s grupos

Estatisticas (Comparacdes) e Comentarios
Em G1 D=E p=1,00
Em G2 D=E p=0,10
Rim D G1=G2 p=0,42
Rim E G1=G2 p=1,00

RESULTADOS



45.3 Dilatagéo Tubular

36

Tabela 8 - Distribuicdo da mediana e dos percentis 25-75 dos escores de dilatagéo
tubular nos rins direitos (D) e esquerdos (E) dos ratos dos grupos G1, cetoprofeno, e G2,

controle
Gl G2
Rim D Rim E Rim D Rim E
Mediana 1 2 1 2
Percentil 25-75 1;1 1;2 1;2 1;2

Quadro 7 — Dilatacdo Tubular. Estatisticas calculadas e comentarios. Teste de
Wilcoxon para comparagdo de rins de um mesmo grupo. Teste de Mann-Whitney para
comparacéo dos rins direitos (D) e esquerdos (E) entre os grupos

Estatisticas (Comparacdes) e Comentarios
Em G1 D=E p=0,17
Em G2 D=E p=0,50
RimD G1=G2 p=0,13
RimE G1=G2 p=0,65

RESULTADOS
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4.5.4 Degeneracao Tubular

Tabela 9 - Distribuicdo da mediana e dos percentis 25-75 dos escores de degeneragédo
tubular nos rins direitos (D) e esquerdos (E) dos ratos dos grupos G1, cetoprofeno, e G2,

controle

Gl G2
Rim D RimE Rim D RimE
Mediana 1 1 1 1
Percentil 25-75 0,25;1 1;1 0:1 1;1

Quadro 8 — Degeneracdo Tubular. Estatisticas calculadas e comentarios. Teste de
Wilcoxon para comparagédo de rins de um mesmo grupo. Teste de Mann-Whitney para
comparacéo dos rins direitos (D) e esquerdos (E) entre 0s grupos

Estatisticas (Comparacdes) e Comentarios
Em G1 D=E p=0,59
Em G2 D=E p=0,59
Rim D G1=G2 p=0,09
Rim E G1=G2 p=0,11

RESULTADOS
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455 Necrose

Tabela 10 - Distribuicdo da mediana e dos percentis 25-75 dos escores de necrose nos
rins direitos (D) e esquerdos (E) dos ratos dos grupos G1, cetoprofeno, e G2, controle

Gl G2
Rim D Rim E Rim D Rim E
Mediana 0,5 1 1 1
Percentil 25-75 0;1 11 0;1 1;1

Quadro 9 — Necrose. Estatisticas calculadas e comentarios. Teste de Wilcoxon para
comparacao de rins de um mesmo grupo. Teste de Mann-Whitney para comparacgao dos

rins direitos (D) e esquerdos (E) entre 0s grupos.

Estatisticas (Comparacdes) e Comentarios
Em G1 D=E p=0,06
Em G2 D=E p=0,17
Rim D G1<G2 p=0,02
Rim E G1=G2 p=0,70

RESULTADOS
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45.6 Células Inflamatodrias

Tabela 11 - Distribuicdo da mediana e dos percentis 25-75 dos escores de células
inflamatdrias nos rins direitos (D) e esquerdos (E) dos ratos dos grupos G1,
cetoprofeno, e G2, controle

Gl G2
Rim D Rim E Rim D Rim E
Mediana 0 0,5 0 0
Percentil 25-75 0;0 0;1,75 0;0 0;0

Quadro 10 — Células Inflamatorias. Estatisticas calculadas e comentarios. Teste de
Wilcoxon para comparagdo de rins de um mesmo grupo. Teste de Mann-Whitney para
comparacéo dos rins direitos (D) e esquerdos (E) entre 0s grupos

Estatisticas (Comparacdes) e Comentarios
Em G1 D=E p=0,06
Em G2 D=E p=0,59
Rim D G1=G2 p=0,44
Rim E G1=G2 p=0,17

RESULTADOS
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C D

Figura 3 - (A) Degeneracdo tubular. HE, barra=20um. (B) Necrose tubular. HE,
barra=20um. (C) Dilatacéo tubular e necrose tubular. HE, barra=20um. (D) Infiltrado
inflamatorio polimorfonuclear focal. HE, barra=20pum.

RESULTADOS
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Figura 4 - Intensa (3+) imunomarcacdo em células tubulares. Barra=20um. Imuno-
histoquimica, interleucina-1, ABC, DAB, contra-coloragdo hematoxilina de Harris.

RESULTADOS
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Em roedores, a temperatura normal varia em uma faixa que vai de
aproximadamente 37,8° até quase 40°C (Massone, 2008). Os valores médios da
temperatura retal dos animais dos grupos cetoprofeno (G1) e controle (G2) demonstram
que houve hipotermia leve em G1 (37,1°C a 37,9°C) e em G2 (35,7°C), mas o grupo
controle, G2, mostrou resultados significativamente menores. Estes resultados estdo de
acordo com o0 que ocorre na pratica clinica - o paciente anestesiado e que sofre
hemorragia tem motivos para apresentar esses patamares de temperatura, na melhor das
hipdteses. Hipotermia profunda seria fator protetor para a isquemia sofrida pelos rins
apos hemorragia, e hipertermia ajudaria a piorar a lesdo renal, alterando a
disponibilidade de ATP e promovendo aumento nos radicais livres de oxigénio (Zager
& Altschuld, 1986). Sendo assim, em G2 esperava-se maior protecdo renal, porém
melhores resultados histologicos foram obtidos em G1. Portanto, se houve alguma
protecdo da temperatura, esta ndo foi completa porque ocorreu precisamente no grupo
em que se observaram piores resultados na analise histologica dos rins. Pode-se inferir,
assim, que os resultados de necrose encontrados neste grupo G2 poderiam ter sido muito
mais intensos ndo fosse a temperatura mais baixa encontrada.

Por sua vez, Wu et al, 2003, estudando ratos que sofreram choque
hemorragico e que permaneceram com temperaturas retais entre 33°C e 34°C,
concluiram que a peroxidacdo lipidica e as respostas inflamatdrias sistémicas ao choque
hemorragico foram minimamente influenciadas por esta hipotermia, mas a
sobrevivéncia dos ratos foi melhor que a do grupo de temperatura normal (38+0,5°C).

Em relacdo a pressdo arterial média estudada nesta presente pesquisa, a
hipotensdo encontrada nos animais dos dois grupos no final do experimento foi

consequente a hemorragia de 30% da volemia. Além de esta hipotensdo ter sido
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significativa em relacdo aos valores iniciais de pressdo arterial média, seus valores
foram compativeis com diminuicdo de moderada a grave, com relevancia estatistica.
Contudo, houve discreta melhora dos niveis pressoricos de M3 em relacédo aos de M2. O
que pode ter ocorrido foi uma sequéncia de respostas compensatorias, locais e
sistémicas, induzidas pela perda sanguinea de moderada a grave, com 0 objetivo de
manter a perfusdo em o6rgaos nobres. O choque hemorragico estimula a secrecdo de
catecolaminas e hormonio antidiurético, ativando o sistema renina-angiotensina-
aldosterona e promovendo vasoconstricdo periférica, aumento do volume circulante e
do débito cardiaco. O resultado final € melhora da pressdo arterial e da pressao de
perfusdo (Garrioch, 2004; Gutierrez, 2004).

Rushing & Britt, 2008, em revisdo de literatura postularam que o choque é
uma das causas primarias de morbidade e mortalidade em unidades de cuidados
intensivos nos hospitais da atualidade. A resposta inflamatéria do organismo € profunda
e, se ndo se lhe der atencdo, pode ocasionar mdultiplas faléncias orgénicas e morte.
Embora sepse seja a fonte mais provavel de resposta inflamat6ria em pacientes graves
que se tornaram hipotensos e taquicérdicos, o choque hipovolémico associa-se, também,
com processos inflamatorios sistémicos graves baseados nos componentes
imunolégicos inatos. A etiologia mais comum do choque hipovolémico é a hemorragia,
porém ha outros processos fisiopatoldgicos que resultam nesse tipo de situacdo. O
conceito de choque progrediu consideravelmente nos tempos atuais, mas em termos
simples define-se choque como estado fisiopatologico no qual o oxigénio liberado ndo
alcanca a demanda metabdlica (Gutierrez, 2004). Perda sanguinea traumética € muitas
vezes de fécil reconhecimento, mas o volume e o local do sangramento podem ser

extremamente dificeis de discernir.
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O choque hemorragico e a depressdo imunoldgica subseqliente podem
contribuir para maior suscetibilidade a sepse ou a sindrome da resposta inflamatéria
sisttmica (Ayala et al., 1996). A reposta imunol6égica que ocorre ap0s choque
hemorragico e sepse caracteriza-se por liberacdo precoce de citocinas pro-inflamatdrias,
como a interleucina-6, interleucina-1 ou fator-o. de necrose tumoral, as quais, portanto,
aparecem imediatamente apds a agressdo. Esta liberacdo € seguida por resposta de
citocinas antiinflamatorias, como IL-4 e IL-10, que também podem levar a depressédo
imunologica e sepse subseqliente (Oberholzer et al., 2000).

O TNF-a € uma citocina pro-inflamatoria, também conhecida como caquetina
ou caquexina, que se encontra elevada durante os episddios de isquemia e reperfusao
relacionados com a hemorragia (Caty et al., 1990; Takada et al., 1997; Donnahoo et al.,
1999). E a primeira citocina a surgir nos tecidos de ratos ap6s choque hemorragico,
como ficou bem demonstrado no estudo de Jiang et al., 1997. Além disso, ela induz a
liberagdo de outras citocinas pro-inflamatorias, como a IL-1B, e a ativagdo de
neutrofilos (Dinarello, 1987; Suitters et al., 1994; Suzuki et al., 2001). Sua presenca em
Orgdos vitais estd associada a lesdo dos mesmos, sendo um importante mediador
fisiopatoldgico das alteracfes cardiovasculares, da faléncia de multiplos 6rgédos e da
letalidade em ratos (Bahrami et al., 1997). Abbas et al., 2007, demonstraram que
grandes quantidades de TNF-a inibem a contratilidade do miocardio e o ténus da
musculatura lisa dos vasos, resultando em queda da pressdao sanguinea, podendo levar
ao choque.

No rim ndo € diferente. O TNF-a também induz a producdo de outros
mediadores e espécies reativas de oxigénio, recrutando neutrdfilos e monacitos devido a

inducéo da expressdo da molécula de adesdo intercelular nas células mesangiais e da
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expressao superficial de ligantes para selectina-L nas células endoteliais glomerulares.
Os mediadores provocam disfuncédo celular e organica. As espécies reativas de oxigénio
ativam os fatores de transcricdo envolvidos na expressdo de gene da inflamacdo. Os
superdxidos também rompem a funcdo de barreira do glomérulo e ocorrerd
permeabilidade a albumina. Além disso, 0 TNF-a reduz o fluxo sanguineo e a filtracéo
glomerulares por estimular as células mesangiais a produzirem vasoconstritores (fator
de ativacdo plaguetaria, endotelina-1, prostaglandinas) e vasodilatadores (adenosina,
oxido nitrico, prostaglandinas). Dessa forma, o TNF-a promove disfuncdo renal por
citotoxicidade direta, vasoconstricdo, diminuicdo do fluxo sanguineo renal e
recrutamento de neutrofilos e mondécitos (Donnahoo et al., 1999).

O cetoprofeno é um farmaco derivado do acido propiénico que pertence a
classe dos antiinflamatorio nao-esteroides (AINES), com acdo antiinflamatoria e
analgésica. Ele € uma mistura racémica de suas formas enantioméricas R e S, em razdo
da presenca de um a&tomo de carbono assimétrico na posi¢éo a da funcéo carbonil. Atua
inibindo a sintese de prostaglandinas, através do bloqueio da ciclooxigenase (COX-1 e
COX-2), e a agregacao plaquetaria. Apesar de ser comumente aceito que seu efeito
antiinflamatdrio esta principalmente associado a sua capacidade de inibir a COX,
diversos estudos indicam que a acdo analgésica desse farmaco pode ser independente de
sua eficacia em bloquear a sintese de prostaglandinas (McCormack & Brune, 1991;
Ghezzi et al., 1998; Bertini & Caselli, 1999; Mascagni et al., 2000).

Ghezzi et al.,, 1998, compararam o efeito antiinflamatério de R- e S-
cetoprofeno in vitro e in vivo. Demonstraram que o enantibmero S é o principal
responsavel pela inibicdo da sintese de prostaglandinas e dos eventos inflamatorios.

Paradoxalmente, ele poderia também aumentar a producéo das citocinas TNF-a. e IL-1 e
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ainda inibir, segundo Mascagni et al., 2000, a producdo de IL-10. Isso poderia mascarar
parcialmente o efeito analgésico dessa forma enantiomérica e a0 mesmo tempo
desencadear os efeitos colaterais do cetoprofeno. Por outro lado, o R-enantibmero seria,
essencialmente, o encarregado de promover a analgesia cetoprofeno-induzida.
Diferentemente do S-, o R-isdbmero ndo induziu aumento significativo da producdo de
citocinas ou da inibicdo da ciclooxigenase. Concluiram que o isdmero R contribui,
diretamente, para o efeito antiinflamatério do cetoprofeno pelo fato de ser mais
analgésico e ao mesmo tempo ndo estimular o aumento da producdo de citocinas
inflamatorias.

Embora o papel de cada enantidmero ainda seja bastante discutido, sabe-se que
0 isdmero S é 100 a 1000 vezes mais potente inibidor da COX do que o isdmero R, in
vitro (Brune et al.,1992). Ademais, este ultimo é conhecido por sofrer inversao quiral
para enantibmero S, in vivo, em varias espécies de animais, exceto no homem e na
cobaia (Abas & Meffin,1987; Brune et al., 1992; Aberg et al., 1995). Entdo, se o
bloqueio da COX fosse o principal mecanismo de acdo dos AINEs, o seu isomero R
seria isento de acdo farmacoldgica relevante, o que ndo € verdade. O seu real
mecanismo de promoc¢do de analgesia ainda ndo é totalmente esclarecido, porém
acredita-se realmente que a regulacéo das citocinas exerca papel fundamental no efeito
dos AINEs ndo dependente da COX. E, ainda, o S-cetoprofeno seria o principal
responsavel pela up regulation de citocinas mediadas pelo cetoprofeno, como 0 TNF-a,
por exemplo, tanto in vitro como in vivo, contribuindo para reduzir o seu poder
analgésico e exacerbar seus efeitos colaterais (Bertini & Caselli, 1999).

Dessa forma, pode-se inferir que o0 mecanismo pelo qual o cetoprofeno leva ao

aumento da producdo de citocinas ainda é incerto e alvo de muitas pesquisas. Endres et
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al.,, 1989, quantificaram a producdo de TNF-a, IL-la, IL-1 pelas células
mononucleares do sangue periférico, no homem. Encontraram que a quantidade de
citocinas sintetizadas por essas células é regulada de maneira independente para IL-1 e
TNF-0, mas apresenta correlacdo quando se fala de IL-1a e IL-1B, aumentando a
producdo desta ultima com o uso de inibidores da ciclooxigenase.

Kunkel et al., 1988, observaram, em seu experimento, que o platd nos niveis de
TNF-o foi concomitante com aumento acelerado da producéo de prostaglandina E2. A
administracdo exogena de PGE2 determinou reducdo, dependente da dose, da acdo da
TNF-0 em nivel celular, e da transcricéo de seu RNA. Demonstraram, portanto, que a
PGEZ2 pode regular a expressdo genética de TNF-a derivado do macroéfago.

A maior producdo de TNF-o seria entdo devida a inibicdo da sintese de PGE2,
porque normalmente as prostaglandinas inibem a producdo in vitro de TNF-a e IL-1.
Este fato poderia, inclusive, estar relacionado com exacerbacdo do processo
inflamatorio e conseqliente aumento da mortalidade quando se utilizou antiinflamatorio
previamente a inducdo de choque em animais (Pettipher & Wimberly, 1994). Contudo,
ndo foi 0 que certamente aconteceu neste presente estudo. Apesar da inibicdo das
prostaglandinas, concedida pelo cetoprofeno, e da moderada a alta imunomarcacéo renal
de TNF-o e IL-1, ocorreu pouco dano ao 6rgdo, principalmente no grupo em que o
farmaco foi utilizado, provavelmente porque existem outros mecanismos modulatorios
envolvendo AINEs, prostaglandinas ou citocinas, que ndo foram estudados nesta
pesquisa.

Desde que se sabe que o TNF-a estimula a producdo endogena de PGE2 em
culturas de macrdfagos peritoneais, este pode ser mecanismo de retroalimentagdo

(feedback) negativo que limita a produgéo de citocinas (Lehmmann et al., 1988). Sironi
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et al., 1992, também observaram em seu experimento em camundongos que as
prostaglandinas podem prover, fisiologicamente, regulacao de feedback negativo de IL-
6 e TNF-a. Além disso, Strassmann et al., 1994, demonstraram que esse efeito inibitério
sobre ambas as citocinas envolve a IL-10. A diminuicdo nos niveis de IL-6 e TNF-o era
inversamente proporcional ao aumento da imunorreatividade de IL-10. Observaram que
utilizando anticorpos para neutralizar seletivamente IL-10, mas ndo outros produtos de
secrecdo dos macrofagos, reverteram, significativamente, o potencial inibitério da
PGEZ2. In vivo, a administracdo prévia de PGE2 provocou reducao significativa de TNF-
a e IL-6 circulantes, enquanto que, em camundongos, o uso de anticorpos anti-1L-10
aumentou substancialmente os niveis de TNF-a e IL-6. Finalmente, sugeriram que o
efeito antiinflamatorio da PGE2 seria, em parte, mediado por mecanismo de feedback
autocrino envolvendo IL-10.

A interleucina-1 € uma citocina que também tem sido bastante estudada como
importante mediadora da imunidade natural, envolvida em muitos processos
inflamatorios agudos e, inclusive, no chogue hemorragico, durante os quais se encontra
elevada no plasma. A IL-1 é produzida apés a estimulacdo de mondcitos e atua
regulando a maturacio das células T e B e promovendo a sintese de outras citocinas. E
também conhecida como fator pirogénico, pois induz o aumento da temperatura por
acdo hipotalamica. Ela aumenta consideravelmente os metabdlitos do &cido aracdonico,
dentre eles a prostaglandina E2, uma das grandes responsaveis por suas propriedades
inflamatorias.

A IL-1, biologicamente, tem acdo sinérgica ao TNF-a e estas duas citocinas
provocam respostas muito correlacionadas quando de infeccdo, lesdo ou estimulo

imunoldgico, resultando em resposta inflamatéria exacerbada devido a esse efeito
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combinado de ambas. Contudo, suas estruturas e receptores sdo diferentes e, ao
contrério do TNF-a, a IL-1 ndo causa lise ou dano celular, ndo provoca necrose
hemorragica de células tumorais, ndo € letal e ainda tem acdo mais potencializadora do
que supressora da medula 6ssea (Dinarello, 1996; 1997). No presente estudo, ocorreu
marcacdo de TNF-a e IL-1 de moderada a alta em ambos os rins de ambos 0s grupos,
porém houve pouca necrose, sendo esta necrose mais significativa em rins de G2
(sevoflurano) que de G1 (cetoprofeno e sevoflurano).

Devido a todo esse estresse inflamatorio conseqiiente ao chogue hemorragico e
a isquemia, a escolha do anestésico utilizado neste experimento foi dirigida - tais
eventos sdo potencialmente deletérios a 6rgdos vitais e ao rim, que € o 6rgdo alvo de
analise dessa pesquisa. Sendo assim, o sevoflurano é anestésico inalatorio que ainda
apresenta resultados conflitantes na literatura quanto ao seu potencial protetor de 6rgaos
em situacéo de hipotensdo/hipoxia (Obal et al., 2006; Curtis, 2008).

Com relagéo ao sevoflurano, como agente protetor contra lesdes isquémicas, ha
estudos demonstrando que este anestésico tem efeitos protetores no miocardio
(Kowalski et al.,, 1997), enquanto que, no rim, 0s estudos sdo controversos,
provavelmente porque ainda ndo houve uniformidade de modelos apresentados na
literatura (Obal et al., 2006; Curtis, 2008). Nader et al., 2004, observaram que o
sevoflurano reduziu a resposta inflamatéria apdés o emprego de circulagdo
extracorporea, diminuindo a liberacdo de IL-6 e TNF-a, mas ndo determinaram de que
maneira o sevoflurano agiria. EI Azab et al., 2003, j& haviam observado que o
sevoflurano reduz a producdo de TNF-o durante cirurgia cardiaca mais do que a
anestesia venosa com midazolam-sufentanil. Portanto, o sevoflurano participaria da

imunomodulagdo do organismo.
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Kawamura et al., 2006, formularam a hipétese de que o sevoflurano decrescia a
lesdo de isquemia e reperfusdo por suprimir as citocinas pro-inflamatérias, IL-6 e IL-8,
mas ndo a IL-10. Assim, alteracBes no equilibrio entre citocinas pro- e antiinflamatdrias
podem ser um dos mais importantes mecanismos de protecdo miocardica determinados
pelo sevoflurano.

Se o sevoflurano ndo inibe a producdo de IL-10 e esta citocina, sabe-se, inibe a
inflamacdo e a producdo de TNF-a (Abbas et a., 2007), entdo, em Gl e G2, o
anestésico inalatério pode ter influenciado o resultado encontrado de TNF-a. A
hemorragia teria aumentado a producao desta citocina, mas ndo tanto quanto esperado,
uma vez que o sevoflurano estava presente. O que foi observado nos rins dos ratos de
G1 e G2, portanto, poderia ter sido pior ndo fosse a acdo protetora desse anestésico.

E interessante que sejam feitas algumas consideragdes sobre o experimento de
Obal et al., 2006, autores que ndo encontraram protecdo renal em ratos anestesiados
com sevoflurano. Nesse estudo, nefrectomia direita foi realizada 14 dias antes do
experimento com isquemia renal esquerda e reperfusdo (para prevenir compensacgao
pelo rim contralateral). Entretanto, ap6s a retirada de um rim, no rim remanescente
ocorrem multiplas respostas que nada mais sdo do que adaptac@es fisioldgicas. Entre as
respostas mais precoces estdo as alteracdes bioquimicas que precedem o crescimento
celular do rim remanescente. Estas alteracBes jA& comegam a acontecer em questdo de
minutos, como é o caso do aumento da incorporacdo da colina, precursora do
fosfolipideo da membrana celular (Lowenstein & Toback, 1978; Toback et al., 1974).
Em 14 dias, tempo utilizado por Obal et al., 2006, para realizar isquemia e reperfusao
apos nefrectomia, existe crescimento compensatério de quase 40% do rim remanescente

(Dicker & Shirley, 1972). Estes autores, portanto, administraram sevoflurano para
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animais com rins diferentes dos normais e, além disso, por apenas 15 minutos,
aguardando, entdo, 10 minutos para realizar a isquemia renal. Durante a oclusdo da
artéria renal esquerda, os animais foram mantidos anestesiados com administracdo de
S(+)-cetamina. No experimento de Curtis, 2008, - isquemia e reperfusdo de rim
esquerdo de rato, apos nefrectomia direita, sob efeito de S(+)-cetamina e de sevoflurano
-, 0 grupo que foi anestesiado apenas com S(+)-cetamina teve o pior resultado de
histologia do 6rgéo e aquele no qual se empregou o sevoflurano, o melhor resultado.
Assim, acredita-se que o sevoflurano pode ter tido efeito na expressao renal

dos grupos deste presente estudo e, frente ao exposto, efeito positivo.
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O cetoprofeno pode ter protegido, contra a hipoperfuséo, os rins dos animais do
grupo que o recebeu. Quando a hipovolemia ocorre, a norepinefrina, a angiotensina Il e
0 horménio antidiurético agem para manter a pressdo sanguinea e preservar a perfusao
em leitos vasculares importantes. Essas substancias induzem vasoconstricdo em leitos
vasculares relativamente menos importantes, como a circulagcdo esplancnica (Thadhani
et al., 1996). Necrose tubular aguda é parte de um espectro de manifestacbes da
hipoperfuséo renal, sendo o resultado de hipoperfusdo grave e prolongada (Mehta et al.,
2004). Neste presente estudo, ambos 0s grupos apresentaram necrose tubular, mas G1
mostrou escores menores desta alteracdo. Sabendo que a hipotermia protege contra
lesbes isquémicas e que o grupo G2, que ndo recebeu este AINE, apresentou mais
hipotermia, porém mais necrose, pode-se inferir que o cetoprofeno conferiu protecéo ao
rim de ratos. Por outro lado, 0 mecanismo que determinou essa protecao nao esta ligado
a marcacdo desses rins pelas citocinas inflamatérias TNF-a e IL-1 estudadas nesta
pesquisa, uma vez que ndo houve diferencas quanto as suas expressdes renais em ambos

0S grupos.
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Concluindo, o cetoprofeno ofereceu protecdo a histologia renal de ratos sob
anestesia com sevoflurano e hipovolémicos por hemorragia aguda, embora pareca que a
expressao de TNF-o e IL-1 ndo esteja envolvida nessa protecdo. Outros experimentos
sdo necessarios para elucidar o envolvimento do cetoprofeno nas alterac6es histoldgicas

do rim de rato ap6s hemorragia aguda.
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Tabela 12 — Valores de peso (g), temperatura (°C) (temp) e pressdao arterial média
(mmHg) (PAM) dos ratos dos grupos Sevo+Ceto e Sevo. Os dois ultimos atributos sao
apresentados nos momentos M1, M2 e M3

M1 M2 M3

Grupos Rato Peso(g) Temp PAM Temp PAM Temp PAM
1 460 37,0 122 39,9 99 38,0 39

2 490 37,5 103 36,3 36 36,0 47

1 3 490 37,0 98 37,0 52 37,0 60
Sevo+Ceto 4 490 35,7 84 39,0 29 39,0 30
5 500 37,5 81 36,8 50 39,0 63

6 500 355 86 38,3 51 38,0 73

7 420 38,7 94 38,0 53 37,0 77

8 430 37,7 102 37,8 57 37,0 88

9 410 37,5 99 37,9 22 37,0 42

10 400 36,5 88 37,8 57 37,0 69

1 530 36,0 99 37,0 37 35,5 45

2 510 35,0 107 35,0 80 36,0 93

3 540 35,0 92 34,0 64 34,0 43

2 4 510 34,0 129 36,0 29 34,8 60
Sevo 5 490 35,0 89 34,5 59 36,0 82
6 330 37,0 76 37,0 31 36,5 44

7 320 36,0 113 36,0 50 36,0 92

8 310 36,0 103 35,0 92 36,0 100

9 280 36,5 87 36,5 68 36,0 67

10 390 36,0 95 36,0 44 36,0 47
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Tabela 13 — Escores das alteracGes histologicas dos rins direitos e esquerdos dos
animais dos grupos Sevo+Ceto (G1l) e Sevo (G2): ectasia e congestdo vascular,
dilatacdo, degeneracdo e necrose tubulares e presenca de células inflamatorias. Auséncia
de leséo = escore zero, lesdo leve = 1, lesdo moderada = 2 e lesdo intensa = 3

Alteracdes histoldgicas renais

Ectasia Congestdo Dilatacdo Degeneracdo Necrose Células
Grupos Vascular  Vascular  Tubular Tubular Tubular  Inflamatdrias
Gl G2 Gl G2 GlI G2 @G1 G2 Gl G2 G1 G2
Rato 1-D 2 1 2 0 2 1 1 1 1 0 0 0
Rato 1-E 3 1 2 0 3 2 0 1 1 0 0 0
Rato 2-D 2 1 1 0 2 1 1 1 1 1 1 0
Rato 2-E 2 1 1 0 2 1 1 1 1 1 1 0
Rato 3-D 1 1 1 0 1 2 1 0 1 1 1 0
Rato 3-E 1 1 0 0 0 2 1 1 1 1 0 0
Rato 4-D 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0
Rato 4-E 1 1 0 0 1 1 1 1 1 3 0 1
Rato 5-D 2 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 1
Rato 5-E 2 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1
Rato 6-D 1 0 0 0 2 1 1 1 1 0 1 0
Rato 6-E 0 0 0 1 2 1 1 0 1 0 0 0
Rato 7-D 2 1 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0
Rato 7-E 1 1 0 0 2 1 1 0 1 3 0 3
Rato 8-D 1 1 0 2 3 2 2 1 1 1 0 0
Rato 8-E 1 1 0 2 1 2 2 1 1 1 0 0
Rato 9-D 3 1 2 1 3 1 2 0 2 0 0 0
Rato 9-E 2 1 1 1 2 1 1 0 1 3 0 2
Rato 10-D 2 1 1 0 2 0 1 1 2 1 0 0
Rato 10-E 1 1 0 0 2 2 2 0 1 3 0 2

ANEXOS



68

Tabela 14 — Escores da marcacdo renal da citocina TNF-a nos ratos dos grupos
Sevo+Ceto e Sevo. Marcacdo leve = 1, marcacdo moderada = 2 e marcacao intensa = 3

Grupo Rato IHQ TNF-a Intensidade
1 820 -Rim D 3
821 -RimE 2
2 822 -RimD 3
823 -RimE 2
3 825-RimD 3
825-RimE 3
4 826 - RimD 2
826 - RimE 2
5 828 -Rim D 2
829 -RimE 3
Cetoprofeno 6 831 - Rim D 3
831-RimE 3
7 833-RimD 3
833-RimE 3
8 834 -Rim D 3
835-RimE 2
9 836 - Rim D 2
837 -RimE 2
10 838 -Rim D 3
839 -RimE 3
1 840 -RimD 2
841 -RimE 3
2 842 - Rim D 1
842 - RimE 1
3 844 -Rim D 3
845 -RimE 3
4 847 -Rim D 2
847 -RimE 2
5 848 - Rim D 3
Controle 849 -Rim E 2
6 850 - Rim D 3
851 -RimE 3
7 852 -Rim D 3
853 -RimE 3
8 854 - Rim D 3
855 - RimE 2
9 1874 -Rim D 3
1875 -Rim E 2
10 1876 - Rim D 2
1877 - RimE 2
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Tabela 15 — Escores da marcacgdo renal da citocina IL-1 nos ratos dos grupos
Sevo+Ceto e Sevo. Marcacao leve = 1, marcacdo moderada = 2 e marcagao intensa = 3.

Grupos Rato IL-1 Intensidade
1 820 - RimD 3
821 -RimE 3
2 822 -Rim D 3
823 -RimE 3
3 825 -Rim D 3
825 -RimE 3
4 826 - Rim D 3
826 - RimE 3
5 828 - Rim D 3
Cetoprofeno 829 - RimE 2
6 831 -RimD 3
831-RimE 3
7 833-Rim D 3
833-RimE 3
8 834 -RimD 2
835-RIimE 3
9 837 -RimD 2
837 -RIimE 2
10 838 - RimD 3
839 - RimE 3
1 840 - Rim D 2
841 -RimE 3
2 842 -RimD 2
842 - RimE 2
3 844 - Rim D 1
845 - RimE 1
4 847 - Rim D 2
847 - RimE 2
5 848 - Rim D 3
Control 849 - RimE 2
ontrote 6 850 - Rim D 3
851 - RimE 3
7 852 - RimD 3
853 - RimE 3
8 854 - Rim D 3
855 - Rim E 3
9 1874 - Rim D 2
1875 - Rim E 3
10 1876 - Rim D 2
1877 - Rim E 2
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