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RESUMO

Justificativas e objetivos: os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs) tém mostrado sua
eficacia na abordagem multimodal da dor, reduzindo o consumo de opioides na dor aguda
pos-operatdria. Embora os AINEs possam afetar a funcdo renal, existem poucos dados da
utilizacdo de AINEs coxibes disponiveis nesse contexto. Os biomarcadores precoces de lesdo
renal aguda, como o NGAL (neutrophil gelatinase-associated lipocalin), podem ser importantes
aliados na determinacdo de lesdo real associada ao uso de AINEs coxibes no periodo
perioperatdrio.

Materiais e métodos: apds aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa Experimental, 40
ratos Wistar foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos. Sob anestesia geral, e
dependendo do grupo a qual os animais foram incluidos, eles foram submetidos a isquemia e
reperfusdo renal. Dois grupos receberam parecoxibe para avaliar a influéncia deste
medicamento na fungdo renal. Dosagem de NGAL e histologia renal bilateral foram realizadas
para a avalia¢do da existéncia e grau da lesdo renal.

Resultados: o grupo isquemia (que ndo recebeu injecdo de parecoxibe) apresentou os maiores
niveis de NGAL e maior frequéncia de lesdo renal. O grupo que sofreu isquemia e recebeu
parecoxibe apresentou niveis de NGAL e frequéncia de lesdo renal similares aos outros grupos
gue nao sofreram tal injuria.

Conclusdo: neste modelo experimental, parecoxibe exibiu propriedades em promover

protecdo renal.

Palavras-chave: inibidores de ciclooxigenase, parecoxibe, modelo de isquemia e reperfusdo

renal, niveis de NGAL (neutrophil gelatinase-associated lipocalin), lesdo renal
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function. Botucatu, 2014. 52p. Dissertation (MS in Anesthesiology), Botucatu Medical School,
UNESP-Univ. Estadual Paulista.

ABSTRACT

Background and aims: nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) have been proved to be
effective, in a multidimensional approach, at reducing the opioid consumption during the
postoperative acute pain. Although the NSAIDs may affect the renal function, there are few
published data related to the use of coxibs and the kidney function. The early biomarkers of
acute renal injury (EBARI) may be important tool to determining the actual risk associated with
the use of coxibs NSAIDs in the perioperative period.

Methods: after approval by Experimental Ethics Committee, 40 male Wistar rats were
randomly assigned into four groups. Under general anesthesia, and depending on the assigned
group, rats underwent renal ischemia and reperfusion. Parecoxib was injected in two of the
groups to evaluate the coxib intluence on the renal function. Parametric data, serum
neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL), an EBARI, and right and left renal histology
were used to evaluate there renal function.

Results: the animals of ischemia group which did not receive parecoxib showed the highest
NGAL serum level, as well as the most severe tubular injury. The animals on ischemia group
which received parecoxib showed NGAL plasmatic levels and tubular injury similar to the
groups not subjected to renal ischemia.

Conclusion: on this experimental model, parecoxib showed protective renal properties.

Keywords: COX-2 inhibitors, parecoxib, renal isquemia-reperfusion stress model, serum

neutrophil gelatinase associated lipocalin (NGAL), renal injury model.
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1 INTRODUCAO

1.1 Ciclooxigenase e seus produtos

Os anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINEs) constituem uma das classes mais
comuns de medicamentos utilizados mundialmente. Estima-se que mais de 30 milhdes
de pessoas fazem uso desses medicamentos diariamente (Singh et al., 1999). Eles sdo
os farmacos mais habitualmente empregados em situagdes de dor aguda. Conhecidos
pela humanidade ha cerca de 100 anos, estes farmacos estdo entre os mais prescritos
pelos clinicos, possuindo amplo espectro de indicagdes terapéuticas, como: analgesia,
anti-inflamacdo, antipirese, profilaxia contra doengas cardiovasculares, e sao
importante instrumento no tratamento da dor pés-operatéria (Kummer e Coelho,

2002).

Os AINEs inibem de forma reversivel as ciclooxigenases (COX) do tipo 1 e 2,
enzimas envolvidas na sintese de prostaglandinas (PGs) e tromboxane A2 (TXA2)
através da lise do acido aracdonico. Este ultimo é fruto da lise dos fosfolipidios de
membrana que sdo liberados quando ocorre lesao celular, pela agdo da fosfolipase.
Além de seu papel na inflamacdo e dor, as PGs sdo importantes mediadores do tonus

vascular renal, da reabsorcdo de sal e de dgua e da liberacdo de renina (Harris, 2006).

A COX-1 é enzima constitutiva em diversos o6rgdos e sistemas (renal,
cardiovascular, gastrointestinal e nervoso) e nas plaquetas relacionada a manutencao
da fisiologia nos sitios onde é expressa. J& a COX-2 tem a sua sintese induzida em
situacGes de lesdo ou inflamacdo de tecidos, mas também é constitutiva em alguns
orgdos e sistemas, exercendo papel importante na manuten¢do da normalidade no

caso de agressao sofrida por estes (Dirig et al., 1998).

A COX-2 é expressa no tecido renal de vdrias espécies de mamiferos e possui
papel importante na dindmica renal. Na macula densa é encontrada de forma
constitutiva e a sua expressao aumenta nos casos de lesao renal. Outros segmentos do

tecido renal também sdo sitios de producdo de COX-2, como a por¢ao ascendente

Introdugdo
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espessa da alca de Henle, as células intersticiais medulares, o interior da medula e da

papila (Harris, 2006).

No sistema nervoso central (SNC) as COX1 e 2 estdo constitutivamente
presentes sendo que a COX-2 é, geralmente, expressa em pequenas quantidades e o
seu aumento, tanto no sistema nervoso central (SNC) como no sistema nervoso
periférico (SNP), esta associado a ocorréncia de lesdao tecidual e ou a inflamagdo
(Cohen e Perl, 1990; Dirig et al., 1998). Nos rins a COX-1 é expressa constitutivamente
e tem sua maior expressdao nas células mesangiais, células endoteliais arteriolares,
células epiteliais parietais da cdpsula de Bowman e ductos coletores da cortical e

medular (Smith e Bell, 1978; Komhoff et al., 1997).

Entretanto, as PGE;, e PGIl, sdo os prostandides COX-2 que possuem funcdes
renais melhores definidas. A PGE, é mediadora da reabsor¢do de sédio no tubulo renal
distal e atua como fator contrarregulador, em condi¢cdes de aumento da reabsorcdo de
sédio, limitando a reabsorcdo de sal e agua (Brater et al., 2001). Elas também
aumentam a secrecdo de potdssio ao estimularem a secrecdo de renina e a ativacdo do
sistema renina angiotensina aldosterona. As PGI, atuam no epitélio endotelial com
acao vasodilatadora. Estas PGs vasodilatadoras aumentam o fluxo sanguineo renal
(FSR) e a taxa de filtracdo glomerular (TFG) em condi¢Ges associadas com a diminuicdo
da volemia em circulacdo, resultando em maior fluxo tubular e consequente maior

secrecdo de potdssio (Whelton, 2000).

Em individuos saudaveis, hidratados, as PGs renais ndo desempenham papel
importante na homeostase de sédio e dgua (Whelton, 2000). Entretanto, em condicdes
de perfusdo renal diminuida, como na desidratacdo, na perda de sanguinea, na
insuficiéncia cardiaca congestiva, na cirrose, no uso de diuréticos, ou na ingestao
diminuida de sddio, as PGs renais desempenham mecanismo compensatorio
importante e, nestas condicdes, os AINEs podem diminuir a TFG e até induzir quadros
de insuficiéncia renal aguda (IRA) (Breyer et al., 2001; Brater, 2002; Harris, 2006;
Koppert et al., 2006).

Introdugdo
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1.2 Anti-inflamatdrios nao esteroidais

Os AINEs classificados como ndo seletivos inibem indistintamente tanto a
COX-1 como a COX-2 e a inibicdo da primeira é a responsavel pela ocorréncia dos
eventos adversos gastrintestinais, como a ulceragao e o sangramento; dos renais,
como a diminui¢ao da perfusao renal e do ritmo de filtragdo glomerular, aparecimento
de edema, da hipertensao e da nefrite intersticial; e os relacionados a hemostasia, por
interferéncia na agregacdo plaquetdria (Nussmeier et al., 2006; Zhang et al., 2006).
Dessa forma, os AINEs que inibem seletivamente a COX-2 foram desenvolvidos para
reduzir os efeitos indesejados gastricos, plaquetarios e renais, mas preservando a

eficacia semelhante a dos AINEs ditos convencionais (Lloyd et al., 2009).

A lesdo renal aguda representa uma situacdo potencialmente devastadora e
importante na clinica. Sua prevaléncia varia entre 5% entre os pacientes admitidos nos
hospitais e 30 a 50% dos admitidos nas unidades de terapia intensiva e estad associada
a alta mortalidade (Mishra et al., 2005). Os AINEs sdo responsdveis por 7% dos casos
de pacientes com IRA e por cerca de 40% dos casos de IRA secundarios ao uso de
farmacos (Moore et al., 2010). A instalagdo da IRA associada a ingestdo de AINEs
geralmente ocorre dentro de alguns dias do inicio da terapia e parece ser mais rapida

com agentes que tém uma meia-vida curta (Harris, 2006).

Como dito anteriormente, os nao seletivos diminuem o ritmo de filtracao
glomerular e, reciprocamente, em condicGes de alta restricdo de sal, ou expansao
volémica, eles podem induzir a retencdo de sal e podem elevar a pressao sanguinea,
ou piorar a hipertensdo pré-existente. E estimado que mais de 2.5 milhdes de
americanos apresentem anualmente efeitos adversos renais, e suas consequéncia
clinicas, secundarios ao uso destas medica¢Ges. Portanto seus efeitos renais sdo bem

conhecidos (Harris, 2006).
1.3 Parecoxibe

O parecoxibe é o primeiro e Unico AINE inibidor seletivo da COX-2 disponivel

para uso parenteral (Cheer e Goa, 2001), o que o torna ideal para o tratamento da dor
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aguda pds-operatdria, quando é preferivel o uso dos analgésicos por via parenteral. O
parecoxibe é uma prd-droga que possui como metabdlito ativo o valdecoxibe. A sua
prescricdo em pacientes com hipersensibilidade as sulfas ou a outros AINEs esta
associada a ocorréncia de efeitos adversos graves, como anafilaxia, angioedema e
necrélise epidérmica téxica, motivo pelo qual é contraindicado nesses casos (Lloyd et

al., 2009).

Essa classe de medicamentos, genericamente chamada de coxibes, é uma
importante aliada no tratamento da dor aguda pds-operatéria. Entretanto, alguns
estudos apontam que o uso do parecoxibe pode resultar em retencdo de sddio,
edema, elevacGes na pressdo arterial, desequilibrio eletrolitico, inibicdo da producdo e
secrecdo de renina e diminuicdo do TFG (Harris, 2002; Cheng e Harris, 2005;).
Entretanto em metandlise conduzida por Zang et al. (2006), o rofecoxibe foi o Unico
inibidor seletivo da COX-2 que pode ser associado ao risco de disfungao renal, de

hipertensao e de edema.

Um grande estudo duplo cego, aleatdrio, placebo controlado, constatou
aumento da incidéncia de eventos trombdticos cardiovasculares nos grupos de
pacientes que utilizaram parecoxibe ou valdecoxibe durante dez dias apds cirurgias de
revascularizacdo do miocdardio. Portanto ndo é recomendado o uso de inibidores

seletivos da COX-2 ap6s este tipo de procedimento (Nussmeier et al., 2005).

Pacientes submetidos a cirurgias ndao cardiacas ndo apresentaram risco
aumentado de eventos cardiovasculares, gastrintestinais, infecciosos, disfuncdes
renais ou alteragcdo na cicatrizagao apds o uso de parecoxibe, comparado com o
placebo (Nussmeier et al., 2006; Schug et al., 2009). Além disso, pacientes tratados
com parecoxibe apresentam melhor controle analgésico e melhor recuperacdo — com
menor consumo de opioides e menor ocorréncia de efeitos adversos associados aos
opioides — quando comparados com pacientes que receberam placebo, comprovando
sua eficacia e seguranca na analgesia pdés-operatdria de cirurgias nao cardiacas (Malan

et al., 2003; Niruthisard et al., 2007).

A administracdo de parecoxibe prévia a cirurgia, ou no intraoperatério,

melhora o seu desempenho analgésico quando comparado a sua administracdo no
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periodo poés-operatério (Desjardins et al.,, 2001; Riest et al., 2008). O parecoxibe é
considerado analgésico eficaz para o tratamento de dor pds-operatoria, com baixa
incidéncia de efeitos adversos, quando utilizado em dose Unica ou em curto prazo

(Niruthisard et al., 2007; Lloyd et al., 2009).

Em alguns experimentos desenvolvidos para avaliar os efeitos dos AINEs
sobre a funcdo renal nos modelos de sepse grave e isquemia e reperfusdo renal,
verificou-se que o pré-tratamento com parecoxibe melhora a funcao renal (Hocherl et
al., 2009). Em estudo que se utilizou de modelo de isquemia e reperfusdo (I/R) o
parecoxibe aumenta a disfuncdo e a lesdo renal em ratos submetidos a agressao de

I/R, efeitos atribuidos a diminuicdo da expressdo da COX-2 (Patel et al., 2007).

Portanto a utilizagdo desse medicamento e a sua interferéncia no
funcionamento renal, principalmente em situacdes de stress renal, desperta interesse
da comunidade cientifica. Os dados disponiveis na literatura ndo permitem afirmar de
forma conclusiva se o emprego do parecoxibe nessas condi¢cdes pode agravar ou, ao

contrdrio, conferir protecdo renal.
1.4 Fisiopatologia da lesao renal por isquemia e reperfusao

Em um modelo de I/R renal, varios mecanismos contribuem para a lesdo renal
aguda (LRA): alteragdes da perfusdo renal, perda da autorregulagdo, aumento da
vasoconstri¢cdo renal, perda do citoesqueleto e da polaridade celular com disfungao e
morte celular por apoptose e necrose. A descamacdo de células vidveis e mortas
contribui para a obstrucdo intratubular renal. Alteracdes metabdlicas resultam em
anormalidades no balanco tubuloglomerular e na producdo de mediadores pro-

inflamatdrios e edema vascular (Vaidya et al., 2008).

A reperfusdo tecidual que ocorre com a restauracao do fluxo sanguineo para o
orgdo isquémico, embora necessaria para evitar lesdo celular irreversivel, ocasiona
maiores lesdes celulares do que as causadas pela propria isquemia. Este dano celular
que ocorre apos a reperfusdo de um tecido previamente isquémico, é denominado
lesdo de reperfusdo. A lesdo de I/R causa resposta inflamatéria local e sistémica,

podendo resultar em disfuncdo multipla de 6rgdos e sistemas.
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Atualmente, acredita-se que a inflamacdo desempenha papel primordial na
fisiopatologia das LRA isquémicas. A isquemia renal promove lesao de células
endoteliais e tubulares, liberacdo de mediadores inflamatdrios, como citocinas e
quimiocinas, e infiltragdo leucocitaria para o tecido renal (Bonventre e Zuk, 2004). As
citocinas proé-inflamatérias interleucinas 1 (IL-1), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
IL-18 (Miura et al.,, 2001; Cugini et al., 2005) e IL-6 atuam na lesdo renal aguda
isquémica, enquanto a IL-10 e o hormonio estimulante de a-melandcito (a-MSH) sdo
citocinas endégenas anti-inflamatérias, ou moduladoras, que inibem as vias de
inflamagdo e citotoxicidade, desempenhando papel protetor nas lesdes renais

isquémicas.
1.5 Biomarcadores precoces e tardios da fung¢ao renal

As citocinas previamente citadas, envolvidas diretamente na lesdo isquémica
renal, podem ser mensuradas, assim como outras moléculas estdo disponiveis como
biomarcadores na detecgao de LRA e muitas outras estao sendo estudadas. Entre eles
pode-se destacar a molécula de lesdo renal-1 (KIM-1), IL-18 e enzimas tubulares (Han
et al., 2002; Westhuyzen et al., 2003; Parikh et al., 2004; Coca et al., 2008), neutrophil

gelatinase-associated lipocalin (NGAL) dentre outros (Devarajan, 2008).

Na pratica clinica a avaliagdo da fungdo renal é frequentemente realizada
através da mensuracdo dos niveis séricos e urinarios de creatinina. Infelizmente,
embora esse seja o marcador de funcdo renal mais utilizado, a creatinina sérica é um
indicador tardio e pouco confidvel de LRA, pois é influenciada por fatores nao
relacionados a funcdo renal como sexo do individuo, idade, massa e metabolismo
muscular, medicamentos em uso, estado de hidratagao, nutrigdao e da secregao tubular
da propria creatinina. Grandes numeros de condi¢des renais deletérias agudas e
cronicas podem existir sem que ocorra aumento significativo da creatinina sérica. Esse
comportamento se deve a existéncia de reserva funcional renal que impede aumento
de creatinina sérica até que mais de 50% da fungdo renal seja perdida. Portanto, a
elevacdo da concentragdo sérica de creatinina é tardia em relacdo a queda da TFG e ao

dano tecidual renal (Devarajan, 2010).
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1.6 NGAL

A NGAL surgiu recentemente como biomarcador sensivel, especifico e
precoce para a deteccdo LRA. Observa-se experimentalmente rdpida expressdo de
NGAL em modelo de I/R renal (Mishra et al., 2003). Ele tem sido clinicamente testado
em cirurgias cardiacas em criangas sob circulacdo extracorpérea (CEC) (Mishra et al.,
2005), também na avaliacdo da funcgdo renal pds uso de contraste (Finn 2006; Ling et
al., 2008) e em medicina intensiva em condi¢Ges clinicas associadas a atividade
inflamatodria sistémica (Bagshaw et al., 2008; Martensson et al., 2010; Shapiro et al.,
2010), como sepse, choque séptico e sindrome da resposta inflamatdria sistémica
(SRIS). Em todas essas situagdes NGAL mostrou-se biomarcador precoce confidvel de
LRA. Em condicdes de lesdo epitelial ocorre uma elevacdo de seus valores no plasma
em torno de dez vezes e de cem vezes na urina, correlacionado com valores elevados

de creatinina (Nguyen et al., 2008; Di Grande et al., 2009).

NGAL é uma proteina de 25 KD (Kjeldsen et al., 1993) expressa em baixas
concentragcdes em diversos tecidos humanos, incluindo rins, traqueia, pulmdes,
estbmago e coélon. Sua expressao se inicia apds evento lesivo, aparecendo em
precursores granulociticos e no epitélio dos orgdos citados. Também conhecidas por
lipocalinas se ligam a receptores celulares especificos, e também formam complexos
com outras moléculas em solugdo, gerando compostos macromoleculares (Flower,

1996; Flower, 2000).

Um dos ligantes de NGAL identificado foi uma molécula de transporte de ferro
de micro-organismos chamada siderdforo (Goetz et al., 2002; Mori et al.,, 2005). A
ligacdo da NGAL com o sideroforo restringe o ferro necessario ao desenvolvimento e
multiplicacdo das bactérias o que configura um mecanismo de imunidade inata. A
deficiéncia de NGAL causa maior suscetibilidade as infecgdes bacterianas, a exemplo

da infeccdo por Escherichia coli. (Berger et al., 2006).

NGAL estimula a produgao de fatores de crescimento e diferenciagdo celular
nos diversos epitélios lesados (Yang et al., 2003). No epitélio renal em

desenvolvimento, ativa genes que transformam as células epiteliais primitivas em
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estruturas glomerulares, tubulos proximais, distais e alcas de Henle. No epitélio
maduro, pode promover a organizagao de estruturas funcionais. As culturas de células
de ductos coletores, sob efeito da NGAL, produzem estruturas tubulares semelhantes

aos tubulos renais adultos (Gwira et al., 2005).

Portanto a NGAL estd relacionada com a regeneracao e diferenciagao celular
interferindo com a apoptose celular e restauracdo tecidual através do transporte de
ferro e o despertar de genes com as fungbes acima citadas (Devireddy et al., 2005). Em
um modelo de I/R em ratos demonstrou-se que uma Unica dose de NGAL administrada
durante o inicio da isquemia renal protegeu o rim, preservou a integridade tubular e

atenuou a azotemia (Mori et al., 2005).

Outra caracteristica importante da NGAL é sua participacdo nos processos
inflamatérios e infecciosos (Xu et al., 1995). Isto ocorre porque NGAL compartilha com
as interleucinas proé-inflamatérias o mesmo fator nuclear de producdo a partir de
estimulos periféricos, o fator nuclear kP (NF-kB), responsavel pela promocdo de sintese
de IL inflamatérias, tais como TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8 e NGAL (Tak e Firestein, 2001). Na
inflamacdo cronica, a producdo de NGAL esta também aumentada, o que pode ser
explicado pela producdo elevada no tecido inflamado, ou ainda pela producdo em
sitios distantes, como o figado, através da mediacao das Interleucinas circulantes IL-1 e

IL-6 (Jayaraman et al., 2005).

Em estudo em que 71 criangas submetidas a correcdo de cardiopatia
congénita, NGAL mostrou ter alto valor preditivo para LRA, tanto em dosagem urinaria,
quanto em plasmatica. Nesse estudo, duas horas apds o término da CEC, o NGAL foi
considerado o mais poderoso preditor independente de LRA. Ja o diagndstico baseado
no marcador funcional creatinina ocorreu apds 24-48 horas, portanto bem mais
tardiamente (Mishra et al., 2005). Outros estudos nessa mesma populagcdo mostraram

resultados semelhantes (Wagener et al., 2006; Haase et al., 2010).

Em 661 pacientes com suspeita de sepse, NGAL foi um bom marcador
preditivo para diagnostico e progndstico de LRA. Concentragdes plasmaticas > 150
ng/mL mostraram 96% de sensibilidade e 51% de especificidade para detecgdo de LRA

dentro de 72 horas de acompanhamento (Shapiro et al., 2010). Outro estudo
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selecionou pacientes com resposta inflamatéria por diversas causas, dentre elas
sindrome de resposta inflamatdria sistémica, sepse e choque séptico com e sem LRA.
NGAL sérico e urindrio mostraram-se bons preditores de LRA nesse contexto

(Martensson et al., 2010).

A nefropatia induzida por contraste responde por boa parte dos casos de LRA
na atualidade, sendo a toxicidade tubular causada por hipdxia tecidual. A NGAL, em
alguns estudos, mostrou-se capaz de predizer esta morbidade com sensibilidade de
73%, especificidade de 100% dentro de duas a quatro horas apds a exposi¢cdo ao
contraste (Finn et al., 2006; Ling et al., 2008). Metandlise recente envolvendo 2.538
pacientes mostrou que a sensibilidade e especificidade da NGAL para LRA variou entre
75% e 95% em pacientes criticos ou apds exposicao ao contraste. No mesmo estudo,
NGAL mostrou excelente valor preditivo para LRA (80%) e para inicio da terapia de
substituicdo renal (78%). O ponto de corte da NGAL variou conforme a etiologia da
insuficiéncia renal, mas, de maneira geral, ficou acima de 150 ng/mL (Haase et al.,

2009).

O lupus eritematoso sistémico (LES) afeta os rins de criancas de forma mais
rapida e frequente do que nos de adultos. Em tais pacientes, os valores de NGAL foram
duas vezes maiores do que os encontrados em portadores de artrite idiopatica juvenil.
Niveis de NGAL correlacionam-se bem com doenca renal, mas ndo com atividade
extrarrenal do LES. Em outro estudo, valores de NGAL foram encontrados elevados
mais de trés meses antes da piora da nefrite lUpica (Brunner et al., 2006; Hinze et al.,

2009).

Em pacientes transplantados renais, o risco de LRA causada por retardo na
funcionalidade do enxerto é alto. Estima-se que ocorra em 4% a 10% em caso de
doadores vivos e 5% a 50% quando o 6rgao advém de cadaveres. Nestes pacientes, as
dosagens urinarias de NGAL encontradas também foram altas. De maneira inversa, a
NGAL urindria foi capaz de prever esse retardo da funcdo do enxerto de maneira
significativa, quando aferida imediatamente apds o transplante. Quando comparada a
creatinina para este fim, a NGAL mostrou-se superior (Parikh et al., 2004; Hall et al.,

2010).
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A dosagem da NGAL pelo método ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay), identifica seu aumento antes mesmo do desenvolvimento da LRA, sendo entdo
a NGAL plasmatica e urinaria um biomarcador sensivel, especifico e altamente
preditivo de LRA. Os valores normais da concentracdo urinaria em adultos e criancas
sdo semelhantes (1,0-20,0 ng/mL). Os valores normais da concentragdo plasmatica em
adultos e criangas diferem um pouco (70-105 ng/mL vs. 30-80 ng/mL). Portanto, sua
concentracdo aumenta dramaticamente em resposta a injuria tubular com niveis
séricos aumentados em até duas horas apds instalada a lesdo e precedendo o
aumento da creatinina em 24 horas ou mais em todas as situacbes clinicas e

experimentais comentadas acima (Moore et al., 2010).

1.7 Justificativa

Os analgésicos que apresentam agdes sinérgicas aos opioides sdo eficazes em
oferecer melhor qualidade do tratamento da dor pds-operatoria.

A acdo poupadora de opidides atribuida aos fdmacos inibidores da COX-2 é
amplamente reconhecida na literatura. H4, entretanto, relatos contraditorios dos
efeitos desses farmacos quando estudados em modelos experimentais de lesdo renal,
sendo ora reconhecidos como fator de protecdo renal, ora como fator deletério sobre
a funcao renal.

Além disso, o emprego dos inibidores da COX-2 com o propédsito de melhorar
a analgesia pds-operatéria pode estar associado a ocorréncia de efeitos indesejaveis e,
dentre estes, as potenciais altera¢des da fungao renal. NGAL, biomarcador precoce de
insuficiéncia renal, pode ter importancia na determinacdo precoce de lesdes renais

associadas ao emprego de AINEs, do tipo coxibes, no perioperatorio.
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2 OBIJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar a interferéncia do parecoxibe na funcdo

renal em ratos submetidos a I/R renal, através da dosagem do NGAL plasmatico.

Objetivo
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3  MATERIAL E METODOS

Ap6s aprovacdo da pesquisa pela Comissdo de Etica em Experimentacdo
Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, o estudo foi conduzido de
forma prospectiva e os grupos randomizados de forma encoberta. Foram incluidos 40
ratos Wistar, machos, com pesos superiores a 250 gramas, fornecidos pelo Biotério
Central do Campus de Botucatu, divididos em quatro grupos experimentais. O nimero
de animais utilizados foi escolhido com base em referéncia bibliografica (Park et al.,
2008) empregada em pesquisas previamente realizadas no Laboratdrio Experimental

de Anestesiologia em que metodologia semelhante foi empregada.
3.1 Técnica anestésica

Todos os animais foram submetidos a jejum de 12 horas e pesagem antes da
inducdo anestésica. Foram induzidos e mantidos sob anestesia inalatéria, receberam
anestesia infiltrativa previamente a realizacdo das cervicotomias e laparotomia
mediana além de nefrectomia a direita. A monitorizagdo continua incluiu pressao
arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC), temperatura retal (T) bem como foi
realizada infusdo continua com o objetivo de prover reposi¢do volémica de 5 mL/h de
Ringer lactato, via bomba de infusdo continua. Cada 1 mL de amostra sanguinea
coletado para dosagens bioquimicas foi prontamente reposto com 2 mL de Ringer
lactato em bolus. Dispositivos de aquecimento e gaiolas climatizadas também foram

utilizados.
3.2 Grupos experimentais

Os animais foram randomizados em quatro grupos de 10 animais, segundo

descricdo abaixo e resumidos na tabela 1.

Grupo Isquemia (Gl): animais submetidos a indugdo anestésica com
isoflurano, concentragdo inspirada de 4%, e manutengdao anestésica continua em

concentragdo de 1,5% a 2%. Apds estabelecimento da via derea, obtengdo de acesso
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venoso, inicio de reposi¢ao volémica, monitorizagdo da pressao arterial invasiva,
realizou-se laparotomia mediana seguida de nefrectomia a direita. A artéria renal
esquerda foi clampeada por um periodo de 30min. Nado foi administrado parecoxibe,
apenas solugdo salina 2 mL/kg intravenoso (IV) na obtencdo do acesso venoso. As

coletas sanguineas foram conduzidas conforme a sequéncia experimental.

Grupo Isquemia Parecoxibe (GIP): animais submetidos a inducdo anestésica
com isoflurano, concentracdo inspirada de 4%, e manutencdo anestésica continua em
concentragdo de 1,5% a 2%. ApOs estabelecimento da via derea, obtengdo de acesso
venoso, inicio da reposicdo volémica e monitorizacdo da pressdo arterial invasiva,
realizou-se laparotomia mediana seguida de nefrectomia a direita. A artéria renal
esquerda foi clampeada por 30min. Foi administrado 20 mg/kg de parecoxibe em 2
mL/kg de solugdo salina IV previamente a cirurgia, apos instalagdo de acesso venoso.

As coletas sanguineas foram conduzidas conforme a sequéncia experimental.

Grupo sem Isquemia (GSI): animais submetidos a inducdo anestésica com
isoflurano, concentragao inspirada de 4%, e manutengdo anestésica continua em
concentracdo de 1,5% a 2%. Apds estabelecimento da via aérea, obtencdo de acesso
venoso, inicio da reposi¢cao volémica e monitorizagao da pressdao arterial invasiva,
realizou-se laparotomia mediana, seguida de nefrectomia a direita. Ndo foi realizada
isquemia renal esquerda. Apenas solugdo salina 2 mL/kg foi administrada IV. Coletas

sanguineas conduzidas conforme descrito na sequéncia experimental.

Grupo Parecoxibe sem Isquemia (GPSI): animais submetidos a inducdo
anestésica com isoflurano, concentragdo inspirada de 4%, e manuten¢do anestésica
continua em concentracdo de 1,5% a 2%. Ap6s estabelecimento da via aérea, obtencao
de acesso venoso e arterial. Inicio da reposi¢cdo volémica e monitorizacdo da pressdo
arterial invasiva. Realizou-se laparotomia mediana, seguida de nefrectomia a direita. A
artéria renal esquerda nao foi clampeada. Administrado 20mg/kg de parecoxibe em 2
mL/kg de solucdo salina IV previamente a realizacdo da cirurgia, apds instalacdo de
acesso venoso. Coletas sanguineas conduzidas conforme descrito na sequéncia

experimental.

Material e Métodos



25

Tabela 1. Divisdo dos animais em quatro grupos: grupo isquemia (Gl), grupo isquemia parecoxibe
(GIP), grupo sem isquemia (GSI), grupo parecoxibe sem isquemia (GPSI)

Grupos Anestesia Nefrectomia Isquemia renal Uso de
inalatoria direita esquerda parecoxibe

Gl + + + -

GIP + + + +

GSl + + - -

GPSI + + - +

3.3 Manobras de isquemia e reperfusao

As manobras de isquemia e reperfusao foram realizadas nos grupos Gl e GIP e
tiveram inicio aproximadamente 15 minutos apds a nefrectomia direita. Consistem na
identificacdo e clampeamento da artéria renal esquerda, por meio de clipe metdlico
atraumatico, por periodo de 30min. Apds esse intervalo o desclampeamento e inicio
da reperfusao. Os animais dos GSI e GPSI ndo sofreram isquemia, porém passaram

pelo procedimento cirdrgico e tiveram seus tempos de coletas respeitados.

Animais do Gl sofreram apenas isquemia renal e ndao receberam parecoxibe.
Os animais do GIP além de isquemia receberam parecoxibe. Os animais do GSI e GPSI
ndo foram submetidos a isquemia e a reperfusdo, sendo que os animais do GSI

também nao receberam parecoxibe. Ja os animais do GPSI receberam a medicacao.
3.4 Calculo da dose de parecoxibe

Neste trabalho, as doses de parecoxibe utilizadas nos ratos foram obtidas a
partir da formula preconizada pelo FDA (Food and Drug Administration). Esta férmula
converte a dose de farmacos em ratos (DR) em dose equivalente em humanos, tanto
em mg/kg quanto mcg/kg. Portanto, o objetivo do uso desta formula consiste em
aproximar a dose utilizada no animal da dose clinicamente utilizada em humanos

(DEH).

DEH=DR x 0,16
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3.5 Momentos estudados

Foram utilizados para coleta de amostras sanguineas e anotacdao de dados
paramétricos no estudo os seguintes momentos:

M1: imediatamente apds obtengao acesso arterial;

M2: cinco minutos apds inicio do clampeamento e isquemia renal esquerda;
M3: vinte minutos apds desclampeamento e inicio da reperfusao renal;

M4: vinte e quatro horas ap0s inicio do procedimento.

No ultimo momento, sob anestesia inalatdria, foi realizada nefrectomia
esquerda para posterior analise histologica e obtido amostra sanguinea através de
puncdo cardiaca com posterior sacrificio do animal por injecdo de superdosagem de
pentobarbitol. Todos os animais tiveram seus momentos de coletas sanguineas e

registros de dados paramétricos respeitados e continuos em cada grupo.

3.6 Atributos estudados

® Peso (g)

® Pressao arterial média milimetros de mercurio (mmHg)
¢ Frequéncia Cardiaca em batimentos por minutos (bpm)
eTemperatura corpdrea em grau Celsius (°C)

¢ Dosagem plasmatica de NGAL

e Histologia renal
3.6.1 Peso

A pesagem dos animais foi em balanca de precisdo, digital, modelo SSR 3000,

marca Bel Engeniring.
3.6.2  Pressao arterial média, frequéncia cardiaca e temperatura

A pressao arterial média (PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) foram obtidas por

meio da disseccdo e cateterizacdo de artéria cardtida esquerda com canula calibre
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24G. A temperatura (T) foi monitorizada através da inser¢do de probe retal e a
adequada manutencdo da temperatura ocorreu pela utilizacdo de bolsas térmicas
(Bolsa térmica Gel-Body Care Mercury) objetivando manté-la em torno de 37°C. O
monitor Datex Engestron, modelo A/3 série 763117 — Finlandia, foi utilizado na
monitorizacdo continua da PAM, FC e T, bem como suas tomadas nos momentos

analisados.
3.7 Amostras Sanguineas

As amostras sanguineas foram coletadas nos quatro momentos para
realizacdo de dosagem sérica dos niveis de NGAL, foram centrifugadas e o
sobrenadante armazenado em freezer a -80°C. O método utilizado para tal foi ELISA
(enzyme linked immuno sorbent assay), teste imunoenzimatico o qual detecta
anticorpo especifico plasmatico por interacdo antigeno anticorpo NGAL pelo “kit Rat

NGAL ELISA (kit 46)”.
3.8 Avaliagao histologica

Os rins direito e esquerdo dos animais, retirados nos diferentes momentos,
foram colocados separadamente em dois frascos identificados contendo solugdo Duboscg-
Brasil, durante 24 horas, sendo, a seguir, armazenados em alcool a 70%. A solucdo de
Duboscg-Brasil € uma solugdo utilizada para preservar e fixar as estruturas renais e
aumentar a fidedignidade da analise histoldgica. Ela é composta por alcool 80%, 150 mL;
acido picrico, 2,4 g; formalina 40%, 60 mL; acido acético glacial 12,5 mL. O corante
utilizado para a andlise histolégica foi a hematoxilina-eosina e os cortes foram analisados
sob diversos aumentos na microscopia Optica. Apds o preparo das laminas renais, com
fixacdo em parafina, foram avaliadas quanto a porcentagem de necrose tubular e

classificadas com o uso de um escore descrito por Park et al. (2008) (Tabela 2).
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Tabela 2. Escore dos graus de lesdo celular atribuidos aos exames histolégicos

Grau de lesao Tipo de lesao % da lesao

0 Sem lesao 0

1 Leve < 10% de necrose
2 Moderado 102 25%

3 Moderado a grave 25 a 50%

4 Grave 50a75%

5 Muito grave Mais que 75%

Adaptada de Park et al., 2008

Os critérios microscépicos utilizados para caracterizar a necrose das células
tubulares foram os seguintes: picnose nuclear (Figura 1), cariorrexe (Figura 2) e
caridlise ou cromatélise (Figura 3). A presenca e o percentual de qualquer uma dessas

anormalidades histolégicas denunciam lesao epitelial renal e sua gravidade.

Picnose nuclear é a alteracdo degenerativa do nucleo da célula que apresenta
um volume reduzido (diminui até menos de 6 micros de didmetro) e torna-se
hipercorada, tendo sua cromatina condensada. E um processo que indica a necrose do

tecido e, eventualmente, pode ocorrer fragmentacdo do nucleo picnético.
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Figural. Corte histoldgico representativo de picnose nuclear.
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Cariorrexe é a fragmentacdo do nucleo picnético. A cromatina adquire uma
distribuicdo irregular, podendo se acumular em granulos na membrana nuclear.

Ocorre perda dos limites nucleares.

Figura 2. Corte histoldgico representativo de cariorrexe.

Caridlise ou cromatélise é a destruicdo, por dissolucdo, do nucleo da célula.
Ocorre a dissolucdo da cromatina e a perda da coloracdo do nucleo, o qual desaparece

completamente.

Figura 3. Corte histoldgico representativo de caridlise ou cromatélise
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O patologista que realizou a avaliagdo histolégica nao teve conhecimento a

qual grupo pertencia o rim estudado, tdo pouco sua lateralidade.
3.9 Sequéncia experimental

1.  Jejum alimentar dos ratos por periodo de 12 horas.
2. Pesagem dos animais em balanca de precisdo digital.

3. Indugao de anestesia inalatéoria com isoflurano com concentragdao alveolar
minima (CAM) de 4% utilizando vaporizador calibrado Isotec 5 Ohmeda e fluxo
de oxigénio 4 L/min durante 5min em uma campanula apropriada para o modelo

experimental.

4, Em superficie inclinada a 409 foi realizada entubacdo orotraqueal com sonda 2.

Transferidos para mesa cirurgica.

5. Inicio da ventilacdo artificial com fracdo inspirada de oxigénio de 100% e CAM de
isoflurano de 1% a 3%. Os animais foram conectados ao ventilador artificial 683
Rodent Ventilator, Harvard Apparatus, Innc (USA), com frequéncia ventilatéria de

60 a 70 incursGes por minuto e volume corrente de aproximadamente 10 mL/kg.

6. Inser¢do de termOmetro retal Datex Engestron para monitorar temperatura

retal.

7.  Aplicacdo de bolsas térmicas (Bolsa térmica Gel-Body Care Mercury) para manter

a temperatura retal em torno de 37°C.

8.  Anestesia infiltrativa com bupivacaina a 0,25% 0,3 mL na regido cervical bilateral

para obtencdo de acessos vasculares cervicais.

9. Disseccdo e cateterizagdo veia jugular externa direita para infusdao de ringer
lactato na velocidade de 5 mL/h através de bomba de infusdo Anne Abbot (USA)
para reposicdo hidrica. Inje¢do de solugdo salina 2 mL/kg com ou sem parecoxibe

20 mg/kg dependendo o grupo.
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Disseccdo e cateterizacdo de artéria cardtida esquerda para mensuracao da PAM
(Datex Engestron, modelo A/3 série 763117 - Finlandia) e para coleta de

amostras sanguineas.

Coleta de 1 mL de sangue (M1) apds monitorizacdo completa para dosagem de

NGAL, com reposicdo de ringer lactato previamente aquecido 2 ml em bolus.

Anestesia infiltrativa 0,7 mL de bupivacaina 0,25% da regido abdominal

previamente a incisdo cirurgica.
Realizada a laparotomia mediana e nefrectomia direita.

Decorridos 15min da nefrectomia direita inicio do clampeamento da artéria renal

esquerda por periodo de 30min e, entdao, desclampeamento da mesma.

A segunda coleta (M2) aconteceu 5min do inicio da isquemia e a terceira coleta
(M3) 20min do inicio da reperfusdo. Em ambos os momentos obtidos 1 mL de
sangue para dosagem de NGAL e reposicdao com ringer lactato 2 mL em bolus

apos coleta.
Fechamento da parede abdominal com sutura em 2 planos.

Analgesia pos-operatéria através da infiltragdo da parede abdominal por

bupivacaina 0,25% 0,7 mL.
Interrupc¢do da infusdo de solucdo de Ringer lactato.

Ligadura da veia jugular externa direita e artéria carétida, rafia de cervicotomia e

analgesia através da infiltragcdo da regido cervical com bupivacaina 0,25% 0,3 mL.
Recuperacdo dos animais.

Manutengao dos animais em gaiolas containers climatizada e alimentagao por 24

horas.

Apods 24 horas, sob anestesia inalatdria, reabertura da parede abdominal para
nefrectomia esquerda e obtencdo da quarta amostra (M4) para dosagem de

NGAL por puncdo intracardiaca.
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23. Sacrificio do animal com inje¢ao de sobredose de pentobarbitol sédico pela

mesma via.

24. As amostras sanguineas coletadas foram centrifugadas para obtencdo de
sobrenadante plasmatico e armazenadas em freezer a -802C e amostras renais

para analise histoldgica.

3.10 Analise estatistica

Os dados apresentaram distribuicdo normal e foram expressos em média *
desvio padrdo. Na comparacdo entre os grupos, utilizou-se a andlise de varidncia
ANOVA, seguido do teste de Tukey, se valor de p<0,05. Na comparagao entre

momentos de um mesmo grupo, foi utilizado o teste de Friedman.

A histologia renal foi pontuada e os escores de lesGes renais atribuidos aos
rins direito e esquerdo foram expressos em mediana (percentis 25-75%) e submetidos
a andlise de variancia de Kruskal Wallis, seguido do pds-teste de Dunn, se valor de
p<0,05. O teste de Mann Whitney foi aplicado para comparacgdo intragrupo quanto aos
escores da histologia renal. Na analise da comparacdo entre as frequéncias de lesdo
renal histoldgica entre os grupos Isquemia e Parecoxibe, utilizou-se o Teste Exato de

Fisher.

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do programa de computador

Stata/SE 9.0 for Windows (Stata Corporation, College Station, Texas, USA). Considerou-

se valor de p<0,05 como estatisticamente significativo.

Material e Métodos



4.1

33

4 RESULTADOS

Os animais pertencentes ao Gl e GSI apresentaram média de peso (g) superior

a média dos animais do GIP e principalmente dos animais do GPSI (p<0,002) (Tabela 3,

Figura 4).

Tabela 3. Valores de média e desvio padrdo (DP) do peso, segundo os grupos experimentais

Peso (g)
Grupos Média Desvio padrao
Gl 520,00 * 23,09
GIP 474,44 43,62
GS| 516,25 * 58,80
GPSI 430,00 16,58

Comparagdo do peso entre grupos. * p=0,002: GI>GPSI; GSI>GPSI.
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Figura 4. Peso por grupos experimentais. As linhas da caixa representam a média (linha central) e o
desvio padrao (linha superior e inferior).
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4.2 Pressao arterial média (PAM)
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A PAM variou entre os grupos com diferengas estatisticas significativas. Em

M1 os valores sdo maiores no Gl em relagdo ao GPSI (p=0,03). Em M2 o GIP apresenta

valores menores em relagdo ao GPSI (p=0,01). Em M3 os niveis de PAM maiores estdo

no Gl (p=0,001).

Comparando os momentos, ndo encontramos diferengas estatisticas nos Gl e

GSI, porém o GIP apresenta valores maiores em M1 que em M2 e M3 (p=0,007) e o

GPSI tem valores maiores de PAM em M2 (p=0,0002) (Tabela 4, Figura 5).

Tabela 4. Valores da média e desvio padrdo da pressdo arterial média (mmHg) segundo grupos e

momentos
Grupos PAM (mmHg)

M1 M2 M3
Gl 107.71+19,23 90.56+19,39 103.09+14,38
GIP 96.1847,71 83.9549,09 83.7449,30
GSI 92.33146,03 91.74+15,86 95.87+15,61
GPSI 91.65+12,43 105.9547,44 79.50410,86

Comparagdo entre grupos: M1 p= 0,03: GI>GPSI; M2 p= 0,01: GIP<GPSI; M3 p=0,001: GI>GIP GI> GPSI, GSI> GPSI.
Comparag¢do entre momentos: Gl p= 0,12; GIP p= 0,007: M1>M2; M1>M3; GSI p=0,78; GPSI p=0,0002: M1<M2, M2>M3
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Figura 5. PAM ao longo do experimento segundo grupos e momentos. As linhas da caixa representam a
média (linha central) e o desvio padrao (linha superior e inferior).
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4.3 Frequéncia cardiaca (FC)

diferenca estatistica.
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Na comparagdo entre grupos a FC (bpm) (Tabela 5, Figura 6) ndo mostrou

Tabela 5. Valores referentes frequéncia cardiaca (bpm) expressos em média e desvio padrdo segundo
grupos e momentos

Frequéncia cardiaca (bpm)

Grupos

M1 M2 M3
Gl 25040,00 245,11+13,23 25040,00
GIP 250+0,00 25040,00 25040,00
GSI 25040,00 232,11+45,05 234,88+41,71
GPSI 250+0,00 25040,00 25040,00

Comparag¢do entre momentos: Gl p=0,31; GIP p=1,00; GSI p=0,53; GPSI p=1,00. Comparagdo entre grupos: M1 p=1,00; M2

p=0,33; M3 p=0,32

Frequéncia Cardiaca (BPM)

100

| |

_— == — ? —
[n]

B Ml

H M2

o B M3

Gl GIP GSI GPSI Gl GIP GSI GPSI Gl GIP GSI GPSI

Grupos

Figura 6. Frequéncia cardiaca por grupos e momentos. As linhas da caixa representam a média (linha central) e o
desvio padrdo (linha superior e inferior).
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4.4 Temperatura (T)

Na comparacdo entre grupos a T (°C) (Tabela 6, Figura 7) n3o mostrou

diferenca estatistica.

Tabela 6. Valores da média e desvio padrdo da temperatura (2C) segundo grupos e momentos

Grupo Temperatura (T2C)

M1 M2 M3
Gl 37,04+0,61 35,86+1,17 36,91+0,71
GIP 36,64+0,75 35,88+0,73 36,79+0,46
GSI 37,17+1,00 36,21+1,44 36,680,90
GPSI 36,47+1,48 35,96+0,94 36,65+1,11

Comparagdo entre momentos: Gl p=0,01: M1>M2 M2<M3; GIP p=0,01: M2<M3; GSI p=0,22; GPSI: p=0,54. Comparag¢do entre
grupos: M1 p=0,55; M2 p=0,90; M3 p=0,91.
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Figura 7. Valores da temperatura por grupos e momentos. As linhas da caixa representam a média (linha
central) e o desvio padrao (linha superior e inferior).
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4.5 NGAL (Neutrophil gelatinase-associated lipocalin)

A dosagem sérica do NGAL resultou em variagOes estatisticas significativas na
comparacdo entre grupos e momentos (Tabela 7, Figura 8). Entre momentos todos os
grupos apresentaram os maiores valores de NGAL em M4: Gl (p=0,006); GIP (p<0,001);
GSI (p<0,001) e GPSI (p<0,001) assim como seus menores niveis em M1. Nos M1 e M2
em todos os grupos nao se evidenciou diferengas estatisticas. Porém, em M3 e M4 do
Gl apresentaram valores em elevacdo progressiva, com diferenca significativa dos
demais grupos (p=0,03 e p=0,002). Portanto, o Gl apresentou valores mais elevados
desse marcador a partir do M3 e picos no M4,

Tabela 7. Dosagem de NGAL, em picogramas por mililitro (pg/ml), relativos a média e desvio
padrdo segundo momentos e grupos

NGAL
Grupos
M1 M2 M3 M4
Gl 15,23+6,40 32,43+35,52 37,54+38,64 1186,63+1574,77
GIP 11.7245,45 10.68+5,70 12.6315,48 254.56+103.69
GSI 12.4445,51 23.51+34,86 15.9945,21 311.05+163,20
GPSI 11.8043,42 10.02+2,91 12.84+2,55 295.63178,37

Comparagdo entre momentos: Gl p=0,006: M1<M4, M2<M4; M3<M4; GIP: p<0,001: M1<M4; M2<M4; M3<M4; GSI: p<0,001:
M1<M4; M2<M4; M3<M4; GPSI: p <0,001: M1<M4; M2<M4; M3<M4. Comparagdo entre grupos: M1 p=0,56; M2 p=0,17; M3
p=0,03: GI> GIP, GSI e GPSI; M4 p=0,002: GI> GIP, GSI e GPSI.
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Figura 8. NGAL por grupos e momentos. As linhas da caixa representam a média (linha central) e o
desvio padrao (linha superior e inferior).
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4.6 Histologia renal

Ao se realizar a analise histoldgica, os rins direitos de todos os grupos
apresentaram escore de valor zero para necrose tubular aguda. Os rins esquerdos dos
animais dos grupos GSI e GPSI, ndo submetidos a isquemia e a reperfusdo renal, mas
submetidos a injecdo sistémica de anti-inflamatério conforme o grupo, também
apresentou escore zero para necrose tubular aguda. Os rins esquerdos dos animais
pertencentes ao Gl e GIP, submetidos a I/R e, conforme o grupo, a administracdo do
coxibe, apresentaram escores variados de necrose tubular aguda (Tabela 8, Figura 9).
As lesGes foram mais frequentemente observadas nos ratos do Gl, em sete animais
havia algum grau de lesdao com escores entre um e quatro, o que reflete lesao de leve a
grave intensidade (Tabela 2). Menos frequente nos animais do GIP, a lesdo renal foi
observada em apenas um animal com escore dois, ou seja, lesdo de leve gravidade

(Anexo 1). Assim a frequéncia de lesdes tubulares é menor no GIP.
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Tabela 8. Intensidade de lesdo nos rins direito e esquerdo

Rim
Grupos Y
Direito Esquerdo
Gl 0(0,00) 1(0,25-2) [4]
GIP 0(0,00) 0(0,00) [2]
GSI 0(0,00) 0(0,00) [0]
GPSI 0(0,00) 0(0,00) [0]

Valores expressos em mediana (percentis 25-75%) [amplitude total]. Andlise de variancia de Kruskal Wallis — pds-teste de Dunn:
Rim esquerdo - p=0,01: GI>GIP; GI>GPSI. Rim direito: Grupos iguais. Teste de Mann-Whitney - Comparagdo intragrupo: Gl —
p=0,004; GIP — p=0,70; GSI- p=1,00; GPSI — p=1,00.
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Figura 9. Frequéncia absoluta quanto a ocorréncia de lesdo renal histoldgica esquerda nos Grupos
Isquemia e Grupo Isquemia Parecoxibe. Teste exato de Fisher. A frequéncia de lesdo renal histoldgica foi
menor no Grupo Isquemia parecoxibe (p=0,01).
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5 DISCUSSAO

Nesse estudo usamos o modelo de isquemia e reperfusdo (I/R) utilizado em
experimentos para o estudo da funcdo e lesdo renais deste Departamento de
Anestesiologia. Este modelo consta da realizacdo da nefrectomia direita em todos os
animais, randomizac¢do dos animais em quatro grupos — I/R em dois grupos (Gl e GIP)

—, e dois grupos sem as manobras de I/R — (GSI e GPSI).

Desse modo, o parecoxibe foi testado em dois grupos na vigéncia e na
auséncia de I/R (GIP e GPSI), sendo que a dosagem de NGAL foi realizada em todos os
grupos em quatro diferentes momentos. A monitorizagao incluiu a PA, FC, T e peso dos
animais. No ultimo momento previsto na pesquisa foi realizada a nefrectomia
esquerda para analise histolégica, coleta sanguinea e sacrificio do animal. Todos os
animais foram mantidos sob anestesia inalatéria e infiltrativa durante os momentos
estudados, receberam reposicdo volémica durante o experimento e, ao final, analgesia
pos-operatdria através da infiltracdo de anestésico local nas incisGes. Nos pos-
operatorios os animais foram mantidos em gaiolas em ambiente climatizado e

alimentagao e hidratagao oral ad libitum.

A nefrectomia prévia a I/R pode diminuir a lesdo ao rim remanescente e
facilitar sua recuperacdo. Isso ocorre por que apés a nefrectomia se desencadeia
mecanismo de pré-condicionamento renal com a possibilidade de atenuacdo das
lesGes subsequentes a I/R renal em rim remanescente. A atividade da renina
plasmatica e o conteldo da renina no rim pds-isquémico aumentam significativamente
em ratos ndo nefrectomizados. Os fatores responsdveis pela vasoconstricdo renal
(tromboxano A2, endotelina, etc.) apresentam-se em maior concentracdo nos ratos

ndo nefrectomizados (Lischer et al., 1991; Islam et al., 1997).

O efeito do pré-condicionamento renal apds nefrectomia ja foi estudado,
observando a instalacdo de insuficiéncia renal aguda oliglrica em ratos submetidos ao
modelo de I/R renal sem nefrectomia contralateral prévia. Os animais submetidos a I/R

renal nefrectomizados previamente desenvolveram insuficiéncia renal aguda poliurica,
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forma de insuficiéncia renal com melhor progndstico. Também a andlise histoldgica
mostrou lesdes tubulares de menores proporgdes e maior depuragao de inulina nas

provas laboratoriais deste grupo (Fernandez-Repollet et al., 1982).

Estudos realizados com animais em normotermia, hipertermia e hipotermia,
todos submetidos a I/R renal, evidenciaram que os animais mantidos em temperatura
corpdrea entre 37 e 38°C apresentaram lesdes que resolveram em periodos
compreendidos entre 24 a 48 horas apds a ocorréncia da isquemia. Os animais
mantidos em Temperatura corpdrea superior a 38°C apresentaram lesdo intensa.
Animais mantidos em temperatura corpdrea entre 32 e 35°C apresentaram les3o
branda e a recuperacdo foi rdpida. A hipotermia, assim, determina efeito protetor
renal, diminuicdo do metabolismo celular renal, manutencdo de reserva energética,
producdo de substancias protetoras e menor consumo de oxigénio (Delbridge et al.

2007; Zager et al., 1986).

Em nosso estudo a temperatura foi registrada de forma continua via
termOmetro retal e, através de dispositivos de aquecimento, foi mantida em valor

constante e considerada como normotermia durante todo o experimento.

Os grupos que sofreram I/R apresentaram valores menores de temperatura
durante a isquemia e semelhantes aos dos demais grupos durante a reperfusdo. Porém
esses valores ndo foram inferiores a 35,5°C, assim como as maiores temperaturas

registradas n3o ultrapassaram o valor de 37,5°C, faixa de normotermia.

Pelo exposto pode se afirmar que a nefrectomia direita e a manutengao e
registro das temperaturas durante o experimento deixaram os animais em condicdes
de igualdade de condicionamento renal e susceptibilidade a lesdo renal e consolidam o
modelo escolhido para avaliar a influéncia do parecoxibe sob a funcdo renal em

situacGes simuladas experimentalmente, porém recorrentes na pratica clinica.

Em relagdo ao peso observamos que os animais do Gl e GSI apresentaram
medidas na média superior ao dos animais dos GIP e GPSI. Acreditamos que essa
diferenca ndo tenha interferido nos resultados uma vez que utilizamos animais da
mesma linhagem (Wistar), do mesmo sexo (machos), com maturidade semelhante,

fornecidos pelo biotério da instituicdo e com peso superior a 250 g. Além disso, foi
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utilizada férmula para o cdlculo da dose de parecoxibe segundo preconiza a Food and
Drug Administration, 2012 que, aliada a nefrectomia contralateral prévia e aos
cuidados com a temperatura e reposigdao volémica, minimiza possiveis influéncias

desses fatores nos resultados obtidos.

A FC também se manteve em 250 bpm e, provavelmente pela incapacidade
do dispositivo em detectar FC superiores a estes valores, mante-se praticamente
constante em todos os animais, em todos os grupos e todos os momentos. Portanto,

sem consideragdes estatisticas significativas.

A influéncia dos AINEs sobre a pressdo arterial (PA) ja foi alvo de diversos
estudos experimentais e clinicos (Johnson et al., 1997; Wang et al., 1999). Sabe-se que
os derivados prostandides COX-2, como a PGE-2, ao agir sobre tubulos e ductos renais,
e a PGI-2, ao agir sob o endotélio de vasos renais, modulam a reabsorcdao de sddio e
agua, estimulam a producdo e a liberacdo de renina, vasoconstricdo e vasodilatacdo
renal (Brater et al., 2001; Noroian et al., 2002; Harris, 2006). Os produtos COX-1, como
o TXA-2, também exercem funcdo vasoconstritora e aumentam a reabsor¢do do sddio

e agua.

Por isso, ha risco de ocorréncia de lesGes renais associadas ao uso de AINEs
nas condicoes clinicas de desidratacdo, durante hemorragias, na insuficiéncia cardiaca
congestiva, na cirrose, durante o uso de diuréticos e na ingestdo diminuida de sddio.

Nessas situacdes clinicas os mesmos devem ser evitados. (Harris, 2006).

Em nosso estudo o comportamento da PA foi semelhante entre os grupos que
receberam parecoxibe (GIP e GPSI), em que se observou efeito atenuador da PA
quando confrontados com os grupos que ndo receberam esse farmaco (Gl e GSI).
Animais medicados tiveram os niveis pressoricos menores em M3, independente de

terem ou n3o sido expostos as manobras de I/R.

Essa atenuacdo pressérica também foi observada em outro estudo sobre a
interferéncia do parecoxibe na funcdo renal. Esse efeito hipotensor nos animais
medicados, juntamente com a piora do clearence de creatinina e histologia, estiveram
associados a pior interferéncia do parecoxibe na funcdo renal. Essa hipotensdo foi

atribuida pelos autores a nao ativacdo do sistema renina, angiotensina, aldosterona
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secundaria a inibigdo COX-2 do medicamento. Concluem, ainda, que essa enzima é de
grande importancia para a dinamica renal, principalmente em situa¢Ges de risco ou

dano renal eminente (Patel et al., 2007).

Em outro estudo avaliando o uso parecoxibe, em administracdo por injecdo
intrarrenal em suinos submetidos ao clampeamento supradrtico, observou-se menor
comprometimento da fungdo renal medida através depuracdo de creatinina e melhor
equilibrio do lactato renal. Também ndo houve influéncia sobre o sistema
cardiocirculatério nos animais medicados, o que levou a conclusdao que o medicamento

é seguro quando usado em dose Unica (Hauser et al., 2005).

Apesar das nossas observagoes de diminui¢dao das medidas da PA nos grupos
gue receberam o parecoxibe, essas representam niveis presséricos suficientes para

adequadamente manterem os FSR e RFG.

No que diz respeito ao biomarcador precoce de fungdo renal, NGAL, todos os
grupos tiveram os menores niveis séricos em M1 e picos no ultimo momento (M4). Os
maiores niveis de NGAL, quando comparado entre grupos, ocorreu nos animais do Gl,
gue ndo foram medicados previamente, especialmente no M4. Em contrapartida o GIP
apresentou niveis de NGAL em M4 semelhantes aos dos animais dos GSI e GPSI,

animais que ndo foram expostos as manobras de I/R.

Os niveis de NGAL no Gl foram maiores a partir do M3, confirmando a
precocidade deste biomarcador em medidas séricas ja 50 min depois de instalada a
lesdo (30 min de isquemia e 20 min de reperfusdo renal). O uso de parecoxibe prévio a
manobra de I/R no GIP foi o Unico diferencial para que os niveis de NGAL desse grupo
fossem menores. O uso de parecoxibe no GPSI ndo resultou, por si s6, em elevagdo de

NGAL.

Estudo semelhante pesquisando o efeito da indometacina (AINE nao seletivo)
e rofecoxibe (AINE seletivo) mostrou que ambos os AINEs se associaram a melhor
funcdo e histologia renal, com destaque para o rofecoxibe. Parte da lesdo renal
secunddria a isquemia e reperfusdo é consequéncia da resposta inflamatéria com
participacdo da COX-2 e de prostaglandinas, além da producdo e secrecdo de

quimiocininas, citocinas (IL-1, IL-6, IL-19, TNF-a), ativacdo de genes, espécimes reativas
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de oxigénio e infiltragao celular. Com o uso de AINEs parte dessa resposta é inibida,

resultando em protecdo renal (Feitoza et al., 2005).

Os rins direitos de todos os animais, assim como os rins esquerdos nao
submetidos a isquemia (GSI e GPSI), ndo apresentaram evidéncias histoldgicas de lesdo
renal. As lesGes histolégicas aconteceram apenas nos grupos que sofreram manobras de
I/R (Gl e GIP) e elas foram mais frequentemente observadas nos animais do Gl. Nesse
grupo, observou-se que sete animais possuiam algum grau de lesdo com escores entre

um e quatro (25% a 75%), o que reflete lesdo de leve a grave intensidade (Tabela 2).

Menos frequentes no GIP, a lesdo renal foi observada em apenas um animal
com escore dois, ou seja, lesdo de leve gravidade (10% a 25%). Esse animal também
apresentou o maior nivel sérico de NGAL do grupo no ultimo momento, mesmo assim

esses niveis foram inferiores aos observados nos animais do Gl, no mesmo momento.

Em relagdo a intensidade de lesdo por meio da mediana dos escores de lesdo
renal, isquemia e parecoxibe nao sao diferentes ambos apresentam maiores medianas
dos escores de lesdo que os GSI e GPSI. Assim, ndo se pode afirmar que o parecoxibe

determinou maior ou menor intensidade de lesdo.

Portanto o modelo de I/R utilizado foi capaz de determinar lesdo renal
constatada através da andlise histoldgica em ambos os grupos que foram expostos a
manobra de I/R (Gl e GIP). O uso de parecoxibe prévio a essa manobra foi o Unico fator
determinante para que a frequéncia de lesdo fosse menor no GIP quando comparada

ao Gl.
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6 CONCLUSAO

Concluimos que, nesse modelo experimental, tal como evidenciado em outros
estudos, o parecoxibe determinou protecdo frente a isquemia renal e nao

determinaram, por si s, lesdes renais.
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Apéndice

Tabela 9. Escore de lesdo renal em rins direto e esquerdo além de niveis de NGAL, em M4

Grupos Animal Escore rim Escore rim NGAL em M4
direito esquerdo (pg.ml™)
1 0 0 977,59
2 0 0 638,96
3 0 2 1277,91
4 0 0 705,67
Gl 5 0 3 400,00
6 0 1 209,32
7 0 2 559,53
8 0 1 578,76
9 0 4 5305
10 0 1 426,94
11 0 0 242,92
12 0 0 225,65
13 0 0 310,21
14 0 0 207,77
15 0 0 516,98
Gsl 16 0 0 202,45
17 0 0 334,26
18 0 0 725,11
19 0 0 229,74
20 0 0 321,33
21 0 0 255,61
22 0 0 303,56
23 0 0 294,63
24 0 0 64,34
25 0 0 268,45
G 26 0 0 213,65
27 0 2 475,99
28 0 0 185,89
29 0 0 107,21
30 0 0 186,06
31 0 0 306,86
32 0 0 220,58
33 0 0 429,28
34 0 0 422,89
35 0 0 262,31
GPsl 36 0 0 275,36
37 0 0 376,39
38 0 0 425,19
39 0 0 352,59
40 0 0 70,32
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