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Ser transmissora de verdades,

Ser cultivadora de amor

De amizades

Ser convicta de acertos
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Ser construtora de seres
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Ser edificadora

Movida por impulsos, por razio, por emogio
De sentimentos profundos

Que carrega no peito o orgulho de educar
Que armazena o conhecer

Que guarda no coragdo, o pesar

De valores essenciais
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Mas prossegue, vai adiante realizando sonhos
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Ser de inabaléavel sabedoria,
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Eberle AS. Cetoprofeno e expressao renal de citocinas TNFa e IL-1 apds hemorragia
aguda em ratos. Botucatu, 2007. 70 fls. Dissertacdo (Mestrado em Anestesiologia) —
Faculdade de Medicina Botucatu, Universidade Estadual Paulista “ Jilio de Mesquita
Filho”.

RESUMO

Justificativa e objetivos. Farmacos antiinflamatérios, inibidores da sintese de
prostaglandinas, sdo muitas vezes administrados imediatamente antes da cirurgia, ou
durante a mesma, para tratamento de dor pds-operatdria. Se ocorrer hemorragia intra-
operatoria, o rim estaria sem a acdo protetora das prostaglandinas, com possibilidade de
pior lesdo isquémica. Entretanto, estudo mostrou menor lesdo com o antiinflamatério
cetoprofeno nessa situacdo. Em vista disso, o objetivo deste estudo foi pesquisar a
expressao renal de citocinas TNFa e IL-1, em ratos que receberam cetoprofeno antes de
serem submetidos a hemorragia aguda sem ressuscitagdo fluidica, relacionando esta
expressao com o resultado histoldgico.

Método. Este trabalho foi desenvolvido com 20 ratos Wistar machos, anestesiados com
pentobarbital sédico, 50 mg. kg por via intraperitoneal, e divididos em dois grupos
submetidos a sangria de 30% da volemia, realizada em trés momentos com tempo de 10
minutos entre eles. No grupo G1, 10 animais permaneceram apenas com infusao venosa
continua de solugdo de Ringer com lactato para reposicao de perdas minimas. No grupo
G2, 10 animais também receberam, por via venosa, cetoprofeno 1,5 mg. kg'l, 60
minutos antes da hemorragia. Os atributos estudados foram: pressido arterial média,
temperatura retal, hematdcrito, concentragdes séricas de TNF-a e IL-1, anélise
histolégica do rim, imunomarcag¢des teciduais renais de TNF-o e IL-1.

Resultados. Os animais foram homogéneos quanto ao peso. Em G1, a reducdo da
pressdo arterial média foi intensa e em G2 houve reducdo, porém ndo significativa.
Ambos os grupos j4 antes da hemorragia apresentaram animais com hipotermia, a qual
foi mais intensa em G2. Em G2, o hematdcrito foi significativamente maior que em G1.
Os valores séricos de TNF-o ja estavam elevados quando da hemorragia, em G1 e G2,
porém muito mais neste ultimo, e continuaram a aumentar até o sacrificio dos animais,
em G1, mas diminuiram em G2. Os valores séricos de IL-1, em GI1, préximos do
normal quando da hemorragia, aumentaram no final, enquanto que, em G2, estes valores
estavam aumentados no inicio, mas declinaram no final. Na andlise histoldgica, o grupo
do cetoprofeno apresentou menos degeneracdo e necrose renais que o controle e sua
marcacdo imuno-histoquimica dos rins mostrou maior expressdo de TNF-o (intensa)
sobre IL-1 (leve), enquanto que em G1 a expressao foi intensa para as duas citocinas.
Conclusao. No rim de rato que recebeu cetoprofeno antes de ocorrer hemorragia aguda
sem ressuscitacdo fluidica, houve intensa expressdao de TNF-a. e leve de IL-1. Conclui-
se que esta expressdo leve poderia explicar o melhor resultado histolégico que ocorreu
com o cetoprofeno.

Palavras-chave: cetoprofeno, citocinas, hemorragia, ratos, rim



Eberle AS. Ketoprofen and renal expression of cytokines TNFo and IL-1 after acute
haemorrhage in rats. Botucatu, 2007. 70 sheets. (Master in Anesthesiology) — Botucatu
School of Medicine, Sao Paulo State University “Jilio de Mesquita Filho”

ABSTRACT

Background and objective: Anti-inflammatory drugs, inhibitors of prostaglandins
synthesis, are several times administered immediately before or during surgery for
postoperative pain relief. In case of intraoperative hemorrhage, the kidney would lose
the protective action of the prostaglandin, with the possibility of a worse ischemic
lesion. In this case, however, study has shown a smaller lesion with the use of the anti-
inflammatory drug ketoprofen. The aim of this study was to research the renal
expression of cytokines TNF-a and IL-1 in rats which have received ketoprofen before
being submitted to acute hemorrhage without fluid resuscitation, connecting this
expression with the histological result.

Method: This study was developed with 20 male Wistars rats, anesthetized with 50
mg kg™ of sodium pentobarbital intraperitoneal, and divided in two groups submitted to
a 30% volemia bleeding, performed in three moments with a 10 minutes lapse between
them. In the group G1, 10 animals remained only with continuous venous infusion of
lactated Ringer solution to replace the minimum loss. In the group G2, 10 animals
received 1,5 mgkg' of ketoprofen intravenously as well, 60 minutes before the
hemorrhage. The attributes studied were: medium artery blood pressure, rectal
temperature, hematocrit, serum concentration of cytokines TNF-a and IL-1, histological
analysis of the kidney, immunostaining of TNF-a and IL-1 in renal tissues.

Results: The animals were homogeneous in weight. The group G1 showed an intense
reduction of the medium artery blood pressure while the group G2 showed a non
significative reduction. The animals in both groups had already presented hypothermia
before the hemorrhage, which was more intense in group G2. Also in this group, the
hematocrit was considerably larger than in group G1. The serum values of TNF-o were
already high at the time of first hemorrhage in group G1 and G2, however, much higher
at the last group, and these values continued to increase until the sacrifice of the animals
in G1, but decreased in G2. The serum values of IL-1 in G1, which were close of the
normal at the time of first hemorrhage, increased in the end whereas in G2 these values
were increased at the beginning, but decreased at the end. In the histological analysis,
the ketoprofen group showed less renal degeneration and necrosis than the control and
its immune-histological staining of the kidneys showed a higher expression of TNF-a
(intense) compared to IL-1 (mild), whereas in G1 the expression was intense for both
cytokines.

Conclusion: The kidney of the rat which received ketoprofen before the acute
hemorrhage without fluid resuscitation showed intense expression of TNF-a and a mild
of IL-1. We can conclude that this mild expression might explain the better histological
result which occurred with the ketoprofen.

Key-words: ketoprofen, cytokines, hemorrhage, rats, kidney
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No rim, um 6rgdo menos vital, como resposta compensatéria a hemorragia
moderada e grave decorrente de cirurgia, ocorre vasoconstricio pela atividade
aumentada do sistema renina-angiotensina ou dos nervos simpdticos renais, para manter
a pressdo e o fluxo sangiiineos a 6rgdos mais vitais, como o coragdo e o cérebro. Este
mecanismo compensatério pode manter a vida durante a fase aguda, mas a isquemia
reflexa em 6rgdos menos vitais gerard resultado danoso em longo prazo (1).

Em condicdes basais e em presenca de volemia normal, hé, tipicamente, baixa
sintese de prostaglandinas. Quando ocorre desestabilizacdo hemodindmica, a sintese e a
liberacdo de prostaglandinas aumentam muito (2). As prostaglandinas renais sdo
vasodilatadoras e tém importante papel na preservagdo deste 6rgdo. Sua agdo mantém o
ritmo de filtracdo glomerular e o fluxo sangiiineo renal, porque modula os efeitos
vasoconstritores de substancias como a angiotensina Il e norepinefrina (3), efeitos que
estariam aumentados em condi¢des de hipotensdo, por exemplo. Tais condi¢cdes sdo
denominadas de estado renal dependente de prostaglandinas (ERDPG) (4).

Farmacos antiinflamatérios inibidores das ciclooxigenases e, portanto, da sintese
de prostaglandinas, sdo muitas vezes administrados imediatamente antes da cirurgia, ou
durante a mesma, para tratamento de dor pds-operatdria. Nestas circunstancias, estaria
comprometida a agdo protetora das prostaglandinas se ocorresse ERDPG (5).

Além de inibirem a producdo de prostaglandinas, os antiinflamatérios também
inibem proteinases especificas envolvidas na degradacdo de proteoglicanos e colagenos
de cartilagem e a geracdo de radicais de oxigénio, principalmente superéxido. Estes
agentes também interferem na liberacdo de bradicinina, na resposta linfocitdria ao
estimulo antigénico, na fagocitose e na quimiotaxia de granulécitos e mondcitos (6).

O principal mecanismo de ac¢do do antiinflamatério cetoprofeno € a inibi¢do da
ciclooxigenase (COX1), o que conduz ao bloqueio da sintese das prostaglandinas a
partir do 4cido aracdonico. Numerosos estudos in vivo e in vitro comprovaram que esta
acdo € muito intensa e estudo conduzido em ratos demonstrou inibicdo da sintese de
prostaglandinas, inibicdo esta mais especifica e da ordem de 87% (7).

O cetoprofeno € um antiinflamatério nao-esteroidal (AINE) de alto poder
analgésico, que pode ser utilizado por via oral ou intramuscular no pré-operatdrio. Sua
apresentacdo intravenosa permite ao anestesiologista o uso intra-operatério como

medica¢do coadjuvante para dor pds-operatdria. A associacdo de cetoprofeno com
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outras medicagdes analgésicas, tais como a dipirona ou o tramadol, potencializa a
analgesia pos-operatéria. O cetoprofeno pode também ser utilizado para analgesia
preemptiva, ou seja, antes de o estimulo doloroso ser desencadeado (8). Entretanto, se
ele for empregado antes de cirurgia e se durante a mesma ocorrer hemorragia, como
ficaria o rim sem a acdo protetora da prostaglandina?

A hipoperfusdo associada a hipotensio e hipovolemia é provavelmente a causa
mais comum de isquemia ndo-oclusiva. Quando a perfusdo tecidual é restaurada, advém
a lesdo por reperfusdo (9). Os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na insuficiéncia
renal aguda isquémica ainda nao estdo completamente elucidados, porém reconhece-se,
atualmente, que a restauracao do fluxo sangiiineo apés um evento isquémico exacerba a
lesdo previamente instalada (10). Esta lesdo por reperfusdo apresenta papel significante
na lesdo tecidual apds acidentes cerebrovasculares, isquemia miocdrdica e faléncia renal
aguda isquémica (11).

Acredita-se que o processo inflamatério seja fator muito implicado na lesdo por
isquemia e reperfusdo, no rim (12). Muitos estudos demonstraram actimulo peritubular
de neutréfilos, tanto no cértex quanto na medula renal, apds isquemia e reperfusdo (13).
A ativacdo de neutrdfilos pode liberar citocinas, espécies reativas de O,, proteases,
mieloperoxidases e outras enzimas que pioram a lesdo tecidual (14).

As citocinas, proteinas de baixo peso molecular, exercem suas acdes em
concentracdes extremamente pequenas e interagem com células através de receptores
especificos e de alta afinidade. As citocinas podem agir no local onde sdo produzidas,
ou mesmo em sitios diversos do organismo. Uma caracteristica importante das mesmas
€ o fato de que vdrias células t€m a capacidade de produzir uma mesma citocina, e de
que Vvérias citocinas tém agdes sobrepostas (15).

As citocinas sdo liberadas pelo organismo danificado e estimulam moléculas de
adesdo, como a molécula de adesdo intracelular 1 (ICAM-1) e quimiocinas, tais como
proteina inflamatéria macrofdgica (MIP-2) e proteina quimioatrativa de mondcito 1
(MCP-1). Sabe-se que, no rim, estas moléculas promovem infiltracao tubulointersticial
de células inflamatdrias e determinam pior lesdo (16). Destaca-se a participagdo do
Fator de Necrose Tumoral (TNF-o) e da Interleucina-1 (IL-1) na expressdo das

moléculas de adesdo, as quais promovem intima interagcdo entre os polimorfonucleares e
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as células endoteliais. As moléculas de adesdo constituem um grupo de moléculas
especializadas na regulagdo das interacdes celulares (17).

O processo de adesdo dos leucécitos pode ser dividido em pelo menos trés
etapas distintas. Em um primeiro momento, a célula circulante aproxima-se da
parede vascular e rola sobre o endotélio. Numa segunda fase, o leucécito em contato
com o vaso sofre a acdo de substincias soldveis liberadas no local (quimiocinas) e
passa a expressar moléculas ativadas que vao determinar ligacdo firme a superficie
endotelial. Somente, entdo, o leucdcito é capaz de migrar através do vaso em direcdo
ao tecido (17).

As citocinas IL-1 e TNF-o compartilham a fungdo de serem essenciais no inicio
da resposta inflamatéria, fase aguda, embora também atuem na fase cronica. Contudo,
ndo atuam isoladamente, sendo que outras citocinas, tais como interleucinas 8, 10, 11,
12, 18 e interferon 7, também participam do processo inflamatério (18).

O TNF-o tem sido envolvido na patogenia de muitas doengas inflamatdrias, no
rim, incluindo nefrite ldpica auto-imune, glomerulonefrite, insuficiéncia renal aguda
séptica e lesdo renal por isquemia e reperfusdo (19). O TNF-« € sintetizado ndo somente
pela infiltracdo macrofagica, mas também por células glomerulares renais em resposta a
endotoxina e lesao isquémica (20).

Embora alguns estudos tenham relatado a expressao seqiiencial das citocinas nos
processos inflamatérios, o impacto de uma udnica citocina na cascata € incerto (16, 21,
22).

Assim, pelo que foi exposto, pode-se inferir que muito deve ser pesquisado para
que se conhecam as respostas do rim em situacdes de agressdo ao 6rgdo, quando o
mesmo estd sob a acdo de fairmacos antiinflamatérios.

Silva et al. (23) pesquisaram se o cetoprofeno, administrado no intra-operatdrio,
alteraria a integridade do néfron de ratos anestesiados com pentobarbital sédico e
submetidos a hemorragia correspondente a 30% de sua volemia, sem ressuscitagdo
fluidica. Foi utilizada combinacio de estresse da anestesia e hipotensdo apds hemorragia
como modelo de estado renal dependente de prostaglandinas. Estes autores verificaram
que os ratos que receberam o antiinflamatério apresentaram aumento da resisténcia
vascular renal, provavelmente pela auséncia da acdo das prostaglandinas

vasodilatadoras. O estudo histolégico dos rins que sofreram isquemia pela hemorragia
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revelou que houve dilatag@o tubular, degeneracio e necrose, tanto no grupo de ratos que
recebeu apenas anestesia, como no grupo que recebeu anestesia e cetoprofeno. Estas
alteragdes, provavelmente, foram determinadas pela hemorragia e hipotensdo. Contudo,
o grupo que recebeu cetoprofeno apresentou, significativamente, menos degeneracdo, o

que pode sugerir interferéncia do efeito antiinflamatério do cetoprofeno.
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O objetivo deste estudo foi pesquisar a expressao renal de citocinas TNF-o e
IL-1, em ratos que receberam cetoprofeno antes de serem submetidos a hemorragia

aguda sem ressuscitacdo fluidica, relacionando esta express@do com o resultado
histolégico.
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O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentagio Animal da
Faculdade de Medicina de Botucatu, Unesp.

A pesquisa foi desenvolvida em vinte ratos Wistar adultos, machos, com pesos
superiores a 250 gramas, fornecidos pelo Biotério Central do Campus de Botucatu da
Unesp. Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico, 50mg. kg™, por via

intraperitoneal, e mantidos com 10 mg. kg™, por via venosa, quando necessario.

Grupos estudados

Dois grupos de dez ratos cada foram estudados apds a inducdo anestésica e a
cateterizacdo da veia jugular:

— grupo controle (G1) - dez animais submetidos & hemorragia arterial igual a

30% da volemia e infusdo venosa continua de solu¢do de Ringer com
lactato;

— grupo cetoprofeno (G2) - dez animais submetidos a hemorragia arterial igual

a 30% da volemia, infusdo venosa continua de solu¢do de Ringer com lactato
e administracdo venosa de cetoprofeno, 1,5 mg. kg™

Os ratos foram mantidos em respira¢do espontanea com oxigé€nio suplementar, 1
L. min', através de mdscara acoplada aos focinhos. A temperatura retal foi
monitorizada durante o experimento com termdémetro de dlcool.

Apds a instalagdo da anestesia, em todos os animais foi realizada incisdo
longitudinal no pescoco para disseccdo e cateterizagdo, com venocath 24 GA, da: 1)
veia jugular interna esquerda para infusdo continua de solucdo de Ringer com lactato,
SmL. kg'l. h"' (bomba Anne®, Laboratério Abbott, EEUU), para reposicdo de perdas de
fluidos (Cheng et al., 2003) e administracio, no grupo G2, de cetoprofeno,
imediatamente apds a cateterizacdo da veia; 2) artéria cardtida direita para monitoragdo
da pressdo arterial média e da freqiiéncia cardiaca através de transdutor do aparelho de
registro Datex Engstron (Finlandia) e para realiza¢do de hemorragia.

Sessenta minutos apds a administracdo do cetoprofeno em G2 e o tempo
correspondente em GI1, os animais dos dois grupos sofreram sangria de 30% da
volemia, pela artéria carétida, realizada em trés momentos com tempo de 10 minutos

entre eles. Em cada momento foram retirados 10% da volemia, a qual foi calculada
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como sendo igual a 6% do peso corporal (1). O sangue arterial coletado foi utilizado
para andlise laboratorial do hematdcrito e das citocinas TNF-a e IL-1.

Em cada momento de hemorragia foram registradas:

1) Pressao arterial média

2) Freqiiéncia cardiaca

3) Temperatura retal

Cessados os momentos de sangria, os ratos permaneceram anestesiados por mais
30 minutos, sendo, entdo, sacrificados com dose suficiente para tal de pentobarbital
sodico. Em cada animal, foi realizada nefrectomia bilateral, sendo os rins armazenados
em frascos separados, para andlise histolégica, em solu¢do de Dubosque Brasil (formol
120 mL, 4cido acético 30 mL e 4cido picrico 2 g), na qual permaneceram por no
minimo 12 horas e no maximo 36 horas. Em seguida, os rins foram identificados por
nimero codificado, de modo que o patologista responsdvel pela andlise histolégica e
aplicacdo da escala de valores para os critérios estudados ndo teria como relacionar a

peca examinada ao animal do experimento.

Atributos estudados
— Pressao arterial média
— Temperatura retal
— Hematdcrito
— Concentracdes séricas de TNF-a e IL-1
— Andlise histolégica do rim

— Imunomarcacdes teciduais renais de TNF-a e IL-1

Momentos estudados
Os momentos nos quais se estudaram atributos foram:
— M1 - controle e coincidente com a primeira hemorragia,
— M2 — obtido ap6s 20 minutos da primeira hemorragia e 10 minutos da
segunda, sendo coincidente com a terceira hemorragia,
— M3 - obtido apés 30 minutos da terceira e ultima hemorragia e

imediatamente antes do sacrificio de cada animal.
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Os valores de pressao arterial média e de temperatura retal foram estudados nos
trés momentos. Os valores de hematdcrito e concentragdes séricas de TNF-o e IL-1
foram estudados em M1 e M3. A anilise histoldgica dos rins e as imunomarcagdes
teciduais renais de TNF-a e IL-1 foram obtidas apds o sacrificio dos animais, ou seja,

apos M3.

Determinacao do hematocrito
Na determina¢do do hematdcrito, empregou-se o método do microhematdcrito,
utilizando-se o aparelho Centremicro da Fanem (Brasil), sendo o resultado expresso em

porcentagem.

Dosagem de citocinas séricas

Para a obtencao dos soros, foram coletadas amostras de sangue dos 20 animais,
em tubo seco, as quais foram centrifugadas por 10 minutos a 1500 rpm. As aliquotas de
soros obtidas foram estocadas em tubos de plastico a -70°C, até o momento da dosagem
das citocinas.

As concentracdes de TNF-o e IL-1 no soro dos animais dos dois grupos
estudados foram determinadas utilizando kit para ELISA (R&D Systems, Minneapolis,
EEUU).

Inicialmente, microplacas de 96 orificios foram sensibilizadas com anticorpo
monoclonal antiTNF-a ou antilL-1 de rato. A seguir, foram adicionados 50 pL dos
soros testes (diluicdo 1:2) e dos soros controles positivos e negativos, com posterior
incubacio a temperatura ambiente por 2 horas. Em seguida, foram realizadas 4 lavagens
com solugdo detergente contendo 0,05% tween 20 em PBS, pH 7,4. Este processo foi
repetido até a fase anterior a adicdo do substrato. Posteriormente, as placas foram
incubadas a temperatura ambiente com anticorpos policlonais antiTNF-o ou antilL.-1 de
rato, marcados com peroxidase. Apds o periodo de incubacdo, foi adicionado, aos
orificios da placa, o substrato formado por peréxido de hidrogénio (0,02%) e
tetrametilbenzina (2,0%). A interrup¢do da reacdo foi realizada a temperatura ambiente,
utilizando-se 4cido hidroclérico. Os resultados foram avaliados pela leitura da
densidade 6ptica (DO) em leitor automatico de ELISA (Titertek Multiskan, EEUU) em

comprimento de onda de 450 mm. As concentragdes de TNF-a e IL-1 presentes no soro
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foram calculadas a partir dos resultados obtidos na curva padréo realizada com TNF-a e

IL-1 recombinantes de rato. A dose minima detectada foi de 5 pg. mL™".

Analise histolégica dos rins

O preparo das laminas contendo fragmentos de ambos os rins constou,
inicialmente, de fixacdo em parafina e posterior coloragdo com hematoxilina/eosina. A
avaliacdo histoldgica, toda ela realizada pela mesma patologista, baseou-se na
observacdo e andlise de evidéncias dos seguintes critérios: ectasia vascular, congestdo
vascular, dilatacdo tubular, degeneracdo tubular, necrose celular e evidéncias de
inflamag@o. Para o diagndstico de necrose tubular era necessdria a identificacdo de
necrose nuclear e debris citoplasmatico.

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

lesdes leves, dois (2) para lesdes moderadas e trés (3) para lesdes intensas.

Técnica imuno-histoquimica

As reagdes de imuno-histoquimica seguiram o protocolo do Laboratério de
Imuno-histoquimica do Servico de Patologia Veterindria da Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia Unesp-Botucatu.

Os cortes de 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 2 banhos de xilol por 30 minutos e 20
minutos, respectivamente, a temperatura ambiente, desidratados em dlcool por 5
minutos e lavados com dgua destilada. Em seguida, os cortes foram submetidos a
recuperacéo antigénica em banho-maria a 96°C, com solugéo pré-aquecida de TRIS
EDTA pH 9,0 por 30 minutos. Apds este periodo, os cortes foram lavados em 4gua
destilada, sendo, a seguir, tratados com peréxido de hidrogénio (H, O;) a 10 volumes
por 20 minutos para bloqueio da peroxidase enddgena. Os cortes foram lavados em
agua destilada em 2 banhos de TRIS pH 7,4 de 5 minutos e incubados com soro normal
de coelho por 20 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foram incubados com
anticorpo primdrio antigeno especificos 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
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especifico para os anticorpos, com redutor de fundo (DAKO Cytomation — S 3022)
durante 18 horas a 4° C. As laminas foram lavadas em solugdo tampdo, 2 banhos de 5
minutos cada. Apds esse periodo, foram incubadas com anticorpo secundirio
biotinilado coelho anticabra (Southern Biotech 6160-08), diluido a 1:200, por 30
minutos a temperatura ambiente em cdmara Umida, e lavadas em 2 banhos de TRIS pH
7,4 por 5 minutos. As laminas foram incubadas com complexo streptoavidina
peroxidase (Dako Cytomation K 0377), diluido a 1:200, a temperatura ambiente por 30
minutos em cimara Umida e lavadas em TRIS (2 banhos) por 5 minutos. Para
visibiliza¢do da reacdo, os cortes foram tratados com cromégeno DAB (DAB Dako
cytomation K 3468) durante 5 minutos e, em seguida, lavados em TRIS e dgua
destilada. Os cortes foram contracorados com hematoxilina de Harris por 3 minutos e
lavados em dgua corrente por 10 minutos com posterior hidratagdo em 4lcool, clareados
em xilol e montados sobre ldminas com resina sintética Permount. A andlise foi
realizada em todo o corte, em aumento de 20 e 40 vezes, estabelecendo-se uma média
para a intensidade de marcagdo observada nas ldminas dos rins de todos os animais. A
intensidade da reagdo, observada sobre as laminas, foi representada por meio de escores
classificando-se como:

+ marcacio fraca,

++ marcagdo de intensidade moderada

+++ marcacio intensa.

Como controle negativo, foram omitidos os anticorpos primdrios. A marcacio
positiva foi detectada como colora¢do marrom, de padrao citoplasmaético e de membrana

celular.

Anélise estatistica

Para a verificagdo da homogeneidade do peso dos animais de ambos os grupos,
utilizou-se o teste t de Student. Para os atributos pressdo arterial média, temperatura
retal, hematdcrito, utilizaram-se o Teste de Friedman com dois graus de liberdade para a
comparagdo entre momentos de um mesmo grupo e o de Mann-Whitney para a
comparacdo dos dois grupos em cada momento. Para TNF-a e IL-1, utilizaram-se o
Teste de Wilcoxon para comparacio entre momentos de um mesmo grupo e o de Mann-

Whitney para comparagdo dos dois grupos em cada momento. Os perfis séricos das
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citocinas foram obtidos pela média dos valores obtidos em ratos normais mais um
desvio padrdo (25). Os resultados histolégicos foram analisados pelo Teste de Mann-

Whitney para duas amostras independentes. As diferencas foram consideradas

significativas quando p < 0,05.
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Tabela 1 — Peso (g) dos ratos.
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1. PESO

Meédia e desvio padrdo dos grupos.

Grupo Peso (g) + desvio padrao
G1 366 £76
G2 350 £58
Estatistica (t de Student) p=0,34
Comentario Gl=G2

Figura 1 — Média do peso (g) dos animais em cada grupo.

Resultados
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2. PRESSAO ARTERIAL MEDIA

Tabela 2 — Pressdo arterial média (mmHg). Média e desvio padrdo dos grupos em cada
momento. Médias de grupos no conjunto dos momentos € médias de momentos no
conjunto dos grupos.

Momento M1 M2 M3 Meédias de
Grupo Grupos
Gl 113,10 + 30,68 67,20 + 32,54 38,40 £ 15,16 72,9
G2 110,20 + 25,64 95,00 + 18,93 96,80 + 26,80 100,67
Médias de
Momentos 111,65 81,10 67,60 -
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Figura 2 — Pressdo arterial média (mmHg). Média e desvio padrdo dos grupos em
cada momento.

Quadro 2 - Pressio arterial média. Estatisticas calculadas e comentarios. Teste de
Friedman com dois graus de liberdade para comparacdo entre momentos de um
mesmo grupo e de Mann-Whitney para comparagdo dos dois grupos em cada
momento.

Estatistica (Comparacoes) Comentario

(Gl) Ml,M2eM3 p=0,0001

MleM3 p<0,05 M1 > M3; M2 € intermediario
(G2) MI,M2eM3 p=0,4066 N3ao hé diferencas entre momentos
M2) p = 0,0200 Gl<G2
(M3) p = 0,0009 Gl <G2
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Tabela 3 — Temperatura retal (°C). Média e desvio padrdo dos grupos em cada
momento. Médias de grupos no conjunto dos momentos € médias de momentos no

conjunto dos grupos.

Momento M1 M2 M3 Meédias de
Grupo Grupos
Gl 35,91 +1,81 35,30+ 1,24 35,03 = 1,66 35,41
G2 34,47 +1,93 33,61 £2,03 32,96 +1,93 33,68
Médias de
Momentos 35,19 34,46 34,00 -
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Figura 3 — Temperatura retal (°C). Média e desvio padrdo dos grupos em cada

momento.

Quadro 3 — Temperatura retal. Estatisticas calculadas e comentérios. Teste de
Friedman com dois graus de liberdade para comparacdo entre momentos de um
mesmo grupo e de Mann-Whitney para comparagdo dos dois grupos em cada

momento.

Estatistica (Comparacoes)

Comentario

(Gl) MI,M2eM3 p=0,2070

(G2) Ml1,M2eM3 p=0,0003
M1 e M3 p <0,05

Nao ha diferenca entre momentos

M1 > M3; M2 ¢ intermediario

(M3) p=0,0100

Gl >G2
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4. HEMATOCRITO

Tabela 4 — Hematdcrito (%). Média e desvio padriao dos grupos em cada momento.
Meédias de grupos no conjunto dos momentos € médias de momentos no conjunto

dos grupos.

Momento M1 M2 M3 Médias de
Grupo Grupos
Gl 43,60 + 4,65 37,40 £ 4,74 34,10 £ 3,25 38,37
G2 50,60 + 6,67 45,70 £ 4,74 43,60 +5,76 46,63
Médias de
Momentos 47,10 41,55 38,85 -
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Figura 4 - Hematdcrito (%). Média e desvio padrdo dos grupos em cada

momento.

Quadro 4 - Hematdcrito. Estatisticas calculadas e comentdrios. Teste de
Friedman com dois graus de liberdade para comparac¢do entre momentos de um
mesmo grupo e de Mann-Whitney para comparagdo dos dois grupos em cada

momento.

Estatistica (Comparacoes)

Comentario

(Gl) ML, M2eM3 p=0,0002
MI e M3 p <0,05

(G2) MI,M2eM3  p=0,0069

M1 > M3; M2 € intermediario

M1 e M3 p <0,05 M1 > M3; M2 ¢ intermediario
M1) p =0,0100 Gl <G2
M2) p =0,0030 Gl <QG2
(M3) p = 0,0007 Gl1<G2
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Tabela 5 — Concentragdo sérica de citocina TNF-o (pg. mL™). Média e desvio
padrdo dos grupos em cada momento. Médias de grupos no conjunto dos
momentos € médias de momentos no conjunto dos grupos

Momento M1 M3 Meédias de

Grupo Grupos
Gl 196,30 + 51,60 512,50 + 138,26 354,40
G2 345,60 + 73,99 240,40 + 47,02 293,00
Médias de
Momentos 270,95 376,45 -
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Figura 5 — Concentracio sérica de citocina TNF-a (pg. mL™). Média e desvio

padrdo dos grupos em cada momento.

Quadro 5 - Concentragdo sérica de citocina TNF-a. Estatisticas calculadas e
comentérios. Teste de Wilcoxon para comparacdo entre momentos de um mesmo
grupo e de Mann-Whitney para comparagdo dos dois grupos em cada momento.

Estatistica (Comparacoes) Comentario
(Gl) MleM3 p=0,0069 MI < M3
(G2) MleM3 p=00125 MI > M3
M1) p =0,0030 Gl <G2
M3) p = 0,0004 Gl>G2
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6. CONCENTRACAO SERICA DE CITOCINA IL-1

Tabela 6 — Concentracdo sérica de citocina IL-1 (pg. mL-1). Média e desvio
padrdo dos grupos em cada momento. Médias de grupos no conjunto dos
momentos € médias de momentos no conjunto dos grupos.

Momento M1 M3 Médias de
Grupo Grupos
Gl 151,10 £ 39,87 316,50 + 75,78 233,80
G2 236,30 + 95,68 194,30 + 59,55 215,30
Médias de
Momentos 193,70 255,40 -
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Figura 6 — Concentracio sérica de citocina IL-1 (pg. mL™'). Média e desvio
padrdo dos grupos em cada momento.

Quadro 6 — Concentracdo sérica de citocina IL-1. Estatisticas calculadas e
comentérios. Teste de Wilcoxon para comparacdo entre momentos de um mesmo
grupo e de Mann-Whitney para comparagdo dos dois grupos em cada momento.

Estatistica (Comparacoes) Comentario
(Gl) MleM3 p=0,0069 MI < M3
(G2) MleM3 p=0,0125 MI > M3
(M1) p =0,0490 Gl <G2
M3) p=0,0017 Gl >G2
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Valores normais das citocinas TNF-a e IL-1

Os valores séricos normais das citocinas TNF-a e IL-1 foram obtidos
com ratos normais, utilizando-se a mesma metodologia (ELISA, R&D Systems,
Minneapolis, EEUU) para obten¢do de citocinas dos dois grupos estudados. Os valores
considerados foram os das médias encontradas mais um desvio padrdo. Assim, os
resultados finais sao:

TNF-a - 117 + 26 pg. mL™, ou, somando-se um desvio padrio

TNF-a = 143 pg. mL"

IL-1 - 121 + 37 pg. mL", ou, somando-se um desvio padrio

IL-1 =158 pg. mL"

Resultados
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Tabela 7 — Resultados, em escores que quantificam presenga de lesdo, da anélise

histolégica renal de ambos os rins dos ratos dos grupos G1 e G2.

G1 G2
Rato/ EV Cv DT DGT NC' IN | Rato/ EV CV DT DGT NC' IN
Rim Rim
1D 1+ 0 1+ 1+ 0 0 1D 1+ 0 2+ 1+ 1+ 0
E 2+ 0 1+ 1+ 0 1+ E 2+ 0 2+ 1+ 1+ 0
2D 2+ 0 2+ 1+ 1+ 1+ 2D 1+ 0 2+ 1+ 1+ 0
E 2+ 0 2+ 1+ 1+ 0 E 2+ 0 2+ 1+ 1+ 0
3D 1+ 0 1+ 1+ 0 0 3D 0 0 2+ 0 0 0
E 2+ 0 1+ 1+ 0 0 E 1+ 2+ 2+ 0 0 0
4D 2+ 0 1+ 0 0 0 4D 1+ 0 2+ 0 0 0
E 0 0 1+ 0 0 E 1+ 0 2+ 0 0 0
5D 1+ 0 2+ 0 0 5D 1+ 0 1+ 0 0 0
E 2+ 0 2+ 0 0 0 E 1+ 0 1+ 0 0 0
6D 1+ 2+ 1+ 1+ 2+ 0 6D 1+ 0 2+ 0 0 0
E 2+ 0 2+ 2+ 3+ 0 E 1+ 0 1+ 0 0 0
7D 2+ 0 1+ 1+ 1+ 0 7D 1+ 0 1+ 0 0 0
E 2+ 0 2+ 1+ 1+ 1+ E 1+ 0 1+ 0 0 0
8D 1+ 0 1+ 0 1+ 0 8D 1+ 0 2+ 0 0 0
E 1+ 0 1+ 0 1+ 0 E 1+ 0 2+ 0 0 0
ID 2+ 0 3+ 1+ 2+ 9D 1+ 0 1+ 0 0 0
E 3+ 0 3+ 2+ 3+ 0 E 2+ 0 2+ 0 0 1+
10D 1+ 0 1+ 1+ 1+ I+ | 10D 1+ 0 1+ 0 0 0
E 1+ 0 1+ 1+ 2+ 1+ E 2+ 0 1+ 0 0 0

Escores: 0 = lesdo ausente; 1+ = lesdo leve; 2+ = lesdo moderada; 3+ = lesdo intensa. EV = ectasia
vascular; CV = congestio vascular; DT = dilatagdo tubular; DGT = degeneracio tubular; NC = necrose
celular; IN = inflamac¢do. D = rim direito; E = rim esquerdo. * p=0,0049, G1 > G2 e #p =0,0149, G1 >
G2 (teste de Mann-Whitney).
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Figura 7a - Hemorragia de 30% da volemia produziu dilatagdo tubular renal

principalmente nos tibulos coletores préximos a juncao cértico-medular

Resultados
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Figura 7b - Hemorragia de 30% da volemia produziu lesdo necrética em tibulos

proximais (pouco extensas e de distribui¢do focal)
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8. DETECCAO IMUNO-HISTOQUIMICA DE TNF-q E IL-1 NO RIM

A deteccdo in situ de TNF-o e IL-1 nas lesdes de rins de ratos dos grupos G1
e G2 pode ser visibilizada nas figuras A, B, C, D e E. Na tabela 8 estd representada a
intensidade da imunomarcagdo para citocinas, que foi classificada como: + leve, ++
moderada e +++ intensa marcacdo das células epiteliais tubulares e mesangiais
glomelulares. A marcacdo positiva foi detectada como coloracdo marrom acastanhada
de padrio citoplasmatico granular e de membrana celular.

A imunomarcacio de TNF-a no grupo G1 (controle) e G2 (tratado com
cetoprofeno) apresentou-se intensa nas células epiteliais tubulares e nas mesangiais
glomerulares. No grupo G2, a imunomarcagio da IL-1 apresentou acentuada diminui¢do
da expressdo tanto nas células tubulares como nas mesangiais glomerulares. No entanto,
a imunomarcacao da IL-1 no grupo G1 apresentou-se intensa tanto em células epiteliais

tubulares como em células mesangiais glomerulares.

Tabela 8 — Escores de intensidade para a imunomarcagéo de IL-1 e TNF- a nos rins de

ratos de G1 (controle) e G2 (cetoprofeno)

Escore de intensidade da IL-1 TNF- a
imunomarcacao
G2 + +++
G1 +++ +++

+ = leve; ++ = moderada; +++ = intensa

Resultados
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E

Figura 7 — Imunomarcag¢do de rins de ratos, com anticorpo primdrio antilL-1 e
antiTNF-a. Técnica ABC, DAB e contracoloragdo hematoxilina de Harris. 400x. A —
IL-1, animais tratados com cetoprofeno (G2). B — IL-1, animais sem tratamento (G1). C
— TNF- a, animais tratados com cetoprofeno (G2). D - TNF- a, animais sem tratamento
(G1). E — Controle negativo.
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O desenvolvimento de disfuncdo renal pds-operatéria é causa de morbidade e
mortalidade que segue cirurgias de grande porte, principalmente as cardiovasculares.
Embora a literatura apresente inimeras estratégias que podem prevenir este evento
renal, nenhuma, ainda, é tdo eficaz quanto a manutencdo de normovolemia. Neste
presente trabalho experimental, foi provocada hemorragia de moderada intensidade,
mas com reposicao hidroeletrolitica apenas de perdas minimas. Espera-se, portanto, que
ndo tenha sido preservada a volemia normal.

O ato anestésico-cirdrgico resulta na liberacdo de hormdnios catabdlicos e
citocinas (26). Outro efeito importante, e que é reforcado pelo jejum pré-operatério, € o
aumento da secrecdo de hormodnio antidiurético, com conseqiiente retencdo de dgua.
Contudo, hi sempre perdas intra-operatérias, que compreendem as de sangue ou s de
fluidos intravasculares, existindo, por isso, rotina para se reporem ambas e ainda manter
o requerimento de agua.

Alta porcentagem de sangue irriga a cortex renal (cerca de 5 mL. min™. g™,
mas a cortex extrai apenas 18% do total de oxigénio que ai aporta. Por outro lado, para
a regido medular, a quantidade de fluxo sangiiineo que chega ¢ bem menor (cerca de
0,03 mL. min™. g'l), mas a extracao de seu oxigénio € alta — aproximadamente 79% da
quantidade desse gds que € disponibilizada (26). Uma série de mecanismos de controle
é responsdvel pelo balango entre suprimento e consumo de oxigénio medular. A quebra
deste controle deixa a regido mais externa da medula renal suscetivel a episddios
agudos de agressdo hipoxica, que podem desencadear necrose tubular aguda,
especialmente das regides com alga ascendente fina. Assim, esta necrose tubular aguda
ja se manifestaria com decréscimo de 40-50% do fluxo sangiiineo renal.

Os mediadores que podem afetar o fluxo sangiiineo medular e alterar a
magnitude de qualquer agressdo isquémica sdo: 1) os vasodilatadores — 6xido nitrico,
prostaglandina E,, adenosina, dopamina, urodilatina (andlogo do peptideo natriurético
atrial); 2) vasoconstritores — endotelina, angiotensina II, vasopressina; 3)
retroalimentac¢do tibulo-glomerular — quando hé reabsorcdo insuficiente de sédio pelos
tibulos renais, este mecanismo reflexo leva a constricdo glomerular aferente, assim
reduzindo a filtracdo e a liberacdo e reabsorcdo de soluto tubular; 4) fatores de

crescimento tubular medular — fator I de crescimento semelhante a insulina, fator de
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crescimento epidérmico e fator de necrose tumoral, os quais em diferentes modelos
animais mostraram que aceleram a recuperacao apds insuficiéncia renal aguda (26).

Como o trabalho associado a reabsorcio de sal e &4gua predispde ao
aparecimento de dano medular hipdxico, o rim terd vantagem terap€utica quando ha
volume circulante e carga de fons adequados, estando reduzida a necessidade de
concentracdo da urina. Desse modo, haverd menor utilizagdo de oxigénio medular. De
modo contrdrio, as agressdes associadas a hipéxia serdo piores quando estiverem
presentes outros fatores, como os AINEs, angiotensina II, alguns antibidticos,
hipertrofia renal, fon calcio, mioglobina, hiperbilirrubinemia e contrastes (26).

Combinacgdo de retroalimentag@o tdbulo-glomerular e excessiva estimulagdo do
sistema renina-angiotensina muitas vezes leva a insuficiéncia renal aguda prolongada.
A produgdo renal de prostaglandinas, substincias vasodilatadoras, preserva a fungdo
renal durante aumento da atividade do sistema renina-angiotensiona ou do sistema
simpdtico renal. As agdes vasoconstritoras da norepinefrina e angiotensina II sdo
contrabalangadas pelas a¢des vasodilatadoras das prostaglandinas e a resisténcia renal
ndo aumenta drasticamente, uma vez que quando a vasoconstri¢do é intensa e de longa
duracdo pode ocorrer necrose tubular aguda (27).

Neste presente trabalho experimental, o maior estresse ocorreu durante periodos
de hemorragia e hipotensdo. No grupo G1, a reducdo da pressdo arterial média foi
intensa, havendo diferenca estatisticamente significativa entre os momentos M1 e M3.
Este perfil era o esperado, jd que os animais sofreram sangria de 30% da volemia. Os
animais do grupo G2 também apresentaram reducio da pressdo arterial média entre os
momentos M1 e M3, porém nao houve diferenca significativa.

A isquemia causada por choque hipovolémico leva o rim a faléncia como
resultado de morte celular. A isquemia é o gatilho para uma série de distirbios
metabdlicos que culminam com a morte celular, que ocorre por necrose ou apoptose. A
necrose celular é o resultado da combinag¢do de efeitos deletérios precipitados por
agressao celular grave (28).

Rins isquémicos sofrem de perda de adenosina trifosfato (ATP) devido a
reducdo da disponibilidade de oxigénio e nutrientes (29). A gravidade e a duracio

necessdrias de isquemia para gerar insuficiéncia renal aguda no homem sdo
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desconhecidas, ji que existe um intervalo de transicdo entre o estdgio pré-renal e a
necrose tubular aguda.

Esta pesquisa mimetizou, em ratos, uma situacio real de perda volémica sem
prevencdo de hipotermia, sendo observados os efeitos da isquemia renal resultante.
Ambos os grupos, ja em M1, apresentavam animais hipotérmicos. Nenhum método de
aquecimento foi realizado nos animais estudados, e assim se reproduziu a situacio de
hipotermia que geralmente ocorre durante o ato operatério e que se intensifica em
situacdo de hemorragia aguda.

Segundo Pannen (30), a incidéncia de hipotermia perioperatéria &
freqiilentemente subestimada ja que em 50% dos pacientes ocorre, no minimo, redugdo
de 2°C na temperatura corporal, caso medidas de aquecimento nio sejam realizadas
neste periodo. Hipotermia foi observada em ambos os grupos estudados desde o
momento inicial da pesquisa, o que € plausivel uma vez que o pentobarbital sédico
induz a diminuicdo da temperatura corporal (31). Assumindo-se que ela protege o rim
(32), ou ndo (33), poderia ter interferido nos resultados observados se ela ndo tivesse
ocorrido nos animais dos dois grupos estudados. Yoshitomi et al. (33) observaram perda
de células tubulares, necrose epitelial, edema intersticial e posterior desenvolvimento de
insuficiéncia renal aguda apds hipotermia acidental.

O hematdécrito € a relacdo entre o volume de hemdcias circulantes e o volume
plasmaético. Nao é um bom indicador das alteragdes agudas da volemia, uma vez que,
durante episédios hemorragicos com perda de sangue total, a proporcionalidade entre
volume plasmatico e hemécias mantém-se até que mecanismos renais venham a atuar na
preservagdo de fons sodio (34).

Tracey et al. (35) administraram TNF-o a ratos e observaram que ocorreu
hemoconcentragdo. Com o estresse anestésico-cirirgico ocorrido nos dois grupos
experimentais, era esperado aumento de citocinas inflamatdérias e isto pode ser
observado nos resultados. O grupo que recebeu cetoprofeno (G2) apresentou resultado
maior que o normal de TNF-a e IL-1 em M1 e M3. Os AINEs sio agentes que reduzem
a formagdo de prostaglandinas e estas atuam em via de retroalimentagdo negativa na
formacdo de citocinas. Deste modo, sem a inibi¢do das prostaglandinas, as citocinas
estariam com concentragdo sérica elevada e elas determinam vasodilatacdo e

2

hemoconcentracio. Em G2, o hematdcrito é significativamente maior que em Gl1.
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Observando-se e analisando-se os resultados de hematdcrito, de M1 para M3, pode-se
quantificar a redu¢do como de 23% em G1 e 15% em G2.

O AINE estudado nesta pesquisa, o cetoprofeno, € uma mistura de duas formas
enantioméricas, isomeros R e S, em razdo da presengca de um 4atomo de carbono
assimétrico na posicdo o da fungdo carbonil. O enantidmero R do cetoprofeno é
conhecido por sofrer inversdao quiral para enantidmero S, in vivo, em vdrias espécies
animais, exceto no homem e na cobaia (36, 37). E um antiinflamatério que bloqueia a
ciclooxigenase constitutiva COX-1 e aquela que pode ser induzida, a COX-2, inibindo,
como conseqiiéncia, a producdo de prostaglandinas (38). A acg@o antinociceptiva e
antiinflamatdria dos AINEs estaria relacionada, também, a reducdo da producdo de
citocinas pro-inflamatérias pela a¢do inibitéria no fator nuclear NF-xB (39).

Embora o papel antiinflamatério dos dois enantidmeros nio esteja ainda
completamente caracterizado, sabe-se que o R-cetoprofeno € inibidor fraco da COX,
sendo aproximadamente de 100 a 1000 vezes menos potente que o enantidmero S, in
vitro (37). Sendo assim, supde-se que ele contribuiria pouco com o efeito
antiinflamatdrio, mas estaria principalmente associado ao efeito analgésico. Por outro
lado, o S-cetoprofeno inibe a producdo de PGE, de modo eficaz, sendo considerado o
maior responsdvel pela atividade antiinflamatéria da forma racémica e, também, pelos
seus efeitos colaterais, como o aumento das citocinas inflamatorias (40).

Muitas citocinas tém papel essencial na determinacdo do processo inflamatdrio,
especialmente IL-1 e TNF-a (41). As duas sdo consideradas mediadoras fundamentais
das respostas biologicas ao lipopolissacarideo bacteriano (LPS, também chamado
endotoxina), por exemplo. A IL-1 compreende dois polipeptideos distintos, IL-1a e IL-
1B, que se ligam aos mesmos receptores de membrana e produzem respostas bioldgicas
similares. Em pacientes com inflamacgdo ativa, as concentracdes plasmaticas de IL-1
estdo elevadas.

O papel dos AINEs na inflamacdo apresenta multiplas facetas. Por exemplo, o
agente antiinflamatério etodolaco, em outras espécies animais e em diferentes 6rgaos,
apresenta respostas de diferentes nuances. Assim, Inoue et al. (42) demonstraram que
ele suprime a biossintese de PGE, estimulada pela IL-1B em condrdcitos de coelhos,
mas tem ag¢do menor de supressdo da biossintese espontinea de PGE, em células

epiteliais gastricas de coelhos e em células de rins de caes.
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A IL-1, importante produto da estimulacio de mondcitos, € responsivel por
diversos efeitos bioldgicos e, dentre os sistémicos de interesse para a presente pesquisa,
podem ser aqui destacados a febre (o aumento da temperatura € por acdo hipotaldmica,
que o TNF-a também apresenta) e a hipotensdo. In vitro, obtém-se formacgao de codgulo
e congestdo vascular. A IL-1 aumenta dramaticamente os metabdlitos do 4cido
aracdonico em uma variedade de células e o aumento da sintese da prostaglandina E, é
responsavel por suas propriedades inflamatérias. O TNF-a divide com a IL-1 muitos
dos seus efeitos sistémicos e locais, o que nao ocorre com alguns efeitos observados in
vitro. A combinag¢do de TNF-a e IL-1 freqiientemente provoca resposta inflamatéria
bastante aumentada e, como as duas citocinas sdo produzidas em grandes quantidades
ap6s estimulo apropriado, o resultado final para o organismo € o efeito combinado de
ambas (43).

O TNF-a é uma citocina com papel chave em inflamag¢do, como ficou
demonstrado pela eficicia clinica de anticorpos antiTNF-o em artrite reumatdide e
doenga de Crohn (44, 45). Paradoxalmente, entretanto, os AINEs aparentemente
aumentariam, em vez de inibir, a produ¢dao de TNF-a. De fato, hd relatos de que os
AINEs induzem diretamente a liberagdo de TNF-a in vitro e in vivo (46, 47, 48).

Endres et al. (49) quantificaram a producdo de IL-1B, IL-1a e TNF-a pelas
células mononucleares do sangue periférico, no homem. Encontraram que a quantidade
de citocinas sintetizadas por essas células € regulada de maneira independente para IL-1
e TNF-o, mas apresenta correlacdo quando se fala de IL-1P e IL-10, a produgdo de IL-
1B aumenta com o uso, por via oral, de inibidores da ciclooxigenase.

Também, segundo Endres et al. (49), a maior produ¢do de TNF-a seria devida a
inibicdo da sintese de PGE,, porque normalmente as prostaglandinas inibem a produ¢do
in vitro de TNF-a e IL-1. Desde que se sabe que as prostaglandinas sdo produzidas in
vivo e in vitro sob estimulo das citocinas, este pode ser mecanismo de retroalimentagdo
(feedback) negativo que limita a producdo de citocinas. O AINE ibuprofeno aumentou
as concentra¢des sangiiineas de TNF-a e IL-6 em voluntdrios humanos apés ter-lhes
sido injetada a endotoxina LPS (lipopolissacaride) (50). Em camundongos, Sironi et al.
(51) também observaram que as prostaglandinas podem, fisiologicamente, prover

regulacio de feedback negativo de IL-6 e TNF-a.
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No presente estudo, o grupo que recebeu apenas pentobarbital sédico mostrou
elevacdo sangiifnea da citocina pré-inflamatérias TNF-o j4 no primeiro momento do
experimento (controle e coincidente com a primeira hemorragia). Este momento, M1,
ocorreu apds 60 minutos da administracdo do AINE cetoprofeno, em G2, e o tempo
correspondente, em G1. Deve-se levar em consideragdo que a anestesia intraperitoneal
j4 € uma agressdo capaz de levar a resposta inflamatdria, o mesmo acontecendo com a
incisdo no pescoco dos animais para a disseccdo e canulacdo da veia jugular e artéria
carétida. Este resultado de M1 pode ser visto como esperado.

Em M1 de G2, ambas as citocinas, TNF-a e IL-1, estavam com valores
significativamente mais altos que os normais ¢ o de TNF-a de Gl. Em G2, foi
administrado o cetoprofeno e, entdo, também se esperava este comportamento — a
formacao de prostaglandinas pelo 4cido aracddnico estava bloqueada e estas substancias
inibem a formacdo de TNF-a e IL-1, o que ndo ocorria em G1 (23, 49).

Ayala et al. (52) ja haviam demonstrado, no camundongo, que a hemorragia, na
auséncia de trauma tecidual significativo, determinava aumento da liberagdo de TNF-a
sem que este fato fosse resultado de elevacdo de endotoxina no animal. Em seu
experimento, as concentragdes desta citocina eram altas com 30 minutos de hemorragia
e permaneceram assim mesmo duas horas apds ressuscitagdo, mas ndo apds quatro
horas.

Muitos estudos experimentais focalizaram-se na produ¢do de TNF-o em
hemorragia grave (perda de 50% da volemia) ou hemorragia prolongada com restitui¢do
fluidica (53, 54, 55). Esta citocina pré-inflamatéria foi bem identificada como a de
maior importincia durante os eventos de isquemia e reperfusdo relacionados com a
hemorragia (56, 57, 19). A TNF-a expressa-se apds hemorragia (54, 58), tem papel
importante na inflamacdo excessiva, autodestrutiva, induzindo, no final, faléncia de
multiplos 6rgaos através da ativacdo de neutrdfilos (59). Roumen et al. (60) ja haviam
pesquisado e encontrado, no homem, apds trauma grave, choque hemorragico e ruptura
de aneurisma de aorta abdominal, concentragdo aumentada de TNF- a, IL-1 e IL-6. A
citocina TNF-a é também conhecida como sendo o gatilho para liberacdo de outras
citocinas pro-inflamatorias, como a IL-1f (43, 61). Além disso, a poténcia da TNF-a na
inducdo da ativagcdo de neutréfilos é muito maior que a de outras citocinas (62). No

2

presente experimento, sua imunomarcagdo € intensa nos rins dos animais dos dois
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grupos experimentais. Contudo, os animais de G2 apresentaram menos degeneragdo e
necrose que os animais de G1. Ou seja, ndo é provdvel que o TNF-a seja a citocina
implicada nesta diferenga de comportamento.

Neste estudo, os valores sangiiineos de TNF-a, que ja estavam elevados em M1,
em G1 e G2, porém muito mais neste dltimo grupo, continuaram a aumentar até¢ M3 de
G1, mas diminufram em M3 de G2, embora ainda permanecendo elevados em relacdo
ao normal. Os valores de IL-1 estavam aumentados apenas em M1 de G2 porque em
M1 de G1 ainda eram normais, mas também se elevaram em seu M3, enquanto que
diminuiram em M3 de G2. Ao final do experimento, 110 minutos desde que a dissecc¢io
no pescoco dos animais se completara, os resultados das duas citocinas eram altos em
ambos os grupos, em relacdo ao normal, porém eram muito mais altos em G1. A meia-
vida do cetoprofeno é de 1,8 = 0,4 h (63), portanto, em M3, a acdo deste AINE j4 teria
declinado em algum grau (nfo se pode esquecer, porém, que, na situacdo de hemorragia
sem ressuscitacdo, estaria diminuida a depuragdo plasmética do cetoprofeno) e a
producdo de prostaglandinas ja estaria sendo restaurada no organismo e a inibi¢do de
citocinas estaria ocorrendo em G2. Em GI1, os acontecimentos seguiram outros
caminhos, uma vez que ndo recebeu antiinflamatério.

Peng et al. (64) pesquisaram as alteracOes fisiolgicas durante choque
hemorrdgico cumulativo em ratos conscientes, comparando-as com as de ratos
anestesiados com pentobarbital sédico administrado por via venosa. Estes sofreram
perda volémica igual a dos animais deste presente estudo, ou seja, 30%. Os autores
estudaram as concentracdes de TNF-a e IL-1p quando da hemorragia e ndo encontraram
alteragdes destas citocinas no plasma dos animais anestesiados, tendo as mesmas se
elevado nos ratos conscientes. A pressdo arterial neste grupo com anestesia também foi
diferente, sendo significativamente mais baixa que a dos grupos que permaneceram
conscientes. A insercdo de cateteres nos animais para a retirada de sangue foi realizada
no dia anterior ao do experimento, de tal modo que, no dia do experimento, nenhuma
instrumentacdo cirdrgica ocorreu, ou seja, nao houve estimulo para maior producdo de
citocinas pré-inflamatérias, além da hemorragia.

Por outro lado, os animais de G1 apresentaram hipotensdo significativa, mas este
fato ndo ocorreu com os animais de G2, nos quais foi observada diminui¢@o bioldgica

da pressdo arterial média, porém sem significincia estatistica. A primeira conseqiiéncia
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desta diferenca de comportamento entre os grupos seria a suposi¢cdo de que os melhores
resultados histoldgicos observados em G2 poderiam ser decorrentes deste fato. Ocorre
que no estudo de Silva et al. (23), cujo modelo € idéntico ao desta atual pesquisa, ndo
houve diferenca significativa entre as hipotensdes arteriais observadas em ambos os
grupos e, ainda assim, o grupo que recebeu o cetoprofeno também mostrou melhor
resultado histolégico.

Na detec¢do imuno-histoquimica renal das citocinas TNF-a e IL-1, verifica-se
que nos dois grupos hd imunomarcacdo intensa de TNF-a. Contudo, em GI, a
imunomarcacdo também € intensa para IL-1 que, em G2, € de leve expressdo em células
tubulares e mesangiais glomerulares.

A IL-1 € o componente central de muitos processos inflamatérios agudos. O
bloqueio do receptor IL-1 com um antagonista atenua a lesdo por isquemia e reperfusdo
no cérebro, coracdo e figado. Contudo, o papel da IL-1 na lesdo renal por isquemia e
reperfusdo ndo € totalmente conhecido (22). Sabe-se que a auséncia de receptor IL-1
ndo protege contra lesdo renal de isquemia e reperfusdo no camundongo KO (22). Neste
presente estudo, sua expressdo foi de leve intensidade em rins de animais que exibiram
menos degeneracdo e necrose que os de animais controles, apds episédios de
hemorragia aguda, sugerindo que o cetoprofeno, além de inibir a producido de
prostaglandinas, diminuiria a sintese de IL-1 pelas células tubulares e mesangiais
glomerulares.

Sato et al. (65) estudaram, no rato, o papel do TNF-a na disfuncdo renal apds
hemorragia leve (16,5% da volemia) sem ressuscitacdo fluidica. Para tanto, utilizaram o
composto FR167653. Este antagoniza uma via de sinal intracelular com importante
papel na expressio do mRNA de citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a e IL-1p.
Apdés uma hora de hemorragia, a expressio do mRNA de TNF-o no rim e as
concentracdes séricas de TNF-a estavam mais altas. O tratamento intraperitoneal prévio
com FR167653 inibiu significativamente o aumento de TNF-a. A infiltracdo de células
inflamatdrias e a lesdo celular tubular, induzidas pela hemorragia, foram suprimidas e a
disfun¢do renal foi dramaticamente reduzida no grupo que recebeu o tratamento com o
referido composto. As alteracdes morfoldgicas também foram mais leves no grupo

tratado, quando se comparou este ao grupo ndo tratado.
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Sato et al. (66) desenvolveram outro estudo em ratos para determinar o papel da
proteina cinase ativada pelo mitégeno p38 (MAPK) na disfungdo renal apds choque
hemorrdagico. A MAPK € mediadora-chave em doencas que se caracterizam por
inflamacdo e tem papel importante na via de sinalizag@o intracelular, sendo ativada em
situacdes de isquemia. A sua ativacdo promove respostas de estresse celular, como
proliferagcdo, diferenciacio e producdo de citocinas pré-inflamatérias. Os autores
demonstraram que a p38 MAPK renal foi ativada em choque hemorrdgico, tendo
promovido a expressdo de citocinas pré-inflamatérias no rim e, como conseqiiéncia,
desenvolvido disfung@o renal. Esta cinase seria, entdo, essencial para que ocorresse
lesdo renal apés choque hemorragico.

A linha de células mesangiais dos vasos sangiiineos do glomérulo renal fornece-
lhe suporte estrutural e regula a ultrafiltracdo glomerular (67). Estas células mesangiais
expressam receptores de TNF-o (68). Elas também apresentam alteragdes em seu
fendtipo durante inflamacdo glomerular, tornando-se proliferativas, secretando
miofibroblastos da matriz antes de serem eliminadas por apoptose (69). A apoptose foi
identificada como o mecanismo responsavel pelo desaparecimento de miofibroblastos
em excesso na conclusdo da resposta inflamatéria no glomérulo renal (70). No
glomérulo de pacientes com glomerulonefrite, foram detectados corpos apoptoéticos
como resposta compensatéria, instigando a contrabalancar a hipercelularidade
mesangial e, assim, permitindo que a estrutura e funcao normais retornassem (70).

Ishaque et al. (68) demonstraram que a inibi¢do seletiva da ciclooxigenase-2
(COX-2) pode aumentar a apoptose pela TNF-a em condicdes de inflamacao cronica.

A citocina TNF-a pode, também, estimular a liberagdo de outras citocinas pré-
inflamatérias, incluindo IL-1B (71). Ja ficou demonstrado por varios estudos, que
utilizaram culturas primdrias de células mesangiais de ratos, que esta interleucina
aumenta os niveis de COX-2. O TNF-a sozinho tem pequeno efeito na COX-2, mas a
combinagdo TNF-a e IL-1p aumenta dramaticamente a expressdo desta ciclooxigenase
(72).

Pesquisa experimental (73) com ratos anestesiados pelo pentobarbital sédico,
nos quais se realizou, apds nefrectomia direita, clampeamento de artéria renal esquerda
por 90 minutos, mostrou que houve intensificacdo da expressio de COX-2 e

lipooxigenases nas células endoteliais renais j4 com uma hora e meia de reperfusdo. A
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expressao dessas duas enzimas € observada apenas nas células endoteliais renais em rins
normais. Os autores acreditam que este resultado que obtiveram sugere que ha relacdo
entre este aumento da expressdo enzimatica e a lesdo por isquemia e reperfusao.

A marcacdo imuno-histoquimica dos rins dos ratos de G2, grupo no qual a
degeneracdo tubular e a necrose foram menos acentuadas, mostra maior evidéncia de
TNF-a sobre IL-1. Enquanto alguns autores sugerem que o TNF-a estd envolvido na
fase tardia da degeneracdo renal associada a agressdo da isquemia e reperfusdo, seu
papel na fase aguda ainda ndo é claro (74, 19). Entretanto, esta agressdo induz
macrofagos renais, e provavelmente células do parénquima renal, a liberar citocinas
inflamatérias, TNF-a e IL-1, as quais promovem lesdo parenquimatosa por dano direto,
via apoptose, e recrutamento de neutréfilos que liberam metabdlitos reativos de
oxigénio e proteases (19). A ligacdo do TNF-a ao receptor pode induzir apoptose de
células renais, sendo esta a maior causa de morte celular associada a lesdo renal por
isquemia e reperfusao (19).

TNF-a reduz o fluxo sangiiineo e a filtracdo glomerulares, induz a sintese de
outros mediadores pré-inflamatdrios, aumenta a permeabilidade do glomérulo para a
albumina e determina deposi¢ao de fibrina no mesmo, estimulando a infiltracao celular.
A reducdo tanto do fluxo quanto da filtracdo glomerulares seria pela estimulacdo das
células mesangiais a produzirem vasoconstritores (fator de ativacdo plaquetdria,
endotelina-1, prostaglandinas) e vasodilatadores (adenosina, Oxido nitrico,
prostaglandinas) (19). TNF-o também estimula a producdo de espécies reativas de
oxigénio pelas células mesangiais e de outros pirégenos endégenos, incluindo IL-1 (19).
Estes mediadores, por sua vez, provocam disfuncdo celular e organica. As espécies
reativas de oxigénio e a IL-1 ativam os fatores de transcri¢do envolvidos na expressiao
de gene da inflamagdo. Os superéxidos também rompem a funcdo de barreira do
glomérulo e ocorrerd permeabilidade a albumina.

O TNF-a recruta neutréfilos e mondcitos para o rim e aumenta sua adesdo as
células glomerulares. Induz, também, a expressdo da molécula de adesdo intercelular
nas células mesangiais e a expressao superficial de ligantes para selectina-L nas células
endoteliais glomerulares. Isto promove rdpida adesdo de neutréfilos e mondcitos as
células glomerulares. Além disso, as células mesangiais ativadas atraem leucdcitos

polimorfonucleares e mondcitos. Desse modo, TNF-a promove disfun¢do renal por
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citotoxicidade direta, vasoconstri¢do, fluxo sangiiineo renal diminuido e recrutamento
de neutréfilos e mondcitos (19).

Os animais de G2, em M1, momento coincidente com a primeira hemorragia,
apresentavam concentra¢des séricas dramaticamente altas de ambas as citocinas
estudadas. O proprio estresse anestésico-cirdrgico ja teria induzido maiores niveis de
TNF-a e IL-1, mas, além disso, ndo se pode descartar a inibi¢@o, pelo cetoprofeno, da
formacdo das prostaglandinas, substincias que normalmente sdo responsdveis pela
inibicdo de citocinas, como o TNF-a. Acredita-se, também, que o efeito inibitério da
producdo de TNF-a pela prostaglandina seja mediado pela elevacio dos niveis de IL-10
(75). Esta citocina possui atividade antiinflamatéria pela sua capacidade de inibir a
producdo de TNF-a (76). Assim, a inibi¢do da IL-10 poderia estar associada a elevacao
de TNF-a, e vérios efeitos terapéuticos causados pelo cetoprofeno poderiam ser
parcialmente mascarados, devido a esses efeitos ndo desejados relacionados a produgdo
dessas citocinas (77). Portanto, este processo provavelmente estivesse ocorrendo neste
grupo de animais, ou seja, inibi¢do da prostaglandina, com conseqiiente diminui¢do da
IL-10 e aumento dos niveis de TNF-a e IL-1. Em M3 de G2, observa-se diminui¢io dos
valores séricos de TNF-a e IL-1. Isto ocorreu provavelmente porque a acdo do
cetoprofeno j4 estivesse diminuindo e a producdo da prostaglandina, sendo restaurada,
mas ainda em valores baixos, estivesse levando ao aumento na produgdo de IL-10 e,
como conseqiiéncia, diminui¢do das concentracdes de TNF-a e IL-1, quando
comparadas as detectadas no mesmo grupo, em M1. Neste estudo, ndo foi dosada a IL-
10, substancia antiinflamatéria. Contudo, este mecanismo poderia explicar os resultados
observados, ou seja, melhores resultados histoldgicos devido a atuagdo da IL-10
diminuindo os efeitos deletérios de uma resposta imune exacerbada pelas altas
concentracdes de TNF-a e IL-1. Assim, este mecanismo teria protegido o organismo,
reduzindo a citoxicidade e a inflamacao.

Em G1 ocorreu o oposto no soro dos animais com relacdo ao comportamento
das citocinas. No inicio, em MI1, as concentragdes foram préximas das normais,
provavelmente devido a acdo da prostaglandina, uma vez que o estresse também poderia
ser responsédvel pelo aumento desta substancia, ocorrendo aumento dos niveis de IL-10.
Este aumento, por sua vez, seria responsavel pela inibi¢do dos niveis de TNF-a, embora

N

estes ainda fossem maiores que os dos controles, devido a presenca do estresse
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anestésico-cirdrgico. Em M3, foram detectadas altas concentracdes de TNF-a e IL-1,
mas estavam em curso o estresse cirdrgico, que é acompanhado por resposta
hipermetabdlica, e o tempo de 30 minutos apds a retirada de 30% de volemia, sem
ressuscitacdo adequada. Neste caso, as altas concentracdes de TNF-o e IL-1
conseqiientes ao elevado processo inflamatério, acompanhadas por provaveis niveis
elevados de IL-10, decorrentes das altas concentragdes de prostaglandinas, poderiam
atuar, em GI1, ndo como antiinflamatdrios, mas como elementos que contribuiam para
os efeitos deletérios que foram observados, como piora histoldgica e maior hipotensao.
Young et al. (78) lembraram que TNF-a e IL-1 foram muitas vezes consideradas
como citocinas que agem por vias moleculares e celulares comuns. Contudo,
trabalhando com camundongos, investigaram a existéncia de diferencas nos
mecanismos pelos quais elas determinam a migracdo de leucdcitos do leito vascular
para o tecido extravascular, obtendo resultados que fornecem evidéncias de que ha

mecanismos divergentes de ac@o para essas duas substincias.

Discussio
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O cetoprofeno, apesar de inibir a prostaglandina, que é uma substincia
vasodilatadora importante em situagdo de hemorragia, ndo provocou as alteracdes
histolégicas renais mais acentuadas, quando se comparou o grupo que o recebeu com
aquele que ndo o recebeu. Pelo contrario, o grupo com o antiinflamatério apresentou
menos degeneragdo e necrose renais. A acdo do cetoprofeno na expressiao das citocinas
IL-1 e TNF-a pode explicar tal evento. A combinacdo de TNF-a e IL-1 provoca, no
organismo, o efeito combinado de ambas. Os AINEs induzem diretamente ou
indiretamente a liberagdo de TNF-o e esta citocina tem papel conhecido na lesdo renal
por isquemia apds hemorragia. Entretanto, o efeito da IL-1 nessas ocasides ainda ndo é
plenamente conhecido. A imunomarcagdo renal revelou diminui¢do da citocina pro-
inflamatodria IL-1 em rins do grupo G2, demonstrando que pode ter ocorrido a inibi¢do
local da produgdo de IL-1 apés administragdo de cetoprofeno, fato que poderia ser o
responsavel pelo melhor resultado histolégico. Entretanto, o assunto é complexo e ainda

incompletamente elucidado.

Covsideracdes Finaisy
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Este estudo mostrou que no rim de rato que recebeu cetoprofeno antes de ocorrer
hemorragia aguda sem ressuscitacdo fluidica houve intensa expressao de TNF-a e leve
de IL-1. Conclui-se que a expressao leve de IL-1 poderia explicar o melhor resultado
histolégico que ocorreu no grupo do cetoprofeno em relacdo ao controle. Entretanto,

outros estudos sdo necessarios para melhor elucidar o assunto.

Conclusdio
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Tabela 9 - Pressao arterial média (PAM) em mmHg, com média e desvio
padrio, dos ratos de G1 nos trés momentos estudados.

PAM
M1 M2 M3
rato 1 120 45 27
rato 2 115 100 70
rato 3 72 79 51
rato 4 122 40 34
rato 5 46 40 22
rato 6 132 35 25
rato 7 113 47 25
rato 8 142 130 47
rato 9 130 97 46
rato 10 139 59 37
Média 113,10 67,20 38,40
+DP 30,68 32,54 15,16

Tabela 10 - Pressdo arterial média (PAM) em mmHg, com média e desvio
padrio, dos ratos de G2 nos trés momentos estudados.

PAM
M1 M2 M3
rato 1 119 92 106
rato 2 171 46 33
rato 3 92 84 100
rato 4 112 110 117
rato 5§ 78 98 125
rato 6 122 104 117
rato 7 92 102 78
rato 8 112 110 101
rato 9 93 100 108
rato 10 111 104 83
Média 110,20 95,00 96,80
+DP 25,64 18,93 26,80
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Tabela 11 - Temperatura retal (T) em °C, com média e desvio padrio, dos ratos de
G1 nos trés momentos estudados.

T

M1 M2 M3

rato 1 36,0 36,0 35,0
rato 2 35,0 33,0 31,0
rato 3 33,3 34,9 35,5
rato 4 36,8 36,4 34,1
rato 5 37,9 36,6 37,2
rato 6 34,2 33,5 36,3
rato 7 34,5 353 35,7
rato 8 39,1 35,9 35,6
rato 9 37,1 36,4 35,3
rato 10 35,2 35,0 34,6
Média 35,91 35,30 35,03
+DP 1,81 1,24 1,66

Tabela 12 - Temperatura retal (T) em °C, com média e desvio padrio, dos ratos de
G2 nos trés momentos estudados.

T

M1 M2 M3

rato 1 37,2 36,0 35,0
rato 2 37,6 36,6 35,4
rato 3 35,7 35,1 34,1
rato 4 35,6 35,3 34,7
rato 5 32,5 31,0 30,0
rato 6 34,0 33,5 33,1
rato 7 32,5 31,0 30,0
rato 8 32,9 32,5 32,9
rato 9 32,8 32,1 31,8
rato 10 33,9 33,0 32,6
Média 34,47 33,61 32,96
+DP 1,93 2,03 1,93
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Tabela 13 - Hematérito (Ht) em %, com média e desvio padrdo, dos ratos de
G1 nos trés momentos estudados.

Ht
M1 M2 M3
rato 1 37 32 30
rato 2 42 35 33
rato 3 42 31 34
rato 4 43 37 33
rato 5 38 33 30
rato 6 44 38 36
rato 7 43 43 38
rato 8 46 38 32
rato 9 48 44 40
rato 10 53 43 35
Média 43,60 37,40 34,10
+DP 4,65 4,74 3,25

Tabela 14 - Hematorito (Ht) em %, com média e desvio padrdo, dos ratos de
G2 nos trés momentos estudados.

Ht
M1 M2 M3
rato 1 44 40 43
rato 2 45 42 40
rato 3 38 40 55
rato 4 54 47 47
rato 5 56 46 44
rato 6 60 50 42
rato 7 55 52 40
rato 8 53 53 50
rato 9 48 44 40
rato 10 53 43 35
Média 50,60 45,70 43,60
+DP 6,67 4,74 5,76
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Tabela 15 - Estimativa da freqiiéncia cardiaca (FC), batimentos por minuto, dos

ratos de G1 nos trés momentos estudados.

FC

M1 M2 M3
rato 1 >250 117 240
rato 2 >250 >250 240
rato 3 >250 >250 170
rato 4 >250 222 217
rato 5 >250 >250 >250
rato 6 214 220 181
rato 7 >250 206 171
rato 8 >250 >250 >250
rato 9 >250 >250 >250
rato 10 >250 >250 214

Tabela 16 - Estimativa da freqiiéncia cardiaca (FC), batimentos por minuto, dos

ratos de G2 nos trés momentos estudados.

FC
M1 M2 M3
rato 1 >250 >250 >250
rato 2 >250 >250 >250
rato 3 >250 >250 >250
rato 4 >250 >250 >250
rato 5 240 250 214
rato 6 >250 >250 >250
rato 7 >250 250 206
rato 8 >250 250 222
rato 9 >250 >250 >250
rato 10 >250 >250 240

Anexoy



69

Tabela 17 - Concentragio sangiiinea de citocina TNF-o. em pg. mL™", com
média e desvio padrao, dos ratos de G1 nos momentos M1 e M3.

TNF-a
M1 M3
rato 1 284 278
rato 2 218 527
rato 3 222 488
rato 4 121 784
rato S 105 389
rato 6 217 617
rato 7 184 481
rato 8 189 436
rato 9 207 515
rato 10 216 610
Média 196,30 512,50
+DP 51,60 138,26

Tabela 18 - Concentragio sangiifnea de citocina TNF-o em pg. mL”, com
média e desvio padrao, dos ratos de G2 nos momentos M1 e M3.

TNF-a
M1 M3
rato 1 317 288
rato 2 231 304
rato 3 346 276
rato 4 323 217
rato 5 381 188
rato 6 364 201
rato 7 412 294
rato 8 321 210
rato 9 267 180
rato 10 494 246
Média 345,60 240,40
+DP 73,99 47,02
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Tabela 19 - Concentracio sangiiinea de citocina IL-1 em pg. mL"', com média
e desvio padrio, dos ratos de G1 nos momentos M1 e M3.

IL-1
M1 M3
rato 1 188 247
rato 2 164 389
rato 3 110 214
rato 4 191 306
rato S 126 421
rato 6 210 426
rato 7 98 344
rato 8 180 251
rato 9 127 263
rato 10 117 304
Média 151,10 316,50
+DP 39,87 75,78

Tabela 20 - Concentracio sanguinea de citocina IL-1 em pg. mL', com média
e desvio padrio dos ratos de G2 nos momentos M1 e M3.

IL-1
M1 M3
rato 1 281 162
rato 2 186 173
rato 3 246 181
rato 4 381 211
rato 5 104 117
rato 6 121 188
rato 7 304 277
rato 8 217 304
rato 9 162 124
rato 10 361 206
Média 236,30 194,30
+ DP 95,68 59,55

Anexoy
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