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Resumo 

 

 

KFOURI, F. Papel do p21 e do estresse oxidativo na resistência 
renal isquêmica. (Tese Doutorado). São Paulo: Faculdade de Medicina, 
Universidade de São Paulo; 2007.  

 

A resistência tubular renal tem sido estudada a fim de se ampliar a 
compreensão da fisiopatologia da Insuficiência renal aguda (IRA). A 
isquemia renal induz à resistência a um subseqüente insulto isquêmico 
sendo que os mecanismos de resistência parecem depender de 
alterações celulares. O p21 é um inibidor do ciclo celular, o qual pode ser 
induzido por radicais livres de oxigênio e parece ter um efeito protetor na 
IRA isquêmica. O objetivo deste estudo é avaliar o papel do p21 e do 
estresse oxidativo em modelo de resistência adquirida após episódio de 
IRA isquêmica, e em túbulos proximais isolados após isquemia. Ratos 
Wistar foram divididos em 3 grupos: grupo 1- sham, grupo 2- submetido 
a procedimento sham e após 2 dias submetido à isquemia de 45 min e 
grupo 3- submetido à isquemia de 45 min  e após 2 dias submetido à 
segunda isquemia de 45 min.  Os valores de uréia plasmática (114±60 vs. 
136±44 mg/dL, n.s.), a creatinina sérica (0,86±0,2 vs. 0,98±0,1mg/dL, n.s.) 
e o clearance de creatinina (0,21±0,1vs. 0,24±0,1mL/min/100g, n.s.), 
avaliados 48 h após o segundo procedimento (Dia 4), foram semelhantes 
entre os grupos 2 e 3. O tempo de recuperação da IRA também foi 
semelhante entre os grupos 2 e 3. A histologia mostrou necrose tubular 
aguda aparentemente de grau semelhante entre os grupos 2 e 3. O 
infiltrado linfocitário foi semelhante entre os 3 grupos, entretanto houve 
aumento no infiltrado de macrófagos no grupo 3. Foi observado aumento 
na proliferação celular no grupo 2 e grupo 3, quando comparados ao 
grupo 1(125±28 cél./mm2, p<0,05), entretanto, a proliferação foi mais 
intensa no grupo 2 (1.262±440 cél /mm2) que no grupo 3 (653±300 cél 
/mm2, p<0,05 vs. group 2). O grau de apoptose encontrado foi semelhante 
entre o grupo 2 e o grupo 3. Houve aumento na expressão do p21 apenas 
no grupo 3 sendo que esta expressão foi semelhante nos grupos 1 e 2. 
Foi estudada também a resistência celular em túbulos proximais (TP) 
isolados de ratos normais (grupo Controle) e ratos submetidos à isquemia 
de 35 min, 24 h antes do estudo (grupo Isquemia). TP do grupo Isquemia 
foram susceptíveis à hipóxia, porém, resistentes à lesão de reoxigenação. 
Além disto, apresentaram menor produção de hidroperóxidos. Portanto, a 
resistência renal isquêmica aparentemente está associada a mecanismos 
celulares, o estresse oxidativo e o aumento na expressão do p21 são 
possíveis mediadores destes mecanismos. 
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Abstract 

 

 

KFOURI, F. Role of p21 and oxidative stress on renal tubular 
resistance after acute ischemic injury. (Thesis). São Paulo: University 
of Sao Paulo School of Medicine, 2007.  

 

Renal tubular resistance has been studied for the understanding of 
ischemic acute renal failure (ARF).  Subsequent ischemic episodes may 
induce renal resistance whose mechanisms seem to be related to cell 
alterations. P21 is a cell cycle inhibitor that may be induced by oxygen free 
radicals and may have a protective effect in ischemic ARF. This study 
aimed at evaluating the role of oxidative stress and p21 on tubular 
resistance in isolated renal tubules and in a model of acquired resistance 
after renal ischemia. Wistar rats were divided into 3 groups: group 1 – 
sham; group 2 – submitted to sham procedure and after 2 days submitted 
to 45 min ischemia and group 3 – submitted to  ischemia  of 45 min 
followed by a second 45 min ischemia after 2 days. Plasma urea levels 
(114±60 vs. 136±44 mg/dL), serum creatinine (0.86±0.2 vs. 0.98±0.1mg/dL) and 
creatinine clearance (0.21±0.1vs. 0.24±0.1mL/min/100g.) evaluated at 48 
hours after the second procedure were similar between groups 2 and 3 (all 
NS). ARF recovery time was also similar between groups 2 and 3. 
Histology disclosed the same degree of acute tubular necrosis between 
groups 2 and 3. Lymphocytes infiltrate was similar among all groups 
whereas macrophages infiltrate was greater in group 3. Enhanced cell 
proliferation was observed in groups 2 and 3 when compared with group 1 
(125±28 cel/mm2, p<0.05), however it was greater in group 2 (1,262±440 
cel/mm2) than group 3 (653±300 cel/mm2, p<0.05 vs. group 2). Degree of 
apoptosis was similar between groups 2 and 3. The p21 expression was 
increased only in group 3 whereas it was similar in groups 1 and 2. Cell 
resistance was also evaluated in isolated renal proximal tubules (PT) from 
control and ischemia groups. In the latter group, animals were submitted 
to 35 min ischemia and PT were isolated one day later. PT from the 
ischemia group were sensitive to hypoxia but resistant to reoxygenation 
injury which was followed by lower hydroperoxides production.  In 
conclusion, renal resistance obtained by an ischemia was associated with 
cell mechanisms involving oxidative stress and increased p21 expression 
as mediators of this protection. 

 



 

Introdução 
 

 

A insuficiência renal aguda (IRA) é uma síndrome caracterizada por 

altas taxas de morbidade e mortalidade. (1) A principal etiologia da IRA é 

necrose tubular aguda que, em 50% dos casos decorre de isquemia renal 

prolongada. Infelizmente, as estratégias terapêuticas para o tratamento da 

IRA resumem-se em medidas preventivas e de suporte, sendo que 

nenhuma terapêutica até hoje conseguiu diminuir a mortalidade destes 

pacientes. Isto se deve, pelo menos em parte, a falta de compreensão da 

fisiopatologia desta síndrome (2). 

A diminuição da perfusão renal e da oferta de oxigênio durante a IRA 

isquêmica leva a alterações vasculares e tubulares. As alterações 

vasculares decorrem da vasoconstrição pré-glomerular (secundária à 

ativação do feedback tubuloglomerular), da perda da autorregulação 

renal, do aumento da atividade simpática, da resposta exacerbada a 

agentes vasoconstrictores como endotelina, adenosina e angiotensina II e 

da resposta diminuída a agentes vasodilatadores com acetilcolina, óxido 

nítrico e bradicinina. Além disso, pela diminuição da oferta de oxigênio 

existe lesão estrutural das células musculares lisas e principalmente 
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endoteliais. Células endoteliais lesadas expressam moléculas de adesão 

como P-selectin, ICAM (intercelluar adhesion molecule-1) e proteína B7-1 

e liberam mediadores inflamatórios como TNF-α (tumor necrosis factor- 

α), interleucina-18 e radicais livres de oxigênio (RLO) acarretando prejuízo 

à microcirculação e leucotaxia. O infiltrado inflamatório é responsável pela 

produção de outros mediadores inflamatórios, amplificando a lesão da 

microcirculação e conseqüente lesão celular (3-5). 

Durante a isquemia, ocorre a perda da integridade do citoesqueleto 

da célula tubular, migração da bomba NA/KAtpase para membrana 

luminal, destacamento de células viáveis, necróticas e apoptóticas para a 

luz tubular, levando à obstrução da luz tubular com conseqüente 

“backleak” e prejuízo na reabsorção tubular (3;4). As células tubulares 

também produzem mediadores inflamatórios como TNF-α, interleucina-6, 

MCP-1(monocyte chemoattractant protein-1), TGF-β (transforming growth 

factor- β) e RLO promovendo ativação de enzimas intracelulares como 

fosfolipases e ativação de vias necróticas e apoptóticas (6). 

Sutton e Molitoris (7) dividiram a IRA isquêmica em 4 fases: 

instalação, extensão, manutenção e recuperação. Durante a fase de 

instalação, predominam os efeitos da diminuição da perfusão tecidual e 

depleção de ATP. Na fase de extensão podem ser encontradas ao 

mesmo tempo áreas isquêmicas, áreas em recuperação, presença de 

lesão de reperfusão e processo inflamatório. Na fase de manutenção não 
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são encontradas regiões com isquemia grave, porém, ocorre aumento do 

processo inflamatório e fatores relacionados à resposta celular intrínseca, 

como apoptose; finalmente, a fase de recuperação é caracterizada pela 

diminuição do processo inflamatório, aumento de fatores de crescimento e 

regeneração epitelial.  

Atualmente, o poder de regeneração tubular, a resistência celular e 

os mecanismos pelos quais ocorre esta recuperação após isquemia têm 

sido intensamente estudados, pois a compreensão destes mecanismos 

poderia auxiliar no entendimento da fisiopatologia da IRA. 

 Diversos autores descreveram resistência renal adquirida após 

episódio isquêmico (8-10). Zager e cols. (11;12) demonstraram que ratos 

submetidos à IRA isquêmica prévia são resistentes à subseqüente 

isquemia realizada no pico da lesão funcional. Estes autores 

demonstraram também que túbulos proximais isolados de animais 

submetidos à isquemia prévia são resistentes à hipóxia, sugerindo que 

fatores celulares são responsáveis por esta resistência, uma vez que 

neste modelo experimental, fatores extrínsecos como inflamação e 

alterações hemodinâmicas são excluídos (13). 

Dentre os primeiros mediadores estudados na resistência renal 

isquêmica encontram-se os RLO, os quais são liberados após episódios 

breves e longos de isquemia. A despeito do seu papel deletério, 

intensamente estudado, os RLO funcionam estimulando mecanismos de 
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proteção como a produção de antioxidantes. Existem estudos mostrando 

que na resistência isquêmica, ocorre aumento na expressão de 

superóxido dismutase (SOD), glutationa e aumento sérico de vitamina E 

(14;15). 

Outros mediadores possivelmente envolvidos na resistência renal 

isquêmica são as proteínas de choque de baixo peso molecular (HSP). A 

expressão destas proteínas se encontra aumentada em animais 

submetidos à isquemia, e a função das mesmas está relacionada com a 

estabilidade do citoesqueleto, com a produção celular de glutationa e com 

a diminuição da apoptose celular (16). A expressão de uma destas 

proteínas de choque, HSP 32, também conhecida como hemeoxigenase-

1(HO-1) encontra-se aumentada em modelos de resistência isquêmica e 

tem sido estudada devido ao seu papel protetor (17;18).  

Os mecanismos pelos quais a HO-1 protege a célula ainda não estão 

completamente estabelecidos. Em estudo com enxerto renal de ratos, no 

qual foi induzida a expressão da HO-1 houve aumento na expressão do 

fator antiapoptótico Bcl-XL, proteína da família Bcl-2. Outro estudo mostra 

a diminuição da expressão da protease Caspase-3, conhecida via 

apoptótica, após a indução da HO-1 (18). Outro fator, induzido pela HO-

1e relacionado à apoptose, é o p21, um inibidor do ciclo celular (19). 

O papel da inflamação na IRA isquêmica é controverso. A importância 

do infiltrado inflamatório e a participação dos diferentes tipos celulares 
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tanto na lesão tecidual como no processo de regeneração ainda não 

estão definidos (6).  Alguns estudos sugerem que mais importante do que 

o infiltrado celular, é a ativação das células tanto endoteliais como 

inflamatórias, uma vez que lesão tecidual e pior função renal nem sempre 

se relacionam diretamente com infiltrado celular (20). Certos autores 

acreditam que os infiltrados de neutrófilos e macrófagos são 

manifestações inespecíficas de resposta inflamatória, sendo que 

especificamente os macrófagos podem estar relacionados a processos 

regenerativos celulares. Entretanto, o infiltrado de linfócitos T ocorre 

tardiamente, é mais específico, e relaciona-se com pior evolução da IRA, 

pois animais knockouts CD4/CD8 e deficientes em células T (nu/nu) 

apresentam melhor evolução da IRA (21;22).  A participação da 

inflamação na resistência isquêmica ainda é desconhecida (17;20;23;24).  

Na regeneração tubular após a IRA, células remanescentes entram 

no ciclo celular a fim de se multiplicarem e reconstruir o tecido renal.        

O ciclo celular é composto por duas fases: interfase e mitose. Para a 

realização da mitose, a célula deve passar por algumas fases e pontos de 

transição durante a interfase. Após abandonar o estado quiescente (G0), 

a célula inicia um período de crescimento e síntese protéica (G1), para 

então passar para à fase de síntese de DNA (S). A transição entre estas 

duas fases é o primeiro ponto crítico do ciclo, pois é onde se verifica o 

preparo celular para a síntese de DNA, afastando-se a possibilidade de 

dano ao DNA antes de sua duplicação. Após a síntese do DNA e antes da 
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mitose (M), existe uma fase de transição chamada fase G2, onde ocorre o 

segundo ponto de regulação do ciclo. Durante todo o ciclo celular ocorre a 

expressão de diversas moléculas estimuladoras e inibidoras. Algumas 

dessas moléculas reguladoras são proteínas expressas de forma cíclica 

ao longo do ciclo e por isso, são chamadas ciclinas, as quais regulam 

positivamente o ciclo e se encontram sob a forma de dímeros com suas 

parceiras catalíticas, as quinases dependentes de ciclinas (cdk) (25). 

Outra classe de proteínas reguladoras do ciclo celular são os 

inibidores das ciclinas/cdk. Existem dois grupos distintos de inibidores dos 

complexos ciclinas/cdk: o grupo Kip (cdk inhibitory protein), do qual fazem 

parte as proteínas p21, p27 e p57 e um grupo que inibe especificamente a 

ciclinaD/cdk4,6, chamado Ink4(inhibitor for cdk4) (25;26).  

Reguladores do ciclo celular expressos durante este processo são 

fundamentais para que a regeneração tecidual seja o mais eficiente 

possível. Dentre os reguladores do ciclo celular, destaca-se o p21, um 

inibidor do ciclo que atua entre as fases G1 e S. Este inibidor está sendo 

amplamente estudado e demonstrou-se seu efeito protetor em diferentes 

tipos de IRA (27).  

Acreditando que a ausência do p21 pudesse facilitar a proliferação 

celular e, portanto, acelerar a recuperação da IRA, Megyesi e cols. (28) 

induziram lesão nefrotóxica e isquêmica em camundongos knockouts 

para o gene do p21 (p21-/-). Observaram, paradoxalmente, que sua 
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ausência acarretou maior proliferação celular, porém com maior 

mortalidade dos animais e aumento da gravidade da IRA. É possível que 

após a lesão do DNA por cisplatina, a presença do p21 permita o bloqueio 

do ciclo celular antes da duplicação do material genético defeituoso. 

Porém, existem indícios de que esta proteção possa estar relacionada 

também à inibição de vias apoptóticas como a via das caspases (29;30).  

Na IRA isquêmica, um modelo de lesão renal não tóxico para os 

genes, os mecanismos de proteção do p21 não estão determinados. De 

alguma forma, o p21 parece ser um fator de sobrevida celular após a 

lesão isquêmica e sua ausência leva à IRA mais grave. 

Megyesi e cols. (26) demonstraram que células de camundongos 

p21-/-  são mais susceptíveis à lesão induzida pela cisplatina e pela 

exposição celular ao H2O2; assim, a expressão do p21, de alguma 

maneira correlaciona-se à resistência celular e ao estresse oxidativo.  

É possível que o p21 seja um dos mediadores de resistência renal, 

uma vez que a exposição prévia à cisplatina faz com que o rim 

desenvolva resistência a uma segunda agressão pelo mesmo agente. 

Esta proteção correlacionou-se com menor grau de apoptose e 

provavelmente foi mediada pelo aumento na expressão do p21. 

Entretanto, ainda não há estudos que tenham pesquisado o p21 como 

mediador da resistência isquêmica (31).  
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Alguns estudos têm utilizado drogas que mimetizam o efeito protetor 

da resistência isquêmica, como o hemin, que estimula a expressão e a 

atividade da HO-1, a eritropoetina recombinante humana que modula 

tanto a expressão de HSP como vias apoptóticas ou a 

geranylgeranylacetona, que estimula a produção de HSP 70 (17;32;33). 

Além disso, a resistência isquêmica tem se mostrado promissora em 

modelos experimentais de transplante. Os estudos sugerem que o tempo 

de normalização da função renal é menor em rins previamente 

submetidos a isquemias curtas, provavelmente pelo desenvolvimento de 

resistência à isquemia fria e quente (34-36). 

Portanto, os mecanismos de resistência renal isquêmica ainda não 

estão completamente esclarecidos. A compreensão destes mecanismos 

pode contribuir para o desenvolvimento de estratégias visando à 

prevenção ou atenuação da IRA. 
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Objetivos  
 

 

Este estudo tem como objetivo avaliar o papel do estresse oxidativo e 

do p21 em modelo de resistência adquirida após isquemia renal, e em 

túbulos renais, isolados após isquemia. 
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Métodos 
 

 

Foram utilizados ratos machos Wistar sp., com peso inicial entre 160 

e 230g, provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo.  

  

Estudo in vivo 
 

Grupo 1: Os ratos foram sham-operados, após 48 h realizado outro 

procedimento sham e após 2 dias foram realizados os estudos. 

Grupo 2: Os animais foram sham-operados e após 48 h submetidos 

à isquemia de 45 min; após 2 dias foram realizados os estudos. 

Grupo 3: Os ratos foram submetidos à isquemia de 45 min e após 48 

h à outra isquemia de 45 min; após 2 dias foram realizados os estudos.  
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Durante todo o estudo os animais foram mantidos “ad libitum” em 

gaiola metabólica com livre acesso à água e dieta normal em sal e 

proteínas (Nuvilab- Nuvital-Curitiba, PR, Brasil). 
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Organograma do estudo in vivo 

 

 

 

2 Dias

Sham /
Isquemia

45 min

Sham /
Isquemia

45 min

Sham /
Isquemia

45 min

Sham /
Isquemia

45 min

48 horas Clearance de Creatinina, Uréia, 
TUNEL,p21, Imuno-histoquímica, 
Histologia. 
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Modelo de isquemia/reperfusão 

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sódico 

intraperitoneal (50 mg/kg, IP) e submetidos à laparotomia. As artérias 

renais foram isoladas, clampeadas e após 45 min, os clamps foram 

retirados observando-se a reperfusão renal bilateralmente. 

 

 Modelo de procedimento Sham 

Os ratos foram anestesiados com pentobarbital sódico (50 mg/kg, IP), 

submetidos à laparotomia e dissecção dos pedículos renais, porém os 

rins não foram submetidos à isquemia.  

 

Estudos de função renal 

Para avaliação funcional foi realizada dosagem de uréia plasmática 

no início do estudo (Dia 0), 48 h após o primeiro procedimento (Dia 2) e 

48 h após o segundo procedimento (Dia 4). No dia 4, foi realizada 

também dosagem de creatinina sérica e clearance de creatinina. 

Foi realizada dosagem de uréia plasmática nos dias 0, 2, 4, 7 e 10 em 

um subgrupo de animais dos grupos 2 (n=4) e 3 (n=4). As amostras de 

sangue utilizadas foram coletadas pela veia caudal dos animais e as 
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medidas de uréia plasmática foram realizadas utilizando-se o método 

enzimático- colorimétrico da uréase (kit Labtest Diagnóstica, cat.27, ref. 

260104). 

Para a realização do clearance de creatinina (ClCr), os animais foram 

mantidos em gaiola metabólica com livre acesso à água, sem acesso à 

ração, e foi coletada urina por 24 horas. Imediatamente após o término da 

coleta de urina, os animais foram sacrificados e foram coletadas amostras 

de sangue para dosagem de creatinina. 

O clearance de creatinina foi calculado segundo a fórmula: 

Clearance de creatinina = UCr x V / SCr, 

 UCr -creatinina urinária (mg/dL), V - volume urinário (mL/min ), SCr - 

creatinina plasmática (mg/dL). 

A dosagem plasmática e urinária de creatinina foi realizada pelo 

método colorimétrico (kit Labtest Diagnóstica, cat.35). 

 A leitura das dosagens de uréia e creatinina foram realizadas 

utilizando-se o espectrofotômetro de chama, modelo 143 da 

Instrumentation Laboratory, Inc, EUA. 
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Análise Histológica 

Ao final do protocolo experimental, os animais foram anestesiados 

utilizando-se pentobarbital sódico (50 mg/kg, IP) para a retirada dos rins. 

O tecido retirado foi fixado com solução de Dubosque Brasil por 45 

min, pós-fixado em formalina a 10% e embebido em parafina. A partir dos 

cortes em parafina foram preparadas lâminas para imuno-histoquímica, 

TUNEL (deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosohate 

Nick-end) e realizada coloração Ácido Periódico de Schiff (PAS). A leitura 

das lâminas foi realizada em microscópio óptico (NIKON), em 25 campos 

(40 X ∞/0,17 WD 0,65), sem que o patologista soubesse quais eram os 

grupos. 

 

Imuno-histoquímica para ED-1, PCNA e CD3  (37-39). 

Desparafinização 

As lâminas foram imersas em xilol por 30 min em estufa a 60°C, 

seguido por 2 baterias de xilol em temperatura ambiente, de 5 min cada 

uma. A seguir, as lâminas foram mergulhadas em álcool absoluto 2 vezes 

por 1 min e em seguida em álcool 95%, 3 vezes por 1 min. Após esta 

etapa, as lâminas foram hidratadas em água corrente e destiladas por 5 

min.  
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Os anticorpos primários utilizados neste estudo foram: 

1) Anticorpo monoclonal IgG-mouse anti rat CD68, clone ED1 

(Cedarlane, cód.MCA341R) para pesquisa de macrófagos/ monócitos. 

 2) Anticorpo monoclonal IgG-anti proliferating cell nuclear antigen 

(PCNA), clone PC10 (Dako, cod M0879) para pesquisa de células em 

proliferação. 

3) Anticorpo monoclonal IgG-anti CD3, clone F7.2.38 (Dako, cod 

M7254) para pesquisa de linfócitos T. 

Pesquisa de antígeno ED-1 

O tecido desparafinizado foi submetido à exposição antigênica por 

tratamento enzimático com 25 mg de tripsina (Sigma Chemical, CO, St 

Louis, EUA), diluída em PBS (salina tamponada com fosfato, 0,01M), pH 

7,4, durante 20 min a 37°C. A seguir, as lâminas foram lavadas com água 

destilada, mergulhadas em tampão PBS e em 2 banhos de 10 min com 

peróxido de hidrogênio 3% (H2O2 3%), para o bloqueio da peroxidase 

endógena. Após esta etapa, as lâminas foram lavadas em água corrente, 

destilada e tampão PBS e incubadas com anticorpo monoclonal primário 

anti-ED1 diluído em solução de PBS e BSA1% (albumina de soro bovino) 

em concentração de 1:1600, overnight a 4°C. Em seguida, o material foi 

lavado em PBS e incubado com anticorpo secundário Envision peroxidase 

(DAKO, Envision System, HRP, cód.1491) por 30 min em temperatura 
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ambiente e novamente submetido a 3 lavagens em PBS. 

Para revelação foi utilizado cromógeno DAB (3,3’ Diaminobenzidine, 

Sigma Chemical, CO, St Louis, EUA, cód D 5637) (60 mg) diluído em 

tampão PBS (100 mL) e H2O2 3% (1 mL). As lâminas permaneceram 

nesta solução por 5 min e em seguida foram lavadas em água corrente e 

destilada. 

Os cortes foram contracorados com hematoxilina de Carazzi por 90 

segundos, lavados em água corrente e destilada, desidratados e 

montados em lamínula com permount. 

Pesquisa de PCNA  

As lâminas, imersas em tampão ácido cítrico (0,01M, pH 6,0), foram 

colocadas, em microondas, potência máxima (700 W), por 18 min para a 

recuperação antigênica. A seguir, foram lavadas com água destilada e 

mergulhadas em tampão PBS. Após a lavagem, os cortes foram 

submetidos a 2 banhos de 10 min com H2O2 3%, para o bloqueio da 

peroxidase endógena. Após esta etapa, as lâminas foram lavadas em 

água corrente e destilada e em seguida foi realizado bloqueio com leite 

em pó a 6% (solução de leite Molico 6g e PBS 100 mL) por 30 min. A 

seguir, os cortes foram lavados com tampão PBS e incubados com 

anticorpo monoclonal primário anti-PCNA diluído em solução de PBS e 

BSA1% (albumina de soro bovino) em concentração de 1:1300, overnight 
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a 4°C. Em seguida, o material foi lavado em PBS e incubado com 

anticorpo secundário Envision peroxidase por 30 min em temperatura 

ambiente e novamente submetido a 3 lavagens em PBS. Para revelação 

foi utilizado cromógeno DAB (60 mg) diluído em tampão PBS (100 mL) e 

H2O2 3% (1 mL). As lâminas permaneceram nesta solução por 5 min, 

sendo em seguida lavadas em água corrente e destilada. 

Os cortes foram contracorados com hematoxilina de Carazzi por 90 

segundos, lavados em água corrente e destilada, desidratados e 

montados em lamínula com permount.  

Pesquisa de antígeno CD3  

Os cortes, em tampão Tris 10 mmol/L/EDTA 1 mmol/L, pH 9,0, foram 

colocados em steamer por 40 min, para a recuperação antigênica. Após 

esta etapa, foram lavados com água destilada e mergulhados em PBS 

(0,01 M, pH 7,4 ) para em seguida ser realizado bloqueio da peroxidase 

endógena, colocando-se as lâminas em 2 banhos de 10 min com H2O2 

3%. As lâminas foram então lavadas em água corrente e destilada e em 

seguida foi realizado bloqueio com leite em pó a 6% por 30 min. A seguir, 

realizaram-se 3 lavagens com tampão PBS e incubação com anticorpo 

monoclonal primário anti-CD3 diluído em solução de PBS e BSA 1% 

(albumina de soro bovino) em concentração de 1:30, overnight a 4°C. 
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O material foi então lavado em PBS e incubado com anticorpo 

secundário Envision peroxidase, por 30 min em temperatura ambiente, 

sendo novamente submetido a 3 lavagens em PBS. 

Para revelação foi utilizado cromógeno DAB (60 mg) diluído em 

tampão PBS (100 mL) e H2O2 3% (1 mL). As lâminas permaneceram 

nesta solução por 5 min, sendo em seguida lavadas em água corrente e 

destilada. 

Os cortes foram contracorados com hematoxilina de Carazzi por 90 

segundos, lavados em água corrente e destilada, desidratados e 

montados em lamínula com permount.   

Pesquisa de apoptose- método TUNEL (40) 

Para pesquisa de apoptose foi utilizada técnica de TUNEL. Cortes de 

parafina após serem submetidos ao protocolo de desidratação e 

reidratação foram lavados em PBS, pH=7,4, e tratados com proteinase k 

(20 µg/mL - Sigma Chemical, cód P6556) por 15 min em temperatura 

ambiente. Após esta etapa, foi realizado bloqueio da peroxidase 

endógena com H2O2 3% por 30 min. As lâminas foram lavadas em PBS e 

incubadas com terminal deoxynucleotidyl transferase (Tdt enzyme 1:12 

reaction buffer) durante 1 h a 37°C. Em seguida, os cortes foram 

incubados com anti-digoxigeninconjugate (Apop Tag®Plus Peroxidase In 

Situ Apoptosis Detection Kit, cod. S7101, Chemicon International, 
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Temecula, CA, USA)  por 30 min em temperatura ambiente. As lâminas 

foram então reveladas com cromógeno DAB (60mg) diluído em tampão 

PBS (100 mL) e H2O2 3% (1 mL). As lâminas permaneceram nesta 

solução por 6 min e em seguida foram lavadas em água corrente e 

destilada. Os cortes foram contracorados com hematoxilina de Carazzi 

por 90 segundos, lavados em água corrente e destilada, desidratados e 

montados em lamínula com permount. 

 

Reação da polimerase em cadeia - método da transcriptase 

reversa (RT- PCR) (41) 

Todas as soluções utilizadas para a extração de RNA foram feitas 

com água purificada pelo sistema Mili-Q (Milipore, Mili-Q Element A10 

System, Massachusetts, EUA) e tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) a 

60°C overnight. Antes da utilização a água tratada com DEPC foi 

autoclavada a 121°C por 20 min. 

O fragmento renal congelado foi retirado do freezer (– 80°C), pesado 

(100 mg) e colocado em tubo Falcon de 50 mL, ao qual foi acrescentado 

1,0 mL de solução de extração (Trizol Reagente, Invitrogen, 

cód15596026) e homogeneizado com dispersador de tecidos (IKA-

Labortechnik Ultra-Turrax, modelo T25,  Alemanha). 
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O homogenato foi transferido para um tubo Eppendorf de 2,0 mL, 

acrescentou-se 200 µL de solução contendo clorofórmio (Merck, 

Darmstadt, Alemanha) e álcool isoamílico (Sigma Chemical Co, St Louis, 

EUA), na proporção de 24:1. Foi realizada homogeneização por 10 

segundos em vórtex e incubação em temperatura ambiente por 3 min 

Depois deste período, o tecido homogeneizado foi centrifugado a 12.000g 

por 15 min em centrífuga refrigerada a 4°C (Eppendorf, modelo 5403). 

Após a centrifugação, a fase aquosa sobrenadante, que contém o RNA, 

foi cuidadosamente transferida para outro tubo Eppendorf de 2 mL, 

contendo isopropanol gelado (Sigma Chemical Co, St Louis, EUA) na 

proporção 1:1 (fase aquosa: isopropanol). Esta solução foi mantida em 

temperatura ambiente por 10 min e então centrifugada a 12.000g, por 10 min, 

a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e, ao sedimento foi adicionado 1 

mL de etanol a 70% (Merck, Darmstadt, Alemanha). Esta solução também 

foi centrifugada (12.000g, 10 min, 4°C), o sobrenadante desprezado e o 

sedimento foi ressuspenso com 200 µL de água DEPC (Sigma Chemical 

Co, St Louis, EUA).  

A quantificação do RNA foi realizada em espectrofotômetro (HITACHI 

U-2000, Pleasanton, EUA), medindo-se a densidade óptica (D.O.) nos 

comprimentos de onda 260 e 280 nm. Foi feito o cálculo da concentração 

de RNA, expresso em μg/mL, a partir da absorbância no comprimento de 

onda 260 nm. A leitura de 1 D.O., nesta absorbância, corresponde a uma 

solução pura de RNA em fita simples na concentração de 40 μg/mL. A 
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leitura no comprimento de onda 280 nm foi utilizada para determinar a 

contaminação das amostras com proteínas. Foram aceitos valores entre 

1,5 e 2,0 baseando-se na razão entre as absorbâncias a 260 e 280 nm. 

A integridade das moléculas de RNA foi conferida através de 

eletroforese em gel de agarose a 1,5 % (Sigma Chemical Co, St Louis, 

EUA) em tampão MOPS (morfolino propanosulfonato) 0,2 M (Sigma 

Chemical Co, St Louis, EUA), acetato de sódio a 5 mM, EDTA a 0,5 mM 

(Sigma Chemical Co, St Louis, EUA), pH 7,0. 

Foram consideradas adequadas amostras que apresentaram duas 

bandas individualizadas referentes às subunidades 18S e 28S do RNA 

ribossomal. 

Síntese do DNA complementar (cDNA) - reação de transcriptase 

reversa (RT) 

Para a síntese de cDNA, o RNA extraído foi diluído a uma 

concentração ideal de 0,2 μg/µL e aliquotado 14 µL desta solução. 

Adicionou-se 1 µL de oligo dT primer (500 μg/mL) à solução que foi 

aquecida a 70°C, em termociclador PTC-100™ (MJ Research, Inc, 

Watertown, MA, EUA) por 5 min e em seguida transferida para o gelo por 

5 min.  A seguir, foi acrescentado à solução 5 µL de tampão 5 vezes 

concentrado (Tris-HCl 250 mM, pH = 8,3, KCl 375 mM e MgCl2 15 mM), 

1,25 µL de dNTPMix (dATP, dGTP, dCTP e dTTP, 10 mM, pH neutro),1 
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µL de inibidor de RNAse e 1 µL (200 u) da enzima transcriptase reversa 

M-MLV (Moloney Murine Leukemia Vírus). Esta solução foi aquecida a 

40°C por 50 min e posteriormente mantida a 70°C durante 15 min para 

inativação da enzima.  

O produto final contendo o conjunto dos cDNAs correspondente ao 

RNA isolado foi mantido em freezer (-20°C). Para a reação de 

transcriptase reversa foram utilizados reagentes Promega® (Promega, 

San Louis, EUA). 

 

Reação da polimerase em cadeia (PCR) 

A reação da polimerase em cadeia foi utilizada para a análise 

semiquantitativa da expressão dos genes p21, p27 e β2 microglobulina, 

sendo este último utilizado como controle uma vez que é um gene 

expresso constitutivamente. 

Cada reação de PCR foi padronizada variando-se o número de ciclos, 

a temperatura de anelamento e a concentração de cloreto de magnésio 

(Tabela 1). As condições foram consideradas ideais quando obtivemos 

bandas únicas analisadas em gel de agarose 1,5%. 

Para se realizar a PCR foi alíquotado 1 µL de cDNA e transferido para 

um tubo Eppendorf de 200 µL, acrescentou-se 2,5 µL de tampão 10 vezes 
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concentrado (Tris-HCl 20mM em pH 8,0; KCl 100 mM, EDTA 0,1 mM, 

DTT 1 mM, 50% glicerol, 0,5% tween 20 e 0,5% nonidet-P40); 1,5 µL ou 

2,0 µL de cloreto de magnésio 25 mM; 1 µL de dNTPMix 10 mM; 1 µL de 

cada primer de amplificação (10 μM); 0,5µL de Taq DNA polimerase (5 

U/µL) e 16 µL de água miliQ. 

A solução foi levada ao termociclador PTC-100™ (MJ Research, Inc, 

Watertown, MA, EUA) para dar seguimento à reação. A programação do 

termociclador para os diversos RNAm estudados e as seqüências dos 

primers utilizados estão descritos na Tabela 1.  

Depois de completada a reação os produtos da PCR foram 

armazenados em freezer (-20°C).  

Para a reação de PCR foram utilizados reagentes Promega® 

(Promega, San Louis, EUA). 

 

Eletroforese em gel de Agarose 1,5% 

Para a visualização dos resultados, os produtos da PCR foram 

submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1,5%. O gel de corrida foi 

preparado dissolvendo-se 1,5 g de agarose (Invitrogen, Carlsbad, EUA) 

em 90 mL de água Mili-Q fervente. Quando a temperatura da solução 

atingiu 60°C, acrescentou-se 10 mL de tampão TAE (tris-acetato 0,04M e 
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EDTA 0,001 M, pH 8,0)  e 4 µL de brometo de etídio 10 mg/mL (Sigma 

Chemical Co, St Louis, EUA). Esta solução foi colocada em cuba de 

eletroforese e mantida em temperatura ambiente até a solidificação do 

gel, quando então se acrescentou tampão de corrida (70 mL de tampão 

TAE + 700 mL de água Mili-Q), e o pente foi retirado visualizando-se os 

orifícios para deposição das amostras. 

Em cada orifício foram pipetados 15 µL de solução contendo 6 µL de 

“gel loading buffer” (Sigma Chemical Co, St Louis, EUA) e 25 µL de 

amostra. Em um dos orifícios foi colocado o padrão do DNA formado por 

fragmentos que variam em 100 pares de bases (DNA ladder 100bp, 

Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, EUA).  

A eletroforese foi realizada com voltagem de 3-5 volts/cm2 até que as 

marcas do “gel loading buffer” fossem visualizadas na metade do gel. 

Após a eletroforese, o gel foi retirado da cuba e colocado contra luz UV 

(transiluminador UVP, EUA) e as bandas fotografadas com filme Polaroid 

667 (Polaroid, St Albans, Inglaterra). 

 A análise semiquantitativa da intensidade óptica foi feita através do 

software Imagemaster (versão 2.0, Pharmacia biotech, Buckinghamshire, 

Inglaterra), os valores obtidos para p21 e p27 foram divididos pelos 

respectivos valores de β2 microglobulina. 
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Tabela 1- Sequencia dos primers, temperatura de anelamento, número de 
ciclos e volume de cloreto de magnésio utilizado para cada 
PCR. 
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a 5’-CTCCCCAAATTCAAGTGTACTTCTG-3’ 

5’-GAGTGACGTGTTTAACTCTGCAAGC-3’ 

55 25 1,5 249pb 

p2
1 

5’ATGTCCGATCCTGGTGATGTCCGA-3’ 

5’-TCAGGGCTTTCTCTTGCAGAAGAC-3’ 

60 35 2,0 499pb 

p2
7 

     5’GCAGCTTGCCCGAGTTCTAC-3’ 

     5’-TTCTTGGGCGTCTGCTCCAC-3’ 

60 35 2,0 335pb 
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Estudo in vitro 
 

Ratos machos Wistar sp., com peso inicial entre 160 e 230g, 

provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de 

São Paulo, foram utilizados para o estudo e separados da seguinte forma:  

 

Grupo Controle: rins de animais normais foram retirados para 

isolamento dos túbulos proximais. 

Grupo Isquemia: os ratos foram submetidos à isquemia renal 

bilateral de 35 min e após 24 h seus rins foram retirados para isolamento 

dos túbulos proximais. 

Após o isolamento, os túbulos proximais (TP) de ambos os grupos 

foram estudados da seguinte forma: 

TP oxigenados- mantidos sob PO2 normal por 60 min. 

TP H/R- submetidos à hipóxia 15 min e reoxigenação 45 min. 
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Organograma do estudo in vitro 
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Separação de túbulos proximais de ratos(42) 

Os animais foram anestesiados com tiopental sódico (50 mg/kg, IP) e 

submetidos à laparotomia. A veia cava posterior e a artéria mesentérica 

foram ligadas e a aorta cateterizada com tubo de polietileno (PE100).  A 

aorta foi ligada acima das artérias renais e foi realizada incisão na porção 

distal da veia cava, para dar vazão ao perfusato. Os rins foram 

perfundidos com 60 mL da solução A (NaCl 112,0 mM, NaHCO3 25,0 mM, 

KCl 5,0 mM, CaCl2 1,6 mM, NaH2PO4 2,0 mM, MgSO4 1,2 mM, glicose 5,0 

mM, Hepes 2,5 mM manitol 10 mM, glutamina 1,0 mM, ácido butírico 1,0 

mM e lactato de sódio 1,0 mM, pH 7,2) heparinizada com 4000 UI de 

heparina sódica e oxigenada com mistura de 95% de O2 e 5% de CO2 

(1L/min ). Em seguida, os rins foram perfundidos com 60 mL da solução A 

acrescida de 15 mg de colagenase tipo V (Sigma Chemical Co., USA) e 

15 mg de hialuronidase (Sigma Chemical Co., USA) para digestão in vivo 

do tecido.  

A seguir, os rins foram removidos e descapsulados, a córtex renal 

retirada e cortada em fragmentos de 1 mm. Os fragmentos foram lavados 

3 vezes em solução A, através da centrifugação a 1000g por 40 segundos 

a 4°C.  

Após a lavagem, o tecido foi incubado em 60 mL de solução A 

oxigenada contendo 40 mg de colagenase tipo V e 10 mg de 

hialuronidase II, para segunda etapa da digestão. A digestão foi 
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executada a 37°C sob agitação (75 oscilações/min) e ocorreu no máximo 

em 35 min, sendo que após 15 min iniciou-se a retirada dos fragmentos 

digeridos, repetindo-se este procedimento em intervalos de 5 min. A 

suspensão de túbulos foi mantida oxigenada em mistura de 95% de O2 e 

5% de CO2 (1L/min) durante toda a digestão. 

 Os fragmentos digeridos foram colocados em 30 mL de solução A 

oxigenada contendo 1 g de albumina sem ácidos graxos (Sigma Chemical 

Co, EUA), pH 7,2, para neutralização da colagenase; posteriormente, a 

suspensão de túbulos foi filtrada em peneira plástica e lavada 2 vezes em 

solução A, através da centrifugação a 1000g por 40 segundos a 4°C, para 

remoção da albumina. 

 A seguir, o tecido foi suspenso em 30 mL de solução de percoll 

45%, colocado sobre 5 mL de solução de percoll a 100% e centrifugado a 

15000g por 10 min a 4°C em ultracentrífuga (Hitachi, Japão). As soluções 

utilizadas para o gradiente de percoll foram: 

1. Solução diluente de percoll (mM): NaCl 1085, NaHCO3 

119, KCl 50, NaH2PO4  20, MgSO4 1,2, glicose 50, Hepes 100. 

2. Solução B: 45 mL de água destilada e 5 mL da solução 

diluente de percoll, oxigenada com carbogênio, pH 7,2. 

3. Solução de percoll a 100%: 45 mL de percoll e 5 mL da 

solução diluente de percoll, oxigenada com carbogênio pH 7,2. 
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4. Solução de percoll a 45%: 33 mL da solução B e 27 mL 

da solução de percoll a 100%. 

Ao final, ocorreu a formação de uma monocamada de túbulos na 

interface entre a solução de percoll a 100% (abaixo) e 45% (acima). Esta 

camada era constituída principalmente de túbulos proximais (95%), 

conferidos através de microscopia óptica (400x).  

Esta monocamada foi removida através de pipeta plástica e lavada 

2 vezes com solução A para remoção do percoll. A seguir, os túbulos 

isolados foram suspensos em 60 mL da solução C oxigenada (NaCl 106         

mM, NaCO3 18 mM, KCl 5 mM, CaCl 1 mM, NaH2PO4 2 mM, MgSO4 

1mM, glicose 5 mM, Hepes 2,5 mM, glutamina 2mM, ácido butírico 10 mM 

e lactato de sódio 4 mM, pH7,2).  

A suspensão de túbulos foi separada em alíquotas de 6 mL para o 

início do protocolo de hipóxia/reoxigenação. 
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 Modelo de hipóxia/reoxigenação. (42) 

Os túbulos proximais isolados foram submetidos à hipóxia através da 

infusão de uma mistura gasosa contendo 95% de N2 e 5% de CO2 

(3L/min) por 5 min e mantidos em hipóxia por mais 10 min A seguir foram 

reoxigenados por 5 min com mistura de 95% de O2 e 5% de CO2 (L/min) e 

mantidos por 40 min 

Dosagem de Desidrogenase Lática (DHL)  

A lesão celular foi avaliada pela liberação de DHL.  Conforme descrito 

por Bermeyer(43), alíquotas de 1 mL de suspensão de túbulos foram 

retiradas no início do experimento, após 15 min e após 60 min. Estas 

foram centrifugadas a 1500g por 2 min, a 4°C. Após esta etapa o 

sobrenadante foi retirado e o sedimento foi lisado com 1 mL de Triton X-

100 a 1,5%. 

A atividade de DHL foi obtida dividindo-se o valor do sobrenadante 

pelo valor total (sobrenadante + sedimento), para se obter o percentual de 

DHL liberado. 

Dosagem de hidroperóxido- Método Xilenol Orange (44) 

A técnica consiste na mensuração da produção de hidroperóxidos, 

como via final da peroxidação lipídica de membranas. Os hidroperóxidos 

são produzidos através de reação de oxidação do Fe++ em condições 
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ácidas. O Fe+++ produzido modifica a coloração do Xilenol Orange. 

Alíquotas de 1 mL de suspensão de TP foram retiradas aos 60 min e 

sonicadas no Thornton T7 (Thornton – INPEC eletrônica Ltda., São Paulo-

Brasil), durante um minuto. Alíquotas de 100 µL foram colhidas, 

adicionadas a 900 µL da solução Xilenol Orange e mantidas em 

temperatura ambiente por 15 min para completar a reação. A leitura 

colorimétrica foi realizada em espectrofotômetro (Hitachi U-6000) em 560 

nm. O resultado da absorbância foi corrigido pela constante de 

dissociação do hidroperóxido e do butil hidroperóxido 4,3 x 104 M-1 cm-1 e 

pelo valor da proteína do sedimento. 

 Solução Xilenol Orange: O ácido sulfúrico (H2SO4) 25 mM foi diluído 

em metanol a 90%. A esta solução foram adicionados: 100 μM de Xilenol 

Orange (Sigma Chemical CO., St. Louis - USA), 4 mM de hidroxitolueno 

butilado (BHT, Sigma Chemical CO., St. Louis - USA), agente antioxidante 

que estabiliza a reação e 250 μM de Sulfato ferroso heptahidratado 

(FeSO4. 7H20), substrato da reação. 

Dosagem de proteína (44) 

Soluções: 

Solução A - bicarbonato de sódio a 2%, 0,4% de hidróxido de sódio, 

1 mL de sulfato de Cobre a 1% e 1 mL de solução tartarato de sódio 

potássio a 2% em 100 mL. 
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Solução B - reagente de fenol (Folin) 2N diluído 1:1 em água 

destilada. 

 

Reação: 

A 100 μL da amostra acrescentou-se 100 μL de solução de Lauril 

Sulfato de Sódio (SDS) a 1%, 1 mL da solução A e incubou-se esta 

mistura por 10 min. A seguir, acrescentou-se 100 μL da solução B e 

incubou-se novamente por mais 30 min. Ao final, a leitura foi realizada em 

espectrofotômetro (Hitachi U2000) em 550 nm. 
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Analise Estatística  
 

Os dados foram inicialmente submetidos ao teste de distância K-S 

para a determinação da normalidade.  

Os dados paramétricos foram representados na forma de média e 

desvio padrão da amostra. 

Os grupos foram comparados entre si, através do teste T de Student 

para amostras independentes. Quando mais que duas amostras foram 

analisadas, utilizou-se Análise de Variância para medidas não-repetidas 

(ANOVA), com pós-teste de Student-Newman–Keuls. 

A interação entre os diferentes grupos e tempos foi comparada 

através do teste de ANOVA two–way, com pós-teste de Student-

Newman-Keuls. 
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Resultados 
 

 

Estudos in vivo: 

No dia 2, a uréia plasmática foi significantemente maior no grupo 3 

quando comparado aos grupos 1 e 2 (p<0,05 vs grupos 1 e 2), porém, os 

valores de uréia no dia 4 foram semelhantes entre os grupos 2 e 3 

(Tabela 2). Assim como a uréia, os valores de creatinina sérica e do 

clearance de creatinina também foram semelhantes entre os grupos 2 e 3, 

no dia 4 (Tabela 3). 

A análise longitudinal mostrou que não houve incremento 

estatisticamente significante na uréia plasmática dos animais do grupo 3 

quando comparados os valores encontrados nos dias 2 e 4 (103±40 vs 

136±44 mg/dL, n.s.) (Tabela 2 e Gráfico 1). 

Não houve diferença na uréia plasmática dos animais dos grupos 2 e 

3 no dia 7 (82±25 vs 83±20 mg/dL, n.s.) e dia 10 (53±11 vs 54±11 mg/dL, 

n.s.). 
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Tabela 2 - Valores de uréia plasmática (mg/dL) nos dias 0, 2, e 4. 

 GRUPO 1 
(n=7) 

GRUPO 2 
(n=7) 

GRUPO 3 
(n=8) 

Dia 0  35±6 45±12 44 ±12 
Dia 2  36±7 46±15 103±40† a 
Dia 4 33±11 114±60* b 136±44† b 

            Valores descritos em média e desvio padrão 
           * p<0,05 vs dias 0 e 2; † p<0,05 vs dia 0  

  a  p<0,05 vs grupo 1 e grupo  2; b p<0,05 vs grupo 1  
 

 
Tabela 3 - Valores de creatinina (mg/dL) e clearance de creatinina 

(mL/min100g) e volume urinário (mL/min) no dia 4. 
 GRUPO 1 

(n=7) 
GRUPO 2 

(n=7) 
GRUPO 3 

(n=8) 
SCr 0,45±0,1 0,86±0,2 a 0,98±0,1 a 

Cl Cr/100g 0,55±0,3 0,21±0,1a 0,24±0,1 a 
Volume urinário 0,008±0,003 0,007±0,003 0,012±0,005 

       Valores descritos em média e desvio padrão 
       a  p<0,05 vs grupo 1 
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    Gráfico1– Valores de uréia plasmática nos dias 0, 2 e 4. 

 

 

Histologia, Imuno-histoquímica e TUNEL 

Os rins dos animais do grupo 1 mostraram-se normais à microscopia 

óptica, enquanto os animais do grupo 2 e do grupo 3 apresentaram 

necrose tubular aguda, sendo que no grupo 3 foram encontradas regiões 

com aglomerados de células em regeneração (Figura 1). 

O infiltrado de linfócitos foi semelhante entre os 3 grupos (7,3±2,8 vs 

13,4±9,2 vs 8,6±3,7 cél/mm2, n.s.) (Figura 2 e Gráfico 2). O infiltrado de 

macrófagos foi maior no grupo 3 (23,5±11,6 cél/mm2, p<0,05) quando 
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comparado ao grupo 1 (6,02±1,9 cél/mm2) e grupo 2 (10,42± 9,8 cél/mm2) 

(Figura 3 e Gráfico 3). 

A proliferação celular foi maior nos grupos 2 e 3 em comparação ao 

grupo 1 (125,5±27,8 cél/mm2, p<0,05), porém, esta foi mais intensa no 

grupo 2 (1.262,4±440,9 cél/mm2) que no grupo 3 (653,4±300,1 cél/mm2) 

(p<0,05 vs grupo 2) (Figura 4 e Gráfico 4). 

O grau de apoptose foi semelhante entre os grupos 2 e 3 (13±2,7 vs 

15±10 cél/mm2), porém menor no grupo 1 (2,5±1,2 cél/mm2, p<0,05) 

(Figura 5 e Gráfico 5). 
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Figura1- Grupo 1 (A)-Rim histologicamente normal. Grupo 2 (B)- 
Necrose tubular aguda. Túbulos acentuadamente dilatados, com debris 
celulares nas luzes. Não se vêem mais as bordas em escova, os núcleos 
variam de tamanho, alguns exibindo cariólise. Os nucléolos são evidentes 
e os citoplasmas reduzidos de volume em função da descamação. Grupo 
3 (C)- Necrose tubular aguda com nódulos regenerativos. As alterações 
descritas para o Grupo 2 também se aplicam a este, mas acrescidas de 
aglomerados de células epiteliais, dispostas desorganizadamente, com 
núcleos pleomórficos de padrão regenerativo, na região central à direita.
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Figura2- Semelhante infiltrado linfocitário entre os grupos 1 (A), 2 (B) 
e 3 (C) (400x). 
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Figura 3- Presença de maior infiltrado de macrófagos no Grupo 3 (C) 
(1000x) quando comparado aos grupos 1 (A) (400x) e 2 (B) 
(400x). 

 

 



43 
 

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
0

10

20

30

C
él

. /m
m

2

n.s.

  

 Gráfico 2– Contagem medular de linfócitos T (células CD3 positivas), 
no dia 4.  

 

 

Gráfico 3 – Contagem medular de macrófagos (células ED-1 positivas), no 
dia 4. 
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Figura 4- Aumento da proliferação celular nos animais do Grupo 2 (B) 
quando comparados aos grupos 1 (A) e 3 (C). Maior proliferação celular 
no Grupo 3 (C) quando comparado ao Grupo 1(A) (400 
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Figura 5-Grau de apoptose semelhante entre os grupos 2 (B) e 3 (C), 
maior do que a apoptose encontrada no grupo 1 (A) (1000x).  
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* p<0,05 vs Grupo1;  † p<0,05 vs Grupo 2.
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Gráfico 4 – Contagem de células tubulares em proliferação (PCNA), no 

dia 4. 
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Gráfico 5 – Contagem total de células apoptóticas (TUNEL positivas), no 

 dia 4. 
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Expressão mRNA -p21 

Encontrou-se aumento significante na expressão do mRNA do p21 no 

grupo 3, enquanto, os grupos 1 e 2 foram semelhantes entre si (Gráfico 6 

e Figura 6). 

Não houve diferença na expressão do p27 entre os grupos. (Figura 6) 

 

   
Gráfico 6 – Aumento da expressão do mRNA do gene p21 no 

grupo 3. 
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Figura 6 – Expressão do mRNA dos genes p21, p27 e β2 microglobulina, 
no dia 4. 
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Estudos in vitro 

A liberação de DHL (%) dos TP oxigenados dos grupos Controle e 

Isquemia foi semelhante no início do estudo; porém aos 15 min e aos 60 

min, a liberação de DHL no grupo Isquemia foi menor do que no grupo 

Controle (7,8±1,7 vs 11,7±2,8%, p<0,05) e (10,9±3,1 vs 18,8±4,1%, 

p<0,05) (gráfico 7) respectivamente. 

Não houve diferença na liberação de DHL durante a hipóxia (15 min) 

nos TP dos grupos Controle e Isquemia (34,1±10,7 vs 44,6±10,9%, n.s.) 

enquanto que após a reoxigenação, houve liberação de DHL 

significantemente menor no grupo Isquemia (40,3±8,9 vs 55,4±9,7%, 

p<0,05) (Gráfico 8). 
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Gráfico 7 – Liberação de DHL dos TP oxigenados dos grupos Controle e 

Isquemia. 
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Gráfico 8 – Liberação de DHL dos TP submetidos à hipóxia e 

reoxigenação dos grupos Controle e Isquemia. 
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 Os TP do grupo Isquemia, submetidos à hipóxia e reoxigenação, 

apresentaram produção significantemente menor de hidroperóxidos 

quando comparados ao grupo Controle (1,01±0,38 vs 2,67± 0,34 μM/mg 

proteína, p<0,05) (gráfico 10). 

 

 

Gráfico 9 – Valores de hidroperóxidos aos 60 min nos grupos Controle e 
Isquemia. 
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Discussão 
 

Após isquemia, mecanismos de lesão e de regeneração são 

invariavelmente desencadeados, pois a sinalização intracelular para 

ambos está relacionada e, assim, lesão e regeneração são partes de uma 

mesma resposta.  

No presente estudo, os ratos do grupo 3 foram submetidos à segunda 

isquemia no pico de lesão funcional, com redução importante da função 

renal. No entanto, o segundo episódio isquêmico não acarretou piora na 

função renal. A creatinina sérica, o clearance de creatinina e o grau de 

apoptose no grupo 3 não foram diferentes dos resultados obtidos no 

grupo 2, demonstrando-se, portanto resistência renal após episódio de 

IRA isquêmica. Além disso, a evolução da IRA nos grupos 2 e 3 foi 

semelhante. Apesar de ter sido submetido a dois episódios isquêmicos, o 

grupo 3 não apresentou retardo na recuperação da função renal, fato este 

demonstrado pelos níveis semelhantes de uréia nos dias 7 e 10.  

A resistência renal pode ser observada mesmo que no momento da 

segunda isquemia, os animais estejam no ápice da lesão funcional. Zager 

e cols. (11) realizaram em ratos, isquemia de 40 min, seguida após 48 h 

de outra isquemia de 40 min. A avaliação funcional foi realizada através 

de clearance de iothalamato e, embora os animais já iniciassem a 
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segunda isquemia com clearance menor, foi observada resistência à 

isquemia. No entanto, as condições em que ocorre a resistência renal 

isquêmica ainda permanecem desconhecidas. Cochrane e cols. (45) 

relataram que ratos submetidos a 3 ciclos isquêmicos de 2 min, seguidos 

de isquemia de 45 min, apresentavam proteção quando comparados 

àqueles submetidos à isquemia sem pré-condicionamento prévio. Este 

benefício não foi obtido quando a isquemia foi realizada após 3 ciclos 

isquêmicos de 5 min cada.   

Behrends e cols. (9) realizaram estudos em porcos e não 

conseguiram demonstrar proteção após 3 ciclos isquêmicos de 10 min, 

seguidos de isquemia de 60 min. Outro estudo recente, também em 

porcos, não conseguiu demonstrar resistência em modelo de isquemia em 

rim único (46). 

Existem diversos estudos mostrando uma fase precoce de resistência 

pós-isquemia obtida minutos ou horas após breves episódios isquêmicos 

(pré-condicionamento); porém, se este benefício permanece após 

intervalos maiores de tempo ainda é controverso. Aparentemente, a 

resistência tardia (após dias ou semanas) é mais bem caracterizada após 

períodos longos de isquemia prévia (8;47). 

 Park e cols. (10) demonstraram que camundongos submetidos à 

isquemia de 30 min e, após 8 dias submetidos a novo insulto de 30 ou 35 

min, apresentaram proteção total à segunda agressão. Quando a 
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isquemia inicial era de 15 min, a proteção obtida era apenas parcial, 

sugerindo que a proteção é proporcional à lesão inicial.  

Há várias hipóteses para se explicar a resistência isquêmica. 

Provavelmente, os mecanismos envolvidos na proteção precoce e tardia 

são diferentes (47;48). O óxido nítrico (NO) como mediador da resistência 

renal isquêmica foi estudado por diversos autores, sendo interessante a 

participação das diferentes isoformas de NO sintase, NO sintase 

endotelial (NOSe) e indutível (NOSi), neste processo (49;50). Ogawa e 

cols. (49) aumentaram a proteção renal conferida pelo pré-

condicionamento isquêmico após a administração de L-arginina, 

sugerindo a participação do NO. Outro estudo demonstrou que 

camundongos knockout para NOSe não apresentam fase precoce de 

resistência renal isquêmica, sendo que este mesmo resultado foi obtido 

com o uso de L-NAME, porém, o uso de aminoguanidina (bloqueio 

específico de NOSi) não foi capaz de interferir nesta proteção (51;52). Por 

outro lado, a resistência isquêmica tardia foi estudada tanto em 

camundongos knockout para NOSe, como em camundongos knockout 

para NOSi, sendo que apenas aqueles que não expressavam NOSi 

perdiam o efeito de resistência tardia (53). Estes estudos sugerem, 

portanto, que a NOSe tem papel importante na fisiopatologia da 

resistência isquêmica precoce, diferentemente da fase tardia de proteção 

que parece depender da NOSi. 



55 
 

Após isquemia renal, células endoteliais e do epitélio tubular lesadas 

liberam substâncias quimiotáticas que promovem a adesão e infiltração 

de leucócitos. Entretanto, o papel dos diferentes tipos de células 

inflamatórias na IRA não está estabelecido, existindo grande controvérsia 

quanto ao tipo de infiltrado proeminente e sua real função (23). 

 No presente estudo, o infiltrado medular de linfócitos foi semelhante 

entre os três grupos. Não foi evidenciado aumento do infiltrado de 

linfócitos nos grupos 2 e 3, porque o momento da avaliação é precoce 

para se observar este tipo de infiltrado.  

Ysebaert e cols. (54) evidenciaram nas primeiras 12h após isquemia 

em ratos, um aumento significante da atividade de MPO 

(mieloperoxidase), sem que houvesse aumento do infiltrado tecidual de 

neutrófilos ou macrófagos. Após 24 h, ocorreu aumento importante no 

infiltrado de macrófagos, indicando diapedese e infiltração tecidual 

clássica. Somente em fase mais tardia (5-10 dias) o infiltrado linfocitário 

passou a ser proeminente, com diminuição da expressão de macrófagos. 

Embora os linfócitos sejam proeminentes apenas em fases mais tardias 

da IRA, existem evidências de sua participação como principal mediador 

de lesão, segundo a teoria “hit-and-run”. Esta teoria sugere que, em fases 

iniciais, estas células ativadas se liguem à camada endotelial também 

ativada, promovendo diminuição do fluxo intravascular e reação 
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inflamatória sem infiltrar o tecido e, em fases mais tardias, estas células 

voltam a aderir ao endotélio, com diapedese e infiltração tecidual (23;55). 

Existem evidências da participação da inflamação em modelos de 

resistência renal isquêmica, porém, os trabalhos ainda não são 

conclusivos. Foi evidenciado por Kaizu e cols. (17) que após indução da 

expressão de HO-1, animais submetidos à IRA isquêmica apresentaram 

redução do infiltrado de macrófagos (imuno-histoquímica para ED-1) e da 

expressão de moléculas de adesão ICAM-1.  

Sabe-se que proteínas hepáticas de fase aguda (α1 glicoproteina 

ácida e α 1 anti-tripsina) aumentam durante a IRA isquêmica. Daemen e 

cols. (24) administraram essas proteínas a animais submetidos à 

isquemia durante a fase de reperfusão e isto ocasionou a diminuição do 

infiltrado de neutrófilos, da atividade de mieloperoxidase e da expressão 

de TNFα. Estes autores sugerem que este possa ser um dos mecanismos 

envolvidos na resistência isquêmica. Por outro lado, em um estudo 

recente, leucócitos purificados de camundongos submetidos à isquemia 

de 30 min foram transferidos a camundongos nu/nu (células T-deficientes) 

os quais, após 7 dias, foram submetidos à isquemia e apresentaram 

resistência à IRA sendo que esta proteção não se correlacionou com a 

atividade de MPO (20). 

Diferentemente do infiltrado linfocitário, o presente estudo mostrou 

um maior infiltrado de macrófagos nos animais do grupo 3. Estas células 
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ainda apresentam papel controverso na IRA isquêmica (56;57). Como 

neste modelo foi encontrada resistência renal, o maior infiltrado de 

macrófagos poderia relacionar-se às funções regenerativas destas 

células. 

Persy e cols. (58) demonstraram que camundongos knockout para 

osteopontina apresentavam menor infiltrado de macrófagos durante IRA 

isquêmica. Isto, porém, não se correlacionou com qualquer benefício 

funcional nestes animais. Sabe-se que macrófagos ativados são capazes 

de produzir citoquinas pró-inflamatórias, radicais livres de oxigênio e 

MPO. Por outro lado, tem sido descrita uma importante ação destas 

células como aceptor de debris necróticos e de células apoptóticas, além 

de serem responsáveis pela produção de diversos fatores de crescimento 

promotores de reepitelização, angiogênese e turnover de matrix 

extracelular, condições fundamentais para regeneração tecidual (59).  

Para que a regeneração tecidual ocorra adequadamente, o balanço 

entre proliferação celular, necrose, apoptose e a coordenação do ciclo 

celular é fundamental (26). Park e cols. (60), em modelo experimental de 

IRA isquêmica, demonstraram intensa proliferação celular, principalmente 

no segmento S3 após 24 a 72 horas do insulto inicial. Posteriormente, foi 

demonstrada a indução precoce da expressão do p21 após a IRA 

isquêmica. O estímulo para esta indução pode ser o aumento na 
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formação de RLO, já que essa associação é descrita em alguns estudos 

(61;62). 

Os mecanismos de proteção do p21 na lesão isquêmica não estão 

determinados, mas sabe-se que a parada do ciclo celular em seus 

checkpoints é pré-requisito para que ocorram reparo e regeneração 

celular após a isquemia e, portanto, a inibição do ciclo celular permite que 

ocorra regeneração celular antes que a célula se multiplique (25). 

 Hochegeer e cols. (63) demonstraram o aumento da expressão do 

p21 após longos períodos de isquemia (30 e 45 min), o mesmo não 

ocorrendo após períodos curtos de isquemia. Megyesi e cols. (27) 

descreveram o aumento na expressão do p21 com apenas 30 min após 

liberação do clamp isquêmico, e esta expressão praticamente desaparece 

após 48 h da isquemia. No presente estudo, os ratos dos grupos 1 e 2 

não apresentaram aumento da expressão do p21, porém no grupo 3 

houve um aumento significante desta expressão, sugerindo seu 

envolvimento como mediador da resistência renal à isquemia. 

 Os achados na imuno-histoquímica para PCNA são condizentes com 

os achados na expressão do p21, pois houve uma menor proliferação 

celular nos animais do grupo 3 quando comparados ao grupo 2.  

Estudos in vivo e in vitro de camundongos p21-/- demonstraram maior 

lesão celular, aumento do tamanho dos núcleos celulares, poliploidias e 
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maior expressão de 14-3-3σ (inibidor do ciclo celular responsável pelo 

controle da transição entre as fases G2 e M). A pausa entre as fases G2 e 

M possivelmente proporciona o retorno da célula para a fase de síntese 

de DNA, justificando-se a poliplodia encontrada nestes estudos 

(25;26;64). Além de falhas na coordenação do ciclo celular, diversos 

estudos correlacionam a ausência do p21 com um maior grau de 

apoptose (29;30).  

Na IRA isquêmica, a produção de mediadores inflamatórios e RLO 

ativam vias intrínsecas de morte celular, ocasionando necrose e 

apoptose. As principais vias reguladoras da apoptose na IRA são a família 

de proteínas BCL-2, via fosfatidil inositol 3’ (PI3’) e via das MAPKinases 

(Mitogen Activated Protein Kinases) e sua subfamília de  proteínas 

relacionadas ao estresse (SAPKinases).Nesta última via, na isquemia 

renal, destacam-se os  fatores pró-apoptóticos p38 e jun N-terminal 

kinase (JNK) e anti-apoptóticos extracellular signal-regulated kinase 

(ERK) 1/2 (10;65). 

Existem evidências sugerindo que, pelo menos em parte, a 

resistência renal isquêmica se deva a um menor grau de apoptose. 

Entretanto, os meios pelos quais isso ocorre ainda não estão definidos. 

Foi demonstrado que o aumento na expressão de HO-1 está associado à 

menor apoptose. Outro estudo correlaciona a resistência renal isquêmica 

à menor ativação da JNK e p38 (10;18). Apesar dos animais do grupo 3 
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terem sido submetidos a duas isquemias, o grau de apoptose foi 

semelhante ao encontrado nos ratos do grupo 2. Além disso, os animais 

do grupo 3 apresentaram aumento na expressão do p21. Shim e cols. 

(66) demonstraram em estudo in vitro que o p21 atua como inibidor da 

expressão da JNK. Inguaggiato e cols. (19) demonstraram in vitro que o 

aumento da expressão de HO-1 induz à expressão do p21, e aumenta a 

resistência a estímulos apoptóticos. Portanto, o presente estudo sugere 

que o menor grau de apoptose encontrado na resistência isquêmica é 

parcialmente decorrente do aumento na expressão do p21.  

O primeiro episódio isquêmico leva à produção de radicais livres de 

oxigênio, que funcionam como estímulo para produção de p21 (3;61). 

Durante a segunda isquemia ocorre a produção exacerbada da proteína 

p21, que possivelmente atua como um mediador da resistência renal. A 

fisiopatologia desta resistência parece correlacionar-se a fatores 

intrínsecos celulares, pois o aumento do p21 é responsável pela menor 

proliferação celular, apoptose e adequada coordenação do ciclo celular. O 

resultado são túbulos resistentes à lesão de reoxigenação, provavelmente 

por menor estresse oxidativo.  

O próprio procedimento de isolamento tubular acarreta certo grau de 

lesão celular, expressa em túbulos mantidos sob PO2 normal (42). O 

presente estudo demonstrou que TP isolados de rins isquêmicos e 

controles são semelhantes no início do procedimento, porém, os TP do 
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grupo isquemia apresentaram menor lesão celular no decorrer do 

procedimento, caracterizando resistência celular e sugerindo o 

desenvolvimento de mecanismos de resistência independentes de fatores 

extracelulares. 

 Túbulos proximais isolados de ratos submetidos à hipóxia e 

reoxigenação, caracteristicamente apresentam aumento significante de 

liberação de DHL em decorrência da lesão hipóxica, e posterior elevação 

de DHL em decorrência da lesão causada pela reoxigenação (42). 

Nossos resultados demonstram que TP isolados de rins submetidos à 

isquemia prévia são susceptíveis a hipóxia. Apresentam, porém, resistência à 

reoxigenação, já que não houve aumento na liberação de DHL após a 

reoxigenação. 

   Um dos principais mecanismos fisiopatológicos envolvidos na 

lesão de reoxigenação é o estresse oxidativo, decorrente da formação e 

ação dos radicais livres de oxigênio (3). Neste estudo, demonstrou-se 

resistência após a reoxigenação e os menores valores de peróxido 

encontrados nos túbulos do grupo isquemia, sugerem que a proteção 

contra a lesão da reoxigenação pode ser atribuída, em parte, à menor 

produção de radicais livres. 

 Zager e cols. (13) demonstraram que TP isolados de ratos 

submetidos à isquemia prévia apresentavam menor produção de 

malondialdeído (MDA), após estímulo com H2O2, quando comparados 
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com túbulos de ratos normais, sugerindo resistência ao estresse 

oxidativo.  

Os achados do presente estudo sugerem que a resistência 

encontrada correlacionou-se a mecanismos celulares, sendo o estresse 

oxidativo e o p21 mediadores envolvidos na resistência tubular à 

isquemia. 
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 Conclusões 
 

 

1. Os animais submetidos a duas isquemias (grupo 3) 

apresentaram resistência isquêmica, demonstrada pelos resultados de 

uréia, creatinina sérica e clearance de creatinina.   

2. A resistência renal isquêmica encontrada no grupo 3, pelo 

menos em parte, se deve a mecanismos intrínsecos relacionados ao 

aumento na expressão do p21, sendo este achado condizente com a 

menor proliferação celular (PCNA) e menor grau de apoptose (TUNEL) 

encontrado neste grupo. 

3. Túbulos proximais isolados de animais submetidos à 

isquemia foram resistentes ao procedimento de isolamento, fato este 

demonstrado pela menor liberação de DHL nos TP oxigenados deste 

grupo. 

4. Túbulos proximais isolados de animais submetidos à 

isquemia foram resistentes à reoxigenação, conforme mostra a menor 

liberação de DHL aos 60 min nos TP deste grupo. Este achado 

possivelmente se deve à menor produção de radicais livres, sugerida 

pela menor produção de hidroperóxidos nestes túbulos. 
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Anexos: 
Anexo1- Dados relativos à função renal dos animais dos Grupos 1, 2 

e 3. 

Grupo Uréia 
plasmática 

(mg/dL) 
Dia 0 

Uréia 
plasmática 

(mg/dL) 
Dia 2 

Uréia 
plasmática 

(mg/dL) 
Dia 4 

SCr 
(mg/dL) 

Dia 4 

UCr 
(mg/dL) 

Dia 4 

Volume 
urinário 
(mL/min) 

Peso 
rato 
(g) 

Cl Cr 
(mL/min) 

Dia 4 

ClCr/100g 
(mL/min.100g) 

Dia 4  

Grupo 1 
Rato 1 46,77 39,40 41,60 0,50 54,39 0,006 190,00 0,62 0,32 
Rato 2 18,95 40,80 46,80 0,53 25,00 0,009 150,00 0,43 0,28 
Rato 3 37,42 23,60 18,90 0,36 32,91 0,012 180,00 1,12 0,62 
Rato 4 17,11 40,80 37,40 0,69 63,16 0,007 215,00 0,63 0,29 
Rato 5 34,47 31,60 17,10 0,24 109,40 0,004 180,00 1,70 0,94 
Rato 6 35,16 42,20 34,50 0,19 52,99 0,008 205,00 2,20 1,00 
Rato 7 41,57 33,10 35,20 0,63 45,61 0,010 196,00 0,73 0,37 

          
Média 35,06 35,93 33,07 0,45 54,78 0,008 188,00 1,06 0,55 
Desvio 
Padrão 

6,10 6,80 11,12 0,19 27,40 0,003 21,05 0,66 0,31 

Grupo 2 
Rato 1 40,00 40,80 72,30 0,79 34,27 0,011 175,00 0,47 0,26 
Rato 2 49,60 60,50 41,10 0,63 22,59 0,012 170,00 0,45 0,26 
Rato 3 49,40 38,10 124,20 0,71 18,39 0,019 192,00 0,51 0,26 
Rato 4 66,00 71,00 176,00 1,00 18,09 0,023 227,00 0,41 0,18 
Rato 5 31,60 31,90 176,90 1,29 34,42 0,009 235,00 0,24 0,10 
Rato 6 30,10 30,20 48,20 0,68 87,17 0,004 170,00 0,52 0,30 
Rato 7 47,40 47,70 159,90 0,94 13,51 0,013 145,00 0,19 0,13 

          
Média 44,87 45,74 114,09 0,86 32,63 0,007 187,71 0,40 0,21 
Desvio 
Padrão 

12,34 15,14 59,71 0,23 25,37 0,003 32,69 0,13 0,08 

Grupo 3 
Rato 1 47,20 75,80 119,50 1,00 34,30 0,023 177,00 0,78 0,44 
Rato 2 55,20 101,40 177,00 0,91 10,68 0,032 166,00 0,38 0,22 
Rato 3 34,90 178,10 176,90 1,15 11,22 0,022 155,00 0,21 0,14 
Rato 4 35,80 59,70 181,00 0,88 17,17 0,021 155,00 0,41 0,26 
Rato 5 45,00 79,90 55,60 0,87 70,53 0,006 216,00 0,49 0,22 
Rato 6 67,00 141,00 144,80 1,24 22,51 0,015 175,00 0,27 0,15 
Rato 7 30,10 72,90 129,60 1,00 27,17 0,015 155,00 0,43 0,28 
Rato 8 37,50 113,90 102,50 0,76 14,19 0,020 160,00 0,38 0,24 

          
Média 43,64 103,0 136,20 0,97 24,78 0,012 168,86 0,37 0,22 
Desvio 
Padrão 

12,17 40,68 44,04 0,17 21,04 0,005 22,07 0,10 0,05 
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Anexo 2- Dados relativos à imuno-histoquímica (CD3, ED1, PCNA e    
TUNEL) dos animais dos Grupos 1, 2 e 3. 

  CD3 
(cél./mm2) 

ED1 
(cél./mm2) 

PCNA 
(cél./mm2) 

TUNEL 
(cél./mm2) 

     
Grupo 1 

Rato 1 7,64 7,72 3,84 1 
Rato 2 9,88 6,28 5,64 4 
Rato 3 8,36 6,88 4,36 2 
Rato 4 3,32 3,2 6,24 3 

     
Média 7,30 6,02 5,02 2,50 

Desvio Padrão 2,8 1,91 0,96 1,18 
     

Grupo 2 
Rato 1 10,92 2 63,32 10 
Rato 2 7,08 9,64 69,64 17 
Rato 3 22,64 26,88 24,92 11 
Rato 4 8,08 9,92 42,92 13 
Rato 5 3,52 3,68 51,68 14 

     
Média 13,38 10,43 47,29 13,25 

Desvio Padrão 9,21 9,75 16,11 2,17 
     

Grupo 3 
Rato 1 3,72 12,76 18,16 19 
Rato 2 7,72 36,4 45,44 30 
Rato 3 13,32 34,88 30,4 11 
Rato 4 11,28 12,32 17,92 3 
Rato 5 7,00 21,12 18,52 14 

     
Média 8,63 23,48 28,07 14,85 

Desvio Padrão 3,69 11,61 11,20 9,81 
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Anexo 3- Dados relativos aos túbulos próximais isolados do Grupo 
Isquemia, medidas de liberação de DHL (%). 

 Inicial 
Experiência TP basais TP basais TP basais TP basais 

1 4,8 3,7 4,9 6,3 
2 5,7 6,4 4,5 5,2 
3 5,2 6,7 8,3 8 
4 6,5 7,6 7,8 6,2 
5 9,3 7,6 10 10,3 
     

Média 6,30 6,40 7,10 7,20 
Desvio Padrão 1,79 1,60 2,34 2,00 

     
 15 min. 
 TP 

oxigenados
TP 

oxigenados
TP  

hipóxicos 
TP  

hipóxicos 
1 6,3 7,5 36 37,2 
2 5,2 7,5 49,9 52,9 
3 8 7,8 29,8 33,8 
4 6,2 8 45,9 4,7 
5 10,3 11 29,1 22,1 
     

Média 7,20 8,36 38,14 30,14 
Desvio Padrão 2,00 1,49 9,41 17,98 

     
 60 min. 
 TP 

oxigenados
TP 

oxigenados
TP 

reoxigenados 
TP 

reoxigenados 
1 9,3 9,1 41,4 39,9 
2 13,2 11,6 58,8 60,5 
3 7,5 8 33,5 33,4 
4 9,7 9,7 49,9 37,1 
5 17,5 13,4 27,4 31,6 
     

Média 9,93 9,60 40,40 41,73 
Desvio Padrão 4,90 4,49 24,42 24,19 
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Anexo 4 - Dados relativos aos túbulos próximais isolados do Grupo 
Controle, medidas de liberação de DHL (%). 

Grupo Controle   
 Inicial 

Experiência TP basais TP basais TP basais TP basais 
1 8,90 8,00 7,80 10,10 
2 5,20 6,85 6,32 14,30 
3 8,10 8,60 17,50 8,30 
4 9,90 9,32 14,00 10,40 
5 14,20 12,00 12,90 12,90 
     

Média 9,26 8,95 11,70 11,20 
Desvio Padrão 4,78 4,04 6,30 5,05 

     
 15 min. 

Experiência TP  
oxigenados 

TP  
oxigenados 

TP  
hipóxicos 

TP  
hipóxicos 

1 9,50 9,20 49,50 48,90 
2 8,30 8,30 52,30 53,40 
3 13,80 13,90 31,30 31,30 
4 11,00 13,90 51,50 58,50 
5 14,90 14,70 37,10 31,80 
     

Média 11,50 12,00 44,34 44,78 
Desvio Padrão 6,06 5,59 22,99 21,45 

     
 60 min. 

Experiência TP  
oxigenados 

TP  
oxigenados 

TP 
 reoxigenados 

TP  
reoxigenados 

1 14,00 16,16 60,00 60,25 
2 13,90 14,50 60,90 64,50 
3 21,60 20,20 51,60 51,90 
4 17,40 21,80 64,20 61,00 
5 23,30 24,90 38,80 41,10 
     

Média 18,04 19,51 55,10 55,75 
Desvio Padrão 8,31 8,81 24,28 24,26 
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Anexo 5 - Dados relativos à dosagem de peróxido (μM/mg proteína )  dos 
túbulos próximais isolados do Grupos Controle e Isquemia, 
medido aos 60 min. 

Grupo Isquemia 
 60 min 

Experiência TP  
oxigenados 

TP 
 reoxigenados 

1 0,38 0,43 
2 0,44 0,36 
3 0,58 0,69 
4 0,69 0,67 
5 0,89 0,34 
   

Média 0,60 0,50 
Desvio Padrão 0,30 0,25 

Grupo Isquemia 
 60 min 
 TP  TP  

Experiência reoxigenados reoxigenados 
1 0,43 0,59 
2 0,53 1,12 
3 0,79 1,50 
4 1,07 1,03 
5 1,47 1,00 
   

Média 0,86 1,01 
Desvio Padrão 0,54 0,38 

Grupo Controle 
 60 min. 
 TP  TP  
 oxigenados reoxigenados 
1 0,86 1,95 
2 1,25 2,46 
3 1,38 3,51 
4 1,81 3,04 
5 1,40 2,39 
   

Média 1,80 2,67 
Desvio Padrão 0,83 0,33 
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