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RESUMO

Introducdo: A nefropatia induzida por contraste iodado (NIC) é um efeito
adverso comum em pacientes com doenca renal cronica (DRC). Caracteriza-se
por uma sindrome de doenca renal crbnica agudizada. Resultado da
vasoconstricdo renal, hipOxia, ativacdo da cascata inflamatoria, lesdo celular
oxidativa, a NIC deteriora a funcao renal, aumenta os dias de hospitalizacéo, os
custos hospitalares e a mortalidade do paciente portador de DRC. Objetivo:
Avaliar o efeito renoprotetor do resveratrol, um polifenol com propriedades
vasodilatadoras e anti-inflamatérias em ratos com doenca renal crénica que
receberam contraste iodado. Meétodos: Ratos Wistar, machos, adultos
randomizados em quatro grupos: SHAM: controle do modelo de doenca renal
cronica; Nx: ratos com nefrectomia 5/6 (modelo experimental de DRC); Nx+C:
ratos Nx que receberam 6 ml/Kg de contraste iodado; Nx+C+R: animais Nx que
foram pré-medicados com resveratrol 25 mg/Kg e 6 ml/Kg de contraste iodado.
Foram avaliadas a funcdo (clearance de inulina) e hemodinamica renal (fluxo
sanguineo renal e resisténcia vascular renal), estresse oxidativo (peréxidos,
oxido nitrico e substancias reativas ao acido tiobarbittrico urinario e tiéis no
tecido renal) e analise histolégica. Resultados: O uso de contraste resultou em
deterioracdo da funcéo renal, reducédo do fluxo sanguineo renal, aumento da
resisténcia vascular renal, lesdo oxidativa e lesdo tubulo intersticial dos ratos
com DRC. O uso do resveratrol resultou na manutencdo da taxa de filtracdo
glomerular, do fluxo sanguineo e resisténcia vascular renal, reduziu a lesao
oxidativa e a lesdo tubulo intersticial apdés a exposicdo ao contraste.
Conclusdes: O resveratrol apresentou efeito renoprotetor, hemodinamico e

antioxidante, na NIC em ratos com doenca renal cronica.

Palavras-chave: Leséo renal aguda. Contraste iodado. Doencga renal cronica.

Resveratrol.



Martins DM. Resveratrol reduces the iodinated contrast nephrotoxicity in the
chronic kidney disease. [dissertation]. S&o Paulo: Escola de Enfermagem da
Universidade de Sao Paulo; 2016.

ABSTRACT

Introduction: Contrast-Induced acute kidney injury (CI-AKI) is a common
adverse effect in patients with chronic kidney disease (CKD). Result of renal
vasoconstriction, hypoxia, activation of inflammatory cascade, oxidative cell
damage, CI-AKI promote impaired renal function, increased length of
hospitalization, hospital costs and mortality. Objective: This study evaluated
the renoprotection of resveratrol, a polyphenol with vasodilating and anti-
inflammatory properties in rats with chronic kidney disease receiving iodinated
contrast media. Methods: Wistar, adult, male rats randomized into four groups;
Sham: control of chronic renal injury model; Nx: rats with 5/6 nefrectomy
(experimental model of CKD); Nx+IC: Nx rats that received 6 ml/kg of iodinated
contrast; Nx+IC+R: Nx rats that received 6 ml/kg of iodinated contrast and
resveratrol 25 mg/Kg. Renal function (inulin clearance), renal hemodynamics
(renal blood flow and renal vascular resistance), oxidative profile (peroxides,
urinary nitric oxide, reactive substances to thiobarbituric acid in urine, thiols in
renal tissue) and histological analysis were evaluated. Results: lodinated
contrast led to impaired renal function, reduced renal blood flow, intensified
renal vascular resistance, and promoted oxidative and tubular injury in CKD
rats. Resveratrol maintained glomerular filtration rate, renal blood flow and
vascular resistance, reduced oxidative and tubular injury after contrast
exposition. Conclusion: Resveratrol showed a renoprotective effect, with

antioxidant and hemodynamics impact, on CI-AKI in rats with CKD.

Keywords: Acute renal injury. lodinated contrast. Chronic kidney disease.

Resveratrol.
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1. INTRODUCAO

Nas duas ultimas décadas, os diagndsticos por imagem contrastados
como ventriculografia, angiografia de coronaria e tomografias
computadorizadas aumentaram substancialmente em decorréncia da reducdo
de custo, menor burocracia e por resultarem em maior acurcia. A acuracia de
diagnosticos e tratamentos, se por um lado, colaborou para um acréscimo na
expectativa de vida!, por outro lado, incorreu em complicacbes clinicas
decorrentes do uso de contrastes. Isso decorre da toxicidade desses farmacos
que podem desencadear desde uma simples urticaria ou sensacao de calor até

nefropatia secundariaz.

A nefropatia induzida por contraste (NIC) é a terceira causa mais comum
de lesdo renal aguda (LRA)'. Caracteriza-se, clinicamente, pelo aumento
relativo de 25% ou 0,5 mg/dl do valor absoluto da creatinina sérica em relagao
aos valores prévios até 48 horas ap6s a administracdo de contrastes
intravenosos na auséncia de outras causas de nefropatia relacionadas®. E
prevalente em pacientes idosos, portadores de diabetes, de doenca renal
cronica’ e esta associada a um aumento da morbidade, mortalidade, tempo de
internacao e custos hospitalares®.

Nos ultimos anos, muitos estudos foram desenvolvidos para reduzir a
prevaléncia da NIC. Dentre as estratégias mais convencionais, destacam-se a
hidratacao prévia com solucao fisiologica de cloreto de sédio ou bicarbonato de
sédio, bem como a utilizacdo de medicamentos antioxidantes, sendo a N-
acetilcisteina a mais utilizada por diminuir o estresse oxidativo que induz lesdo

dos tubulos renais®.

Como, apenas uma parcela dos pacientes pode receber hidratacéo e
estudos mais conclusivos que demonstrem a eficacia do uso N-acetilcisteina na
prevencédo da NIC® ainda precisam ser realizados, abre-se uma lacuna para
estudos que identifiguem medicamentos que demonstrem algum efeito protetor
sobre a preservacdo da funcdo renal em situacbes em que a indicacdo do
contraste iodado €& absoluta. Ressalte-se que, como mencionado

anteriormente, o uso de contrastes iodados € mais frequentemente utilizado em
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pacientes de risco para lesdo renal e sdo essas circunstancias clinicas que
mais se beneficiariam de uma intervengéo preventiva para evitar a ocorréncia
da NIC.

A doenca renal crénica (DRC) é um problema mundial, que afeta cerca
de 10-16% da populacdo adulta na Asia, Europa, Australia e Estados Unidos
da América. Caracteriza-se pela diminuicdo do ritmo de filtracdo glomerular,
aumento progressivo da albuminuria e est4d associada a um aumento da
mortalidade e morbidade por doencas cardiovasculares e faléncia renal’.
Dentre as sindromes renais que mais se relacionam com o desenvolvimento da
DRC, estdao as glomerulonefrites, a hipertensao arterial sistémica (HAS), o
diabetes mellitus (DM), as nefropatias hereditarias (ex: doenca renal
policistica), as doencas sistémicas (como lUpus eritematoso) e as nefrites

intersticiais cronicas®.

Atualmente, a condig&o inflamatoria pré-existente tem sido aludida como
componente fisiopatoldégico que contribui para a progressdo da lesdo renal.
Esse ramo fisiopatoldgico da DRC pode ser descrito pelos seguintes eventos®:
a lesdo glomerular persistente contribui para a instalacdo de um quadro de
hipertensdo capilar, que resulta em aumento da filtracdo glomerular e
passagem de proteinas para o fluido tubular; a proteinaria de origem glomerular
aumenta a producao de angiotensina Il e liberacdo de mediadores inflamatérios
(citocinas e quimiocinas), que favorecem o acumulo de células mononucleares
no intersticio renal; a nefrite intersticial é desencadeada pela resposta imune
gerada pela substituicdo dos neutréfilos pelos macréfagos e linfocitos T; as
células tubulares respondem ao processo inflamatério por meio de lesdo da
membrana basal e pela transicdo epitelial mesenquimal se transformando em
fibroblastos intersticiais e, por fim, os fibroblastos formados produzem
colageno, que lesam os vasos dos tubulos renais, formando uma cicatriz

acelular, fibrose intersticial e perda progressiva da filtracao glomerular.

Buscando a padronizacdo do conceito e do estadiamento da DRC, em
2002, foi proposta pela Kidney Disease Outcome Quality Initiative (KDOQI)
uma diretriz que conceituou a DRC baseada em trés componentes: (1) um

componente anatdmico ou estrutural (marcadores de dano renal); (2) um
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componente funcional baseado na taxa de filtragdo glomerular (TFG) e (3) um
componente temporal. Sendo assim, ficou definido que um individuo seria
considerado portador de DRC se apresentasse TFG menor que 60
mL/min/1,73m?, resultante de uma lesdo renal, por um periodo minimo de trés
meses™®. O estadiamento da doenca atualizado pela National Collaborating

Center for Chronic Condition esta baseado na TFG e descrito no Quadro 1'%,

Quadro 1 - Estadiamento da doenca renal crénica (DRC) proposta
pelo KDOQI e atualizado pelo National Collaborating
Center for Chronic Condition. Sdo Paulo — 2016.

Estagios daDRC Taxa de Filtragéo Glomerular® Proteindria
1 =90 Presente
2 60-89 Presente
3A 45-59 Presente ou ausente
3B 30-44 Presente ou ausente
4 15-29 Presente ou ausente
5 <15 Presente ou ausente

*ml/min/1,73m2

Fonte: Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) CKD Work Group.
KDIGO 2012 Clinical Practice Guideline for the Evaluation and Management of
Chronic Kidney Disease. Kidney Int (Suppl) 2013;3:1-150.

Conforme dados da Sociedade Brasileira de Nefrologia, € crescente o
namero de brasileiros portadores da DRC em estagio 5 que necessitam de
terapia renal substutiva (TRS). Dados do ultimo censo (2014) revelaram que
112.004 pessoas estavam em uso de TRS. Desses, 91% realizavam
hemodialise, 9% didlise peritoneal e 29% aguardavam na fila por um
transplante renal. As estimativas das taxas de prevaléncia e incidéncia de DRC
em tratamento dialitico no Brasil foram de 552 e 180 pacientes por milhdo da

populacdo, com uma taxa anual de mortalidade bruta de 19%*2.

A partir da década de 60, a abordagem clinica no Brasil reforgcou a TRS,
didlise peritoneal e transplante renal, como ferramentas para promover melhor
qualidade de vida e sobrevida dos pacientes portadores de DRC em estagio
terminal. H& que se investir ainda em propostas e adoc¢ao de politicas publicas
de saude para a prevencdo da diminuicdo da TFG, ou seja, possibilitar que
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pacientes com DRC mantenham funcé&o residual que os afaste da necessidade
absoluta da TRS.

Dentre as estratégias para interromper ou retardar a progressdo da
DRC, destacam-se o controle rigoroso da pressao arterial e do DM; o uso de
medicamentos que bloqueiam o0 eixo renina-angiotensina-aldosterona; a
monitorizagdo da anemia; a revisdo dos habitos alimentares, restringindo o uso
de sddio, fosfatos e potassio de acordo com estagio da doencga; 0 uso criterioso
e ajuste da dose de medicamentos que sejam nefrotdxicos como anti-
inflamatorios ndo esteroidais (AINE’s), antibioticos, anticoagulantes,
hipoglicemiantes; o preparo adequado e a redugédo do uso indiscriminado de

contrastes intravenosos®.

Muitos avancos tecnoldgicos ocorreram desde a descoberta das
radiografias em 1895 por Roentgen até as mais modernas intervencdes
guiadas por radioscopia. Tais avancos s6 foram possiveis pela utilizacdo de

contrastes nos diversos exames de imagem realizados hoje.

Os contrastes sdo materiais terapéuticos amplamente utilizados no setor
de radiologia por propiciar uma visualizacdo de estruturas com opacidades
semelhantes ndo diferenciaveis. Deste modo, estruturas como vasos, tecidos e
orgdos podem ser diferenciadas com grande precisdo determinando melhor a

presenca e a extensdo das doencas ou lesdes™.

De maneira geral, os contrastes podem ser classificados de acordo com
a sua dissociacdo em agua (ibnicos e nao idnicos), concentracao de iodo,
tamanho da molécula (mondmero ou dimero) e quanto a sua osmolaridade.
Essa ultima classificacdo é a mais utilizada na prética clinica. Baseada nela, os

contrastes podem ser classificados da seguinte forma®**:

- Hiper-osmolares (>1600 mOsm/L): Nesta categoria estdo 0s primeiros
contrastes idbnicos desenvolvidos a base de iodo conjugado com um cétion de
sédio ou meglumina. Por possuirem osmolaridade mais alta que a do plasma
humano (290 mOsm/L), manifesta muitos efeitos adversos. Dentre o0s
contrastes comerciais nessa categoria, estdo o loxitalamato (Telebrix ® e

Conray®) e o Diatrizoato (Hypaque®).
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- Hipo-osmolares (<850 mOsm/L): Esses contrastes podem ou nao serem
ibnicos. Possuem elevada viscosidade e tém sido mais utilizados na pratica
clinica por possuirem menos efeitos adversos. Na sua maioria, séo
mondmeros, nao iénicos, com excecdo dos dimeros: loxaglato (Hexabrix ®)

gue € idnico e o lodixanol (Visipague ®) que nao € idnico.

- Iso-osmolar (<300 mOsm/L): Composto por contrastes ndo idnicos, estes
agentes correspondem a terceira geracédo de contrastes como lodixanol (Visi-

paque ®).

Quanto ao metabolismo, cerca de 99% das moléculas de contraste séo
eliminadas pela urina, sem metabolizacdo, por meio da filtracdo glomerular,
sem reabsor¢&o tubular. Em um adulto saudavel, a meia vida de um contraste
€ de cerca de duas horas. Apds quatro horas, aproximadamente 75% deste
material serd depurado, mas a excrecdo de 98% deste contraste sé correra
apos vinte quatro horas. Na existéncia de TGF diminuida, a excrecdo dos
compostos contrastados pode durar semanas e contara com o0 auxilio de

excrecdo extra-renal, sendo as vias biliar e intestinal as mais importantes™*.

As modificacdes quimicas na composicdo e conformacdo molecular dos
contrastes resultaram em diminuicdo da osmolaridade, tornando-os mais
fisiologicos. Uma dessas intervencBes determinou a elevacao da viscosidade
dos contrastes. Esses cuidados tornaram o0s contrastes iso e hipo-osmolares
mais seguros quando comparados aos contrastes hiper-osmolares, pois
induzem menor depresséo da contratilidade ventricular e da concentragéo do
calcio nas coronarias, reduzem as reacfes de hipersensibilidade, demonstram
menor efeito prejudicial na parede dos vasos e reducdo na sensacao de calor

ap6s a administracdo do contraste endovenoso®.

Mesmo com 0s mais recentes avancos tecnologicos, o Colégio
Americano de Radiologia e a Sociedade Europeia de Radiologia Urogenital
reconhecem a auséncia de um contraste no mercado que seja isento de
toxicidade renal, bem como, desconhecem um consenso de qual categoria de
contraste poderia, de fato, prevenir a NIC*. Desta forma, a NIC se mantém

como a terceira causa mais comum de LRA em pacientes hospitalizados,
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sendo superada apenas pela hipoperfusdo renal e uso de outros agentes
nefrotoxicos, como antibiéticos e quimioterapicos®. A sua incidéncia esta
préxima de 10%%°, no entanto, este valor pode aumentar para até 50% em
pacientes diabéticos ou com azotemia renal®’.

Dentre os fatores que colaboram para o aumento da incidéncia da NIC

destacam-se®:

- Doenca renal cronica (DRC) pré-existente: A DRC é o primeiro fator
predisponente para a NIC. Estudos demonstram que a NIC aumenta
gradativamente a medida que a creatinina sérica basal aumenta. Enquanto a
incidéncia da NIC em pacientes saudaveis é descrita como em torno de 5,3%,
esta incidéncia eleva-se para 15,7%, 22% e 30% em pacientes que possuem
funcdo renal normal, com creatinina sérica basal menor que 1,2 mg/dl, entre

2,0-2,9 mg/dl e maior que 3 mg/dl respectivamente’’.

- Diabetes mellitus (DM): A incidéncia da NIC em pacientes diabéticos varia de

5,7%-29,4% mas esta associado a diminuicdo da TGF*2.

- Tipos de contrastes: Estudos sugerem que contrastes hiper-osmolares
geralmente sdo mais nefrotdxicos que os hipo-osmolares e que o segundo seja
mais benéfico em pacientes com faléncia renal. Nos pacientes com alto risco
de desenvolver NIC, portadores DRC ou DM, o uso de contrastes nao idnicos e
iso-osmolares estd associado a um menor risco da NIC. Existem ainda
evidéncias clinicas que sugerem que contrastes ibnicos demonstram maior
toxicidade em condicdes de maior viscosidade sanguinea’®. Ainda com relacéo
a esses farmacos, outros aspectos ja foram destacados como predisponentes

de maior toxicidade como:

- Volume do contraste: A infusdo de altos volumes de contraste (acima de 100

ml) est4 associada a maior incidéncia de NIC™®.

- Hidratacéo: Pacientes com deficiéncia de volume ou desidratados confirmam-

se como fator de risco para toxicidade por cotrastes®.

- Idade: Pacientes idosos, principalmente os com idade superior a 75 anos,

apresentam maior predisposicao para o desenvolvimento de NIC™8,
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A fisiopatologia da NIC est4d fundamentada em duas teorias:
vasoconstricdo renal mediada pela alteracdo de 6xido nitrico (NO), endotelina e
adenosina que induzem hipdéxia medular, além do efeito toxico direto do
contraste sobre os tubulos renais. A toxicidade direta dos contrastes sobre os
tubulos pode estar associada ao desequilibrio redox que se estabelece em
resposta a desorganizacao celular desencadeada quando esse agente se
insere na célula tubular. O aumento da viscosidade do fluido tubular promove
uma obstrucdo dos tdbulos, diminuicdo da TFG e fluxo urinario, aumento da
pressao intersticial e da exposicao téxica do contraste resultando em isquemia

renal®*° (Figura 1).

Figura 1 — Principais mecanismos fisiopatologicos da nefropatia indu-
zida por contrastes.

‘ Contraste iodado

Citotoxicidade Viscosidade
jr v v

\ Lesao endotelial ‘ [ Les&o tubular ‘ ‘T Viscosidade do fluido tubular‘ “‘
y ‘/\“
‘J/ Oxido nitrico ‘4—‘ Estresse oxidativo‘ Pressao tubular 1
v k d Fluxo urinario M
{ Vasocontricao ‘
*ﬂR tencéo de Contrast |
etencdo de Contraste
[ H]poperfusﬁo medular ]4—/¥| TPresséo intersticial |<— %\,
A\ 4 l A J/Q
‘ Hipoxia medular ’ | J Taxa de filtrago glomerular | ‘

Legenda: Setas em azul: Principais efeitos do contraste no néfron; Setas em
vermelho: Principais efeitos do contraste na perfusdo sanguinea e oxigenacao de
tecidos; Setas em laranja: Indicam um feedback que pode resultar em um ciclo
vicioso. Ex: A hipdxia medular agrava o dano celular que, por diversos fatores,
aumenta a vasoconstri¢ao.

Fonte: Seeliger E, Sendeski M, Rihal CS, Persson PB. Contrast-induced
kidney injury: mechanisms, risk factors, and prevention. Eur Heart 2012;
33:2007-2015.
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Os contrastes administrados por via endovenosa ou arterial chegam
rapidamente aos rins onde sao absorvidos pelo filtro glomerular. As pequenas
particulas de contraste sdo facilmente filtradas, de modo que a concentracdo
urinaria primaria serd a mesma da entrada do plasma sanguineo renal. A
inexisténcia de mecanismos tubulares que promovam a reabsorcdo do
contraste resulta em aumento de sua concentragdo e consequentemente
elevam sua osmolaridade e viscosidade, a medida que a 4gua é reabsorvida na

rota tubular?®.

Esta reabsorcdo € impulsionada pela diferenca de gradientes osmoticos
entre o limen dos tubulos e o fluido intersticial, de modo que a medida que o
gradiente osmaético aumenta ao longo do tdbulo, a concentracdo de iodo e a

viscosidade do contraste aumentam progressivamente®,

Uma vez que os tubulos renais sdo longos e com raio pequeno, a
alteracdo na viscosidade do fluido contrastado resulta em aumento da
resisténcia e da pressao tubular, acarretando reducédo TGF e diminuicdo do
fluxo urinario®. Estudos recentes associam também a diminuicdo da TGF a
vasoconstricdo das artérias glomerulares aferentes e eferentes apés o uso de
contrastes®*. Por sua vez, o aumento da pressdo tubular pela viscosidade
pode contribuir para a hipoperfusdo medular e hipoxia por compresséo da vasa

recta®.

Estes mecanismos resultantes do aumento da viscosidade do contraste
contribuem para a retencdo dos meios contrastados no tubulo renal e se
intensificam na presenca de estados de hipovolemia pela acdo da angiotensina
Il e vasopressina. O aumento da reabsorcédo do fluido tubular nestes estados
resulta em elevacdo da concentracdo dos meios contrastados e agrava seu
potencial citotoxico pela exposi¢cdo prolongada de células epiteliais tubulares.
Estudos in vitro demonstraram claramente que todas as classes de contrastes
exercem efeitos citotoxicos com danos celulares ao epitélio tubular e vascular

renal, estresse oxidativo ou apoptose®®?’,

As células do tdbulo proximal e da porcdo espessa medular da alca

ascendente de Henle sédo ricas em mitocondrias e possuem uma forte
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expressdo da Na’, K" ATPase na membrana basal, o que lhes permite a
realizacéo de grande parte do transporte idnico do Na* ?®. Nestes segmentos,
onde o consumo enérgico € acentuado, acredita-se que a soma de dois
principais mecanismos de lesao tubular possam agir concomitantemente, mas,
principalmente na porcdo espessa medular da alca ascendente de Henle: a
disfungcéo endotelial da vasa recta medular mediada pela producao excedente

de superéxido O, e a apoptose de células tubulares.

A vasa recta medular exterior é responsavel pela perfusdo medular. Seu
revestimento endotelial com pericitos constritores proporcionam regulacao
vasodilatadora sob acdo do oxido nitrico, sendo contrabalanceado pela agéo
constritora enddgena do superdxido, principalmente na vasa recta

descendente?’.

Os meios contrastados promovem vasoconstricdo dos pericitos na vasa
recta, diminuem a producao e biodisponibilidade de 6xido nitrico, aumentam a
constricdo mediada pela angiotensina e a producao de espécies reativas de
oxigénio (EROS) no endotélio vascular. Os peroxidos (O,) causam lesdo do
endotélio e alteracdo da permeabilidade da barreira como resultado de grandes
alteracdes na resisténcia elétrica e aumento da fosforilacdo quinase da cadeia
leve da miosina®. A lesdo endotelial dos vasos retos e outros vasos renais
justificariam o aumento dos niveis de endotelina e reducéo do 6xido nitrico no

rim na NIC%.

7

A apoptose € um mecanismo pelo qual células indesejadas sé&o
eliminadas. Esse mecanismo pode ser ativado por via extrinseca, por meio de
receptores celulares externos e por via intrinseca, resultante de desequilibrio

intra e extracelular®.

Estudos recentes mostram que as moléculas JNK1/2 e p38 tém sido
ativadas em resposta ao estado redox e estresse oxidativo intracelular e
influenciado a sobrevivéncia ou a morte celular. Quintavalle e Yang (2011)
demonstraram que os meios de contraste aumentam a producdo de EROS, do
Ca?" citosolico e consequentemente a apoptose por meio da ativacdo da

estresse quinase JNK 1/2 e a MAPK p38 323334
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O resveratrol (3,5,4"-trinydroxystilbene) € um polifenol e uma fitoalexina
encontrado nas uvas, vinhos tintos, frutas e na pele de amendoins®.
Inicialmente sua descoberta estava associada ao fendmeno conhecido como
paradoxo francés, que descrevia o baixo indice de doencas cardiovasculares
em uma populacdo que consumia uma dieta rica em gorduras saturadas. Tal
fendmeno parecia estar relacionado & presenca de resveratrol .

Recentemente, foi demonstrado que a SIRT1 € uma das moléculas
presentes em restricbes caloricas que proporcionam aumento da longevidade.
A SIRT1 é uma NAD" dependente da enzima deacetylase que apds sua
ativacdo, promove efeitos citoprotetores como antiapoptose, antioxidacao,
antiinflamacdo, bem como regulacdo da biogénese mitocondrial, autofagia e

metabolismo celular frente ao estado redox e alteracdes de energia celular.

Por ser um ativador do SIRT1, o resveratrol tem demonstrado protecao
em doencas como DM, desordens neurodegenerativas e cognitivas, cancer,

doencas cardiovasculares e renais®’.

O resveratrol é um potente antioxidante uma vez que neutraliza as
espécies reativas de oxigénio, como o peréxido (O2), a radical hidroxila (OH®) e
o peroxinitrito (ONOO)®. A sua outra via de protecdo é a expressdo de
enzimas antioxidantes como superéxido dismutase, glutationa peroxidase e
catalase por meio da transcricdo nuclear do fator E-2, ativador de proteina

(AP)-1, forkhead box, o FOXO e a SP-1 ou alteracdo enzimatica™°.

O resveratrol esta ainda relacionado ao aumento da producéo de 6xido
nitrico (NO), essencial para hemostase do corpo humano por atuar diretamente
em mecanismos inflamatérios, neurotransmissores, citotoxicidade e
vasodilatacdo. O NO é sintetizado pelo endotélio vascular a partir do substrato
do amino acido L-argenina por meio da enzima o6xido nitrico endotelial
(eNOS)*®. Foi demonstrado que, em ratos normotensos, a inibicdo do NO

I**, O resveratrol aumentou a

resultou em hipertensao e vasoconstricdo rena
expressdo eNOS e a producdo de NO** e também reverteu disfuncdes

endoteliais em ratos espontaneamente hipertensos®.
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Recentemente, Gordish e Beierwaltes (2014) estudaram o efeito do NO
do resveratrol na hemodinamica renal e demonstraram um aumento do fluxo

sanguineo e reducao da resisténcia vascular renal*.

O mecanismo do qual o resveratrol promove a elevacdo do NO ainda
nao esta totalmente claro, mas evidéncias pressupdem que esteja relacionado
a sua acdo nos receptores de estrogénio e atuacdo de alvos intracelulares,
como monofosfato de adenosina ciclico 3"-5° (cAMP), um ativador da proteina
quinase, que resulta na ativacdo do eNOS pela fosforilacdo via Ser 1117, ou
SIRT1. Essa fosforilacdo ativa a dimetilargenina dimetilamino hidrolase Il que
diminui o estresse oxidativo pela reducdo intracelular da dimetilargenina
assimétrica (ADMA) um inibidor da atividade da enzima produtora de éxido
nitrico (NO)*’.

A hip6tese desse estudo € que o resveratrol possa demonstrar acao
antioxidante e vasodilatadora, com efeito renoprotetor na LRA por contraste em
situacdo de risco pela existéncia de doenca renal prévia.

Estudos experimentais que permitam analisar as minucias
fisiopatoldgicas de sindromes, cujos mecanismos ainda ndo sdo totalmente
elucidados na clinica, correspondem a iniciativas precursoras para o advento
de tecnologias de cuidados que possam trazer beneficios reais ao controle de
doencas ainda inabordaveis. O conhecimento da historia celular, fisiologia e
clinica das doencas renais e suas interfaces com outros eventos morbidos sao
de responsabilidade de toda equipe multidisciplinar de atencao a saude, com
destaque para o papel do enfermeiro, ao qual compete demonstrar sabedoria

consistente para a tomada de decisfes na assisténcia junto ao paciente grave.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar o efeito do resveratrol na nefropatia induzida por contrastes

(NIC) em ratos com doenca renal cronica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a funcao, hemodinamica, perfil oxidativo e histologia renais nos

animais com DRC.

- Avaliar a fungéo, hemodinamica, perfil oxidativo e histologia renais nos

animais com DRC submetidos a NIC.

- Avaliar o efeito do resveratrol na funcédo, hemodinamica, perfil oxidativo

e histologia renais nos animais com DRC submetidos a NIC.
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3 MATERIAIS E METODOS
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS
3.1.1 Reagentes

A agua utilizada em todos os experimentos foi tratada com o sistema

Nanopure da Barnsead e os reagentes empregados eram de grau analitico.
3.1.2 Animais

Ao longo do estudo, foram adotados os principios éticos de
experimentacdo animal recomendados pelo Conselho Nacional de Controle de

Experimentacéo Animal*

, conforme aprovacao, oficio n°® 041/15 (Anexo |) pelo
Comité de Etica em Uso de Animais da Faculdade de Medicina da

Universidade de S&o Paulo (CEUA-FMUSP).

Foram utilizados ratos da raca Wistar, machos, adultos, com peso
oscilando entre 264-315 g. Tais animais foram fornecidos pelo biotério do
Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da Universidade de S&o Paulo e
permaneceram acondicionados no biotério do Laboratorio Experimental de
Modelos Animais (LEMA) da Escola de Enfermagem da USP (EEUSP) em
gaiolas coletivas com no maximo 05 animais, em ambiente térmico adequado,

com livre acesso a agua, alimentos e ciclos alternados de dia e noite.
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3.2 PROCEDIMENTOS

3.2.1 Modelo de lesdo renal crbnica

Os animais foram anestesiados com 2 pl/g da solucéao 2,5 ml de Xilazina
(20 mg/ml - Anasedan®, Vetbrands) e 7,5 ml de Ketamina (50 mg/ml -
Dopalen®, Ceva)*° via intraperitoneal (i.p.) e submetidos & técnica cirdrgica de
ablacado renal 5/6. Esta técnica consistia na realizacdo de uma laparotomia por
linha mediana, nefrectomia total direita, clampeamento com fio cirdrgico de dois
ramos da artéria renal esquerda e sutura da incisdo abdominal. Apés a
recuperagdo anestésica, os ratos foram medicados para dor com sulfato de
morfina via subcutanea (SC) com intervalos de 2-4 horas por 48 horas*. Apos
a analgesia, os roedores foram acondicionados nas gaiolas coletivas do

biotério, onde permaneceram por vinte e oito dias*’.
3.2.2 Administragéo do contraste

Os ratos receberam dose Unica de 6 ml/kg de contraste iodado
loxitalamato de meglumina e de sédio (IMS) - Telebrix Coronar® - via i.p. no

vigésimo oitavo dia do experimento™®.
3.2.3 Administracéo de resveratrol

O Resveratrol (Sigma — EUA) foi diluido com DMSO 50% e salina (0,9%)
na concentracdo de 20 mg resveratrol/ml e em seguida foi administrada a dose

de 25 mg/kg via i.p., 30 minutos antes da administracdo do contraste®.
3.2.4 Apresentacao dos grupos experimentais

Os animais foram randomizados em quatro grupos, como descrito

abaixo:

SHAM (controle): Simulagdo do ato cirdrgico do modelo de lesdo renal

cronica, sem comprometimento das estruturas renais.

Nx: ratos submetidos a técnica de ablacdo de 5/6 e que apOs 28 dias
receberam dose Unica de 6 ml/kg de soro fisiologico 0,9% via i.p.
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Nx+C: ratos submetidos a técnica de ablacdo de 5/6 e que apds 28 dias

receberam dose Unica de 6 ml/kg de contraste IMS via i.p.

Nx+C+R: ratos submetidos a técnica de ablacdo de 5/6 e que apds 28 dias
receberam dose Unica de resveratrol 25 mg/kg, 30 minutos antes da
administragao de 6 ml/kg de IMS via i.p.

3.2.5 Gaiola metabédlica

No vigésimo nono dia de experimento, os animais foram colocados em
gaiolas metabdlicas (Figura 3), com livre acesso a agua e comida, para a
obtencdo de urina de 24 horas. Essa amostra urinaria foi centrifugada e
congelada a -81°C para a realizacdo posterior de estudos de estresse oxidativo

urindrio.

Figura 2 - llustracdo gaiola metabdlica.

Fonte: llustracdo da gaiola metabdlica. Sdo Paulo: Tecnoplast.
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3.2.6 Estudo de clearance de inulina

No trigésimo dia, todos os animais foram anestesiados com Thiopentax®

(tiopental sédico: 50 mg/kg, i.p) e foram submetidos ao estudo de clearance de
inulina para avaliar a funcdo renal global. Neste estudo, para garantir a
permeabilidade das vias aéreas e respiracdo espontanea do animal, a traquéia
foi canulada com um catéter PE-240. Para a coleta de sangue e controle da
pressdo arterial média (PAM), um cateter PE-60 foi introduzido na carétida
direita. Na veia jugular esquerda foi inserido outro cateter PE-60 para
administracdo de inulina e outros fluidos como soro fisiolégico 0,9%
necessarios para estabilizar a PAM. As amostras de urina foram coletadas por
meio de um cateter PE-240, que foi inserido na bexiga por uma incisdo supra
pubica. ApGs este procedimento cirargico, 0s animais receberam pela veia
jugular esquerda uma dose em bolus de inulina de 100 mg/kg e uma infusao
continua de 0,04 ml/min de inulina de 10 mg/kg durante todo o experimento.
Apos trinta minutos com infusédo continua de inulina (fase de equilibrio), iniciou-
se a coleta de duas amostras de sangue (no tempo 30" e 907) e trés amostras
de urina, sendo que cada amostra de urina consistia no volume urinério de

trinta minutos®°.
3.2.7 Hemodinamica renal

Todos os animais foram monitorizados quanto as hemodinamicas global
e renal durante o procedimento de clearance de inulina. A frequéncia cardiaca
(FC) e a PAM foram medidas por meio do cateter inserido na artéria carétida
direita conectado ao sistema hemodinamico da Biopac Systems MP100 (Santa
Barbara, CA). Os valores da FC e PAM eram registrados no inicio do

experimento e a cada 30 minutos.

A mensuracdo do fluxo sanguineo renal (FSR) exigiu uma nova
laparotomia mediana. O pediculo renal esquerdo foi dissecado para exposicao
da artéria renal. Em seguida, um probe de fluxo ultrassénico foi colocado ao
redor da artéria renal e o FSR em ml/min mensurado por meio de um medidor

de fluxo ultrassonico (T402; Transonic Systems, Bethesda, MD, USA). A
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resisténcia vascular renal (RVR) foi calculada dividindo a PAM pelo FSR e o

valor obtido foi expresso em mmHg/ml/min.
3.2.8 Coleta de amostra e preparo do tecido renal

Ap6s o término da medicdo do FSR, foi coletada uma amostra de
sangue por puncdo da aorta abdominal para estudos da funcéo renal. Em
seguida, procedeu-se a perfusdo do rim esquerdo com solugdo de tampéo
fosfato salino — PBS (0,15 M NaCl e 0,01 M tampé&o de fosfato de sodio, pH
7,4), nefrectomia total do rim esquerdo, desencapsulamento e pesagem deste
orgdo. O rim extraido foi seccionado em duas partes. Uma parte do rim
esquerdo foi imediatamente resfriado e acondicionado a -81°C para a andlise
posterior de tidis sollveis ndo proteicos no tecido renal. A outra parte foi
resfriada a -4°C em uma solucdo de metacarne por 24 horas. Apdés esse
periodo, o tecido renal foi desidratado com alcool 70%, embebido em parafina

e emblocado para a realizacao das laminas.

Ao término do procedimento, o animal foi eutanasiado por meio de
anestesia profunda com solucdo de 70-100 mg/kg de tiopental sodico por via
endovenosa na veia jugular esquerda, com posterior descarte da carcaca
conforme preconizado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagéo

Animal®*.
Um resumo do protocolo experimental pode ser visualizado a seguir:

Figura 3 - Protocolo Experimental.

1° DIA 2°DIA 3°DIA | 4°DIA 5° DIA 6° DIA 7°DIA
8° DIA 9°DIA | 10°DIA | 11°DIA | 12°DIA | 13°DIA | 14°DIA
15°DIA | 16°DIA | 17°DIA | 18°DIA | 19°DIA | 20°DIA | 21° DIA
22°DIA | 23°DIA | 24°DIA | 25°DIA | 26°DIA | 27°DIA | 28°DIA
30° DIA

LEGENDA
Técnica cirurgica 5/6
Gaiola coletiva
Contraste / tratamento

|Técnica clearance inulina |

Fonte: Martins DM. Resveratrol atenua a nefrotoxidade do contraste na doenca
renal crénica [dissertacdo]. Sdo Paulo. EEUSP; 2016.
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3.3 METODOS
3.3.1 Funcéo renal
3.3.1.1 Clearance de Inulina

A taxa de filtragdo glomerular foi mensurada pelo método de clearance
de inulina. A dosagem da inulina urinaria e sérica foi realizada atraves do
meétodo calorimétrico Anthrone, com leitura em espectometria com obserbancia
de 620 nm. Para o célculo do clearance foi utilizado a seguinte formula - Ci, =
(Uin X V) / Pin onde:

Uin = Concentracgdo urinaria de inulina em mg/dl
Pin = Concentracéo plasmatica de inulina em mg/dl
V., = Volume uniario em mi/min

O clearance de inulina foi expresso corrigindo por 100 gramas de peso

corpéreo, sendo expresso em ml/min/100g>2.

3.3.2 Estresse Oxidativo
3.3.2.1 Método FOX-2 para peréxidos urinarios

Os peroxidos urinarios foram obtidos pela mensuracdo dos niveis de
hidroperoxido utilizando o método ferro-xilenol laranja (Fox-2). Caracterizado
pela alta seletividade com ions de ferro, os hidroperéxidos através da reacao
de Fenton oxidam o fon Fe* em ion Fe®*" (Fe?* + H,0, — Fe®* + OH® + OH). O
sal tetrasédico 3,3"-Bis[N,N-bis(carboximetil)laminometil]-o-cresolsulfonaftalina
tem alta seletividade pelo fon Fe** produzindo uma reacdo com coloracéo azul-

arroxeada.

Para obter essa reacéo foram realizadas as seguintes etapas: 10 ml de
agua bidestilada, 90 ml de metanol, 100 uM xilenol laranja, 4 mM BHT (2[6]-di-

tert-butil-p-cresol), 25 mM da solucdo de &cido sulfdrico e 250 puM de sulfato
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ferroso de amoénio. A soma de todos esses reagentes constituiu a solugao FOX.
A reacéo foi realizada homogeneizando 100 pl de urina com 900 pul da solucéo
FOX com um repouso de 30 minutos em temperatura ambiente. A leitura foi
obtida por espectofotometria em obserbancia de 560 nm e os valores
estabilizados em nmol de peroxidos urinarios por grama de creatinina

urinaria®.
3.3.2.2 Andlise de tidis soluveis nao protéicos no tecido renal

Para a mensuracdo do grupo tidlico no tecido renal dos diferentes
grupos estudados, foi extraido, triturado e homogeneizado uma pequena
porgédo do rim esquerdo com 2 ml da seguinte solucdo: 10 mM de acetato de
sédio, tween-20 a 0,5% e 100 puM DTPA (dietilenotriamina-N,N,N",N’-
pentaacetato) em pH 6,5. Este produto homogeneizado foi centrifugado a 5000
rpm por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi retirado e dividido em duas
quotas, uma para a mensuracao dos tiois totais e outra para a mensuracao das

proteinas totais.

Os tidis totais foram mensurados através de um novo sobrenadante
obtido pela precipitacdo da solucdo com acido tricloroacético (TCA) 10% (1:1) e
uma nova centrifugacdo a 5000 rpm por 10 minutos a 4°C. Apés essa etapa
400 pl deste sobrenadante foi homogeneizado em 200 pl da solugédo contendo
1 mM de DTNB [5,5"-ditio-bis(2-acido nitrobenzoico)] e 100 mM de tampéo Tris
em pH 8,0. Ap6s 10 minutos em temperatura ambiente a amostra foi lida em

espectofotometria com absorbancia em 412 nm>*.

As proteinas totais foram calculadas por um Kit (BioRad, EUA) que

utiliza o método Brad-ford e a albumina bovina sérica como padrdo>°.

O grupo tidlico foi equacionado e ajustado para a contagem de proteinas

totais e foram expressos em nmol de tidis por mg de proteinas totais®*.
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3.3.2.3 Dosagem de substancias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS)

na urina

A dosagem de TBARS na urina consiste na mensuracdo da excrecao
urinéria de malondealdeido (MDA) uma dos principais produtos da peroxidacéo
lipidica através de uma reagdo com o acido tiobarbitdrico. Para a deteccao

deste produto foi necessario a realizacédo de trés etapas:

- Primeira etapa: Um amostra de 0,4 ml de urina foi diluida com 0,6 ml de agua
destilada. Em seguida foi acrescentado 1 ml de TCA 17,5% e 1 ml de &cido
tiobarbitdrico 0,6% (pH 2). Esta solucdo foi homogeneizada e colocada em

agua fervente por 20 minutos.

- Segunda etapa: Apos os 20 minutos com a agua em ebulicdo, a solucéo foi
resfriada em gelo e 1 ml de TCA 70% foi acrescentado a solucédo. O tubo de
ensaio foi lacrado, homogezeizado e deixado por 20 minutos em temperatura

ambiente.

- Terceira etapa: A solucédo foi centrifugada a 3000 rpm por 15 minutos e a

leitura feita em espectofotometro com absorbancia de 534 nm.

Os valores obtidos foram expressos nmol de TBARS por grama de

creatinina urinaria®.
3.3.2.4 Determinacao do oxido nitrico (NO)

A determinacgdo do 6xido nitrico foi realizada por meio da quantificacdo
de nitrito (NOy") pelo método de Griess. Nesta reagdo colorimétrica 100 pl de
urina reagiram com 100 pl da solugdo com acido sulfanilico e cloridrato de alfa-
naftilamina por um periodo de 15 minutos em temperatura ambiente. O
resultado desta reacdo foi o acido alfa-naftilamino-p-azobenzeno-p-sulfénico

gue possui uma coloracao rosea.

Os valores de NO foram mensurados utilizando-se obserbancia de 545
nm em leitor ELISA. Os valores foram estabilizados em nmol de NO por grama

de creatinina urinaria®’.
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3.3.2.5 Dosagem da creatinina urinaria

A dosagem da creatinina urinaria empregada na estabilizacao de alguns
marcadores de estresse oxidativo foi realizada através de calorimetria pelo
método de Jaffé®®. A creatinina urinéria reagiu com o &cido picrico em meio
alcalino formando um composto corado que foi lido em espectofotometria com

abserbancia de 520 nm. Os valores obtidos foram descritos em mg/dl.

3.3.3 Analise histologica do tecido renal

O tecido renal emblocado em parafina foi cortado em 4-um e a
montagem final das laminas foi realizada ap6s a coloracéo do tecido renal com
hematoxilina — eosina. As laminas de todos os animais foram analisadas
através de imagens captadas por meio de video-camera acoplada a um
microscopio (Axioskop 40 - Carl Zeiss, Alemanha). Foram observados 30
campos com area de 0,245 mm? na busca de lesdo tubulo intersticial. As
lesBes encontradas tiveram suas alteracfes quantificadas pela seguinte escala:
edema epitelial tubular, degeneracdo vacuolar, necrose e descamacéo. Estas
variaveis foram graduadas em percentuais de lesdo em uma escala de 0-4
sendo que: 0= <5%; 1 = 5-25%; 2 = 26-50% do cortex renal; 3 26-75%; e 4=
>75%.

Visando minimizar um viés do observador o exame morfolégico das

laminas foi cegado®®.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Neste estudo quantitativo com delineamento experimental, os resultados
encontrados entre os grupos estudados foram tabulados e submetidos ao teste
de Analise de Variancia (ANOVA) e ao Teste de Comparacées Newman-Keuls.
Os resultados foram apresentados com média e desvio padrdo. Foram

considerados significantes os valores com p<0,05.
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4 RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1 FUNCAO RENAL GLOBAL
4.1.1 Dados corporais

O estudo mostrou que o0s grupos nao apresentaram diferencas
significativas quanto ao peso (SHAM: 372140, Nx: 349+22, Nx+C: 333+23 e
Nx+C+R: 349+36) (Tabela 1).

A analise do peso renal demonstrou que todos o0s animais NXx
apresentaram hipertrofia renal quando comparados com o grupo controle (Nx:
1,7340,12 e Nx+C: 1,56+0,19 vs SHAM 1,26+0,17, p< 0,05). O grupo Nx+C+R
apresentou uma elevacdo deste parametro quando comparado com 0 grupo
SHAM e Nx+C (Nx+C+R: 1,80+0,31 vs SHAM 1,26+0,17 e Nx+C: 1,56+0,19,
p< 0,05)

Quando relacionado o peso do animal com o peso renal, todos os
grupos nefrectomizados também demonstraram aumento nesta relacdo (NXx:
0,50+0,04 e Nx+C: 0,47+0,07 vs SHAM: 0,34+0,06, p< 0,05). O grupo Nx+C+R
comportou-se como 0s demais animais Nx, com elevacdo deste parametro
qgquando comparado com o grupo SHAM (Nx+C+R: 0,52+0,09 vs SHAM:
0,34+0,06, p< 0,05)

Tabela 1 — Resultados do peso, peso do rim e da relacdo peso do rim/peso
animal dos grupos: SHAM, Nx, Nx+C e Nx+C+R. S&ao Paulo - 2016.

Grupos n Peso animal (g) Peso dorim (g) Pesorim/Peso animal
SHAM 8 372+ 40 1,26 £ 0,17 0,34 £ 0,06
NXx 8 349 + 22 1,73+0,12° 0,50 + 0,04
Nx+C 10 333+23 1,56 +0,19° 0,47 £0,07°
Nx+C+R 9 349 + 36 1,80+ 0,31% 0,52 +£0,09°

% p< 0,05 vs SHAM
b p< 0,05 vs Nx+C
Os dados apresentam médias + desvio padréo.
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4.1.2 Fluxo urinério e clearance de inulina

No que se refere ao fluxo urinario, todos os animais Nx apresentaram
elevacdo desse parametro quando comparados com o0 grupo controle (NXx:
0,0194+0,006 e Nx+C: 0,022+0,005 vs SHAM: 0,013+0,003, p<0,05). O
tratamento com resveratrol manteve o grupo Nx+C+R semelhante aos demais
Nx e diferente do grupo SHAM (Nx+C+R: 0,018+0,004 vs SHAM: 0,013+0,003,
p<0,05) (Tabela 2).

A TFG foi mensurada por meio do clearance de inulina. Nessa analise,
observou-se que grupo SHAM apresentou valores considerados de
normalidade (0,63+0,13). Todos os animais dos grupos Nx apresentaram
redugéo do clearance de inulina quando comparados com o grupo SHAM (Nx:
0,30%0,07 e Nx+C: 0,12+0,06 vs SHAM: 0,63+0,1, p< 0,05). A administracéo do
contraste intensificou a lesdo demonstrada pelo grupo Nx (Nx+C: 0,12+0,06 vs
Nx: 0,30+0,07, p<0,05). O tratamento com resveratrol determinou melhora
desse marcador quando comparados os grupos Nx+C+R e Nx+C. No entanto,
apesar desse incremento, 0 resveratrol ndo tornou o grupo Nx+C+R
semelhante ao SHAM (Nx+C+R: 0,24%0,06 vs Nx+C: 0,12+0,06 e vs SHAM:
0,63 + 0,13, p<0,05).

Tabela 2 — Resultados do fluxo urinario e do clearance de inulina dos grupos:
SHAM, Nx, Nx+C e Nx+C+R. Séo Paulo - 2016.

Clearance de inulina

Grupos N  Fluxo urinario (ml/min) (ml/min/100g)
SHAM 8 0,013 + 0,003 0,63+0,13
Nx 8 0,019 + 0,006 0,30 + 0,072
Nx+C 7 0,022 + 0,005° 0,12 + 0,06%
Nx+C+R 8 0,018 * 0,004 0,24 + 0,06

% p< 0,05 vs SHAM

® p< 0,05 vs Nx

¢ p< 0,05 vs Nx+C

Os dados apresentam médias + desvio padréo.
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4.2 HEMODINAMICA RENAL

A Tabela 3 apresenta os valores da hemodinamica renal dos diversos
grupos. Os grupos Nx ndo apresentaram diferencas significativas de frequéncia
cardiaca quando comparados com o grupo SHAM (SHAM: 456+35, Nx: 444+49
e Nx+C: 5291£56). Da mesma forma, o tratamento com resveratrol ndo alterou a
FC quando esse grupo foi comparado ao grupo controle (Nx+C+R: 495165 vs
SHAM: 456+35).

Todos os animais Nx apresentaram discreta elevacdo da presséo arterial
média (PAM), sem significancia estatistica, quando comparados ao grupo
controle (Nx: 118+21 e Nx+C: 113+10 vs SHAM: 108+12). O grupo tratado com
resveratrol comportou-se da mesma forma, tendendo a elevar a PAM quando
comparado ao grupo SHAM (Nx+C+R: 112415 vs SHAM: 108+12).

Quanto ao fluxo sanguineo renal (FSR), constatou-se que animais dos
grupos Nx apresentaram diminuicdo do FSR quando comparados ao grupo
SHAM (Nx: 7,9£2,4 e Nx+C: 4,3+1,0 vs SHAM: 11,5£3,8, p<0,05). Observou-se
ainda que os animais do grupo Nx+C apresentaram diminuicdo desse
parametro quando comparados ao grupo Nx (Nx+C: 4,3+1,0 vs Nx: 7,92 4,
p<0,05). O tratamento com resveratrol manteve o FSR do grupo Nx+C+R
semelhante ao grupo Nx, porém ainda inferior ao grupo SHAM (Nx+C+R:
6,8+0,9 vs Nx: 7,9+2,4 e vs SHAM: 11,5+3,8, p<0,05). Apesar da diferenca
entre 0s grupos Nx+C e Nx+C+R nesse parametro, ndo se constatou
significancia estatistica nessa comparacdo (Nx+C+R: 6,8+0,9 vs Nx+C:
4,3+1,0).

Para o parametro resisténcia vascular renal (RVR), constatou-se que o
grupo SHAM apresentou resultados considerados de normalidade e que o
grupo Nx, apesar de valores mais elevados, ndo demonstrou diferenca com
confirmacédo estatistica. Na analise dos demais grupos, observou-se elevacgéo
da RVR do grupo Nx+C quando comparado com o Nx e SHAM (Nx+C: 28,0
19,1 vs Nx: 16,0+4,5 e SHAM: 10,3£3,5, p< 0,05). O tratamento com resveratrol
induziu atenuacéo da elevacédo da RVR, tornando o grupo Nx+C+R semelhante
aos SHAM e Nx (Nx+C+R: 16,6+ 2,2 vs SHAM:10,3+3,5 e vs Nx: 16,0+4,5) e
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bem diferente do grupo Nx+C (Nx+C+R: 16,6t 2,2 vs Nx+C: 28,0 = 9,1,
p<0,05).

Tabela 3 — Resultados da hemodinamica global e renal dos grupos: SHAM, Nx,
Nx+C e Nx+C+R. S&o Paulo - 2016.

Frequéncia Presséo Fluxo Resisténcia
Grupos N cardiaca arterial média sanguineo renal  vascular renal
(bpm) (mmHg) (ml/min) (mmHg/ml/min)
SHAM 8 456 £ 35 108 + 12 11,5+ 3,8 10,3+ 3,5
NXx 7 444 + 49 118 + 21 7,9+24% 16,0+ 4,5
Nx+C 6 529 + 56 113+ 10 43+1,0° 28,0 +9,1%
Nx+C+R 6 495 + 65 112 £+ 15 6,8 +0,9° 16,6 + 2,2°

% p< 0,05 vs SHAM

® p< 0,05 vs Nx

¢ p< 0,05 vs Nx+C

Os dados apresentam médias + desvio padréo.
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4.3 PERFIL OXIDATIVO
4.3.1 Estresse oxidativo

Constituido principalmente por hidroperoxidos, o peroxido urinario € um
marcador de estresse oxidativo e sua presenca pode ter origem renal ou como
fator compensatério de outra alteracdo metabdlica®. Os hidroperéxidos em
meio &cido sdo reduzidos com os ions de ferro. A quantidade deste produto
férrico foi mensurada por meio do método ferro xilenol laranja permitindo fazer

uma correlacdo com os hidroperoxidos presentes no peréxido urinario.

O grupo SHAM apresentou valores de normalidade para os peroxidos
urinérios (10,52 + 5,83). O grupo Nx mostrou valores semelhantes ao SHAM
nesse parametro. Os animais do grupo Nx+C apresentaram elevacdo dos
peréxidos urinarios quando comparados aos grupos SHAM e Nx (Nx+C: 31,32
+16,06 vs SHAM: 10,52+5,83 e Nx: 8,80%4,45, p<0,001). O tratamento com
resveratrol (Nx+C+R) contribuiu para reduzir os perdxidos quando esse grupo
foi comparado ao grupo Nx+C (Nx+C+R: 12,61+7,19 vs Nx+C: 31,32+16,06,
p<0,001) e os manteve préximos dos valores de normalidade (Nx+C+R:
12,61+7,19 vs SHAM: 10,52+5,83 e vs Nx: 8,80+4,45) (Tabela 4).

Tabela 4 — Resultados dos perdxidos urinarios dos grupos: SHAM, Nx, Nx+C e
Nx+C+R. Séao Paulo - 2016.

Peréxidos Urinéarios

Grupos n (nmol / g de creatinina urinaria)
SHAM 8 10,52 + 5,83
Nx 8 8,80 + 4,45
NXC 8 31,32 + 16,06
Nx+C+R 8 12,61 +7,19°

 p< 0,001 vs SHAM

® p< 0,001 vs Nx

¢ p< 0,001 vs Nx+C

Os dados apresentam médias + desvio padréo.
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4.3.2 TIOIS soluveis néo proteicos no tecido renal

Distribuidas por toda a célula as enzimas do sistema glutationa (oxidase,
peroxidase e redutase) sdo responsaveis pela neutralizacdo dos radicais livres
que ndo foram convertidos em oxigénio e agua pela acdo enzimatica das
catalases e peroxidases. A glutationa oxidase transforma o peroxido em
peroxido de hidrogénio através da conversdo da glutationa reduzida em
glutationa dissulfeto. Seguindo o ciclo a glutationa peroxidase transforma o
peréxido de oxigénio em duas moléculas de agua. Finalizando e
restabelecendo o ciclo catalitico a glutationa redutase regenera a glutationa
dissulfeto convertendo o dissulfeto em glutationa reduzida a custa da
conversdo de NADPH para NADP* oL

A Tabela 5 apresenta os valores de tidis dos diversos grupos. Observa-
se que o grupo SHAM apresenta os maiores niveis de tidis, tornando a
referéncia de normalidade. O grupo Nx demonstrou resultados semelhantes ao
grupo SHAM (Nx: 10,06+2,44 vs SHAM: 14,13+6,75).

O grupo Nx+C apresentou diminuigdo da reserva antioxidante quando
comparado ao grupo SHAM e ao grupo Nx (Nx+C: 3,03+2,12 vs SHAM
14,1346,75 e vs Nx: 10,06 £ 2,44, p<0,05).

O tratamento com resveratrol induziu elevag¢édo dos tidis na comparacao
entre Nx+C+R e Nx+C (Nx+C+R: 8,54+3,90 vs Nx+C: 3,03+2,12, p< 0,05). E
curioso observar que o impacto do tratamento com o resveratrol s6 se

confirmou quando instituida lesédo nefrotoxica com contraste.
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Tabela 5 — Resultados dos tidis proteicos no tecido renal dos grupos: SHAM,
NXx, Nx+C e Nx+C+R. S&o Paulo - 2016.

Grupos n Tiois .
(nmol /mg de proteina)
SHAM 6 14,13 £ 6,75
NX 7 10,06 £ 2,44
Nx+C 8 3,03 +2,12%
Nx+C+R 8 8,54 + 3,90*

 p< 0,05 vs SHAM

b p< 0,05 vs Nx

¢ p< 0,05 vs Nx+C

Os dados apresentam médias + desvio padréo.
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4.3.3 Substancias reativas ao acido tiobarbitlurico (TBARS)

Observa-se na Tabela 6 que o grupo SHAM confirma-se como controle
por apresentar resultados de normalidade dos TBARS. Os resultados do grupo
Nx se assemelharam ao SHAM (Nx: 0,012+0,003 vs SHAM: 0,007+0,002). Por
outro lado, o grupo Nx+C apresentou elevagdo significativa nos niveis de
TBARS urindrios quando comparado aos grupos SHAM e Nx (Nx+C:
0,030+0,016 vs SHAM: 0,007+0,002 e vs Nx: 0,012+0,003, p<0,01). O grupo
Nx+C+R demonstrou reducéo significativa nesse parametro quando comparado
com o grupo Nx+C (Nx+C+R: 0,012+0,004 vs Nx+C: 0,030+0,016, p<0,001),
tornando-se semelhante aos grupos SHAM e Nx (Nx+C+R: 0,012+0,004 vs
SHAM: 0,007+0,002 e vs Nx: 0,012+0,003).

Tabela 6 — Resultados dos TBARS urinarios dos grupos: SHAM, Nx, Nx+C
Nx+C+R. S&o Paulo - 2016.

TBARS Urinarios

Grupos n (nmol / g de creatinina urinéria)
SHAM 7 0,007 + 0,002
Nx 7 0,012 + 0,003
Nx+C 10 0,030 + 0,016®
Nx+C+R 9 0,012 + 0,004°

# p< 0,001 vs SHAM

® p< 0,01 vs Nx

¢ p< 0,001 vs Nx+C

Os dados apresentam médias + desvio padrao.
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4.4 OXIDO NITRICO URINARIO

A Tabela 7 apresenta os valores obtidos de NO urinario em que se
constata que o grupo SHAM se confirma como referéncia de normalidade. O
grupo Nx apresentou valores semelhantes aos do SHAM (Nx: 17,75+5,84 vs
SHAM: 17,01+9,13). O grupo Nx+C apresentou elevacdo do NO urinario em
relacdo aos grupos SHAM e Nx (Nx+C: 70,17+24,47 vs SHAM: 17,01+9,13 e vs
Nx: 17,7515,84, p<0,01). A administracdo prévia de resveratrol induziu a
reducdo da liberacdo de NO no grupo com lesdo dupla de Nx e contraste
(Nx+C: 70,174£24,47 vs Nx+C+R: 39,25+32,40, p< 0,05).

Tabela 7 — Resultados do oxido nitrico (NO) urinario dos grupos: SHAM,
Nx, Nx+C e Nx+C+R. S&o Paulo - 2016.

Grupos n NO urinér?o s
(umol / g de creatinina urinéria)
SHAM 6 17,01 £ 9,13
NX 5 17,75+ 5,84
Nx+C 5 70,17 + 24,47%
Nx+C+R 5 39,25 + 32,40°

% p< 0,01 vs SHAM

b p< 0,01 vs Nx

¢ p< 0,05 vs Nx+C

Os dados apresentam médias + desvio padréo.



RESULTADOS |54
Daniel Malisani Martins

4.5 ANALISE HISTOLOGICA

A Figura 4 é uma imagem representativa da analise histolégica renal
encontrada nos diferentes grupos estudados. O grupo SHAM apresenta um
corte histolégico normal, sem alteracdes funcionais. Os animais do grupo Nx
apresentaram discreta dilatacdo tubular e infiltrado tdbulo intersticial
provenientes do processo inflamatério do insulto cirdrgico. A andlise histologica
dos animais do grupo Nx+C revelou atrofia e dilatacdo tubular, além de
infiltrado tubulo intersticial em grande parte dos campos observados como
resultado da agéo do contraste. Por sua vez, os animais pré-medicados com
resveratrol apresentaram moderada dilatacdo tubular e reducdo de infiltrado

tubulo intersticial.

Figura 4 - Imagens das laminas para avaliacdo da area tabulo intersticial
(aumento de 400x) dos grupos: SHAM (A), Nx (B), Nx+C (C) e
Nx+C+R (D). Séo Paulo - 2016.

Fonte: Martins DM. Resveratrol atenua a nefrotoxidade do contraste na doenca renal crénica
[dissertacdo]. Sao Paulo. EEUSP; 2016.
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Apés a tabulacdo das médias de escore de lesdo tubulo intersticial
(Tabela 8) encontradas nas laminas de todos os grupos estudados, o grupo
SHAM demonstrou os valores mais baixos de lesao tubulo intersticial. O grupo
Nx apresentou valores mais altos de lesdo quando comparado ao SHAM,
porém sem significancia estatistica (Nx: 0,41+0,30 vs SHAM: 0,14+0,09). Foi
possivel constatar que os animais que receberam contraste apresentaram
maiores escores de lesdo quando comparados com o grupo SHAM (Nx+C:
1,5540,20 vs SHAM: 0,14+0,09, p<0,001). Por outro lado, o grupo que recebeu
resveratrol apresentou menor score de lesé@o tubulo intersticial na comparagéo
com o Nx+C (Nx+C+R: 0,9740,28 vs Nx+C: 1,55+0,20, p<0,01), porém ainda
diferente do grupo SHAM (Nx+C+R: 0,97+0,28 vs SHAM: 0,14+0,09, p<0,001).

Tabela 8 — Resultados da area intersticial relativa renal dos grupos: SHAM, NXx,
Nx+C e Nx+C+R. S&o Paulo - 2016.

AIR (%)
Grupos n ; . S .
(area intersticial relativa)
SHAM 5 0,14 £ 0,09
NX 5 0,41 £ 0,30
Nx+C 5 1,55 + 0,20
Nx+C+R 5 0,07 + 0,28%°

# p< 0,001 vs SHAM

b p< 0,01 vs Nx

¢ p< 0,01 vs Nx+C

Os dados apresentam médias + desvio padréo.
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5. DISCUSSAO

Diariamente sdo publicados inUmeros estudos cientificos envolvendo
modelos experimentais com animais. Por meio dessas pesquisas é possivel
conhecer mecanismos fisiopatolégicos relacionados com manifestacdes
humanas, identificar e testar novos biomarcadores e tratamentos, bem como
compreender as associacdes entre marcadores celulares, tecidos e 6rgéos. O
esclarecimento dessas lacunas de conhecimento exige a padronizacdo de
modelos de baixo custo, facil manipulagdo, mas que, acima de tudo, permitam

reproduzir de forma fidedigna os desafios encontrados no ambiente clinico®.

A protecéo contra a nefropatia induzida por contraste (NIC) € um desses
inimeros desafios para a prética clinica que, pela inexisténcia de evidéncias

clinicas, recorrem aos modelos experimentais na busca por sua elucidacao.

Com incidéncia menor que 2% na populacdo geral, mas com aumento
expressivo de até 30% em pacientes com DRC, diabéticos, portadores de
insuficiéncia cardiaca congestiva e idosos, a NIC é causa comum de
comprometimento da funcéo renal e aumento da morbidade e mortalidade®?.
Mesmo sendo a DRC uma sindrome com expansdo mundial (prevaléncia de
10,5-13% ao redor do mundo) e de elevado fator de risco para NIC, poucos
estudos conseguiram obter resultados concretos sobre a situacdo de

sobreposicédo de lesdo®.

A escolha de ratos machos da linhagem Wistar se deu primeiramente
pela possibilidade de reproduzir um modelo de doenca cronica em um curto
periodo de tempo. A técnica de nefrectomia 5/6 foi selecionada por
corresponder a um modelo de ablacdo de massa renal que reduz
drasticamente a taxa de filtracdo glomerular (TFG) e em poucas semanas
confere ao animal a condicéo de portador de DRC®. O custo acessivel, a fAcil
manipulagcdo e manutencao foram outros fatores que colaboraram para escolha

deste roedor®.

A evolucdo para DRC apos a ablacao renal se justifica pela reducéo
abrupta da quantidade de néfrons. Nesse modelo, inicialmente, o animal

desenvolve uma lesdo renal aguda seguida de mecanismo de hiperfiltracdo
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glomerular compensatério. Esse mecanismo adaptativo aumenta a renina
plasmatica resultando em hipertensdo glomerular, lesdo segmentar com
progressiva glomerulosclerose e deterioragdo da funcdo renal®. Liu e
colaboradores (2014) em estudo envolvendo animais nefrectomizados 5/6
tratados com contraste isosmolar, demonstrou crescente aumento da pressao
arterial e decréscimo da TFG progressiva ao longo de 10 semanas, com uma
estabilizacdo desses parametros a partir da quarta semana®*’. Santos (2006)
confirmou por meio de analises morfolégica e funcional de modelos de ablacdo
de massa renal, que os animais nefrectomizados apresentavam hipertrofia

renal compensatéria proporcional ao volume renal remanescente®,

Esse estudo demonstrou que os animais Nx demonstraram hipertrofia
renal, elevacdo do fluxo urinario, possivelmente relacionado a hiperfiltracao
inicial, associados ao decréscimo da TFG, evidenciado pela diminuicdo do
clearance de inulina. Adicionalmente, os animais do grupo Nx apresentaram
tendéncia a resposta vasoconstritora renal com elevacdo da resisténcia
vascular e reducdo do fluxo sanguineo renal. Esses dados reproduziram
achados de estudos anteriores e confirmaram o éxito na padronizacdo do
modelo de DRC.

Atualmente ainda ndo esta disponivel um consenso quanto a definicéo
da nefropatia induzida por contraste (NIC). No entanto, todas as classificacfes
convergem para 0 aumento da creatinina sérica em decorréncia da diminuicdo
da TFG ap6s um periodo pré determinado de até 72 horas apés a infusdo do

contraste®.

Com relacdo a TFG, sabe-se que sua deterioracdo pela exposicao ao
radiocontraste € resultado de diversos fatores. Destaque-se entre eles o
aumento de mediadores vasonconstritores (adenosina e endotelina) e
diminuicdo de vasodilatoderes (6xido nitrico e prostaglandinas) pelos radicais
livres, além de seu efeito citotdxico direto sobre os tubulos renais induzindo
alteragcbes mitocondriais, vacuolizacdo e ativacdo de mecanismos

apoptoticos’.
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Nesse estudo, a NIC foi manifestou-se de forma inquestionavel no grupo
de animais DRC tratados com contraste, com diminuicdo de 60% da TFG,
reducdo do FSR e elevacdo da RVR. Sabe-se que em condic¢des fisiologicas, a
maior parte da perfusédo renal oferecida pelo débito cardiaco é dirigida para o
cOrtex para garantir a filtracdo glomerular e a reabsor¢céo de agua e sédio. Essa
irrigacdo é proveniente das arteriolas eferentes do glomérulo que na porcéo
corticomedular originam a vasa recta que gradualmente forma um leito vascular
que penetra na medula.” Sedenski e colaboradores (2010), utilizando técnicas
de microdisseccdo renal da vasa recta descendente de ratos, concluiu que
todos os tipos de contraste diminuiram seu didmetro luminal em resposta a
angiotensina I1"2.

Estudos reforcam que os mecanismos de vasoconstricdo renal séo
exacerbados por agentes contrastados na presenca de DRC ou diabetes
mellitus. O aumento do estimulo do nervo renal faz com que a vasculatura
renal se torne mais vulneravel aos estimulos da angiotensina Il, endotelina e
serotonina. Somado a isso, ocorre a diminui¢do do oxido nitrico (NO) a medida
que os superoxidos aumentam. Na presenca de reducao do fluxo sanguineo
renal, a presséo intraglomerular € mantida pela vasodilatacdo das arteriolas
aferentes e vasoconstricdo das arteriolas eferentes que sdo reguladas pelo
sistema renina angiontesina intra renal”>.

HSU e colaboradores (2010) demonstraram a relacdo entre o uso de
contraste hiperosmolar e o aumento da atividade do nervo eferente renal. Essa
estimulacdo resultou no aumento da vasoconstricao renal (diminuicdo do FSR
e aumento da RVR) por maior expressao da renina e producdo de espécies
reativas ao oxigénio (EROS)’*. Nesse estudo, o grupo Nx+C apresentou
diminuicdo do FSR acompanhado por elevacdo da RVR, reproduzindo o
quadro acima descrito de elevacdo da constricdo renal em resposta ao

contraste.

N

Associado a reducdo da TGF e alteracdo da hemodinamica renal,
observou-se que na vigéncia do modelo de DRC os marcadores de oxidacao
analisados nesse estudo, peroxidos e TBARS urinarios, oxido nitrico, além de

tidis se mantiveram estaveis, proximos aos valores do grupo controle. No
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entanto, apos se instituir o tratamento com contraste, o modelo de
sobreposicdo de lesdo resultou em desequilibrio redox, caracterizado por

elevacdo dos metabdlitos oxidantes e reducdo da reserva antioxidante (tiois).

Uma grande quantidade de antioxidantes visa manter a homeostase
celular frente aos danos ocasionados pelo estresse oxidativo. Todavia quando
a producéo de EROS supera a capacidade de neutralizacdo dos mecanismos
antioxidantes, danos patoldgicos ao tecido se iniciam. Em processos
patolégicos ou de injuria renal, o aumento do estresse oxidativo, peroxidacao
lipidica e da peroxidacéo urinaria estdo associados a ativacdo das vias de
sinalizacdo de necrose, apoptose, expressdo de genes alterados, progresséo

de dano tecidual e alterac&o da funcéo renal”.

Estudos com cultura de células confirmaram a capacidade antioxidante
do resveratrol em neutralizar radicais O, , OH® e sua peroxidacdo lipidica,

danos ao DNA causados pela reacdo de Fenton e diminuicdo da ativacao do

fator n uclear kB apés estresse celular induzida por metais®’.

No sentido de se investigar o efeito do resveratrol nessa leséo renal de
causa multifatorial, instituiu-se o pré condicionamento com esse agente aos
animais do grupo Nx+C. Dessa forma, o grupo Nx+C+R demonstrou resposta

significativa na TFG, bem como na hemodinamica renal.

Gordish e Beierwaltes (2014) demonstraram que o resveratrol interfere
na hemodindmica renal promovendo aumento do FSR e diminuicdo da RVR
por meio da estimulagcdo da producdo de NO endotelial e aumentando a
disponibilidade do NO pela reducéo de EROS’®.

Demonstrou-se ainda que o resveratrol modula a expressao de diversas
enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase, glutationa peroxidase e
catalase, além de participar da ativacdo da SIRT1 na regulacdo de uma série
de processos celulares como respostas ao estresse, sobrevivéncia celular,

biogénese mitocondrial e estado redox’’.

Nesse estudo, o resveratrol demonstrou induzir menor peroxidagao

urinéria, menores indices de TBARS urinarios, aléem da manutencdo da reserva
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antioxidante de tidis no tecido renal, o que corrobora achados ja mencionados

anteriormente.

O NO é um mediador de inumeras funcdes celulares. No rim o NO
participa da regulacdo da hemodinamica renal, secrecao de renina, reabsorcao

de sédio e 4gua e no feedback tubuloglomerular’®.

Por possuir um elétron livre, o0 NO é considerado um radical livre. Em
situacdes fisiologicas o superoxido é convertido pela superéxido dismutase em
peréxido de hidrogénio. No entanto, quando ocorre um desequilibrio nessa
reacdo e o0s niveis de superdxidos aumentam, esse reage rapidamente com o
NO formando o peroxido nitrito (ONOQO). Estudos apontam que o NO tem um
efeito inibitorio da peroxidacdo lipidica, enquanto que o peroxido nitrito ativa

este processo’’.

Em condi¢bes de infeccdo ou inflamacdo, o NO tem sua expressao
aumentada pela INOS por meio de ocitocinas pré-inflamatérias. Esse aumento
nas células epiteliais renais aumenta a formacao de peréxido nitrito, que por

18°, O aumento do NO

sua acao oxidante alimenta a cascata de lesdo rena
urinario do grupo Nx+C pressupde que o mecanismo oxidativo € componente
determinante dessa lesdo integrada de toxicidade e DRC. Esse achado
confirma dados de literatura que demonstraram que o resveratrol diminuiu a
acao de peroxidos nitritos em meio de cultura células epiteliais renais. Por ser
um polifenol, o resveratrol pode ser nitrado via reacdo direta com acido

peroxinitroso ou através de diéxido de azoto®.

Por outro lado, o grupo o tratamento com resveratrol aos animais com
lesdo renal dupla induziu valores de NO urinario inferiores aos do grupo
nefrectomizado que também recebeu contraste. Tal fato pode estar relacionado
com diminuicdo da hipdxia renal por uma vasodilatacdo mediada pelo NO
endotelial, reducdo da producédo de EROS e consequente menor formacao de
peroxido nitrito pela agdo antioxidante, além da acdo antioxidante direta do

resveratrol nos peréxidos nitritos.

Diversos modelos experimentais apontam para uma protecao

morfoloégica renal do resveratrol a mdaltiplos insultos. Palsamy (2011)
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demonstrou que o resveratrol atenuou as principais alteracées morfoldgicas
renais (edema epitelial tubular, degeneracgéo vacuolar, necrose, infiltrado tabulo
intersticial) causadas pelo insulto oxidativo mediado pela hiperglicemia em
modelo diabético por estreptozotocina em ratos®’. Em outro estudo
experimental com modelo de lesédo renal aguda por glicerol em ratos,
constatou-se supressédo do processo inflamatoério e a peroxidacao lipidica apos

a infusdo de resveratrol®?.

Recentemente, estudo in vitro com células epiteliais do tubulo proximal
de seres humanos expostas ao contraste ioxitalamato, demonstrou aumento
das células apoptoticas e necrose apos o insulto contrastado. Neste mesmo
estudo, o resveratrol diminuiu significativamente a citotoxidade do ioxitalamato
por meio do aumento da producéo da proteina anti-apoptotica Bcl-2 e survivina,
prevencdo da autofagia celular pela caspase-3 e supressédo da producdo de
EROS®,

Nesse contexto, observou-se que animais nefrectomizados submetidos
ao insulto pelo contraste hiperosmolar apresentaram diferentes graus de leséo
tubulo intersticial em decorréncia de processos inflamatérios e oxidativos. O
resveratrol foi capaz de proteger as estruturas morfoldgicas do tecido renal ao

diminuir a acao nefrotoxica do contraste.

Em sintese, os achados desse estudo confirmam a instalacdo da DRC
em animais submetidos ao modelo de ablacdo de massa renal de 5/6 e
reforcam que o contraste se caracteriza como estimulo adicional de leséo,
protagonizando um efeito oxidante téxico ao rim, sobrepondo-se ao
comprometimento de funcdo determinado pela DRC. O tratamento com
resveratrol possibilitou melhora de parametros funcionais, de oxidacdo e
histologicos, sobressaindo-se como mecanismo principal de protecdo o seu

efeito antioxidante sobre a nefrotoxicidade do contraste.

O estudo reproduziu com sucesso a condi¢cdo de sobreposicao de riscos
clinicos para a LRA, sendo eles a nefrotoxicidade de farmacos, aqui
representado pelo contraste, e a existéncia de doenca renal prévia. Avangou

ainda na proposicéo de intervencao terapéutica para prevenir a agudizacao da
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DRC e sua progressao por meio do tratamento com resveratrol, um polifenol de

facil acesso, baixo custo e poucos ou nenhum efeito indesejavel.
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6. CONCLUSOES

- O modelo de ablacdo de massa renal 5/6 induziu a diminuicdo da
funcdo renal, reducédo do fluxo sanguineo renal com aumento da resisténcia

vascular renal, além de comprometimento da histologia renal.

- O uso de contraste iodado desencadeou um maior decréscimo da
funcdo renal, reducdo adicional do fluxo sanguineo renal e elevacdo da
resisténcia vascular renal. Nessa associacdo, DRC e NIC, constatou-se leséo
oxidativa com elevacdo dos peroxidos urinarios, TBARS, NO e diminuicdo da
reserva antioxidante no tecido renal. A andlise histolégica revelou aumento no

escore de lesao tubulo intersticial.

- O pré condicionamento com resveratrol proporcionou preservacao da
funcdo e hemodinamica renal, protecdo contra lesédo oxidativa e manutencéo
da reserva antioxidante no tecido renal induzida pelo uso do contraste iodado.
Esse efeito mostrou impacto sobre a histologia, com menor lesdo tubulo

intersticial.
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ANEXO | - APROVACAO DO COMITE DE ETICA
ANIMAIS
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NO USO DE
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MEDICINA
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COMISSA0 DE ETICA NO USO DE ANIMATS

A CEUA da Faculdade de Medicina da Universidade de sio
Paulo, em sessio de 11/03,/2045, APROVOU o Protocals de Pesquiza 00 og1/15
intitulade: “Protecio fomcional do resveratrol na doenca remal cronmica
agndizada por contraste a base de iodo em ratos” que utlizard 8o animais
da espécie rato, apressntado pela Escola de Enfermagem da USP.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a CEUA-FMUSPE, o
relatorio final sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de
Animais - Le WO 11 794 -8 de ootubro de 2008).

Pesquisador (3) Responsivel: Maria de Fatima Fernandes Vattimo
Pesquisador (3) Executante: Daniel Malisam Martins

CEUA-FMUSP, 11 de Mar¢o de 2015

Dr. Eduardo Pompen
Coordenador
Comissio de Etica no Uso de Animais

Comizzio de Eica no Uiso de Animals dy FMUSS
emal poua il b




