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Watanabe M. Intervenc¢do farmacologica na lesédo renal aguda isquémica em
ratos: protecao funcional e histoldgica tempo dependente [tese]. Sdo Paulo:

Escola de Enfermagem da Universidade de Séo Paulo; 2010.

RESUMO

A gravidade da sindrome isquemia/reperfusdo determina o progndstico da
lesdo renal aguda (LRA). Agentes como o citrato de sildenafil (Sil) e a N-
acetilcisteina (NAC) tem demonstrado efeito renoprotetor na LRA isquémica
com resultados ainda inconclusivos. Esse estudo investigou o efeito do Sil e
da NAC na LRA com diferentes tempos de isquemia. Foram utilizados
grupos de ratos Wistar, adultos e machos: SHAM; Isquemia 30 min
(clampeamento dos pediculos renais por 30 min); Isquemia 30 + Sil (Sil 0,25
mg/kg 60 min antes da isquemia renal); Isquemia 30 + NAC (NAC 150 mg/kg
antes e apos a isquemia renal); Isquemia 45 (clampeamento dos pediculos
renais por 45 min); Isquemia 45 + Sil e Isquemia 45 + NAC. Foram avaliadas
a funcéo renal (clearance de creatinina e fracdo de excrecdo de sobdio-
FENa); a lesdo oxidativa (peroxidos urinarios; substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico - TBARS; 6xido nitrico - NO e tidis no tecido renal); a sintese
protéica da 6xido nitrico sintase induzivel — INOS e da heme oxigenase-1 —
HO-1 (western blotting) e analise histoldgica renal (area intersticial relativa -
AIR e leséo tubulointersticial). Os grupos 30 min tratados com Sil e NAC
demonstraram melhora da funcéo renal, reducdo dos indices oxidantes e
NO, auséncia de INOS e presenca de HO-1. Nos grupos 45 min, o Sil
manteve a funcdo renal, porém demonstrou protecdo tubular e oxidante; a
NAC ndo demonstrou efeito protetor em nenhum dos parametros avaliados.
Quanto a histologia, apenas o Sil induziu reducédo da AIR e da leséo
tubulointersticial nos tempos 30 e 45 min. O estudo confirmou que as
caracteristicas funcionais e histologicas induzidas pelo tempo de isquemia

na LRA determinam as respostas as manobras farmacologicas de



prevencdo. A expressdo HO-1 pode ser considerada um mediador de

protecéo renal.

Palavras chave: Isquemia/Reperfusdo, Lesdo Renal Aguda, Lesao

Oxidativa.



Watanabe M. Pharmacological intervention in ischemic acute kidney injury in
rats: functional and histological time dependent protection [tese]. Sdo Paulo:

Escola de Enfermagem da Universidade de Sao Paulo; 2010.

ABSTRACT

Severity of ischemic/reperfusion injury syndrome determines the prognosis of
acute kidney injury (AKI). Agents such as sildenafil citrate (Sil) and N-
acetylcysteine (NAC) have demonstrated renoprotective effect on ischemic
AKI which data is still inconclusive. This study investigated the protective
action of Sil and NAC in the AKI with different time of ischemia. Adult, male,
Wistar rats were divided: SHAM, Ischemia 30 min (renal pedicles clamping
for 30 min), Ischemia 30 + Sil (Sil 0,25 mg/kg 60 min before renal ischemia),
Ischemia 30 + NAC (NAC 150 mg/kg before and after renal ischemia),
Ischemia 45 min (renal pedicles clamping for 45 min), Ischemia 45 + Sil,
Ischemia 45 + NAC. Renal function (creatinine clearance and urine sodium
fractional excretion - FENa); oxidative injury (urinary peroxides, thiobarbituric
acid reactive substances - TBARS, nitric oxide - NO and thiols in renal
tissue); expression of inducible nitric oxide synthase - INOS and heme
oxygenase-1 — HO-1 (western blotting) and kidney histological analysis
(fractional interstitial area - FIA and tubuleinterstitial injury) were evaluated.
Sil and NAC treatment in 30 min renal ischemia induced increase in renal
function, decrease in the rate of oxidation and NO levels, INOS absence and
HO-1 expression. In the Ischemia 45 groups, Sil it maintained renal function,
however demonstrated tubular and oxidative protection; NAC produced no
renoprotective effect on any of the parameters evaluated. Histology studies
showed that, only Sil induced reduction in FIA and tubuleinterstitial injury at
30 and 45 min ischemic time. The study confirmed that the functional and
histological characteristics induced by time of ischemia determine the
renoprotective pharmacological agent action in the AKI. HO-1 expression can
be a renal protection mediator.



Key word: Ischemia/Reperfusion, Acute Kidney Injury, Oxidative Injury.
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7 INTRODUGAD

As doencas renais representam um grande problema de saude
publica mundial. Crescentes numeros estdo associados a incidéncia de
lesdo renal aguda (LRA) em pacientes hospitalizados, portadores de doenca
renal crbnica e doenca renal cronica terminal. Segundo censo realizado no
ano de 2006 pela Sociedade Brasileira de Nefrologia, ha atualmente 1,96
milhdes de pacientes portadores de doenca renal cronica que representam
1,87% da populagéo adulta no Brasil'”. O avanco tecnoldgico, apesar das
melhorias na qualidade de vida dos tratamentos crénicos, pouco contribuiu

para mudancas dessas cifras.

A LRA é uma das complicacbes mais frequentes em pacientes
hospitalizados. O impacto da LRA na pratica clinica é resultante de terapias
de suporte de alto custo e maior permanéncia hospitalar, ressaltando que a
severidade da LRA esta diretamente relacionada as altas taxas de
mortalidade no paciente critico. Apesar da capacidade de recuperacdo renal
com retorno dos valores de creatinina sérica iguais ou proximo aos niveis
basais, o evento LRA pode comprometer a sobrevida em longo prazo,
elevando o risco individual para desenvolver doenca renal cronica, doenca

cardiovascular e morte®.

A dificuldade em conter a estatistica desfavoravel da LRA se deve em
parte a auséncia de consenso quanto as melhores préaticas na vigéncia da
lesédo e a indisponibilidade de protocolos de prevengdo em pacientes com
risco. Por outro lado, uma diversidade de estudos experimentais e clinicos
tem divulgado intervengdes farmacologicas com  antioxidantes,
imunossupressores e antiinflamatorios para prevencdo ou atenuagdo da

LRA. Contudo, os resultados pouco otimistas ainda nao podem ser aplicados
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integralmente na pratica clinica, principalmente pela dificuldade em se
estabelecer ao certo a extensao da lesdo. lgualmente, as respostas
funcionais e estruturais aos agentes renoprotetores variam em decorréncia
de caracteristicas ndo modificaveis dos pacientes e também da escolha do

melhor agente para a lesdo vinculada.

O rim é um érgado de grande complexidade com estruturas bem
definidas e capacidade de desempenhar vérias funcdes de forma
coordenada e perfeito controle de processos interdependentes®. A LRA
isquémica envolve mecanismos fisiopatolégicos complexos como alteracdes
na hemodinamica renal, disfuncdo tubular, lesdo de células endoteliais,
ativacdo da resposta inflamatéria e geracao de espécies reativas de oxigénio
(EROs). A hipoxia celular ativa mecanismo de adaptagdo celular como a
inducdo da oOxido nitrico sintase (NOS) e de citoprotecdo como a atividade

da enzima heme oxigenase-1 (HO-1)®.

A microcirculacdo renal é organizada segundo suas subdivisdes em
regido cortical, medula externa e medula interna. A microcirculagdo da
regido cortical apresenta maiores fluxos sanguineos e consequentemente,
resulta em maior demanda de oxigénio (O,) para néfrons corticais. A medida
gue se avanca para regides mais profundas da regido medular externa e
interna ocorre reducdo do fluxo sanguineo renal e concomitantemente se
limita a concentracdo de O, para os néfrons justaglomerulares. A
microcirculacdo da regido medular, particularmente a medula interna, segue
com baixas concentracbes de O, que aumentam pelo mecanismo
contracorrente de difusdo O, (shunt) entre a alca descendente arterial e alca

ascendente venosa da vasa recta .

Sabe-se ainda que os segmentos dos néfrons localizados na regido
medular apresentam maior susceptibilidade a lesdo isquémica, destacando
0S segmentos S3 ou pars recta do tdubulo proximal. Adicionalmente, esses
segmentos se caracterizam pelo alto consumo de ATP (adenosina trifosfato)
e Oy, necessarios para o transporte ativo de solutos e também pela limitada

capacidade para o metabolismo anaerébico de glicélise .
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Na clinica, a isquemia renal est4 frequentemente associada a
disfuncdo de multiplos 6rgdos e a sepse®. Segundo a definicdo RIFLE®,
aproximadamente dois ter¢cos dos pacientes evoluem com diagndéstico de
LRA em unidades de terapia intensiva e de 4 a 5% desses pacientes
recebem suporte de terapias de substituicdo renal (TSR)®. Estudos em
modelos animais reproduzem o quadro de LRA isquémica por meio de um
modelo de isquemia/reperfusdo (I/R), onde o fluxo sanguineo renal é
interrompido com uso de clamps vasculares durante 20 a 60 minutos (min),

seguido por um periodo de reperfusao!”®.

A persistente hipoxia celular induz a formacdo de moléculas de
adesao que facilitam a interacdo leucdcito-endotélio que ativa mediadores
inflamatoérios, incluindo citocinas, eicosanéides e EROs®?. A lesdo
endotelial consiste no desequilibrio entre mediadores vasoconstritores como
a endotelina, angiotensina Il, tromboxane A, leucotrieno C4, adenosina e
vasodilatadores como as prostaglandinas E, e prostaciclina I, e o Oxido
nitrico (NO)“*9. A leséo e disfuncdo endotelial na LRA isquémica manifesta-
se com congestdo na faixa externa da regido medular, estase, focos
hemorragicos e presenca de infiltrado inflamatério™. A lesdo endotelial
favorece a formacdo de moléculas de adesdo intracelular (ICAM-1),
moléculas de adesao vascular (VCAM) e as selectinas P e E que promovem
a interacao leucécito-endotelial, adesao plaquetaria e obstrucdo mecanica
da microvasculatura renal®™!?. A disfuncéo endotelial é potencializada com
a geracao de mediadores inflamatérios pelas células do tubulo renal como
“resposta mal adaptativa” a hipoxia. A producédo de mediadores inflamatérios
inclui citocinas pré-inflamatérias como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-
), interleucina-6 (IL-6), interleucina-1p (IL-1B) e citocinas quimiotaxicas
como mondcitos quimioatrativos-1 (MPC-1) e interleucina-8 (IL-8) ©1?
(Figura 1).

*RIFLE — Definicdo e classificacdo de LRA. (R) risco, () injury ou leséo, (F) faléncia, (L)
loss ou insuficiéncia, (E) ESKD — end stage kidney disease ou doenca renal crbnica
terminal.

ADQI group. Crit Care 2004; 8(4):R204-12.



INTRODUCAO 19

VASOCONSTRIGCAO
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Figura 1. Mecanismo de les&o na I/R renal — A ativagdo das moléculas de adesdo no
endotélio resulta na integracdo leucdcito-endotelial. Os leucdcitos ativos
aumentam a geracdo de EROs (espécies reativas de oxigénio) e mediadores
inflamatdrios pela células tubulares que facilitam a agregacédo plaquetaria e
intensificam a resposta inflamatoria. Esses eventos contribuem para a persistente
hipoxia da regido medular e a progresso da lesdo isquémica®*?.

FONTE: Adaptado de Brandy, Clarkson e Liberthal (2002)®.

As EROs provenientes do mecanismo de reperfusdo oxidam as
proteinas, os lipidios e o DNA celular. A oxidacao de proteinas da cadeia de
transporte de elétrons resulta na reducdo da sintese de ATP, induz a
peroxidacao lipidica que altera a permeabilidade da membrana e a leséo do
DNA interfere na producéo de substratos para enzimas antioxidantes®%*®. A
reintroducdo de O, resulta em um aumento significativo na geracdo do
superoxido (0O,") e peréxido de hidrogénio (H,0,), aliada a reducdo da
atividade antioxidante como a superoxido dismutase (SOD) ou deplecéo de
substratos como a glutationa (GSH)™. O H,0,, disponivel devido & baixa
atividade de enzimas antioxidantes que impossibilitam a sua conversdo em

agua em contato com o ferro livre liberado durante o mecanismo de
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isquemia, é responsavel pela formacdo do radical hidroxila (OH*). Essa

conversdo é classicamente denominada reacdo de Fenton®?.

Outro importante mediador de lesdo no modelo de I/R renal € o NO,
potente vasodilatador, é sintetizado pela oxidacdo do aminoé&cido L-arginina
por diferentes isoformas de NOS caracterizadas como: NOS endotelial
(eNOS), NOS neural (nNOS) e NOS induzivel (iNOS)™*!® A acéo
vasodilatadora de NO em células da musculatura lisa ocorre via ativacao da
guanilato ciclase (GC) e aumento nos niveis celulares da monofosfato ciclico

de guanosina (GMPc)®**?)

. A eNOS e a nNOS sdo responséaveis pela
geracdo de NO em pequenas concentracdes por curtos periodos para
desempenho de funcdes fisioldgicas. Em contrapartida, a INOS, na presenca
de processos inflamatoérios ou de citocinas pré-inflamatérias, mantém altas
concentragbes de NO que resultam em lesdo celular™. Adicionalmente, o
NO pode interagir com o radical O,* e formar o peréxido nitrito (ONOQO") que
reage com as proteinas e induz a oxidacdo do grupamento tiol™. O NO
também pode interagir com o grupo sulfidrila das proteinas, formar o
composto S-tiolnitroso, liberar NO durante o processo isquémico, manter o
efeito vasodilatador e mediar varias funcdes biol6gicas dependentes ou
independentes da GMPc®®. A presenca do radical O, em tecidos de
orgaos isquémicos, representada pela reagdo O, + NO — ONOQ, inativa a

acdo de NO e reduz a biodisponibilidade dessa molécula® (Figura 1).

Contudo, o papel de NO € incerto no mecanismo de I/R renal. Estudos
in vivo demonstram efeitos benéficos com a administracao de inibidores de
iINOS em modelos de LRA isquémica em ratos“”, embora outros
demonstrem a inducdo de INOS e formacdo de NO como mecanismos de

protecéo renal™®.

A lesdo isquémica induz desestruturacdo das proteinas heme,
liberando heme-livre, que sdo particulas téxicas para as células renais™®2%.
As heme proteinas estdo presentes na hemoglobina, mioglobilina, citocromo
mitocondrial e microsomal, prostaglandinas sintase, catalase, glutationa

(19,20

peroxidase, GC, NOS, NAPH oxidase, entre outro . A formacédo de
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heme livre € uma importante via de lesdo isquémica que induz mecanismos

de adaptacéo e protecdo celular com o sistema heme oxigenase (HO)#2?,

O sistema enzimatico HO é responsavel pela degradacdo de heme e
formacéo de quantidades equimolares de monoxido de carbono (CO), ferro e
biliverdina (BV) que subsequentemente é convertida a bilirrubina (BR).
Esses subprodutos exercem acdo vasodilatadora, antioxidante,
antiinflamatéria e também atuam como moduladores da resposta imune®?23,
Existem duas isoformas de HO descritas: a HO-1 sendo a forma induzivel e
a heme oxigenase-2 (HO-2) como a forma constitutiva. Essas enzimas séo
produtos de diferentes genes e apresentam caracteristicas moleculares e
bioguimicas distintas quanto ao local de expressdo e o0 mecanismo de

a®t?223 A expressdo da proteina HO-1 acontece na

regulagdo enzimétic
regido do cortex e da medula externa renal e a HO-2 €& expressa
constitutivamente no ramo ascendente espesso da alca de Henle e no tabulo
proximal®?. A HO-2 exerce o papel regulador fisiolégico de funcdes
celulares, enquanto a expressdao de HO-1 pode ser rapida e fortemente
induzida na presenca de varios estimulos ou apenas o0 proprio substrato

heme?®?23,

A isoforma HO-1, conhecida também como heat shock protein 32 é
descrita como um sistema citoprotetor efetivo. O aumento da atividade de
HO-1 contribui para maior degradacéo de heme livre que reduz a agao téxica
desse pro-oxidante®. Outro mecanismo de protecdo é a geracdo de
biliverdina/bilirrubina (BV/BR) que esta associado a acdo antioxidante,
comprovada por meio de estudo em animais submetidos a I/R renal com
reducdo de biomarcadores de lesdo oxidativa® e acdo direta como

sequestradores de EROs*® (Figura 2).
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O,
Heme Ferro . -0 + Biliverdina

NADPH NaDP® Ferritina NADPH + H

Biliverdina
Redutase
NADP+

Bilirrubina

Figura 2: Sistema enzimatico HO - Abertura do anel heme na presenca de NADPH,
liberagdo de ferro, monéxido de carbono (CO) e biliverdina (BV).
Subsequentemente, a BV é convertida em bilirrubina sob acédo da biliverdina
redutase.

FONTE: Adaptado de Hill-Kapturczak, Chang e Agarwal (2002)%?.

A molécula gasosa CO é um dos mais interessantes subprodutos do
metabolismo de heme. A geracédo de CO pela HO-1 exerce acao protetora e
vasodilatadora sobre o endotélio®. A HO-1 é responsavel pela modulacéo
da expressédo e atividade da NOS e limita a formacdo de espécies reativas
de nitrogénio (ERNs) que aumentam a biodisponibilidade e a acéo
vasodilatadora de NO®®. A administracdo de indutores de HO-1 confirma o
aumento na expressdo de HO-1 e da eNOS, enquanto reduz a expressao da
iINOS™. O CO apresenta algumas particularidades que merecem destaque.
A liberacdo desta molécula gasosa HO-1/CO, bem como a sua agao
vasodilatadora prolongada s&o responsaveis pelo restabelecimento da
homeostase celular em ambientes isquémicos®?”. A molécula CO e a NO
sdo ativadas por meio da estimulacdo da GC e elevacdo dos niveis da

GMPc que conferem a protecao vascular por vasodilatacao®®.

Estudos in vitro ou in vivo relacionados a LRA demonstram a atividade
da enzima HO por meio da administracéo de indutores e inibidores quimicos.
Estudo em modelo animal de LRA associado a rabdomidlise demonstrou
protecdo funcional com a inducdo de HO-1 e reducgéo consideravel da taxa
de mortalidade. A administracao do inibidor para HO-1 (tin-protoporfirina)

agravou a disfuncéo e induziu maiores taxas de mortalidade®®. A inducao
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de HO-1 promoveu efeito protetor na fungéo renal em modelos animais de
rabdomidlise, toxicidade induzida pela cisplatina e na nefrite nefrotéxica®. A
administracdo do inibidor da atividade de HO induziu piora da funcao renal
avaliada por meio do aumento nos niveis de creatinina sérica e extensa

lesdo no epitélio das células tubulares®.

No Grupo de Estudos em Lesdo Renal Aguda (GERA) - EEUSP, a
investigacdo em cultura de células epiteliais renais (LLC-PK1) revelou que a
administracdo do indutor quimico de HO-1 elevou a viabilidade celular e
reduziu a apoptose®). Estudos realizados em modelo de LRA por
isquemia®**? e a toxicidade pelo sulfato de polimixina B®* demonstraram
efeito protetor funcional renal via mecanismo antioxidante apdés a

administracao do indutor de HO-1.

Entretanto, sabe-se que a ativagao do sistema HO/BV/BR/CO ocorre
tanto em ambientes fisioldgicos de homeostasia, como também pode ser
exacerbada em modelos patolégicos como resposta de retroprotecéo

adicional para o estimulo.

O sistema HO é de interesse nesse estudo pela expressao funcional
descrita acima. Entre os agentes farmacolégicos, com efeito renoprotetor na
LRA isquémica e provavel interface com HO-1 destacam-se o citrato de

sildenafil e a N-acetilcisteina (NAC).

O citrato de sildenafil pertence a uma nova classe de drogas
vasoativas, na qual o mecanismo de acdo ocorre por meio da inibicdo
seletiva da enzima fosfodiesterase tipo-5 (PDE-5). A familia das
fosfodiesterases (PDEs) desempenha importante papel na modulacéo de
diversos processos fisioldgicos e esta distribuida em varios tecidos do nosso
organismo®). O sildenafil induz a expressdo de eNOS e iNOS para
liberacdo de NO através da estimulagdo via GC/GMPc e relaxamento da

musculatura lisa*®39,

O pré-condicionamento com sildenafil em animais submetidos a

isquemia renal demonstrou manutencdo da fungdo endotelial e agao
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vasodilatadora via acdo de NO®®. A LRA isquémica é caracterizada pela
disfuncdo endotelial, ativacdo de moléculas de adesdo que promovem a
interacdo leucdcito-endotelial e ativacdo da cascata de resposta
inflamatéria®®!?. A administracéo de sildenafil demonstrou menor infiltragéo
de leucécitos no tecido renal apés o mecanismo de I/R em ratos®”. Efeitos
benéficos do sildenafil também foram demonstrados em ratos diabéticos

com melhora da funcéo renal e da les&o inflamatéria no tecido renal®®.

Em resposta a lesdo endotelial, as células epiteliais do tubulo renal
geram mediadores com potencial inflamatorio, destacando-se as citocinas
TNF-a e IL-6 que ativam as caspases pré-apoptoticas, e inibem as proteinas
antiapoptéticas como a Bcl-2%?. Estudo experimental com modelo de
nefrotoxicidade em ratos induzida por cisplatina com pré-condicionamento
com sildenafil demonstrou reducdo da expressao de proteinas proé-
apoptéticas e aumento nos niveis de proteinas antiapoptéticas®®. Outro
efeito pleiotropico demonstrado pelo sildenafil € a sua acdo antioxidante.
Estudos em modelos animais com nefropatia diabética descreveram reducao
na geracdo de EROs e restabelecimento do equilibrio redox nas células

apés o tratamento com sildenafil®®.

Por outro lado, as células possuem mecanismos de protecao
antioxidante enddgenos como os tidis, substratos compostos que contem
grupo sulfidrila, como a GSH. A NAC é uma fonte do grupo sulfidrila e atua

como sequestrador de OH* e H,0, “9.

Estudos experimentais com modelo
de nefrotoxicidade induzida por radiocontraste®” e também em modelo
isquémico®? do Laboratério Experimental de Modelos Animais (LEMA)
EEUSP demonstraram efeito protetor da NAC sobre a funcdo renal e

reducado dos niveis de peroxidos urinarios.

A protecao endotelial da NAC parece estar diretamente relacionada
com a sua agdo antioxidante e posterior efeito vasodilatador no endotélio
determinado por meio do equilibrio entre a geracéo de O, e NO. A presenca
de NAC em condicbes patologicas, como no mecanismo de I/R tecidual,

promove a acdo protetora antioxidante através da reducdo dos niveis de
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EROs e consequentemente menor formacdo de O,"e ONOQ', prevalecendo
a acdo vasodilatadora de NO“?, Estudos demonstraram o efeito protetor de
NAC na LRA isquémica, com melhora da funcéo renal e reducdo dos niveis
de infiltracdo de linfocitos e macréfagos™?), aumento nos niveis de

antioxidantes endégenos e reducdo de marcadores de lesdo oxidativa®®.

Em sintese, € fato que os diferentes tempos de isquemia determinam
manifestacbes funcionais e estruturais renais variadas, envolvendo
mecanismos de lesdo que vao desde o sofrimento celular transitorio até a
necrose. Todos esses mediados por infiltracdo de leucdcitos, liberacdo de
EROs e ERNSs, ativacdo da cascata de resposta inflamatéria e leséo
endotelial que comprometem segmentos renais localizados na regido
medular e expansao gradativa para areas do coértex renal. A hipotese desse
estudo € que pelas caracteristicas anatbmicas e funcionais dos modelos de
hipoperfusdo renal, estratégias de protecdo ou resgate da funcéo renal
incorram em respostas diferentes, provavelmente tempo dependentes, em
virtude do grau de lesé@o e eventos fisiopatologicos ativados. Frente a esses
dados, o citrato de sildenafil e a NAC serdo utilizados como protetores
celulares e funcionais na LRA isquémica nos diferentes tempos de isquemia

renal de 30 e 45 min.

A utilizacdo de dois agentes com acfes renoprotetoras primarias
distintas, um mais vasodilatador e outro prevalecendo a acao antioxidante
que culminam em ativacdo de uma via em comum, o NO, podera elucidar
mecanismos envolvidos na fase de lesdo isquémica determinada pelo

tempo.

Muitas intervencdes farmacologicas séo utilizadas para minimizar ou
abolir mecanismos de lesdo celular durante a evolugdo da LRA"®49 no
entanto, até o0 momento, ndo se sabe ao certo qual € a melhor intervencéo
nos diferentes cenarios descritos em que a hipoperfusdo parece ser a causa

priméaria de disfuncao renal™®®4%.

Estudos experimentais relacionados a identificacdo de possibilidades

farmacoterapeuticas que possam vir a ser aplicadas na clinica ainda se
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justificam pela auséncia, até o momento, de medidas que tenham se
traduzido em impacto na epidemiologia dessa sindrome. Confirma-se,
portanto, a necessidade de novas intervencdes que possam reduzir 0 curso
natural da LRA e evitar formas mais graves com suporte de TSR, além de ter

papel relevante na sobrevida do paciente critico com LRA.
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2 OBUETINOS

2.1. OBJETIVO GERAL

v Caracterizar os estagios de resposta funcional e histologica renal de
ratos submetidos ao modelo de I/R renal de 30 e 45 min pré-
condicionados com citrato de sildenafil ou NAC.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Avaliar em grupos de animais submetidos a 30 e a 45 min de

isquemia renal e pré-condicionados com citrato de sldenafil ou NAC:

e A funcado renal por meio do clearance de creatinina e da
fracdo de excrecdo de sédio (FENa);

e O perfil oxidativo da lesédo renal, liberacdo de NO, a
expressao protéica de INOS e HO-1;

e As caracteristicas histolégicas renais.
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3 MATERAL EMETODDS

3.1. MATERIAIS
3.1.1 Reagentes

A agua utilizada em todos os experimentos foi tratada com o sistema
Nanopure da Barnsead.
Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico da marca

Sigma- EUA, exceto quando especificado no texto.

3.1.2 Lista de abreviaturas de reagentes e solucdes

BCIP 4-bromo-3-cloro fosfato

BHT 2[6] —di-tert-butil-p-cresol

DTNB 5,5’- ditio-bis (2-acido nitrobenzéico)
DTPA dietilenotriamina - N,N,N’,N’- pentaacetato
Fe”* ferro Il (ferroso)

Fe® ferro Il (férrico)

NaNO, nitrito de sodio

NBT cloreto de nitrotetrabenzdlico

NO; nitrito

TCA acido tricloroacético

TBS solucéo salina-trizma

TBST solucgéo salina-trizma com detergente tween 20

TEMED N,N,N’,N’- tetrametil etileno diamina
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3.1.3 Animais

Todos os procedimentos realizados neste estudo estdo de acordo
com os Principios Eticos de Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal - COBEA e foram aprovados pela
Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal - CEEA (Anexo A).

Foram utilizados ratos da raca Wistar, machos, adultos, pesando
entre 260-310 g. Os animais dos diversos grupos permaneceram com livre
acesso a agua e alimentos em condi¢des térmicas adequadas, com ciclos

alternados de dia e noite.

3.2 PROCEDIMENTOS

3.2.1 Modelo de leséo renal aguda isquémica

Os animais foram anestesiados com Thiopentax® (Cristalia,Brasil)
(tiopental sodico: 40-50 mg/kg), intraperitoneal (i.p.) e submetidos a
laparotomia. Os animais do grupo isquemia foram submetidos a isquemia
renal através do clampeamento bilateral dos pediculos renais durante 30 ou
45 min, utilizando clamps vasculares ndo traumaticos. Apés esse periodo, 0s
clamps foram removidos com o restabelecimento da perfuséo renal. Os
animais foram avaliados até a recuperacdo anestésica e devolvidos ao
biotério, onde permaneceram em repouso por 24 horas para recuperacéo do

ato cirurgico.
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3.2.1 Administragéo de citrato de sildenafil

O citrato de sildenafil (Viagra® - Pfizer, Brasil) foi diluido em agua, e
0S animais receberam o pré-tratamento com 0,25 mg/kg, via oral (v.0.) por

gavagem, 60 min antes do periodo de isquemia renal.

3.2.2 Administragcdo de N-acetilcisteina

A NAC utilizada foi a apresentacdo de via parenteral (Fluimucil® -
Zambon, Brasil). Os animais receberam 300 mg/kg, via i.p. divididos em
duas doses, 60 min antes do periodo de isquemia renal e apés 10 min do

periodo de reperfuséo®®.

3.2.3 Apresentacao dos grupos experimentais

Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos:

SHAM - simulacao do ato cirtrgico sem clampeamento dos pediculos renais.
Isquemia 30 min - clampeamento dos pediculos renais por 30 min

Isquemia 30 min + Sildenafil

Isquemia 30 min + NAC

Isquemia 45 min - clampeamento dos pediculos renais por 45 min

Isquemia 45 min + Sildenafil

Isquemia 45 min + NAC
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3.2.4. Protocolo experimental

Os animais de cada grupo foram submetidos a um procedimento

especifico e pré-determinado (Figura 3).

SHAM - simulacdo
cirdrgica

CONTROLE

Isquemia renal por
30 min

ISQUEMIA

Isquemia renal por
45 min

SILDENAFIL

Isquemia 30 min
+ 0,25 mg
sildenafil, v.o.,

1 x dia

Isquemia 45 min
+ 0,25 mg
sildenafil, v.o.,

1 x dia

NAC

Isquemia 30 min
+ 150 mg NAC,
i.p., pré e pos-
operatdrio

Isquemia 45 min
+ 150 mg NAC,
i.p., pré e pos -
operatorio

Figura 3: Protocolo experimental

3.2.5 Gaiolas metabdlicas

Os animais dos diversos grupos, apos a recuperac¢ao do ato cirurgico,

foram colocados em gaiolas metabdlicas para mensuracdo do volume

urinério de 24 horas e coleta de amostra urinaria para realizacdo de estudos

de funcdo renal e estresse oxidativo.

3.2.6 Coleta de amostra e preparo do tecido renal

Apés a

retirada das gaiolas metabdlicas,

0S animais foram

anestesiados novamente com tiopental sédico 60 mg/kg, i.p. e submetidos a
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laparotomia para coleta de sangue por meio da punc¢éo da aorta abdominal
para estudos de fungao renal.

O rim direito de cada animal foi retirado, imediatamente resfriado e
acondicionado a — 4 °C para estudos posteriores de mensuracdo das

enzimas antioxidantes e sintese protéica da iINOS e HO-1.

O rim esquerdo foi retirado, imerso em solugdo de metacarne e
resfriado a — 4°C por 24 horas. ApOs esse periodo, o tecido renal foi
acondicionado em alcool 70%, desidratado e embebido em parafina para
cortes histologicos. A coloracdo do tecido renal foi realizada com
hematoxilina - eosina e montagem final das laminas para posterior analise

histoldgica.

Ao final do experimento, foi realizada a eutanésia do animal, segundo

as normas éticas para manuseio de animais em laboratério de pesquisa.

3.3 METODOS

3.3.1 Funcgé&o Renal

3.3.1.1 Clearance de creatinina

A filtragdo glomerular (FG) foi avaliada por meio da metodologia do
clearance de creatinina a partir da dosagem das creatininas sérica e urinaria.
A dosagem de creatinina urindria e plasméatica foi determinada por

colorimetria pelo método de Jaffé“?”).
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O clearance de creatinina foi calculado através da féormula (1):

creatinina urinaria X fluxo urinario

Clearance de creatinina = (1)

creatinina sérica

Os valores do clearance de creatinina por 100 gramas foram

expressos em mi/min.

3.3.1.2 Fracao de excrecao de sddio

A fracdo de excrecdo de sodio (FENa) foi calculada a partir da
mensuracdo de sbdio urinario e sérico através do analisador de eletrélitos
9180 (Roche, Brasil) pelo método eletrodo ion seletivo. Foi utilizado como
diluente o Snap Park® (Roche, Brasil) para preparo da solucdo padréao e
solucdo para mensuracdo de eletrélitos sérica e urinaria. O controle para
mensuragao das amostras foi realizado com Isetrol® (Roche, Brasil).

A FENa foi calculada por meio da férmula (2)®):

Soédio urinario X creatinina sérica

FENa = X100 (2

creatinina urinaria X sédio sérico
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3.3.2 Estresse Oxidativo

3.3.2.1 Método FOX-2 para peroxidos urinarios

O método xilenol laranja versao-2 (FOX-2) consiste na determinagéo
dos niveis de peréxido através de método ferro-xilenol laranja®®*?.

Os peroxidos oxidam o fon Fe?* para fon Fe** quando diluidos em
solucdo acida. O xilenol laranja [acido (o-cresolsulfonaftalina 3’, 3”- bis
(metilamino) &cido diacético] apresenta alta seletividade para o fon Fe3
produzindo um complexo de coloracdo azul-arroxeado, representado pela

equacao (1)®%:

Fe?* + ROOH — Fe**+ RO + OH™ (1)

A preparacdo da solugdo FOX-2 segue a seguinte sequéncia: 90 ml
de metanol e 10 ml de agua bidestilada, 100 yM xilenol laranja, 4 mM BHT
(2[6] —di-tert-butil-p-cresol), 25 mM da solucéo de acido sulfarico e 250 uM
de sulfato ferroso de amoénio - (Vetec Quimica, Brasil). A resultante da
somatéria dos reagentes acima consistiu na solucdo denominada FOX. Na
etapa seguinte, 100 yl da amostra urinaria foi acrescentada em 900 ul da
solucdo FOX-2. A solucdo foi homogeneizada e permaneceu em repouso
durante 30 min em temperatura ambiente. A leitura foi realizada por
espectrofotometria em absorbancia de 560 nm (o= 4,3 x 10* M™* cm™), ap6s
a retirada de residuos de proteinas ou outros materiais por meio da

centrifugacao®®Y.

Os valores foram estabilizados em nmol de perdxidos urinarios por

grama de creatinina urinaria®>?.
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3.4.2.2 Andlise de tidis soluveis ndo-protéicos no tecido renal

A quantificacdo de tidis seguiu-se com a homogeneizagcédo do tecido
renal dos animais dos diferentes grupos com 2 ml solugdo de 10 mM de
acetato de sadio, tween-20 a 0,5% e 100 pM DTPA (dietilenotriamina-
N,N,N’,N’-pentaacetato) em pH 6,5. O homogenato foi centrifugado a 5000
rom por 10 min a 4°C para retirada de debris teciduais. Uma aliquota foi
reservada para imediata mensuracéo de proteinas totais. A segunda aliquota
foi precipitada com &cido tricloroacético (TCA) a 10% (1:1) e novamente
centrifugada a 5000 rpm por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para

a mensuracao de tiois totais.

O volume de 400 pl das amostras precipitadas e diluidas foram
homogeneizadas em 200 pl da solugdo com 1 mM de DTNB (5,5~ ditio-bis
(2-acido nitrobenzoico) e 100 mM de tampéo Tris em pH 8,0. Apés 10 min
em temperatura ambiente, a quantidade de tiois foi determinada pela média

da absorbancia demonstrada em 412 nm (o= 13,6 x 10° M* cm™)®%),

O equacionamento da mensuracao de tiois solluveis foi ajustado para
a contagem de proteinas total presentes no tecido renal que exigiu a
mensuracao de proteinas por meio do uso do Kit (BioRad, EUA) baseado no

método Brad-ford, utilizando a albumina sérica bovina como padrao®®.

Todos os valores obtidos foram estabilizados em nmol de tidis por mg

de proteina totais®?.
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3.3.2.3 Dosagem de TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbitirico) na

urina

A dosagem de TBARS na urina consiste na deteccdo de aldeidos
reativos ao acido tiobarbitirico®®. Na primeira etapa, 0,4ml da amostra de
urina foi diluida a 0,6 ml de agua destilada com acréscimo de 1,0ml de TCA
17,5% e 1,0ml de acido tiobarbitarico 0,6% (pH 2). A solucdo foi
homogeneizada e colocada em agua fervente (banho-maria) durante 20 min

para reacado com acido tiobarbiturico.

Na etapa seguinte, a solucéo foi retirada do banho-maria e resfriada
em gelo para a adicdo de 1,0ml de TCA 70%, homogeneizada e
permaneceu em repouso por 20 min em tubo de ensaio ocluido. ApOs esse
periodo, a solucéo foi centrifugada durantel5 min a 3.000 rpm e a leitura por
espectrofotometria foi realizada em absorbancia de 534 nm (a= 1,56 x 10°

ML Cm-l)(56,57)

Os valores foram expressos em nmol de TBARS por grama de

creatinina urinaria.

3.3.3 Determinacao de 6xido nitrico

A sintese de NO foi avaliada por meio da quantificacdo de nitrito
(NO,), metabdlito estavel do NO, pelo método de Griess®™'*®. A reacdo é
colorimétrica e se baseia na reacdo dos nitritos com &cido sulfanilico e
copulacdo com cloridrato de alfa-naftilamina em meio acido (pH entre 2,5 e
5,00 formando o &cido alfa-naftilamino-p-azobenzeno-p-sulfénico de

coloragéo rosea. Cerca de 100 ul da amostra urinaria dos diversos grupos foi
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adicionada a 100 pul do reagente que permaneceu em repouso por 15 min. A
leitura foi realizada em absorbancia de 545 nm em leitor de ELISA. A
absorbancia das amostras foi comparada a uma curva padréo de nitrito de
sédio (NaNO,) na concentracdo de 0,1 a 1,0 uM®®.

O equacionamento da mensuracdo de NO foi ajustado para valores
de creatinina urinaria e todos os valores obtidos foram estabilizados em nmol

de NO por grama de creatinina urinaria®.

3.3.4 Sintese protéica da iINOS e HO-1 por técnica de Western blotting

Preparo da amostra

Os fragmentos do tecido renal foram homogeneizados manualmente
com 500 pl da solugdo RIPA e centrifugados por 10 min a 4°C, 4 ul do
sobrenadante foi retirado e homogeneizado com tampao de denaturacao
(2120 mM tris-HCI; SDS 4%; glicerol 20%; azul de bromofenol 0,1% e 0,72

mM B-mercaptoetanol) para a eletroforese de proteina em gel®©.

Separacao das proteinas em gel de acrilamida

A eletroforese em gel € uma técnica de separacdo de proteinas ao
longo do gel em uma Unica direcao, conforme o seu peso molecular durante
a aplicacdo de uma diferenca de potencial®. A primeira etapa para a
separacao de proteina consiste no preparo de dois tipos de géis: o gel de
separacdo e o gel de alinhamento. O gel de separacao foi preparado da
seguinte maneira: 3,38 ml de uma solugao de acrilamida 30%; 3,75 ml de
Tris-HCL 1M (pH=8,8); 0,2 ml de SDS 10% e agua mili-Q até completar 9,9
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ml de solucdo. Em seguida, foram adicionados 50 pl de persulfato de amonia
10% e 10 pl de TEMED (N,N,N’,N’- tetrametil etileno diamina). O gel de
alinhamento ou empilhador foi preparado com 6,1 ml de agua mili-Q; 1,33 ml
de solucéo de acrilamida 30%; 2,5 ml de Tris-HCI 0,5M (pH=6,8); 100 pl de
SDS 10%; 50 pl de persulfato de aménia 10% e 10 pl de TEMED. Os géis
foram polimerizados em cuba especial para eletroforese vertical, o Mini-
Protean 1I® (BioRad, EUA) e preenchidos com tampao de corrida (1 mM
glicina; 1 mM Tris-base pH=8,3 e SDS 0,05%). A amostra preparada foi
colocada nos pocos do gel de alinhamento e a eletroforese foi realizada com
voltagem constante de 100 volts (300 mA), por aproximadamente 60 min

para separacéo das protefnas ao longo do gel®?.

Transferéncia

A transferéncia do gel para uma membrana de nitrocelulose é
realizada com o objetivo de tornar as proteinas acessiveis a detec¢do do
anticorpo®V. Ap6s a eletroforese, o gel de separacéo foi lavado com tampé&o
de transferéncia gelado (20% metanol, 15,6 mM tris-base e 120 mM glicina,
pH 8,1 a 8,4) por 10 min. Em uma bandeja com tampéo de transferéncia foi
mergulhada uma placa de transferéncia com a esponja, o papel filtro, o gel,
a membrana de nitrocelulose, novamente o papel filtro e a esponja,
finalizando com o fechamento da placa. Este complexo foi mergulhado em
uma cuba, contendo tampédo de transferéncia gelado e a transferéncia foi
realizada com voltagem constante de 100 volts. Apés 60 min de
transferéncia, o complexo foi desfeito e a membrana foi entdo lavada com
solucéo salina-trizma com detergente Tween 20 (TBST - 10 mM tris-HCI
(pH=7,5), 150 mM NaCL e Tween 20 a 0,1%) para deteccdo do anticorpo de

interesse®?.
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Imunodeteccao

As membranas de nitrocelulose contendo as proteinas separadas
eletronicamente foram blogueadas com 5% de leite desnatado em TBS (10
mM Tris-HCL (pH 7,5), 200 e mM NaCl) para bloqueio dos sitios
inespecificos, durante 12 horas. Em seguida, as membranas foram lavadas
trés vezes em tampao TBST com agitagdo durante 10 min e incubadas com
o anticorpo policlonal anti-iINOS (Santa Cruz, EUA), produzidos em ratos, ou
anti-HO-1 (Stressgen, EUA), produzido em coelhos. Os anticorpos foram
diluidos 1:1000 vezes e as membranas foram incubadas durante
aproximadamente 60 min. Em seguida, as membranas foram lavadas trés
vezes em solugcdo salina-trizma (TBS) durante 10 min, a seguir foram
lavadas novamente trés vezes em TBST durante 10 min e incubadas com o
anticorpo secundario imunoglobulina G conjugado a fosfatase alcalina anti-
rato e anti-coelho (Stressgen, EUA) respectivamente na diluicdo 1:1000 em
TBS e albumina 1%, durante 60 min. Foram realizadas novas lavagens,
guando as membranas foram entdo submetidas aos tampdes de revelagéo
NBT/BCIP (cloreto de nitrotetrabenzélico / 4-bromo-3-cloro fosfato indolil) até
a visualizacdo das bandas. ApGs o aparecimento das bandas, a reacédo foi
interrompida com &agua mili-Q. A massa molecular da iINOS e da HO-1
detectadas foram determinadas por comparagdo com a migracdo da
proteina padrao (All Blue — BioRad, EUA)®.

3.3.5 Anadlise histolégica do tecido renal

3.3.5.1 Morfometria: area intersticial relativa

Foram realizados estudos de morfometria para avaliagdo da expansao
da area intersticial relativa (AIR)®®. As imagens obtidas pela microscopia

Optica foram captadas por meio de video-camera de luz conectada a um
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analisador de imagens. Foram analisados 20 campos medindo 0,174 mm?
de cada animal e avaliada a fracdo percentual do cértex ocupado pelo
intersticio. Em seguida foi determinada a porcentagem da area intersticial

em relacdo a cada campo, excluindo-se os glomeérulos.

A leitura das laminas foi realizada em microscopico optico Axioskop
40 (Carl Zeiss, Alemanha).

3.3.5.2 Area de lesdo tubulointersticial: escala de Shih

A quantificacdo das alteracdes tubulointersticiais foi realizada atraves
da escala de Shih. As alteracdes tubulointersticiais foram definidas como
presenca de necrose tubular, infiltrado inflamatério, dilatag&o tubular e atrofia
tubular. As quantificacbes da lesao tubulointersticial foram graduadas na
escala de 0 a 4, onde 0 = normal; 0,5 = pequenas areas focais; 1 =
envolvimento de menos de 10% do cortex renal; 2 = envolvimento de menos
de 10 a 25% do cortex renal; 3 = envolvimento de 25 a 75% do cortex renal

e 4 = envolvimento de mais de 75% do cortex renal®5,

3.4 LOCAL

Os experimentos descritos acima foram desenvolvidos no LEMA da
EEUSP, coordenado pela Prof? Dr2 Maria de Fatima Fernandes Vattimo e no
Laboratério de Biologia Celular da Disciplina de Nefrologia da Universidade
Federal de Sao Paulo - UNIFESP.
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizada a ANOVA para a analise de variancia e o teste post hoc
com Least Significants Differences (método Fisher de minima diferenca

significativa).

Os resultados foram apresentados como média £+ erro padrdo. Os

valores p < 0,05 foram considerados significantes.
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¢ LW 77008

4.1. FUNCAO RENAL GLOBAL DO GRUPO SHAM

Nesse estudo, foram realizados grupos controle piloto para sildenafil,
NAC e também para SHAM (controle sem clampeamento dos pediculos
renais). Observou-se que o0s grupos Sildenafii e NAC apresentaram
comportamento funcional idéntico ao grupo SHAM. Dessa forma, objetivando
a reducéo do numero final de animais empregados no estudo de acordo com
as normas para manuseio ético de animais para fins cientificos, aceitou-se o

grupo SHAM como controle de normalidade para os demais.
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4.2. FUNCAO RENAL

4.2.1 Clearance de creatinina

Conforme demonstrados na Tabela 1, os animais dos grupos
Isquemia 30 + NAC, Isquemia 45 e Isquemia 45 + Sildenafil apresentaram
variabilidade significante de peso em relagdo ao grupo SHAM (Isquemia 30 +
NAC: 267+6; Isquemia 45: 27448; Isquemia 45 + Sildenafil: 269+12 vs SHAM:
296+7; p < 0,05).

A funcéo renal foi mensurada por meio do clearance de creatinina. O
grupo SHAM apresentou resultados de funcéo renal que foram considerados
referéncia de normalidade (SHAM: 0,97+0,02).

A isquemia renal de 30 e 45 min demonstrou reducéo significativa nos
valores de clearance de creatinina em relagcdo ao grupo SHAM (Isquemia 30:
0,12+0,01; Isquemia 45: 0,04+0,01 vs SHAM: 0,97+0,02; p<0,001).

Apesar da grande diferenca entre a funcao renal dos grupos Isquemia
30 e 45, ndo se constatou relevancia estatistica (Isquemia 30: 0,12+0,01;
Isquemia 45: 0,04+0,01). Na comparacdo da creatinina sérica, 0S animais
submetidos a isquemia renal por 45 min apresentaram aumento significativo
desse parametro quando comparados com o grupo Isquemia 30 (Isquemia
45: 2,9+0,2 vs Isquemia 30: 2,1+0,3; p<0,05). Outra variavel que apresentou
significancia foi a reducdo do parametro fluxo urinario no grupo Isquemia 45
versus Isquemia 30 (Isquemia 45: 0,014+0,002 vs Isquemia 30: 0,031+0,03;
p<0,001).

Observou-se que os grupos Isquemia 30 tratados com sildenafil ou
NAC apresentaram melhora da funcdo renal quando comparados com o
grupo Isquemia 30 (Isquemia 30 + Sildenafil: 0,55+0,07; Isquemia 30 + NAC:
0,57+0,08 vs Isquemia 30: 0,12+0,01; p<0,001).
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Os grupos Isquemia 30 + Sildenafil e Isquemia 30 + NAC também
apresentaram reducdo dos niveis de creatinina sérica (Isquemia 30 +
Sildenafil: 0,8+0,2; Isquemia 30 + NAC: 0,6+0,1 vs Isquemia 30: 2,1+0,3; p<0,001),
seguida pelo aumento dos valores de creatinina urinaria (Isquemia 30 +
Sildenafil: 43,5+1,4; Isquemia 30 + NAC: 43,2t4,5 vs Isquemia 30: 19,6+2,7;
p<0,001) e reducdo do fluxo urinario (Isquemia 30 + Sildenafil: 0,023+0,001;
Isquemia 30 + NAC: 0,022+0,001 vs Isquemia 30: 0,031+0,001; p<0,001).

Por outro lado, os tratamentos dos grupos Isquemia 45 mostraram
pequenas diferencas entre os valores de clearance de creatinina, porém sem
significancia estatistica (Isquemia 45 + Sildenafil: 0,08+0,01; Isquemia 45 + NAC:
0,02+0,01; Isquemia 45: 0,04+0,01). Observou-se uma tendéncia de reducao
da funcao renal quando instituido o tratamento com NAC (Isquemia 45 + NAC:
0,02+0,01; Isquemia 45: 0,04+0,01).

O grupo Isquemia 45 + Sildenafil apresentou reducgéo dos valores de
creatinina sérica (Isquemia 45 + Sildenafil: 2,4+0,2 vs Isquemia 45: 2,9+0,2;
p<0,05), acompanhado pelo aumento do parametro fluxo urinario quando
comparado com o grupo isquemia 45 (Isquemia 45 + Sildenafil: 0,025+0,004 vs
Isquemia 45: 0,014+0,002; p<0,001).
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Tabela 1 - Resultados da funcéo global renal dos grupos: SHAM, Isquemia 30,
Isquemia 30 + Sildenafil, Isquemia 30 + NAC, Isquemia 45, Isquemia 45
+ Sildenafil, Isquemia 45 + NAC, Sao Paulo - 2010

Peso Fluxo urinario Cru CrS Clcr /100 g
Grupos " (gramas) (ml/min) (mg/dl) (mg/dl) (ml/min)
SHAM 7 296+7 0,011+0,001 77,2474 0,30,1 0,97+0,02
Isquemia 30 6 292+4 0,031+0,001% 19,642,7°  2,1¢0,3* 0,120,012
Isquemia 30 + Sildenafil 6 293+8 0,023+0,001%* 435+1,4*°  0,8+0,2°  0,55+0,07°°
Isquemia 30 + NAC 6 267+6" 0,022+0,001%* 43,2+4,5%°  0,620,1°  0,57+0,08%°
Isquemia 45 5 274+8" 0,014+0,002° 14,8+1,3°  2,9+0,2*  0,04+0,01°
Isquemia 45 + Sildenafil 5 269+12" 0,025+0,004%% 17,5¢1,8°  2,4+0,2*  0,08+0,01°
Isquemia 45 + NAC 5 295+7 0,01520,002° 12,4+1,2°  3,9+0,2*°  0,02+0,01°

Sendo: CrU — creatinina urinaria, CrS — creatinina sérica; Clcr - clearance de.creatinina.

®p < 0,001 vs SHAM
®p < 0,05 vs SHAM
°p < 0,001 vs Isquemia 30
dp < 0,05 vs Isquemia 30
®p < 0,001 vs Isquemia 45
'p < 0,05 vs Isquemia 45
Os valores representam média + erro padréo.
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4.2.2 Fracdo de excrecédo de sodio

A FENa é considerada como um teste informativo da integridade dos
tubulos renais em pacientes portadores de LRA, sendo que valores de FENa
acima de 1% indicam disfuncao tubular®,

A Tabela 2 representa os valores da FENa urinéria dos diversos
grupos. O grupo SHAM apresentou valores da FENa inferiores a 1%
indicativo de normalidade da funcéo tubular (SHAM: 0,29+0,03).

Os animais submetidos a isquemia renal apresentaram valores da
FENa acima de 1%, sendo que o grupo Isquemia 45 apresentou valores
ainda superiores ao grupo Isquemia 30 (Isquemia 45: 8,98+1,67 vs Isquemia
30: 2,77+0,70; p<0,001).

Os grupos Isquemia 30 + Sildenafil e Isquemia 30 + NAC
apresentaram valores da FENa inferiores a 1% e semelhantes ao grupo
SHAM (Isquemia 30 + Sildenafil: 0,61+0,13; Isquemia 30 + NAC: 0,73%0,22;
SHAM: 0,29+0,03). A administracdo de sildenafil nos animais com isquemia
renal de 45 min demonstrou também reducdo dos valores de FENa na
comparacao com o grupo isquemia 45 (Isquemia 45 + Sildenafil: 5,41+1,10 vs
Isquemia 45: 8,98+1,67; p<0,05).

O pré-condicionamento com NAC no grupo Isquemia 45 induziu
discreta elevacdo do parametro FENa quando comparado ao grupo
Isquemia 45, porém, sem confirmacdo estatistica (Isquemia 45 + NAC:
11,51+1,91; Isquemia 45: 8,98+1,67).

Dados de reducdo da FENa podem estar associadas com a

recuperacédo de funcéo tubular.
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Tabela 2 - Resultados de fragdo de excrecdo de sddio (FENa) dos grupos: SHAM,
Isquemia 30, Isquemia 30 + Sildenafil, Isquemia 30 + NAC, Isquemia 45,
Isquemia 45 + Sildenafil, Isquemia 45 + NAC, S&o Paulo - 2010

FENa

Grupos n (%)
SHAM 7 0,29+0,03
Isquemia 30 6 2,77+0,70
Isquemia 30 + Sildenafil 6 0,61+0,13
Isquemia 30 + NAC 6 0,73%0,22
Isquemia 45 5 8,98+1,67%
Isquemia 45 + Sildenafil 5 5,41+1,10"
Isquemia 45 + NAC 5 11,51+1,91%

Sendo: FENa — frag&o de excrec¢do de sodio.

%p < 0,001 vs SHAM
®p < 0,05 vs SHAM
°p < 0,001 vs Isquemia 30
9 < 0,05 vs Isquemia 45
Os valores representam média * erro padréo.
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4.3 ESTRESSE OXIDATIVO

4.3.1 Per6xidos urinarios

O H,0, esta presente em todos os fluidos corporais, especialmente
na urina. A mensuracdo dos niveis de peroxidos é considerada como
biomarcador da geracdo de H,O, e preditor da extensdo de estresse

oxidativo em modelos experimentais in vivo®Y,

Os valores de peroxidos urinarios do grupo SHAM apresentados na
Tabela 3 foram considerados como referéncia de normalidade (SHAM:
1,7+0,1).

Os grupos Isquemia 30 e 45 apresentaram elevacao estatisticamente
significante dos valores de perdxidos urindrios quando comparados com o
grupo SHAM (Isquemia 30: 5,9+0,2; Isquemia 45: 9,7+1,8 vs SHAM: 1,7+0,1;
p<0,001). Ressaltando que o grupo Isquemia 45 apresentou maior nivel de
peréxidos urinarios do que o grupo Isquemia 30 (Isquemia 45: 9,7+1,8 vs
Isquemia 30: 5,9+0,2; p<0,05).

Os grupos Isquemia 30 + Sildenafil e Isquemia 30 + NAC
apresentaram reducédo dos valores de perdxidos quando comparados com o
grupo Isquemia 30 (Isquemia 30 + Sildenafil: 2,3+0,3; Isquemia 30 + NAC: 3,2+0,5
vs Isquemia 30: 5,9+0,2; p<0,05).

Por outro lado, entre os grupos Isquemia 45 tratados com sildenafil e
NAC, apenas o0 grupo Isquemia 45 + Sildenafil apresentou reducéo
significativa dos valores de peroxidos urinarios (Isquemia 45 + Sildenafil:
4,0+0,6 vs Isquemia 45: 9,7+01,8; p<0,001). O grupo Isquemia 45 + NAC
apresentou valores semelhantes ao grupo Isquemia 45 (Isquemia 45 + NAC:
7,811,6; Isquemia 45: 9,7+1,8).
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Tabela 3 — Resultados de peréxidos urinarios dos grupos: SHAM, Isquemia 30,
Isquemia 30 + Sildenafil, Isquemia 30 + NAC, Isquemia 45, Isquemia 45
+ Sildenafil, Isquemia 45 + NAC, Séo Paulo - 2010

Per6xidos urinarios

Grupos : (nmol / g creatinina urinaria)
SHAM 7 1,7+0,1

Isquemia 30 6 5,9+0,22

Isquemia 30 + Sildenafil 6 2,3+0,3"

Isquemia 30 + NAC 6 3,2+0,5"

Isquemia 45 5 9,7+1,8%

Isquemia 45 + Sildenafil 5 4,0+0,6°

Isquemia 45 + NAC 5 7,8+1,6%

p < 0,001 vs SHAM
®p < 0,05 vs Isquemia 30
°p < 0,001 vs Isquemia 45
Os valores representam média * erro padréo.
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4.3.2 Tidis soluveis ndo protéicos no tecido renal

Existem varios mecanismos antioxidantes de defesa determinados por
enzimas, destacando-se a familia da glutationa peroxidase. A glutationa
(GSH) é um simples tripeptideo com o grupamento tiol localizado na sua
cadeia lateral, onde suas funcdes biologicas estdo centradas. A GSH esta
presente em todas as células e se constitui como o principal tampao redox.
O grupamento tiol passa por repetidos ciclos de redugdo (GSH - o
grupamento tiél encontra-se na forma de sulfidrila livre) e oxidag¢édo (GSSG —
0 grupamento tidlico de duas moléculas de GSH condesam através de uma

ligacédo de dissulfeto)©?.

A Tabela 4 demonstra o grupo SHAM com maiores concentracdes de

tidis no tecido renal (SHAM: 170,2+15,8) indicando referéncia de normalidade.

Os grupos submetidos a isquemia renal de 30 e 45 min apresentaram
reducdo dos niveis de tidis no tecido renal quando comparados com o grupo
SHAM (Isquemia 30: 117,1+10,1; Isquemia 45: 129,3+16,6 vs SHAM: 170,2+15,8;
p<0,05).

O mesmo comportamento foi observado nos grupos que receberam
tratamento com sildenafil e NAC nos tempos de isquemia renal 30 e 45 min
(Isquemia 30 + Sildenafil: 117,1+10,1; Isquemia 30 + NAC: 110,6+10,7; Isquemia 45
+ Sildenafil: 68,0+11,6; Isquemia 45 + NAC: 103,7+9,0 vs SHAM: 170,2+15,8;
p<0,05). Observou-se que o0 grupo Isquemia 45 + Sildenafil apresentou
menores niveis de tidis no tecido renal quando comparados com 0 grupo
Isquemia 45 (Isquemia 45 + Sildenafil: 68,0+11,6 vs Isquemia 45: 129,3+16,6;
p<0,001).
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Tabela 4 - Resultados de ti6is no tecido renal dos grupos: SHAM, Isquemia 30,
Isquemia 30 + Sildenafil, Isquemia 30 + NAC, Isquemia 45, Isquemia 45
+ Sildenafil, Isquemia 45 + NAC, S&o Paulo - 2010

Tidis no tecido renal

Grupos n (nmol / mg de proteina)
SHAM 7 170,2+15,8
Isquemia 30 6 117,1+10,1°
Isquemia 30 + Sildenafil 6 110,6+10,72
Isquemia 30 + NAC 6 89,4+4,02
Isquemia 45 5 129,3+16,6°
Isquemia 45 + Sildenafil 5 68,0+11,6%
Isquemia 45 + NAC 5 103,7+9,0%

p < 0,001 vs SHAM
®p < 0,05 vs SHAM
°p < 0,005 vs Isquemia 45
Os valores representam média * erro padréo.
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4.3.3 Dosagem de TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbiturico)

na urina

O malondealdeideo (MDA) é um dos aldeidos frequentemente
analisados em meétodos analiticos quantitativos e qualitativos para
determinacdo dos indices de peroxidacdo lipidica. O MDA é um dos
principais produtos da cascata de peroxidacéao lipidica e pode ser detectado
indiretamente através da dosagem de TBARS urinario, no qual o acido
tiobarbittirico reage com varias substancias dentre elas o MDA®".

A Tabela 5 apresenta os resultados de TBARS urinarios dos diversos
grupos. Os resultados encontrados seguiram o padrdo descrito para os

valores de peréxidos urinarios.

Os grupos Isquemia 30 e 45 apresentaram elevacdo dos niveis de
TBARS urinario quando comparados com o grupo SHAM (Isquemia 30:
113,7+15,6; Isquemia 45: 116,8+33,0 vs SHAM: 56,7+7,2; p<0,005).

Os animais tratados com sildenafil e NAC submetidos a isquemia
renal por 30 min apresentaram reducdo dos niveis de TBARS urinarios
quando comparados com o grupo Isquemia 30 (Isquemia 30 + Sildenafil:
47,5+2,1; Isquemia 30 + NAC: 58,1+6,7 vs Isquemia 30: 113,7+15,6; p<0,005).

O grupo Isquemia 45 + Sildenafil apresentou reducdo dos niveis de
TBARS urinarios quando comparado com o grupo Isquemia 45 (Isquemia 45
+ Sildenafil: 44,9+7,2 vs Isquemia 45: 116,8+33,0; p<0,005). Por outro lado, o
grupo tratamento Isquemia 45 + NAC se manteve semelhante ao grupo
Isquemia 45 (Isquemia 45 + NAC: 117,1+13,4; Isquemia 45: 116,8+33,0).
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Tabela 5 - Resultados da dosagem de substancias reativas ao &cido tiobarbittrico
(TBARS) dos grupos: SHAM, Isquemia 30, Isquemia 30 + Sildenafil,
Isquemia 30 + NAC, Isquemia 45, Isquemia 45 + Sildenafil, Isquemia 45
+ NAC, Sao Paulo - 2010

TBARS urinario

Grupos n (nmol /g de creatinina urinéria)
SHAM 7 56,7+7,2

Isquemia 30 6 113,7+15,62

Isquemia 30 + Sildenafil 6 47,5+2,1°

Isquemia 30 + NAC 6 58,1+6,7"

Isquemia 45 5 116,8+33,02

Isquemia 45 + Sildenafil 5 44,9+7,2"

Isquemia 45 + NAC 5 117,1+13,4°

Sendo TBARS — Substancias reativas com acido tiobarbiturico

%p < 0,005 vs SHAM
®y < 0,005 vs Isquemia 30
°p < 0,005 vs Isquemia 45
Os valores representam média * erro padréo.
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4.4 DETERMINACAO DE OXIDO NiTRICO

A Tabela 6 demonstra os valores da determinagédo de NO urinario dos

diversos grupos.

Os grupos Isquemia 30 e Isquemia 45 apresentaram elevacéo dos
niveis de NO urinario quando comparados com o grupo SHAM, confirmando
o envolvimento de NO na fisiopatologia da LRA (Isquemia 30: 76,6+6,6;

Isquemia 45: 76,2+14,5 vs SHAM: 30,2+2,2; p<0,001).

A administracdo prévia de sildenafil e NAC reduziu a liberacdo de NO
em animais com isquemia renal de 30 min na comparagdo com 0 grupo
Isquemia 30 (Isquemia 30 + Sildenafil: 35,5+3,5; Isquemia 30 + NAC: 31,1+2,4 vs
Isquemia 30: 76,6+6,6; p<0,005) com valores semelhantes ao grupo SHAM
(Isquemia 30 + Sildenafil: 35,5+3,5; Isquemia 30 + NAC: 31,1+2,4; SHAM:
30,2+2,2).

Quanto ao tempo de isquemia renal de 45 min, apenas o tratamento
com sildenafil apresentou diminuigéo significativa dos valores de NO urinario
na comparacao com o grupo Isquemia 45 (Isquemia 45 + Sildenafil: 46,9+5,3 vs
Isquemia 45: 76,2+14,5; p<0,005). Os animais submetidos a isquemia renal de
45 min e tratados com NAC mantiveram valores de NO semelhantes ao
grupo Isquemia 45 (Isquemia 45 + NAC: 82,915,0; Isquemia 45: 76,2+14,5).
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Tabela 6 - Resultados da determinacdo de éxido nitrico (NO) dos grupos: SHAM,
Isquemia 30, Isquemia 30 + Sildenafil, Isquemia 30 + NAC, Isquemia 45,
Isquemia 45 + Sildenafil, Isquemia 45 + NAC, S&o Paulo - 2010

NO urinério
Grupos n (umol / g de creatinina urinaria)
SHAM 7 30,2+2,2
Isquemia 30 6 76,6+6,6%
Isquemia 30 + Sildenafil 6 35,54_r3,5b
Isquemia 30 + NAC 6 31,1+2,4°
Isquemia 45 5 76,2+14,5%
Isquemia 45 + Sildenafil 5 46,9+5,3°
Isquemia 45 + NAC 5 82,9+5,02

Sendo NO - 6xido nitrico

%p < 0,001 vs SHAM
®y < 0,005 vs Isquemia 30
°p < 0,005 vs Isquemia 45
Os valores representam média + erro padréo.
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4.5 SINTESE PROTEICA DA iNOS E HO-1 POR TECNICA DE
WESTERN BLOTTING

Western blotting € um método de biologia molecular e bioquimica para
detectar proteinas em homogenato de células ou em extrato de tecidos
bioldgicos®. A imunodeteccado foi realizada para semiquantificar INOS e
HO-1. A banda referente a INOS é de aproximadamente 130 KDa e da HO-

1 apresenta aproximadamente 32 KDa.

A Figura 4 ilustra a expressao protéica de iINOS. Observa-se que 0s
grupos Isquemia 45 e o Isquemia 45 + NAC expressaram iNOS. Enquanto
que a Figura 5 demonstra a expressao protéica de HO-1 em todos os
grupos de animais submetidos a isquemia renal, onde o0s grupos Isquemia
30, Isquemia 45 e Isquemia 45 + NAC expressaram esta enzima com maior

intensidade.

SHAM Isquemia30 Isquemia30 Isquemia30 Isquemiad45 Isquemia45 Isquemia45
+ Sildenafil +NAC + Sildenafil +NAC

INOS
130KDa

0,12

o
e

0,08

0,06

0,04

iINOS (% de pixels)

0,02

Grupos

Figura 4: Quantificacdo da expressdo protéica da INOS dos grupos: SHAM,
Isquemia 30, Isquemia 30 + Sildenafil, Isquemia 30 + NAC, Isquemia 45,
Isquemia 45 + Sildenafil, Isquemia 45 + NAC, S&o Paulo — 2010.
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SHAM Isquemia30 Isquemia30 Isquemia30 Isquemia45 Isquemia45 Isquemia45
+ Sildenafil +NAC + Sildenafil +NAC

1

i

- 0,3 i
o i
‘;_lé 0,25 |
% 0,2 :
kel b
& 015 !
< !
L] 1
o) 0,1 i
I .
0,05 I_I !

Grupos

Figura 5: Quantificacdo da expressdo protéica da HO-1 dos grupos: SHAM,
Isquemia 30, Isquemia 30 + Sildenafil, Isquemia 30 + NAC, Isquemia 45,
Isquemia 45 + Sildenafil, Isquemia 45 + NAC, S&o Paulo — 2010.
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4.6 ANALISE HISTOLOGICA DO TECIDO RENAL

A Figura 6 representa o aspecto visual nitidamente diferente, entre os
grupos SHAM, Isquemia 30 e Isquemia 45. E possivel observar delimitacio
da area isquémica e intensificacdo da palidez na regido cortical, apos a

manobra de hipoperfusdo por 45 min o que diferenciou do rim 30 min.

Figura 6: Fotos do aspecto macroscépico dos rins submetidos ao mecanismo de
I/R ap6s 48 horas. Foto (A) rim normal, (B) rim com 30 min de isquemia
(C) rim com 45 min de isquemia.
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4.6.1. Avaliacdo morfométrica: avaliacdo da expansdo da é&rea

intersticial relativa

A morfometria foi realizada para avaliacdo da expansao da AIR do

tecido renal. A Tabela 7 representa os valores da AIR dos diversos grupos.

Os grupos Isquemia 30 e 45 min apresentaram maior porcentagem de
expansdo da AIR quando comparados com o grupo SHAM (Isquemia 30:
14,6+0,7; Isquemia 45: 18,8+2,1 vs SHAM: 6,8+0,4; p<0,001). A leséo isquémica
evoluiu com a progressdo do tempo de isquemia, sendo que O grupo
Isquemia 45 apresentou maior AIR em relagcdo ao grupo Isquemia 30
(Isquemia 30: 14,6+0,7 vs Isquemia 45: 18,8+2,1; p<0,05).

Os animais submetidos a isquemia 30 min e pré-condicionados com
sildenafil ou NAC néo apresentaram diferencas estatisticamente significantes
em relacdo ao grupo Isquemia 30 (Isquemia 30 + Sildenafil: 14,4+1,9; Isquemia
30 + NAC: 13,8+0,4; Isquemia 30: 14,6+0,7).

Por outro lado, o grupo Isquemia 45 + Sildenafil apresentou reducéo
da AIR quando comparado ao grupo Isquemia 45 (Isquemia 45 + Sildenafil:
14,8+0,7 vs Isquemia 45: 18,8+2,1; p<0,05). O tratamento Isquemia 45 + NAC
manteve a porcentagem de AIR semelhante ao grupo Isquemia 45 (Isquemia
45 + NAC: 18,6+0,7; Isquemia 45: 18,8+2,1).
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Tabela 7 - Resultados de area intersticial relativa (AIR) no tecido renal dos grupos:
SHAM, Isquemia 30, Isquemia 30 + Sildenafil, Isquemia 30 + NAC,
Isquemia 45, Isquemia 45 + Sildenafil, Isquemia 45 + NAC, S&o Paulo -

2010

AIR
Grupos n (%)
SHAM 7 6,8£0,4
Isquemia 30 6 14,6+0,7°
Isquemia 30 + Sildenafil 6 14,4+1,92
Isquemia 30 + NAC 6 13,8+0,4%
Isquemia 45 5 18,8+2,12°
Isquemia 45 + Sildenafil 5 14,8+0,7%
Isquemia 45 + NAC 5 18,6+0,7%°

Sendo AIR — area intersticial relativa

p < 0,001 vs SHAM
®p < 0,05 vs Isquemia 30
°p < 0,05 vs Isquemia 45
Os valores representam média + erro padréo.

A Figura 7 ilustra a AIR dos grupos SHAM (A), Isquemia 30 (B),
Isquemia 45 (C), Isquemia 30 + Sildenafil (D), Isquemia 45 + Sildenafil (E),
Isquemia 30 + NAC (F) e Isquemia 45 + NAC (G).

O grupo SHAM (A) ndo demonstrou alteracdes celulares tubulares
nos cortes histologicos. Por outro lado, os grupos Isquemia 30 (B) e
Isquemia 45 (C) foram caracterizados por edema e infiltrado inflamatério
difuso do intersticio, achatamento de células tubulares com dilatagéo da luz
tubular, &reas de desnudamento da membrana basal e necrose tubular no
cortex dos animais. O tratamento com sildenafil e NAC reduziu as alteragdes
tubulares nos grupos Isquemia 30 + Sildenafil (D), Isquemia 30 + NAC (F) e
Isquemia 45 + Sildenafil (E). O grupo Isquemia 45 + NAC (G) permaneceu
semelhante ao grupo Isquemia 45.
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Figura 7: Fotos dos cortes histologicos para avaliagdo da AIR (aumento de 400x)
dos grupos: SHAM (A), Isquemia 30 (B), Isquemia 45 (C), Isquemia 30 +
Sildenafil (D), Isquemia 45 + Sildenafil (E), Isquemia 30 + NAC (F) e
Isquemia 45 + NAC (G).
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4.6.2 Andlise de lesdo tubulointersticial: escala Shih

A lesao tubulointersticial foi avaliada por meio da escala de Shih
sendo que os graus de lesdo foram graduados de O a 4. A Tabela 8
apresenta o grau de lesao tubulointersticial dos diversos grupos segundo a

escala de Shih.

Nesse parametro, o0s grupos Isquemia 30 e Isquemia 45
apresentaram maior quantitativo de les&do tubulointersticial quando
comparados com o grupo SHAM (Isquemia 30: 2,5+0,2; Isquemia 45: 3,2+0,2 vs
SHAM: 0,2+0,1; p<0,001).

O tratamento com sildenafil em animais com rins isquémicos por 30
min ndo induziu diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo
Isquemia 30, apesar da diferenca de graduacao na escala de Shih (Isquemia
30 + Sildenafil: 1,8+0,3; Isquemia 30: 2,5+0,2). A administracdo de NAC em
animais submetidos a isquemia renal por 30 min manteve a reducédo da area
tubulointersticial na comparacdo como grupo Isquemia 30 (Isquemia 30 +
NAC: 1,6+0,4 vs Isquemia 30: 2,5+0,2; p<0,05).

O efeito protetor de sildenafil foi confirmado no grupo Isquemia 45 +
Sildenafil com reducgao significativa do grau de lesdo tubulointersticial em
relacdo ao grupo Isquemia 45 (Isquemia 45 + Sildenafil: 2,2+0,4 vs Isquemia 45:
3,2+0,2; p<0,05). Por outro lado, o grupo Isquemia 45 + NAC apresentou
resultados semelhantes ao grupo Isquemia 45 (Isquemia 45 + NAC: 3,6+0,2;
Isquemia 45: 3,2+0,2).
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Tabela 8 - Resultados das alteracdes tubulointersticial no tecido renal dos grupos:
SHAM, Isquemia 30, Isquemia 30 + Sildenafil, Isquemia 30 + NAC,
Isquemia 45, Isquemia 45 + Sildenafil, Isquemia 45 + NAC, S&o Paulo —

2010
Quantificacdo das alteracdes

Grupos n tubulointersticial
SHAM 7 0,2+0,1

Isquemia 30 6 2,5+0,22

Isquemia 30 + Sildenafil 6 1,8+0,3%

Isquemia 30 + NAC 6 1,6+0,4%°

Isquemia 45 5 3,2+0,2%

Isquemia 45 + Sildenafil 5 2,2+0,4%¢

Isquemia 45 + NAC 5 3,6+0,22

®p < 0,001 vs SHAM
®p < 0,05 vs Isquemia 30
°p < 0,05 vs Isquemia 45
Os valores representam média * erro padréo.

A Figura 8 representa as alteracfes tubulointersticiais segundo a
classificacdo da escala de Shih dos grupos SHAM (A), Isquemia 30 (B),
Isquemia 45 (C), Isquemia 30 + Sildenafil (D), Isquemia 45 + Sildenafil (E),
Isquemia 30 + NAC (F) e Isquemia 45 + NAC (G).

O grupo SHAM (A) ndo apresentou alteracdes tubulointersticiais
classificacdo 0 ou 0,5 no tecido normal ou pequenas areas focais. Os grupos
Isquemia 30 (B), Isquemia 30 + Sildenafil (C), Isquemia 30 + NAC (D) e 0
Isquemia 45 + Sildenafil (F) mantiveram grau 2 com envolvimento de menos
de 10 a 25% de alteragcbes tubulointersticiais. O grupo Isquemia 45 (E)
apresentou grau 3 que representa o envolvimento de 25 a 75% da area no
cortex renal. Curiosamente, o grupo Isquemia 45 + NAC (G) demonstrou

alteracao tubulointersticial superior a 75% no cortex renal.
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Figura 8: Fotos dos cortes histolégicos para avaliacdo da &rea tubulointersticial
(aumento de 200x) dos grupos: SHAM (A), Isquemia 30 (B), Isquemia 45
(C), Isquemia 30 + Sildenafil (D), Isquemia 45 + Sildenafil (E); Isquemia
30 + NAC (F); Isquemia 45 + NAC (G).
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5 DISCUSSAD

Dados relacionados a LRA em modelos animais de I/R renal,
realizados predominantemente em ratos ou em camundongos, representam
cerca de 40% dos estudos publicados na Kidney International e Nephrology
Dialysis Transplantation no Gltimo triéniot”. Véarios deles, provenientes de
pesquisa basica, contribuiram para o esclarecimento dos mecanismos
fisiopatoldgicos e para o desenvolvimento de intervencdes terapéuticas para
prevencdo de LRA e reducdo na severidade da lesédo tubular frente ao
insulto isquémico ou toxico®). A aplicabilidade e viabilidade desses modelos
sao resultantes da similaridade da resposta inflamatéria, congestdo medular
e lesdo tubular apresentadas, quando comparados com dados obtidos de
biépsia renal em pacientes com LRA®®. H4 que se ressaltar, contudo, que
0S modelos experimentais com animais visam elucidar mecanismos
envolvidos e ndo se propdem a compor integralmente o modelo clinico de

lesdo, considerando as inumeras variaveis individuais no humano.

Adicionalmente, é correto afirmar que, até o0 momento, as incertezas
quanto ao sucesso no uso de terapias farmacoldgicas na atenuacdo do
desgaste funcional na LRA desestimularam a implantacdo de protocolos
intervencionistas. H4 ainda que se estratificar melhor as caracteristicas do
paciente e conhecer as mindcias fisiopatoldgicas da sindrome. Nessa linha
de posicionamento, explorar as repercussoes funcionais do modelo de I/R,
isolando a variavel tempo, foi a proposta desta investigacao.

O modelo de I/R renal consiste no clampeamento da artéria renal ou

do pediculo renal por um periodo variado de 15 a 60 min com subsequente

(7,66)

reperfusao No modelo reproduzido nesse estudo, a extensdo e a

severidade da les&o renal se mostraram diretamente relacionadas ao tempo
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de isquemia consideradas as diversas observacdes que serdo mencionadas

a sequir.

Observou-se nesse estudo a existéncia de diferenca de peso corporal
entre alguns grupos de animais. Ressalta-se que esse fator nao foi
considerado relevante por ndo ter impacto sobre a funcéo renal global e as
outras variaveis estudadas, uma vez que a variacdo de peso ndo consistiu

em diferencas de maturidade funcional dos animais utilizados no estudo®“.

No presente estudo, os animais submetidos ao clampeamento
bilateral dos pediculos renais por 30 min apresentaram aumento do
parametro fluxo urinario e variacbes nos niveis de creatinina sérica e
urinéria, que se refletiram na reducéo do clearance de creatinina. Os animais
submetidos a isquemia renal por 45 min apresentaram maior reducdo no
RFG, do parametro fluxo urindrio e aumento dos niveis de creatinina sérica.
Outros estudos também confirmaram esse dado de lesdo funcional mais
relevante quando aumentado o tempo de hipoperfusdo, como o modelo de
I/R em rim isolado submetido a hemoperfusdo, no qual o clearance de
creatinina, o volume urinario, a hemodindmica renal e o consumo de O
deterioravam gradativamente com o aumento tempo de isquemia ©7.
Modelos in vivo apresentam dados semelhantes de perda de funcéo renal de
acordo com a evolucdo do tempo de isquemia, demonstrado por meio da

elevacéo sérica de uréia e creatinina®®.

A reducdo do RFG consiste em alteragbes da hemodinamica
glomerular, seguidas de lesdo e obstrucdo tubular, aumento da presséo
intratubular e a ativacdo do mecanismo de feedback tubuloglomerular®®.
Estudos confirmaram que animais submetidos a isquemia renal
apresentaram aumento do fluxo urinario e reducéo da osmolalidade devido a

inabilidade de manter a concentracdo urinaria®?.

Nesses estudos, a
mensuragao da FENa apresentou um pico de elevagdo nas primeiras 48
horas ap0s a lesdo e associagdo direta com o parametro fluxo urinério,
confirmando o descompasso na retencdo de sodio apdés o0 insulto
isquémico®®. No estudo ora apresentado, os animais com isquemia renal de

30 min apresentaram aumento significativo do fluxo urinario e da FENa que
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confirmaram a presenca de lesdo tubular. A comparagdo entre 0S grupos
isquémicos 30 e 45 min mostrou que 0s animais com isquemia renal de 45
min apresentaram maiores valores da FENa, pressupondo lesédo tubular

mais exuberante no grupo de isquemia mais longa.

Considerando que os valores de funcdo renal apresentados
correspondem ao periodo entre 24 e 48 horas apds o insulto, alguns
conceitos funcionais emergiram dessas observacdes e serdo citadas a

sequir.

Primeiro, a reducéo do clearance de creatinina associada a elevacao
do fluxo urinario e da FENa no grupo Isquemia 30 pode corresponder a
quadro classico de recuperacao funcional pés-insulto de hipoperfusdo, com
necrose em algumas areas da porcéo fina tibulo proximal, pequena perda
de células tubulares e reducao moderada do RFG. A fase de recuperacéo é
o periodo, no qual, ocorre a melhora da funcdo renal com reparo e
regeneracao do tecido. Inicialmente, acontece o aumento do fluxo urinario e
pequena reducdo dos niveis de creatinina sérica que poderdo permanecer
elevados por alguns dias, mesmo ap0s o inicio da recuperacdo das células
tubulares. Essa diurese osmotica pos-necrose tubular aguda reflete a
excrecao inapropriada de sodio e agua acumulada, também da uréia filtrada
e de outros solutos retidos durante a fase de manutengcédo. Ocasionalmente,
a diurese pode ser inapropriada e excessiva sendo decorrente da baixa
capacidade de reabsorcdo tubular em relacdo ao processo de FG“. Sendo
assim, se aplicados esses conceitos, € possivel que os animais 30 minutos
estivessem nesse momento de reorganizacdo celular tubular, porém ainda

com clearance de creatinina alto.

Segundo, a reducdo mais significativa do fluxo urinario pode estar
diretamente relacionada a maior area de necrose e disfungéo tubular no
grupo Isquemia 45. O periodo de isquemia renal prolongado pode ter
induzido necrose envolvendo todo o tibulo proximal, com severa reducao do
RFG. Considerando as afirmacdes feitas acima para episodio de 30 min e
retomando a necrose celular com possibilidade de obstrucéo tubular, é de se

pressupor um quadro de lesdo mais agressivo no modelo 45.
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A reperfuséo, se por um lado, restabelece o fluxo sanguineo renal, por
outro lado, gera H,0,, O, e o radical OH*®. A formacdo de EROs e o
processo inflamatério sdo determinantes da progressdo da lesdo renal.
Nesse estudo, os animais com isquemia renal de 30 e 45 min apresentaram
dados compativeis com lesdo oxidativa evidenciados por meio do aumento
de peroxidos urinarios, reducéao dos niveis de tidis no tecido renal e elevacéo
dos niveis de TBARS urinarios. Ressaltando que maiores niveis de lesédo
oxidativa foram apresentados pelo grupo de animais submetidos a isquemia
renal de 45 min, com aumento da liberacédo de perdxidos urinarios, consumo
do grupamento de tidis para formacdo de enzimas antioxidantes e indicacdo

de maiores niveis de peroxidacgéo lipidica.

Na clinica, sabe-se que pacientes com diagnéstico de LRA
apresentaram altos niveis do grupo carbonila (avaliagdo do indice de leséo
oxidativa) e reducdo do grupamento de tidis (avaliacdo da capacidade
antioxidante), quando comparados com individuos saudaveis ou portadores
de insuficiéencia renal cronica®. Modelo in vivo de I/R renal demonstrou
envolvimento de lesdo oxidativa no tecido renal com baixos niveis de
enzimas antioxidantes, presenca de biomarcadores de oxidacao e liberacéo
de NO™?,

A participacdo de NO em modelo de I/R renal pode ser descrita em
duas fases: os niveis de NO permanecem em baixas concentracdes no
periodo imediato apés a isquemia, o que favorece a vasoconstricdo do
endotélio devido a prevaléncia de mediadores constritores como a
endotelina’®?. A reperfusdo e a reoxigenacado celular resultam em maiores
concentracbes de NO, principalmente em células do tubulo renal, por meio
da inducdo da iINOS, na presenca de citocinas pro-inflamatéria e de
EROs"*15%9 Nesse estudo, os animais submetidos & isquemia renal por 30
e 45 min apresentaram altos niveis de NO urinario, sendo que a expressao
protéica da INOS esteve presente no grupo Isquemia 45. A disfuncdo e as
lesGes tubulares na isquemia renal estdo associadas a indugcéao de iNOS e
consequentemente, ao aumento nos niveis de NO. A administragdo do

inibidor seletivo para INOS pode conferir efeito protetor na funcéo
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renal®’%%7_ A liberacdo de NO na presenca do O," facilita a formacéo de
ONOO’, metabdlito envolvido com a lesdo oxidativa via nitrolizacdo de
proteinas™ V. Adicionalmente, ja foi demonstrado que a baixa
biodisponibilidade de NO em condi¢Bes patolégicas é complementada pela
ativacdo da HO-1 e pela formacdo de subprodutos da degradacédo de

heme®®,

Vérios estimulos como H,0,, NO e heme livre induzem a HO-1 como
resposta benéfica e adaptativa secundaria ao mecanismo de I/R??¥. Nesse
estudo, a isoforma induzivel HO-1 foi expressa em todos 0sS grupos
submetidos a isquemia renal, confirmando o seu envolvimento enzimatico no

modelo de I/R renal.

A lesdo isquémica se inicia na juncdo corticomedular localizada na
faixa externa da regido medular, segue para o segmento S3 do tubulo
proximal, evoluindo até as regides da medula interna e finalmente
envolvendo os segmentos tubulares distais®. A lesdo do segmento S3, que
€ limitada e variavel ap6s o periodo de 20 a 30 min, torna-se mais
consistente e confluente com o aumento do tempo de isquemia. A isquemia
renal de 45 min é representada por uma lesédo extensa e necrética na faixa
externa da medula e grau variado de necrose cortical®. Esse fato pdde ser
ludicamente observado nas imagens dos rins dos grupos SHAM, Isquemia
30 e 45, ressaltando que se trata de constatacdo macroscépica e com

componente subjetivo.

Segundo a andlise histolégica do tecido renal nesse estudo, os
animais submetidos a isquemia renal de 30 min apresentaram elevacao da
AIR, com edema e infiltrado inflamatoério difuso do intersticio, achatamento
das células tubulares com dilatacdo da luz tubular, areas focais de
desnudamento da membrana basal e necrose tubular que confirmam o
envolvimento de 10 a 25% do cértex renal. Sabe-se que a isquemia renal in
vivo induz rapidamente inumeras alteragbes estruturais e funcionais em
células epiteliais do tubulo proximal e de células endoteliais da

microvasculatura renal®7?,
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A isquemia renal de 45 min apresentou aumento ainda mais relevante
da AIR, com grandes areas de edema, infiltrado inflamatério, necrose,
dilatacédo e atrofia tubular que representam o envolvimento de 25 a 75% da
area cortical. Estudo em modelo de LRA isquémica de 45 min em ratos
confirmou esses dados com o aumento da atividade de neutrofilos no tecido
renal e presenca de lesdo representada por degeneracdo citoplasmatica,
processo inflamatdrio, areas de necrose, dilatacdo tubular, atrofia e

descolamento celular®®.

Essas manifestacbes fisiologicas confirmaram a
hipétese de que as diferencas estruturais determinam comportamento
funcional particular para os casos de isquemia renal de 30 e 45 min, e
complementam as observacfes relacionadas a funcao renal incluindo o fluxo
urinério, clearance de creatinina e FENa descritas no inicio dessa sec¢ao.
Estudos demonstram que aos 60 min de isquemia, o grau de necrose
cortical aproximou-se ao infarto, acompanhado de lesdo de néfrons distais,
lesdo endotelial e disfuncdo renal associada a lesédo tubular e reducédo do

RFG®,

Avancando no estudo, abordou-se as distor¢bes funcionais e
estruturais nos modelos de isquemia 30 e 45 min por meio de terapias
farmacoldgicas ja incorporadas na clinica ou descritas em literatura: o citrato
de sildenafil e a NAC. Essas intervencdes foram instituidas com o objetivo
de verificar a resposta ao agente, na dependéncia do grau de leséo

estabelecida.

E consenso que o pré-condicionamento com farmacos ou
sequestradores de EROs é largamente empregado em estudos
experimentais de modelo animal. A dificuldade consiste em se estabelecer o
momento mais apropriado para uma intervencao de sucesso. Por outro lado,
sabe-se que a partir da quarta hora apés o mecanismo de I/R renal, os rins
isquémicos evoluem com presenca de mediadores inflamatorios e alteracdes
histopatoldgicas que alcancam o pico maximo de lesédo celular em 24

horas(®®,

Portanto, nesse estudo optou-se pelo pré-condicionamento com
os farmacos j& mencionados para investigar a acdo protetora na fase de

iniciacdo e extensao da leséo renal isquémica.



DIScussAo 71

O citrato de sildenafil € um inibidor seletivo da PDE-5 que degrada a
GMPc e mantém a acdo vasodilatadora de NO em células da musculatura
lisa™. Nesse contexto, o sildenafil tem sido também considerado por suas
acOes pleiotropicas renais caracterizadas por propriedades: antioxidante,
antiinflamatdria e protetora vascular. O pré-condicionamento com sildenafil
frente ao mecanismo de I/R renal de 30 min demonstrou efeito protetor com
melhora da funcdo glomerular e tubular, menores niveis de desequilibrio
redox, reducdo de NO urinario e cortes histologicos do tecido renal com
menor AIR e menor area de les@o tubulointersticial. Estudos demonstram
que ratos com nefropatia diabética induzida pela administragcdo de
estreptozocina tratados com sildenafil estabilizaram os niveis de leséo
oxidativa e manifestaram controle do processo inflamatdrio®®.
Adicionalmente, a administragdo do inibidor PDE-5 em modelo animal de
LRA induzida pelo mecanismo de I/R e cisplatina demonstrou efeito protetor

na funcao renal por meio da inducéo de iINOS e eNOS8=29),

A acdo protetora parcial do sildenafil também foi observada em
animais submetidos a isquemia renal de 45 min, vista pela reducdo dos
indices de oxidacdo, menores areas de infiltrado inflamatorio e alteracdes
tubulares e menor liberacdo de NO. A auséncia da expressao protéica de
INOS também foi observada se coadunando com a reduc¢éo na liberacdo de
NO. Entretanto, apesar da apresentacdo de dados em favor da
administracdo do inibidor de PDE-5 na lesdo isquémica, 0s animais
submetidos a isquemia por 45 min ndo apresentaram melhora da funcéo
renal, avaliada por meio do clearance de creatinina. Considerando a melhora
da funcéo tubular e reducdo de marcadores de peroxidacédo lipidica e NO,
esperava-se que a FG acompanhasse essa tendéncia. De fato, houve
melhora no RFG do grupo Isquemia 45 + Sildenafil quando comparado com
0 grupo Isquemia 45, porém, ndo se constatou diferenca estatisticamente
significante. Contudo, a diferenga numérica observada reflete a resposta
biolégica e complementa o perfil de lesdo observado, ou seja, apesar da
auséncia de constatacdo estatistica, o grupo Isquemia 45 min tratado com

sildenafil se comportou como o esperado: melhor do que o Isquemia 45 em
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termos funcionais, confirmando o efeito renoprotetor do sildenafil em termos

funcionais globais.

O baixo indice de leséo oxidativa no grupo Isquemia 45 + Sildenafil foi
demonstrado pela reducdo dos niveis de perdxidos urinarios, tidis no tecido
renal e TBARS urinario. O mecanismo associado ao estresse oxidativo &
determinado pela reducdo dos niveis de antioxidantes ou a geracao
excessiva de EROs e ERNs que facilitam a formacdo de radicais livres,
porém, a reducdo dos niveis de enzimas antioxidantes na situagédo de lesédo
pressupde o consumo da reserva enddgena e a ativacdo desse sistema de

defesa antioxidante!?.

O mecanismo de acao de sildenafil que merece destaque € a inducao
de NO via GMPc. Os efeitos benéficos de protecdo renal via inducao de
eNOS e iNOS s&o citados™®*? mas nesse estudo a reducdo na liberagéo
de NO e a inibicdo de iINOS parece ter conferido a protecéo renal. O papel
do NO via INOS frente ao insulto isquémico € controverso. Alguns estudos
confirmam a protec¢do renal com a administracdo de inibidores seletivos de
iINOS ou sequestradores de ONOO™"™ e outros demonstram o efeito
benéfico na inducdo de INOS e liberacdo de NO em modelo de I/R
renal®®™) Diversos fatores como as concentracdes locais, a capacidade de
difusdo, o ambiente celular e 0 mecanismo de lesdo interferem na inducdo
de NOS e na formacéo de NO e justificam a diversidade de resposta dessa
molécula gasosa®*!8%9  Além disso, o mecanismo de I/R renal envolve
alteracdes na expressdo da eNOS e iINOS®™. Em condicdes de hipoxia e
acidose celular, a atividade de eNOS se reduz dramaticamente e prevalece
a acdo de mediadores vasoconstritores*?. Adicionalmente, a administracéo
de sildenafil também demonstrou efeito protetor por via independente da
GMPc/NO em modelo de isquemia miocardica de 30 min seguida de
reperfusdo. Esses dados confirmam a existéncia de outras vias do

mecanismo protetor do sildenafil em modelo de I/R®?.

Nesse contexto, a enzima HO-1 pode ser considerada como um dos
provaveis mediadores de protecdo do sildenafil na LRA isquémica. Nesse

estudo, as situacfes de injuria intensa e a auséncia de sildenafil, nos casos
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de Isquemia 30, Isquemia 45 e Isquemia 45 + NAC podem ter induzido maior
geracdo de heme, o que desencadeou maior expressao da HO-1 em uma
tentativa de equilibrar essa via de lesdo. Lembrando que o sistema HO é
responsavel pela degradacdo de heme com a funcdo de manter o equilibrio
de todas as heme proteinas como a hemoglobina, NOS, GC e a glutationa
peroxidase®?®. Além disso, a maior liberacédo de NO nos casos destacados
pode também ter induzido HO-1, demonstrando a interface entre os sistemas

NO e HO-1 como ja descrito em outros estudos.

A liberagdo de CO in vivo é resultado da degradacdo de heme pela
HO®Y. O CO e o NO apresentam grande similaridade na acéo
vasodilatadora via cGMP, porém, em condi¢cdes patoldgicas de excessiva
liberacdo de NO, a HO-1 modula a fungdo da NOS que limita a formacao
ONOO’ e mantém as propriedades de vasodilatacdo e de protecao vascular
via cGMP/NO®),

O complexo BV/BR, como sequestradores de EROs, também confere
a protecdo antioxidante da HO-1%?®  Pequenas concentracées de BR
formadas pela inducdo de HO-1 atuam como sequestradores de EROs in
vitro e reduzem a lesao celular mediada por oxidantes, além de restabelecer
o equilibrio redox in vivo®®. Estudo em modelo animal de transplante renal
tratado com pequenas quantidades de BV apresentaram reducdo da
infiltracdo de macrofagos e de mediadores inflamatérios como a IL-1 e IL-6,
ICAM-1 e iNOS(,

O ferro livre, o0 CO e o complexo BV/BR sao subprodutos da
degradacado de heme pela enzima HO-1??%. A molécula de ferro livre é um
potente pré-oxidante que na presenca de moléculas intermediarias como
H,O, formam o OH através da reacdo de Fenton®. A ferritina é uma
proteina intracelular com a capacidade de sequestrar eficientemente o ferro
livie ®®. A modulacao intracelular do actimulo de ferro livre é descrito como

mecanismo de citoprotecdo da HO-1%%).

A administracdo de CO, BV ou BR, individualmente, demonstra efeito

citoprotetor, mas a evidéncia experimental enfatiza a necessidade de uma
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resposta coordenada com todos os elementos para total defesa celular®.
Assim, a menor expressao de HO-1 nos grupos tratados com sildenafil, que
coincidiu com a menor liberagcdo de NO, sugere geracdo mais restrita de

heme, portanto, menor necessidade da atividade de HO-1.

Muitos farmacos séo investigados pela capacidade de reduzir as
disfuncdes celulares pos-mecanismo I/R renal ou atenuar a LRA isquémica
via agdo antioxidante ou por meio da indugédo de enzimas antioxidantes. O
objetivo da ac&o antioxidante é prevenir a geracédo e distribuicdo de EROs, a
manutencdo da atividade enzimatica e liberacdo de sequestradores em
condicbes fisioldgicas ou na presenca de insulto isquémico ou toxico,
visando a reparacdo e recuperacdo celular mediada por EROs. A agéo
antioxidante pode ocorrer via sistema enzimatico ou ndo enzimético. A
atividade enzimatica antioxidante envolve a remogdo do O,* e do H,0, pela
SOD, catalase e glutationa peroxidase que impedem a formacéao de radicais
livres, principalmente por meio da inibicdo de reacfes em cadeia com a
molécula ferro e cobre. A acdo ndo enzimatica antioxidante pode ser
proveniente da vitamina C e E, B-caroteno, GSH e flavondides que atuam

como sequestradores de EROs e ERNs'"".

A NAC é conhecida pela sua acdo ndo enzimatica antioxidante e por
facilitar a biossintese de GSH, substrato para formacédo de glutationa-
peroxidase, que catalisa a reacdo de degradacdo de EROs. Ela é um
aminoacido com propriedades antioxidantes e capacidade de protecéo renal
frente ao mecanismo de I/R e agentes nefrotoxicos como a infusdo de
radiocontraste™®. Estudos in vitro confirmam a protecdo antioxidante de
células tubulares com elevados niveis de GSH intracelular apés mecanismo
de I/R®. Nesse estudo, os animais submetidos & isquemia 30 min que
receberam NAC apresentaram melhora da funcéo renal avaliada por meio da
elevacdo do RFG, reducdo da FENa, paralelamente a reducdo dos indices
de oxidagdo com menores niveis de peréxidos urinarios, TBARS, NO e
envolvimento de menores areas de lesdo tubulointersticial na regido do
cortex renal. Estudos em ratos com isquemia renal de 30 min demonstraram

efeito protetor com o pré-condicionamento com NAC por meio do aumento
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do RFG e protecdo tubular com reducdo das areas de necrose e menor
infiltracdo de macréfagos e linfécitos“?. Outros estudos com modelo animal
de isquemia renal também confirmaram a protecdo da NAC com reducéo
dos indices de oxidacdo analisados por meio do aumento nos niveis de GSH
e reducdo de biomarcadores da peroxidagdo lipidica como o MDA e o

isoprostano (8-iso-PGF,q) 440,

O restabelecimento do equilibrio redox € descrito como fator de
protecdo e recuperagcdo da lesdo oxidativa, mas, no presente estudo
observou-se reducdo dos niveis de tidis no tecido renal, seguidos pela
diminuicdo de perodxidos urinarios e do marcador de peroxidacao lipidica
TBARS. A NAC é um tiol, doador do grupo sulfidrila“?, o qual reage com NO
e forma S-tiolnitroso. O aumento dos niveis de NO durante a isquemia esta
diretamente relacionado ao estoque tecidual de tidis como o S-tiolnitroso,
gue € a forma de maior estabilidade de NO e potente ativador da GC, com
capacidade de liberacdo de NO em condicdes de auséncia de O, ™. A
reducdo dos niveis de tidis nesse estudo ocorreu por provavel associacao
entre o aumento na formacao de EROs provenientes do mecanismo de I/R e
deplecado dos grupos sulfidrila para formacédo de GSH, substrato para enzima

e(46,79)

antioxidante glutationa peroxidas , ou ainda pela reacdo do NO e o

grupo sulfidrila para sintese de S-tiolnitroso™®"®)

. Pode-se considerar que
ocorrem mecanismos de consumo de reserva da atividade enziméatica

guando se estabelecem modelos de isquemia plena.

Por outro lado, os animais submetidos a isquemia renal de 45 min que
receberam a administracdo de NAC apresentaram reducdo da taxa de FG,
maiores indices de oxidagéo, seguidas da elevacdo de NO e expressao de
INOS. A andlise histoldgica do tecido renal também apresentou aumento da
AIR e areas de lesdo tubulointersticial. E descrito que o mecanismo de I/R
renal mantém baixa biodisponibilidade de NO devido a sua excessiva
liberacdo e associagdo com O,", prevalecendo a acdo vasoconstritora e a
ativacdo de moléculas de adesao que favorecem a agregacao plaguetaria no
endotélio lesado. A disfuncdo endotelial e a lesdo tubular induzem a



DISCUSSAO 76

atividade de iINOS e geracdo de EROs pelas células do epiteliais e

perpetuam a cascata de lesdo renal**.

Paralelamente, a resposta funcional ap6s a administragcdo de
antioxidantes in vivo depende de varios fatores como o tipo de radicais livres
formados, onde e como foram gerados, analise do grau de lesdo e doses
ideais para obter o efeito protetor. Assim, é perfeitamente possivel que um
antioxidante apresente efeito protetor em algumas situacbes e em outras
nao oferecga protecéo ou até mesmo aumente a leséo ja estabelecida como o

que foi observado nesse estudo®.

As qualidades renoprotetoras da NAC ainda ndo foram
completamente elucidadas e unificadas. Estudos clinicos para prevencao de
nefropatia induzida pelo uso de radiocontraste em pacientes de risco, como
diabéticos e portadores de doenca renal crénica, concluiram que a profilaxia
com NAC ndo demonstrou efeito renoprotetor® ou efeito antioxidante
mensurados em amostras plasmaticas ou urinarias por meio dos indices de

estresse oxidativo®?.,

Esse estudo, apesar de apresentar algumas limitagbes como a
necessidade de técnicas laboratoriais mais precisas para determinar o grau
de lesdo oxidativa, mostrou tendéncia a maior comprometimento funcional,
estrutural e aumento em 40% da taxa de mortalidade de animais (dados néao
apresentados) durante a realizacdo do experimento quando a NAC foi
administrada no grupo Isquemia 45. Contudo, os resultados desfavoraveis
relativos a NAC nesse estudo fazem eco a provavel existéncia de
mecanismo celular adicional quando a lesao funcional e histolégica é mais

relevante.

Sumariamente, o0s resultados demonstrados nesta investigacao
permitiram concluir que a gravidade da LRA isquémica desencadeada pelo
clampeamento bilateral dos pediculos renais & tempo dependente. A
isquemia renal de 30 min confirmou redugcdo do RFG e presenca de lesdo
tubular, indices de oxidacao, liberagdo de NO, expressao de HO-1, aumento

AIR e lesdo tubulointersticial. Nesse caso, uma das hipoteses a ser
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considerada é que a atividade de transporte tubular residual seja preservada
mesmo apoés a interrupgdo do fluxo sanguineo renal por curtos periodos de
15 a 30 min por meio do mecanismo anaerobico limitado de glicélise das
células proximais. Ao contrario, as células dos tubulos distais apresentam
grande capacidade de glicOlise para geracdo de ATP que conferem
resisténcia frente ao insulto isquémico "*®. Os animais submetidos &
isquemia renal de 45 min apresentaram piora da funcdo renal, maiores
indices de lesédo oxidativa, liberagcdo de NO, expressdo de iINOS e HO-1,
aumento da AIR e lesado tubulointersticial com presenca de grandes area de
necrose. Sabe-se que o clampeamento da artéria renal por longos periodos,
de 45 a 60 min, resulta em extensa area de lesdo com progressdo da
necrose focal do segmento S3, preservando apenas os tubulos da regido

perivascular®.

A LRA induzida pelo mecanismo de I/R pode ser definida como um
modelo de lesdo oxidativa constatada por meio do aumento da liberagcéo de
peroxidos urindrios como moléculas intermediarias, reducéo dos niveis de
tidis no tecido renal, como precursores de enzimas antioxidantes e reducao
de TBARS urinarios, como indicadores de peroxidacdo lipidica,

acompanhadas da liberacdo de NO.

O pré-condicionamento com sildenafil e NAC confirmou protegéo renal
em animais submetidos a isquemia renal por 30 min com aumento do RFG,
melhora da func¢éo tubular, reducéo dos indices de oxidacao e de liberacdo
de NO. Destaca-se a acdo benéfica de sildenafil em tempos de isquemia
renal 30 e 45 min. A NAC, curiosamente, demonstrou efeito adicional de

lesdo quando a isquemia mais longa foi instituida.

Considerando a possibilidade de transposicdo desses dados para
pratica clinica, a realizacdo de cirurgias de grande porte como o transplante
renal intervivos e procedimentos que envolvem clampeamento adrtico por
um periodo variavel de 20 a 40 min caracterizam a LRA isquémica tempo
dependente com areas focais de necrose e dilatacéo tubular, lesédo vascular,
infiltrado inflamatorio limitado que indicam capacidade de recuperacao

celular. A LRA decorrente de longos periodos de isquemia renal com
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extensa lesdo tubular, caracterizada por hipoperfusdo persistente é
frequentemente vivenciada na clinica em manobras de ressuscitacio

prolongada ou choque hemorragico pés-parto severo (/).

Dessa forma, considerado os exemplos de gravidade mencionados
acima, o estudo ora apresentado confirma a LRA como um processo
dindmico em que o tempo de isquemia € o0 ponto critico e determina as
perspectivas de recuperacdo celular pela plasticidade morfolégica das
células renais'”. Além do mais, o efeito das intervencdes farmacolégicas de
protecdo caminha em direcdo inversa a gravidade da lesdo, sendo que o
tempo é possivelmente a variavel determinante mais significativa neste
contexto. O conhecimento dos mecanismos envolvidos nas diferentes
situagdes clinicas deve guiar a escolha da intervencdo farmacologica mais

apropriada.

Estudos com modelos animais ainda séo indispensaveis para elucidar
o complexo mecanismo fisiopatolégico de disfuncéo tubular e endotelial da
LRA. Contudo, o desenvolvimento de biomarcadores que permitam
diagnosticos precoces e melhor caracterizacdo da LRA em humanos sera de
grande alento na epidemiologia da LRA. As estratégias de protecdo ou
prevencdo renal devem manter como objetivos a minimizacdo ou a
promocao da recuperacao celular e atenuagéo dos efeitos agudos e cronicos
da LRA isquémica.
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CONCLUSDES

A resposta funcional e histolégica renal de ratos submetidos ao
modelo de I/R renal de 30 e 45 min pré-condicionados com sildenafil
ou NAC mostraram caracteristicas proprias relacionadas ao grau de
lesdo determinado pelo tempo de clampeamento dos pediculos

renais.

Os ratos submetidos a I/R renal de 30 e 45 min demonstraram
reducdo do RFG e da funcao tubular. O citrato de sildenafil e a NAC
demonstraram efeito renoprotetor mais significativo nesses

parametros no modelo de lesdo 30 min.

Os grupos de animais 30 e 45 min demonstraram desequilibrio redox,
com aumento de peroxidos urinarios, TBARS, reducdo de tidis e
aumento da liberacdo de NO. O tratamento com sildenafil atenuou os
parametros oxidativos e reduziu o NO liberado. O efeito renoprotetor
da NAC prevaleceu no modelo 30 min.

A INOS demonstrou maior expressao nos grupos isquemia renal de
45 min sem e com tratamento com NAC. A HO-1 estd expressa em
todos os cenarios celulares de lesdo com maior relevancia naqueles
em gue a iNOS esta presente, pressupondo a interface entre os dois

sistemas.

O pré-condicionamento com sildenafil induziu reducdo de AIR e lesao
tubulointersticial nos modelos de isquemia renal por 30 e 45 min. A
NAC demonstrou dados histolégicos com reducdo de AIR e lesdo
tubulointersticial em modelo de isquemia renal por 30min. Os ratos
submetidos & isquemia renal de 45 min mostraram tendéncia a piora

dos parametros estudados quando esse tratamento foi instituido.
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Anexo A — PARECER DO COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTO ANIMAL

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
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Cidade Universitdria “Armando de Salles Oliveira”
Av. Prof. Lineu Prestes, 2415 - CEP. 05508-000 Sao Paulo, SP - Brasil

Telefone :(55) (011) 3091.7733 - e-mail: cep@icb.usp.br

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo registrado sob n° 156 nas fls. 79 do livro 02 para
uso de animais em experimentacdo, sob a responsabilidade do Prof(a) Dr(a)
Maria de Fatima Fernandes Vattino, Coordenador(a) da Linha de pesquisa O
efeito do inibidor da fosfodiesterase tipo-5 e da N-acetilcisteina na lesdo
renal agudo isquémica em ratos do qual participou(aram) o(s) alunos Mirian
Watanabe, esta de acordo com os Principios Eticos de Experimentacdo Animal
adotado pela Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratério (SBCAL) e foi
aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) em 15.12.09,

com validade de 3 anos.
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