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RESUMO GERAL

A lesao renal por isquemia fria e os danos causados pela reperfusdo continuam sendo
um desafio no procedimento de transplante renal, devido ao risco de ocorréncia de
lesGes morfofuncionais momentaneas ou permanentes no orgao. Os beneficios dos
acidos graxos poli-insaturados 6mega 3 sdo estudados em diversas doencas de carater
agudo e crbonico, devido as suas propriedades anti-inflamatdrias, antioxidantes,
antifibréticas, vasodilatadoras e antitrombogénicas. Neste estudo, objetivou-se comparar
0 estresse oxidativo e as alteracfes histopatolégicas em rins de ratos Wistar submetidos
a isquemia fria seguida de reperfusdo em animais suplementados previamente por 30
dias com 6leo de peixe rico em dmega 3 e animais ndo suplementados. Os animais foram
submetidos a perfuséo fria in situ por 15 minutos e reperfusdo de 1 hora. Na avaliacao
do estresse oxidativo renal, os valores de superdxido dismutase (p<0,001), catalase
(p<0,05) e glutationa peroxidase (p<0,05) encontraram-se diminuidos no grupo tratado
em relacdo ao ndo tratado. Na histopatologia, observou-se que as lesdes encontradas
foram similares em todos os rins dos grupos submetidos a isquemia fria, independente
da suplementacédo. Conclui-se neste estudo que o uso de 0Oleo de peixe rico em acidos
graxos poli-insaturados 6mega 3 nao conferiu nefroprotecdo ao insulto de isquemia fria
e reperfuséo in situ.

Palavras-chave: Nutracéutico. Transplante renal. Perfuséo in situ. Estresse oxidativo.

Histopatologia.



ABSTRACT

Renal injury due to cold ischemia and reperfusion damage remains a persistent problem
in renal transplant procedure. It causes temporary or permanent morphological and
functional lesions in the organ. Benefits of polyunsaturated omega 3 fatty acids has been
studied in several diseases of acute and chronic character, due to its anti—inflammatory,
antioxidant, antifibrotic, vessel dilator and antithrombogenic properties. The objective of
this study was to compare the oxidative stress and histopathological alterations in kidneys
of Wistar rats submitted to cold ischemia followed by reperfusion in animals pretreated
for 30 days with fish oil rich in omega 3 and non-supplemented animals. The animals
were subjected to in situ cold perfusion for 15 minutes and reperfusion for 1 hour. In the
evaluation of renal oxidative stress, the values of superoxide dismutase (p <0.001),
catalase (p <0.05) and glutathione peroxidase (p <0.05) were decreased in the treated
group, compared to the untreated. Histopathology revealed that the lesions were very
similar in all groups of kidneys subjected to cold ischemia, regardless of group (treated or
not).It is concluded that the use of fish oil rich in polyunsaturated omega 3 fatty acids did
not confer nephroprotection insult cold ischemia and reperfusion in situ.

Keywords: Nutraceutical. Kidney transplantation. In situ perfusion. Oxidative stress.

Histopathology.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

No transplante renal, o érgdo a ser transplantado sofre uma série de danos
celulares e moleculares, como resultado da isquemia durante a captacdo e manutencao,
até seu efetivo implante no receptor, com consequente reperfusédo. Estes eventos geram
diversas agressdes ao enxerto que sdo conhecidas coletivamente como injdria de
isquemia e reperfusdo (Baker et al.,, 1985; Bonventre, 1993; Peres et al., 2005;
Kosieradzki e Rowinski, 2008).

Inicialmente, a necrose tubular aguda surge como resultado da desorganizagao
dos mecanismos de sinalizacdo celular e comprometimento estrutural causado pela
isquemia renal. O restabelecimento do fluxo sanguineo ao érgéo, ainda que rapido, pode
nao ser suficiente para restabelecer de imediato a filtracdo glomerular. Isto porque a
reperfusdo pode perpetuar, ou ainda agravar a lesédo original devido a geracdo de
radicais livres e/ou por causar modificacbes no meio intracelular, com alteracbes do
calcio citosolico e pH (Baker et al., 1985; Devarajan, 2006; Kosieradzki e Rowinski, 2008;
Kumar, 2012), além da ativagdo de células inflamatorias (Bonventre e Zuk, 2004;
Francischetti et al., 2010).

Em tecidos pés-isquémicos, os radicais livres produzidos sdo originados de
diversas fontes (Baker et al., 1985; Bonventre, 1993; Mitchell et al., 2010) e sua producéo
€ limitada por sistemas antioxidantes, que os mantém em equilibrio. Quando ha
desequilibrio entre a sua producédo e a capacidade antioxidante do organismo surge o
estresse oxidativo (Pagliuso et al., 2006), responsavel por causar inativacdo ou mutacao
do DNA e oxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados das membranas celulares
(peroxidacdo lipidica) (Ferreira e Matsubara, 1997; Pagliuso et al., 2006).

Com objetivo de aumentar os indices de sucesso do transplante renal, muitos
estudos vém sendo desenvolvidos acerca de fatores que influenciem na qualidade da
preservacao do enxerto (Rhoden et al., 2002; Treckmann et al., 2009; Regner et al., 2010;
Yurdakul et al., 2010; Bon et al., 2012). Assim, 0 uso de terapias que limitem a ativacao

de células inflamatérias e o dano tecidual causado por radicais livres podem diminuir os



eventos desencadeados pela isquemia/reperfusdo e prevenir lesdées renais. Evidéncias
cientificas mostram que a suplementacdo de acido graxo poli-insaturado 6mega 3
apresenta acdo anti-inflamatoria e nefroprotetora, tanto em processos agudos quanto em
processos cronicos (Hassan e Gronert, 2009).

Outros autores comprovaram ainda que uma dieta rica em antioxidantes e acidos
graxos poli-insaturados 6mega 3 aumenta 0s niveis de acido eicosapentaenoico (EPA)
e acido docosahexaendico (DHA) concomitante a reducdo na incorporacao de acido
araquidénico nas membranas celulares renais, diminuindo o substrato para producéo de
mediadores inflamatorios (Clark et al., 1991). Ha& ainda, acéo inibitoria na produgéo de
eicosanoides e citocinas pro-inflamatorias, minimizando assim, lesbes decorrentes de
uma resposta inflamatoria exacerbada (Waitzberg, 2009).

Uma grande metanalise conduzida em 2005 por Tatsioni et al. avaliou 16
publicagdes com um total de 812 pacientes que realizaram transplante renal e receberam
Oleo de peixe no pds-operatorio. Nessa revisao, 0s autores concluiram que os estudos
envolvendo administracdo de 6mega 3 no paciente receptor renal sdo ainda insuficientes
e discordantes.

Desta forma, como néo existem relatos na literatura sobre o uso de 6mega 3 em
doadores vivos e paciente pré-transplante renal, este estudo teve por objetivo avaliar as
consequéncias histolégicas e oxidativas da perfuséo renal fria e reperfusdo em ratos
Wistar, suplementados ou ndo com 0leo de peixe rico em acido graxo poli-insaturado
omega 3 (AGPI n-3).



CAPITULO 2

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ACIDO GRAXO POLI-INSATURADO OMEGA 3

Os acidos graxos sédo acidos carboxilicos com cadeias longas de hidrocarbonetos.
Sua classificacao € dada de acordo com a presenca de duplas ligacdes: ndo saturadas
e saturadas. Os acidos graxos que apresentam apenas uma dupla ligacdo em sua
composicao sdo denominados de monoinsaturados, enquanto 0s que apresentam duas
ou mais duplas ligagdes sdo chamados de poli-insaturados (Aikawa, 2004).

Quanto a nomenclatura, as familias dos acidos graxos séo classificadas conforme
a posicao da primeira dupla ligacao a partir do radical metila e as mais importantes sé&o
as familias 6Gmega 3 (n-3), 6Gmega 6 (n-6) e 6mega 9 (n-9) (figura 1). A familia n-6 é
derivada do acido linoleico e a familia n-3 deriva-se do acido alfa-linolénico. Em plantas,
estas duas familias podem ser convertidas uma na outra pela acdo de enzimas. Como
isto ndo ocorre em mamiferos, ha necessidade da ingestdo destes acidos graxos pela
dieta e, por este motivo entdo, sdo considerados acidos graxos poli-insaturados
essenciais (Aikawa, 2004; Martin et al., 2006).

Os acidos graxos essenciais, depois de ingeridos, passam por uma série de
reacfGes bioquimicas na presenca das enzimas alongase e dessaturase. (Martin et al.,
2006). A partir dessas reacdes, 0 &cido linoleico ira originar o acido araquidénico (AA),
enguanto o acido alfa-linolénico dara origem ao acido eicosapentaenoico (EPA), ambos
acidos graxos com 20 carbonos em sua composicdo quimica, que formam os
fosfolipideos das membranas biolégicas. O acido alfa-linolénico é também precursor do
acido docosahexaenoico (DHA) (Aikawa, 2004; Moraes e Colla, 2006; Waitzberg, 2009).

Os é&cidos graxos linoleico e alfa-linolénico sdo substratos das mesmas
dessaturases; portanto, as familias n-3 e n-6 competem pelas mesmas enzimas nha via
metabdlica, sendo que a maior afinidade ocorre em n-3. Deste modo, uma dieta rica em
acidos graxos 6mega 3 é capaz de aumentar o nivel de EPA e DHA, reduzindo a

conversado de acido linoleico em acido araquidénico (Aikawa, 2004).



Figura 1 - Representacdo esquematica da estrutura quimica dos principais
acidos graxos monoinsaturados representados em a (6mega 9) e poli-
insaturados representados por b (6mega 6) e ¢ (bmega 3).
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Fonte: Aikawa, 2004.

O acido araquidonico (AA) e o acido eicosapentaenoico (EPA) sédo precursores de
eicosanoides que atuam como moduladores quimicos em diversos processos bioldgicos,
como na resposta inflamatoria, agregacdo plaquetaria, permeabilidade vascular e na
formacédo de interleucinas. Os principais eicosanoides compreendem as prostaglandinas
(PG), tromboxanos (TX), leucotrienos (LT), lipoxinas (LX) e os acidos
epoxieicosatrienoicos (Aikawa, 2004; Waitzberg, 2009; Gomes e Oliveira, 2010).

As familias de acidos graxos dmega-3 e dmega-6 originam séries diferentes de
eicosanoides. A partir do metabolismo do AA, a ciclo-oxigenase (COX) gera
prostaglandinas e tromboxanos da série 2, enquanto que do metabolismo do EPA, a
mesma enzima é capaz de induzir a formagdo dos mesmos eicosanoides, porém da série
3. Existem duas isoformas de COX: a COX-1 (enzima constitutiva) e a COX-2 (enzima
induzivel). Estudos publicados a partir do ano 2000 levantaram a hipétese de uma
terceira isoforma, chamada COX-3, envolvida na producédo de resolvinas, mediadores

lipidicos que atuam no processo inflamatorio (Aikawa, 2004; Berenbaum, 2004).



A 5-lipo-oxigenase (5-LOX) € outra enzima que também esta relacionada com a
formacdo de eicosanoides, originando os leucotrienos. Esta, quando atua sobre o AA,
induz a formacé&o de leucotrienos da série 4 e 5-HPETE; j4 quando age sobre EPA, gera
5-HPEPE e desencadeia a producao de leucotrienos da série 5 (figura 2) (Simopoulos,
2002; Aikawa, 2004; Lépez-Novoa, 2006).

Ao competir com o0 acido graxo n-6 pelas mesmas enzimas no processo de
formacao dos eicosanoides, o0 acido graxo n-3 antagoniza a producdo de eicosanoides
derivados do metabolismo do &cido linoleico, constituindo um ponto chave anti-
inflamatério. Desta forma, os acidos graxos poli-insaturados da familia n-3,
especialmente EPA e DHA possuem importante papel na modulacéo inflamatoria, pois
podem modificar a resposta imunitaria, inibindo também a producédo de citocinas, fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) e de interleucinas IL-1 e IL-6 por mondcitos. (Robinson
et al., 1996; Simopoulos, 2002; Waitzberg, 2009).

Matsumoto et al. (2009) em estudo avaliando artéria mesentérica isolada de ratos
com diabetes tipo 2, comprovaram que, apos 4 semanas de administracdo de acido
eicosapentaenoico na dose de 300mg/Kg/dia, as artérias analisadas demonstravam
melhor contragdo. Segundo o estudo, o 4cido graxo n-3 EPA normalizou o metabolismo
do oxido nitrico (NO), reduziu os fatores de contragdo derivados do endotélio (EDCF),
expressao de COX-2, a ativacao de fator nuclear-kB e a inibicdo da ERK (signal regulated
kinase), além de suprimir a producao de prostanoides.

Existem estudos que comprovam a acdo moduladora sobre os lipidios e a presséo
sanguinea, demonstrando que o acido graxo poli-insaturado dmega 3 tem a capacidade
de reduzir a pressdo arterial, assim como os niveis de colesterol e triglicerideos
(Neumayer et al., 1992; Liu et al., 2011).

Adicionalmente, um importante efeito quando se trata de situacdes isquémicas €
o feito antitrombogénico. A suplementacao do 6mega 3 (DHA) reduziu significantemente
a agregacao de colageno e liberagdo de TXB:, inibindo a funcéo plaquetaria, conforme
demonstrado por Woodman et al (2003) em pacientes diabéticos tipo 2. Comparando-se
a administracdo de DHA e EPA, o estudo sugere ainda, que o DHA pode ser um agente

antitrombogénico mais efetivo que o EPA.



Figura 2 - Representacdo esquematica da acéo das enzimas ciclo-oxigenases e lipo-oxigenases sobre
0 acido araquidénico (AA) e o acido eicosapentaenoico (EPA) na formagédo de eicosanoides.
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Fonte: Simopoulos, 2002.
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Os AGPI n-3 tém sido também empregados na terapia de combate ao estresse
oxidativo em diversas outras doencas cronicas e de carater degenerativo como
depressao, mal de Alzheimer, artrite, neoplasias, cardiopatias, entre outras (Simopoulos,

2002; Moraes e Colla, 2006).

2.2 ACIDO GRAXO POLI-INSATURADO OMEGA 3 E A DOENCA RENAL

Nos rins, existem trés principais vias do metabolismo do acido araquidénico: a via
das ciclo-oxigenases (formacdo de prostaglandinas e tromboxanos), a via das lipo-
oxigenases (que leva a formacéao de &cido eicosatetraenoico e leucotrienos) e, a via do

citocromo P-450 (formacdo de acido epoxieicosatrienoico, acido eicosatetraenoico e



derivados mono-oxigenados do acido araquidénico) (Fernandez et al., 2004; Gomes e
Oliveira, 2010).

O sistema enzimatico das ciclo-oxigenases € a principal via do acido araquidénico
presente no rim. Seus produtos modulam a agéo fisiologica de outros hormdnios com
atuacao no ténus vascular renal, fungdo glomerular, funcdo mesangial e na homeostase
de sal e agua. Os produtos da via das ciclo-oxigenases também estdo listados como
mediadores de alteragbes funcionais renais em muitas doencas glomerulares,
insuficiéncia renal aguda (IRA), doenca renal cronica, nefrotoxicidade a ciclosporina,
sindrome hepatorrenal, nefropatia diabética, hipertensdo de origem renal e rejeicdo de
transplantes (Fernandez et al., 2004; Lépez-Novoa, 2006).

Sabe-se que a via comum das lesdes renais envolve inflamacéao e fibrose; deste
modo, justifica-se o fato de estar em destaque no meio cientifico terapias que possam
reduzir a resposta inflamatdria, como o uso de acidos graxos poli-insaturados émega 3.
Extrapolando a investigacdo experimental, ensaios clinicos envolvendo pacientes
diagnosticados com nefropatias imunomediadas, nefrite por lapus, doenca renal
policistica, e outras doencas glomerulares mostraram efeitos benéficos com o uso do
Omega 3 (Fassett et al., 2010).

Uma vez que o consumo de n-3 tem sido relacionado a um incremento de EPA e
DHA com reciproca queda nos niveis de n-6 na composi¢cdo da membrana plasmatica
(Clark et al., 1991), sugere-se que ha uma competicdo evidente entre 6mega 3 exdgeno
e dmega 6. O efeito positivo advém do fato de que o &cido linoleico (n-6), quando
convertido a &cido araquidénico tem fungdes pro-inflamatérias, estando envolvido na
inflamacéo, geracao de radicais livres, proliferacdo e estimulacdo da matriz extracelular
(An et al., 2009).

Um estudo desenvolvido por Clark et al. (1991) demonstrou que a suplementacéo
de dmega 3 e antioxidantes diminuiu significativamente a incorporacdo de acido
araquidénico no tecido renal, com reducdo da glomeruloesclerose e infiltracdo de
macrofagos em ratos submetidos a nefrectomia de 5/6.

Hassan e Gronert (2009) demonstraram o efeito nefroprotetor do 6mega 3 quando
submeteram ratos a isquemia quente por 30 e 45 minutos, administrando émega 3 e 6

no pés operatoério imediato. Nos animais tratados com 6émega 6, houve aumento nos



niveis de creatinina, enquanto que os animais tratados com 6émega 3 mantiveram a
funcéo renal. O grupo que sofreu isquemia por 45 minutos e suplementacdo com 6mega
6 teve 100% de mortalidade; contrastando com 100% de sobrevivéncia no grupo
suplementado com 6mega 3.

Outros mecanismos atribuidos ao uso terapéutico do acido graxo poli-insaturado
6mega 3 (AGPI n-3) na doenca renal incluem: (1) aumento da circulacéo de eicosanoides
da série impar (séries 3 e 5), 0s quais tém acdo anti-inflamatéria, antitrombética e inibem
a agregacao plaquetéria; (2) aumento da producéo endotelial de fatores de relaxamento
(EDRF); (3) aumento de TGF-beta, uma potente citocina imunomodulatéria que atua
reduzindo a ativacdo de linfécitos T, limitando, portanto, a resposta inflamatoria; (4)
possui efeito hipotensivo, alterando a pressado arterial sistémica; (5) acao
hipotrigliceridemiante e; (6) reduz a agregacao plaquetaria, resultando em aumento do
tempo de sangramento, o que melhoraria a fibrindlise (Lauretani et al., 2009).

An et al. (2009) demonstraram ainda que ha uma reducdo da atividade proé-
inflamatoria, pré-oxidante e pro-fibrotica, com diminuicdo da lesdo tubulointersticial em

rins de ratos suplementados com n-3 e submetidos a exérese 5/6.

2.3 ISQUEMIA E REPERFUSAO NO TRANSPLANTE RENAL

No decorrer dos processos que envolvem o transplante renal, o rim doado sofre
uma sequéncia de agressdes denominadas coletivamente como injarias de isquemia e
reperfusdo (I/R). Esta continua sendo uma resultante inevitavel, considerada porém
indesejavel e com importantes consequéncias clinicas (Salahudeen, 2004; Kosieradzki
e Rowinski, 2008; Van der Vliet et al., 2011).

Embora a I/R represente um processo dinamico e complexo, a mesma pode ser
dividida em fases, tendo inicio com a interrupc¢ao do fluxo sanguineo ao rim por meio do
clampeamento dos vasos renais (isquemia quente). Posteriormente segue-se o periodo
em que o rim a ser doado € perfundido com solucdo de preservacao celular gelada e
nela mantido (isquemia fria), avanca pelo intervalo no qual o rim é removido da solugéo

de preservacao e anastomosado nos vasos do receptor e encerra-se quando os clamps



vasculares sdo removidos e o rim transplantado € entéo reperfundido (reperfuséo) (Peres
et al., 2005; Van der Vliet et al., 2011).

ApOs um breve periodo de isquemia quente, o rim de doador vivo é resfriado
imediatamente através da perfusdo com solucBes geladas. Estas solugcbes de
preservagao a frio devem ser capazes de minimizar o edema celular causado pela
hipotermia e isquemia, prevenir a acidose celular e o influxo de calcio, evitar o dano
celular por espécies reativas de oxigénio, fornecer substratos energéticos para a
regeneracdo de ATP (trifosfato de adenosina) durante a reperfusdo e ainda limitar a
perda de ions intracelulares (‘t Hart et al., 2002; Cobo e Gallegos, 2009).

Muito embora o enxerto sofra danos quando submetido a baixas temperaturas, o
procedimento de perfusdo hipotérmica € condicdo indispensavel para viabilizar a sua
preservacao (Fuller, 1999; Bartels-Stringer et al., 2003; Lledo-Garcia et al., 2007). Isto
porque a diminuigcdo do metabolismo celular e consequente reducao da velocidade das
reacdes bioquimicas proporcionados pela hipotermia associam-se aos beneficios
atribuidos as solucdes, mantendo-o viavel, ainda que em isquemia (Southard et al., 1980;
‘t Hart et al., 2002; Allam et al., 2010).

A isquemia renal é apontada como uma das principais causas de necrose tubular
aguda. Atualmente sabe-se que as lesdes decorrentes do periodo de isquemia séo
sustentadas e agravadas durante o periodo de reperfusdo, promovendo lesdes tissulares
adicionais (Baker et al., 1985; Devarajan, 2006; Mitchell et al., 2010; Kumar, 2012).

2.3.1 Isquemiarenal — les&o endotelial

O imediato resfriamento renal apos a nefrectomia é a primeira linha de defesa
contra a lesd@o isquémica que se estabelece no rim do doador. A hipotermia clinica reduz
o metabolismo celular; no entanto, a 4°C existem algumas taxas metabdlicas
remanescentes que acabam com os estoques de ATP. Com a interrup¢ao do suprimento
de oxigénio ao rim, a célula passa do metabolismo aerdbico para o anaerdébico,
estabelecendo um desequilibrio entre a continua utilizacdo do ATP e sua baixa producao
pela via glicolitica (Fuller, 1999; Salahudeen, 2004; Guibert et al., 2011; Henry e
Guarrera, 2012).



Assim como observado em rins submetidos a injdria de isquemia quente e
reperfuséo, intensa vasoconstricdo e lesdo endotelial sdo caracteristicas marcantes da
isquemia fria (Harvig et al., 1980; Brodsky et al., 2002; Sutton et al., 2002; Meyer et al.,
2011). O endotélio vascular tem importante papel na regulagdo da migracédo de células
inflamatorias para o tecido, manutencdo do ténus vascular, perfusdo, permeabilidade
vascular e coagulacéo, sendo crucial para a funcéo do rim transplantado a curto e longo
prazo (Bonventre, 1993; Salahudeen, 2004; Sharfuddin e Molitoris, 2011).

Com a lesdo isquémica, as células endoteliais perdem a habilidade para regular
de forma eficaz estas fungdes. Inicialmente, a lesdo endotelial provoca alteracdo na
producdao local de substancias vasoativas, podendo haver intensificacdo do processo de
vasoconstricdo devido ao aumento da producdo de endotelina-1, angiotensina II,
tromboxanos A2, prostaglandinas H2, leucotrienos C4 e D4 e adenosina, além da
estimulacdo simpatica, o que influencia os mecanismos de autorregulacdo e mantém o
tufo capilar glomerular isquémico. Ha ainda reducéo da resposta de vasodilatacdo a acéo
da acetilcolina, bradicininas e ao 6xido nitrico, perpetuando a vasoconstricdo local e
hipoxia (Brodsky et al., 2002; Sutton et al., 2002; Schlichting et al., 2006; Bonventre e
Yang, 2011; Sharfuddin e Molitoris, 2011).

Alteracbes morfologicas das células vasculares podem ser observadas apos a
deplecdo de ATP, como a separacdo das juncdes endoteliais, perda da insercédo de
células endoteliais na membrana basal e morte celular. Estas alteracbes séo
potencialmente responsaveis pela alterada reatividade vascular, aumento da
permeabilidade vascular, edema intersticial e alterada coagula¢do devido a perda da
funcdo normal e barreira endotelial (Brodsky et al., 2002; Sutton et al., 2002).

A deplecdo de ATP provoca lesdo mitocondrial, aumentando a producdo de
citocinas inflamatdrias, endotelina e de espécies reativas de oxigénio (ROS), gerando
como resultado a adeséo leucocitaria no endotélio e a ativagdo de leucdcitos, que sao
caracteristicas da lesdo renal isquémica (Sutton et al., 2002; Bonventre e Zuk, 2004
Francischetti et al., 2010; Bonventre e Yang, 2011).

O dano das células endoteliais ativa moléculas de adesdo que promovem
interacdes leucdécito-endoteliais, ativacdo dos leucdcitos com formacdo de microtrombos

e obstrugdo dos capilares e vénulas pos-capilares. H4, ainda, ruptura da monocamada
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endotelial, com a migracdo leucocitaria para o intersticio, que se expande devido ao
edema e ao grande numero celular (Sutton et al., 2002; Bonventre e Zuk, 2004;
Francischetti et al., 2010; Bonventre e Yang, 2011).

Os neutrdfilos sdo as primeiras células a se acumularem no sitio da lesdo
isquémica (Devarajan, 2006; Sharfuddin e Molitoris, 2011). Uma vez ativados, 0s
neutréfilos produzem proteases, colagenases, elastases, mieloperoxidases, espécies
reativas de oxigénio e citocinas, que provocardao o aumento da permeabilidade vascular
e quimiotaxia, reducédo da integridade endotelial e epitelial, amplificando a resposta
inflamataria (Silveira e Yoshida, 2004; Francischetti et al., 2010).

A congestao da microcirculacdo renal que se desenvolve, especialmente nos
capilares peritubulares da regido medular externa (vasa recta) contribui para o déficit na
perfusdo renal. Dada a susceptibilidade a hipéxia da medular externa, a lesdo isquémica
e edema das células endoteliais podem ser um mecanismo plausivel na contribuicdo da
congestdo e lesdes observadas nesta regido (Harvig et al., 1980; Bonventre, 1993;
Sutton et al., 2002).

A disfuncdo endotelial conduz ao dano de células ndo endoteliais localizadas nas
margens dos capilares, o que tem aumentado o interesse pelo estudo nesse campo
(Brodsky et al., 2002). Associadas, as lesbes endoteliais que resultam no
comprometimento da microcirculacdo provocam a reducdo da taxa de filtracdo
glomerular e contribuem para o desenvolvimento da Insuficiéncia renal aguda (IRA)
(Sutton et al., 2002; Devarajan, 2006; Bonventre e Yang, 2011).

2.3.2 Isquemiarenal — leséo epitelial

Além do dano as células endoteliais, as células tubulares sdo consideradas o
principal alvo de lesdes decorrentes da isquemia e reperfusao. A lesdo isquémica é mais
proeminente no terco distal do tubulo contornado proximal e no ramo ascendente
espesso da alca de Henle devido as altas taxas metabdlicas e necessidade de oxigénio.
Visto que nesses segmentos as taxas metabdlicas sdo constantes, com a interrup¢éo do

suprimento de oxigénio o metabolismo anaerébico prevalece, sendo evidenciado um
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aumento do lactato e fosfato inorganico endocitoplasméatico bem como diminui¢ao do pH
intracelular (Bonventre, 1993; Kosieradzki e Rowinski, 2008; Kumar, 2012).

Alteracdes importantes no citoesqueleto das células tubulares também séo
observadas devido a lesdo isquémica e ao choque térmico desenvolvido pela queda da
temperatura (Devarajan, 2006; Henry e Guarrera, 2012). A deplecdo do ATP celular leva
ao desarranjo do citoesqueleto com ruptura devido a redistribuicdo da actina para o
citoplasma, resultando na perda de suas microvilosidades apicais (Devarajan, 2006;
Sharfuddin e Molitoris, 2011).

A bomba sédio-potassio ATPase se desprende da membrana basolateral, onde é
fixa por moléculas de actina ao citoesqueleto celular e é redistribuida na membrana
apical. Esta redistribuicdo nas células do tdbulo proximal provoca um aumento
significativo na fracdo excretada de sodio que, percebido pela macula densa leva a
constricdo da arteriola aferente, reduzindo a taxa de filtracdo glomerular (TFG) (Molitoris
et al., 1991; Schrier et al., 2004; Sharfuddin e Molitoris, 2011; Kumar, 2012).

Com a localizacdo erratica da bomba Na-K-ATPase, as células perdem sua
polaridade, que resulta na alteracdo da movimentacdo de solutos e edema celular.
Sequencialmente, com a manutenc¢ao da deplecdo de ATP, ha a paralisacdo da atividade
das bombas idnicas transmembrana, dentre elas a Na-K-ATPase, contribuindo para a
génese do edema e provocando a morte celular (Molitoris et al., 1991; Bonventre, 1993;
Padanilam, 2003; Kosieradzki e Rowinski, 2008).

No processo isquémico ocorre ainda redistribuicdo das integrinas da membrana
basal para a membrana apical das células tubulares. Estas integrinas séo glicoproteinas
responsaveis pela fixacdo celular na membrana basal, sem estas estruturas as células
podem descamar com facilidade. Com a esfoliacéo celular e a localizacdo das integrinas
na membrana apical, as células tubulares podem aderir-se umas as outras, provocando
obstrugao tubular (Schrier et al., 2004; Devarajan, 2006; Sharfuddin e Molitoris, 2011;
Kumar, 2012).

Como consequéncia do destacamento celular ocorre o desnudamento da
membrana basal, permitindo o livre influxo do filtrado glomerular para o meio intersticial,

0 que reduz a taxa de filtracdo glomerular, provoca edema e compromete o fluxo
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sanguineo nos capilares adjacentes (Bonventre, 1993; Schrier et al., 2004; Bonventre e
Yang, 2011).

Ainda, debris celulares formados por células viaveis descamadas da membrana
basal, juntamente com células mortas e proteinas presentes no limen podem causar
obstrugao tubular pela formacéo de cilindros, aumentando a presséo intratubular e
reduzindo a taxa de filtracdo glomerular do tabulo afetado (Bonventre e Yang, 2011;
Sharfuddin e Molitoris, 2011).

A deplecéo de ATP gera um deficiente movimento de célcio para dentro do reticulo
endoplasmatico, bem como a uma diminuida extrusdo para o espaco extracelular, que
resulta no acumulo intracelular deste ion (Devarajan, 2006; Guibert et al., 2011). O
excesso de calcio intracelular leva a sua captacdo exacerbada pelas mitocondrias,
prejudicando a fosforilacdo oxidativa ainda remanescente. O aumento citosoélico de célcio
também pode ser nocivo a célula por estimular ATPases do reticulo endoplasmatico
edemaciado; desta forma, o consumo de ATP ativa fosfolipases e proteases calcio
dependentes, que levam a protedlise, ruptura de membranas e comprometimento
adicional ao citoesqueleto (Fuller, 1999; Knight e Nicholson, 2001; Padanilam, 2003;
Kosieradzki e Rowinski, 2008).

Somando-se a contribuicdo de leucdcitos e células endoteliais para a resposta
inflamatoria, o epitélio tubular renal também gera mediadores que potencializam a
inflamacé&o, como citocinas proé-inflamatérias e quimiotaxicas (Bonventre e Zuk, 2004;
Kumar, 2012).

Muitos inibidores inflamatoérios endégenos tém por objetivo limitar o dano renal
pos-isquémico, como a heme-oxigenase-1, proteinas de Tamm-Horsfall, resolvinas e
protectinas D-1. Estas duas ultimas sé@o derivadas do acido docosahexaenoico (DHA)
oriundo do &cido graxo poli-insaturado 6mega 3. Estudos comprovam que a
administracdo de resolvinas e protectina D-1 em ratos resulta na redu¢do do acumulo
leucocitario e ativacao de macrofagos, levando a reducéao das alterac6es morfofuncionais
e da fibrose pés-isquémica (Hassan e Gronert, 2009; Barbalho et al., 2011; Sharfuddin e
Molitoris, 2011).
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2.3.3 Reperfuséao renal

Depois de realizado o transplante renal, danos ainda maiores que aqueles
desenvolvidos durante a isquemia fria sdo produzidos. A reperfusdo promove a
circulacdo de espécies reativas de oxigénio formadas durante o periodo isquémico e
durante a reintroducéo do oxigénio molecular (Salahudeen, 2004; Mitchell et al., 2010).

Espécies reativas de oxigénio podem originar-se de diversas fontes no tecido pos-
isquémico, tais como pelo metabolismo oxidativo mitocondrial, pela formag&o de xantina
oxidase, prostaglandina H sintase e lipo-oxigenase (enzimas envolvidas no metabolismo
do acido araquidénico), pelos neutréfilos ativados, auto-oxidacéo de catecolaminas e por
enzimas oxidativas do reticulo endoplasmatico (citocromo P-450 e peroxissomos) (Baker
et al., 1985; Bonventre, 1993; Mitchell et al., 2010).

Em condicdes fisioldgicas, a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH)
€ o aceptor final de elétrons na cadeia respiratoria, que tem a enzima Xxantina
desidrogenase catalisando essa reacdo, onde o produto final é a agua. Todavia, em
tecidos pos-isquémicos, a hipoxantina formada pela degradacao ininterrupta de ATP
ocorrida na isquemia é convertida a xantina pela acdo da enzima xantina oxidase, com
liberacdo de radicais superoxido. A enzima superoxido dismutase converte os radicais
superoxido em peroxido de hidrogénio (H2032) (figura 3), o qual sera convertido na mais
reativa espécie de oxigénio, o radical hidroxila (OH’). Isto ocorre devido a alta
disponibilidade de oxigénio molecular durante a reperfuséo, que € utilizado como aceptor
final de elétrons, ao invés do NADPH (Silveira e Yoshida, 2004; Devarajan, 2006;
Francischetti et al., 2010).

Os radicais superéxido formados também podem interagir com o 6xido nitrico,
promovendo sua deficiéncia funcional e formacdo de produtos citotdxicos, como o
peroxido nitrico e o acido peroxido nitroso. O peréxido nitrico € um importante gatilho
para peroxidacdo lipidica, podendo causar danos ao DNA e nitracdo de proteinas
(Galvao, 2009; Mitchell et al., 2010).

Os neutrdfilos, importantes formadores de espécies reativas de oxigénio quando
ativados, também geram o anion superdxido em seus vacuolos fagocitérios, pela

ativacdo da NADPH-oxidase (oxidase nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato), além
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da formacdo de OH:.. A mieloperoxidase, oriunda dos neutrofilos, catalisa a reacdo do
peréxido de hidrogénio na presenca de cloro, formando o hipoclorito. Este composto é
capaz de oxidar muitas moléculas de lipideos e outros constituintes intracelulares
(Galvao, 2009; Francischetti et al., 2010).

Figura 3 — Representa¢céo esquematica da degradacado dos radicais superéxido pela enzima
superoxido dismutase.

? ATP
I ADP
5
Q AMP  XANTINA DESIDROGENASE
v
E INOSINA ~ Ci* | Calpama
M
I XANTINA OXIDASE
A HIPOXANTINA KANTINA
l 0; o~ QUIMIOTAXIA
Q 500
oF
H;0; X MEMBRANA
FERRITINA Oz CELULAR
CATALA.SEl e
B \\_‘
H,;0
REPERFUSAD >

Fonte: Silveira e Yoshida, 2004.

Os radicais livres podem causar diversos danos ao organismo, como modificagcoes
nas bases purinicas e pirimidicas com inativacdo ou mutacdo do DNA, inativacdo de
varias proteinas e também oxidacao dos acidos graxos poli-insaturados das membranas
celulares (peroxidacdo lipidica). Embora todos os componentes celulares sejam
susceptiveis a acdo dos radicais livres, a membrana € o mais atingido, acarretando em
alteracGes em sua estrutura e permeabilidade (Ferreira e Matsubara, 1997; Pagliuso et
al., 2006).

A peroxidacao lipidica ocorre como uma reacao em cadeia, onde ha o sequestro
do hidrogénio do &cido graxo poli-insaturado da membrana celular, formando um radical
de carbono. Este radical é estabilizado por um rearranjo molecular para formar um dieno
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conjugado (hidrocarboneto de cadeia aberta com dupla ligagdo entre os carbonos). Esta
reacao inicia uma cascata de reacdes via lipo-oxigenases, mieloperoxidases e ciclo-
oxigenases, que promoverdo a formacdo de novos radicais, ativagdo da cascata
inflamatoria via acido araquidénico, transtornos de permeabilidade celular e alteracfes
celulares téxicas no DNA (Ferreira e Matsubara, 1997; Lima e Abdalla, 2001).

Na reperfusdo, ocorre também a maior oferta de célcio intracelular, que ativa
proteases calcio-dependentes intracitoplasmaticas como a calpaina. Esta, ativa enzimas
lisossbmicas e a enzima fosfolipase A2, que degrada o acido araquidénico, dando origem
aos mediadores da inflamacg&o. Os leucotrienos podem ligar-se a receptores da
membrana celular de neutréfilos, levando a sua ativacdo e adesdo, provocando
vasoconstricdo, piorando a isquemia. Os tromboxanos provocardo também
vasoconstricdo, agregacao plaquetaria e de neutrofilos, prejudicando a microcirculacao
ja comprometida pela isquemia (Salahudeen, 2004; Silveira e Yoshida, 2004
Francischetti et al., 2010).

A estase leucocitaria observada na regido medular externa apds a reperfuséo
renal pode potencialmente estender as lesbes ocorridas durante a isquemia.
Adicionalmente a obstru¢do da microcirculacdo, leucécitos podem iniciar uma cascata
inflamatdria. Uma vez ativados, os leucdcitos liberam citocinas, proteases e mediadores
da injuria oxidativa, os quais tém importante papel na fisiopatologia da lesédo de células
epiteliais e subsequente disfuncao do 6rgédo (Sutton et al., 2002). Nas células que sofrem
danos mais graves, apoptose e necrose se desenvolvem, levando a morte celular
(Bonventre e Zuk, 2004; Sharfuddin e Molitoris, 2011).

2.3.3.1 Estresse oxidativo e a peroxidacéo lipidica

Com o grande potencial lesivo das espécies reativas de oxigénio, é de vital
importancia um controle entre a producéo destes compostos e sua degradacéo. Isto é
possivel devido a acdo de antioxidantes presentes no organismo, que removem e
mantém os niveis de ERO em baixas concentra¢gfes (Galvao, 2009). Os antioxidantes
gue fazem parte do sistema de defesa celular atuam em duas linhas: uma detoxificadora,

agindo antes que o agente cause lesdo (glutationa reduzida, superéxido dismutase,
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catalase, glutationa peroxidase e vitamina E) e outra com funcédo de reparar a lesédo
ocorrida (vitamina C, glutationa redutase e glutationa peroxidase) (Pagliuso et al., 2006).

A protecdo detoxificadora do organismo contra espécies reativas de oxigénio
conta com trés sistemas enzimaticos antioxidantes. O primeiro € composto por dois tipos
de enzimas SOD (superoxido dismutase), que catalisam a destruicdo do radical anion
superoéxido (O2’), convertendo-o em oxigénio (O2) e peroxido de hidrogénio (H202). O
segundo sistema de prevencao é formado pela enzima catalase que atua na dismutacao
do peroxido de hidrogénio em oxigénio e agua (Barreiros et al., 2006). O processo de
degradagdo do peréxido de hidrogénio tem papel fundamental, pois € a partir desta
espécie que se origina o radical hidroxila, iniciador da peroxidacao lipidica (Ferreira e
Matsubara, 1997; Galvao, 2009).

O terceiro sistema é composto pela glutationa (GSH), em conjunto com duas
enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px) e glutationa redutase (GSH-Rd). A glutationa é
0 mais importante antioxidante endégeno, que na forma reduzida (GSH) e por meio da
enzima glutationa peroxidase interage com os radicais, formando glutationa oxidada
(GSSG) e 4gua. A GSH-Px atua tanto sobre os peroxidos lipidicos como o peroxido de
hidrogénio, reduzindo-os na presenca de glutationa (fornecedora de hidrogénio)
(Barreiros et al., 2006; Pagliuso et al., 2006).

Com a isquemia e reperfusdo, pode haver quebra no equilibrio existente entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio e a capacidade antioxidante total do
organismo, gerando o estresse oxidativo. O acumulo desses radicais pode culminar em
alteragbes morfofuncionais e consequentemente morte celular (Pagliuso et al., 2006).

Com o desenvolvimento do estresse oxidativo, inicia-se a peroxidacao lipidica das
membranas celulares, como representado na figura 4. A reacéao de lipoperoxidagcéo tem
inicio com o sequestro do hidrogénio do &cido graxo poli-insaturado (LH) da membrana.
Este sequestro pode ser realizado pelo OH- ou pelo LO:- (radical alcoxila), com
consequente formacao do L- (radical lipidico). Na primeira equacédo de propagacéo, o L
reage rapidamente com o Oz, gerando LOO- (radical peroxila), que, por sua vez,
sequestrard novo hidrogénio do &cido graxo poli-insaturado, formando outra vez L na

segunda equacdao de propagacédo. O término da peroxidacgdo lipidica ocorre quando os
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radicais (L- e LOO) produzidos nas etapas anteriores propagam-se até destruirem-se a

si préprios (Ferreira e Matsubara, 1997; Lima e Abdalla, 2001).

Figura 4 - Representacéo esquemética das etapas de iniciagdo, propagacao e
terminacéo da peroxidagao lipidica.

LH + OH (ouLO’) ——> L'+ H,0 (ou LOH) Iniciacao

L° +0, —— D Propagacao
LH + LOO" — > L'+ LOOH Propagacao
9 o IES iy — > LOOL Terminacao
LOO  + LOO’ ———> LOOL + O, Terminacao

Fonte: Ferreira e Matsubara, 1997.

O processo de peroxidacao lipidica também pode ser catalisado por ions ferro,
pela converséo de hidroperoxidos lipidicos em radicais lipidicos altamente reativos, que
iniciam nova cadeia de reacdes (Ferreira e Matsubara, 1997; Lima e Abdalla, 2001).
Quelantes de ferro tém demonstrado bons resultados ao inibir as lesdes tubulares
provocadas pela isquemia fria e reperfusdo (Bartels-Stringer et al., 2003; Salahudeen,
2004).

A avaliacdo direta da participacdo dos radicais livres ndo € indicada em
decorréncia da instabilidade quimica destes compostos que sao altamente reativos. Para
avaliar o papel dos radicais livres nas lesdes, marcadores indiretos sao utilizados, como
a mensuracdo da atividade antioxidante (catalase, superoxido dismutase, glutationa
peroxidase) e subprodutos da peroxidacao lipidica (malondialdeido, F2-isoprostano entre
outros) (Lima e Abdalla, 2001; Galvao, 2009; Niki, 2013; Santos et al., 2013).

2.4 ALTERACOES TISSULARES A HISTOPATOLOGIA
A insuficiéncia renal aguda pode ser classificada em trés categorias: pré-renal,
renal e pos-renal. Com o transplante, o 6rgao sofre injdrias classificadas como pré-renais

durante o tempo em que € submetido a isquemia. No entanto, se o tempo de isquemia

for mantido, as células renais passam a sofrer lesbes em decorréncia da deplecéo de
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ATP, ficando susceptiveis ao desenvolvimento da IRA renal ou também chamada de
intrinseca (Kosieradzki e Rowinski, 2008; Sharfuddin e Molitoris, 2011; Puiggros, 2012).

Os achados histopatoldgicos estao relacionados aos mecanismos de lesdes
celulares, especialmente nos tubulos renais. Sob microscopia Optica e em condi¢des
fisiologicas, os tubulos normalmente apresentam uma espessa membrana basal, e estdo
separados entre si por um estroma intersticial discreto contendo capilares. Nas lesdes
tubulares, de forma geral, busca-se avaliar a presenca de cilindros, focos de
degeneracdo, regeneracdo e necrose. O intersticio deve ser examinado quanto a
presenca de edema, fibrose, inflamacéo ou a combinacao destes fatores (Vaden, 2004).

Os achados histoldgicos da lesédo isquémica mais comumente observados séo a
presenca do edema, congestao capilar e vacuolizacdo celular. Nas células do epitélio
tubular proximal, as alteracdes na borda em escova, o achatamento do epitélio tubular,
descamacdo celular na luz do tubulo com consequente desnudamento da membrana
basal, obstrucdo e dilatacdo tubular sdo frequentemente observados (Feitosa et al.,
2005; Devarajan, 2006; Tirapelli et al., 2009; Yurdakul et al., 2010). Por outro lado, os
glomérulos podem manter um aspecto histolégico proximo ao normal (Baker et al., 1985).

Picnose e caridlise sdo alteracbes morfolégicas nucleares que podem ser
consideradas irreversiveis. A ruptura da membrana plasmatica também € uma
modificacdo que demonstra a irreversibilidade da leséo, pois invariavelmente evolui para
a morte celular por necrose, situacdes que ndo podem ser distinguidas apenas pela
histopatologia (Padanilam, 2003; Feitosa et al., 2005).

As alteracOes observadas seréo tanto mais significativas quanto maior for o tempo
de isquemia fria seguido de reperfusdo a que o 6rgédo foi submetido. Ha, ainda, clara
influéncia de um longo tempo de isquemia fria no atraso da funcdo do enxerto, que
compromete a funcéo e a sobrevivéncia do 6rgdo transplantado (Salahudeen e May,
2008; Tirapelli et al., 2009; Pérez Valdivia et al., 2011; Van der Vliet et al., 2011).
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CAPITULO 3

3 EFEITO DA SUPLEMENTAQAO COM OLEO DE PEIXE RICO EM ACIDO GRAXO
POLI-INSATURADO OMEGA 3 NA AVALIAC}AO HISTOLOGICA E OXIDATIVA DE
RINS SUBMETIDOS A ISQUEMIA FRIA E REPERFUSAO - ESTUDO
EXPERIMENTAL EM RATOS

(Effect of supplementation with fish oil rich in fatty acid polyunsaturated omega 3 in
histological and oxidative evaluation of kidney submitted to cold ischemia and reperfusion

— experimental study in rats)

RESUMO

A lesédo renal por isquemia fria e os danos causados pela reperfuséo continuam sendo
um desafio no procedimento de transplante renal, devido ao risco de ocorréncia de
lesGes morfofuncionais momentaneas ou permanentes no 6rgao. Os beneficios dos
acidos graxos poli-insaturados 6mega 3 sédo estudados em diversas doencas de carater
agudo e cronico, devido as suas propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes,
antifibroticas, vasodilatadoras e antitrombogénicas. Neste estudo, objetivou-se comparar
0 estresse oxidativo e as alteracdes histopatoldgicas em rins de ratos Wistar submetidos
a isquemia fria seguida de reperfusdo em animais suplementados previamente por 30
dias com Oleo de peixe rico em dmega 3 e animais ndo suplementados. Os animais foram
submetidos a perfuséo fria in situ por 15 minutos e reperfusdo de 1 hora. Na avaliacao
do estresse oxidativo renal, os valores de superdxido dismutase (p<0,001), catalase
(p<0,05) e glutationa peroxidase (p<0,05) encontraram-se diminuidos no grupo tratado
em relacdo ao ndo tratado. Na histopatologia, observou-se que as lesdes encontradas
foram similares em todos os rins dos grupos submetidos a isquemia fria, independente
da suplementacao. Conclui-se neste estudo que o uso de 6leo de peixe rico em &acidos
graxos poli-insaturados 6mega 3 ndo conferiu nefroprotecédo ao insulto de isquemia fria
e reperfusao in situ.

Palavras-chave: Nutracéutico. Transplante renal. Perfuséo in situ. Estresse oxidativo.

Histopatologia.
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ABSTRACT

Renal injury due to cold ischemia and reperfusion damage remains a persistent problem
in renal transplant procedure. It causes temporary or permanent morphological and
functional lesions in the organ. Benefits of polyunsaturated omega 3 fatty acids has been
studied in several diseases of acute and chronic character, due to its anti—inflammatory,
antioxidant, antifibrotic, vessel dilator and antithrombogenic properties. The objective of
this study was to compare the oxidative stress and histopathological alterations in kidneys
of Wistar rats submitted to cold ischemia followed by reperfusion in animals pretreated
for 30 days with fish oil rich in omega 3 and non-supplemented animals. The animals
were subjected to in situ cold perfusion for 15 minutes and reperfusion for 1 hour. In the
evaluation of renal oxidative stress, the values of superoxide dismutase (p <0.001),
catalase (p <0.05) and glutathione peroxidase (p <0.05) were decreased in the treated
group, compared to the untreated. Histopathology revealed that the lesions were very
similar in all groups of kidneys subjected to cold ischemia, regardless of group (treated or
not).It is concluded that the use of fish oil rich in polyunsaturated omega 3 fatty acids did
not confer nephroprotection insult cold ischemia and reperfusion in situ.

Keywords: Nutraceutical. Kidney transplantation. In situ perfusion. Oxidative stress.
Histopathology.

3.1 INTRODUCAO

A familia 6mega 3, representada principalmente pelo acido eicosapentaenoico
(EPA) e acido docosahexaenoico (DHA), € composta por acidos graxos essenciais, poli-
insaturados, fundamentais na composicdo fosfolipidica da membrana plasmatica.
Desempenham func¢des nutricionais, estruturais e reguladora dos lipidios, atuando de
forma significativa na hemodinamica e oxigenagao, assim como na resposta inflamatoria
e controle de triglicerideos (Waitzberg, 2009). Sua utilizagcdo vém sendo estudada ha
cerca de 25 anos no tratamento de varias doencas renais de carater agudo e crbnico
como a doenca renal policistica, glomerulopatia membranosa, nefrectomia 5/6,

nefropatia diabética e lesdo renal isquémica (Fassett et al., 2010).
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Durante o transplante renal, o periodo isquémico pode comprometer negativamente
a taxa de filtracdo glomerular, considerando-se que a arquitetura celular altamente
diferenciada dos rins é dependente de um metabolismo aerdbio primario intenso (Sutton
et al.,, 2002; Bonventre e Yang, 2011; Sharfuddin e Molitoris, 2011). Porém, a
preservacado da funcdo do enxerto renal é de crucial importancia, sendo entdo alvo de
muitos estudos que visam melhores resultados (Mitchell et al., 2010; Yurdakul et al.,
2010; Bon et al., 2012).

Um dos eventos mais precocemente observados com a isquemia é a reducéo dos
niveis intracelulares de ATP, que expde principalmente o tubulo proximal e a alga
ascendente espessa de Henle, areas mais susceptiveis do néfron por apresentarem
elevado consumo energético (Andrade et al., 2004). A resposta inflamatoria também é
apontada como um importante evento, tendo a participacdo de células endoteliais,
epiteliais e leucocitos (Bonventre e Zuk, 2004; Francischetti et al., 2010). Metabdlitos do
acido araquidbnico atuam como mediadores quimicos e agentes quimiotaticos neste
processo (Francischetti et al., 2010).

Apoés a isquemia, a reperfusao tecidual, ainda que fundamental para minimizar
maiores danos, promove a circulacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) durante o
restabelecimento do fluxo sanguineo (Bulkley, 1987; Evora et al., 1996; Kumar, 2012).
Quando em grande concentracdo, estes radicais esgotam as defesas antioxidantes do
organismo, gerando o estresse oxidativo, que culmina em destruicdo das membranas
celulares pela peroxidacéo lipidica e morte celular (Pagliuso et al., 2006).

O aumento nos niveis de EPA e DHA concomitante a reducéo na incorporacao de
acido araquidénico nas membranas celulares renais diminui a disponibilidade deste
substrato para producdo de eicosanoides inflamatorios, como prostaglandinas,
leucotrienos, tromboxanos e citocinas pré-inflamatérias nos tecidos periféricos (Clark et
al., 1991, Waitzberg, 2009). Ressalta-se também seu efeito antitrombogénico (Woodman
et al., 2003), culminando em menor agregacao plaquetaria.

Uma vez que nao existem trabalhos avaliando a utilizacdo de émega 3 pré-
transplante renal, o objetivo deste estudo foi avaliar o estresse oxidativo e a
histopatologia de rins de ratos submetidos a isquemia fria e reperfusdo, sob efeito da
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suplementacao oral de 6leo de peixe rico em acidos graxos poli-insaturados 6mega 3,

visando a nefroprotecao.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Animais

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animais (CEUA)
da Pontificia Universidade Catélica do Parana (PUCPR), sob namero de registro 742
(Anexo A). Ap6s ciéncia do Comité de Etica da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia — UNESP, Botucatu, o experimento foi conduzido nas dependéncias desta
Universidade, em parceria com a Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB).

Foram utilizados 28 ratos Wistar, machos adultos, pesando entre 400 e 450g,
acondicionados em gaiolas com agua e comida ad libitum, com temperatura de 23°C,
umidade e ciclo dia-e-noite (12 horas) controlados.

O experimento constituiu um ensaio clinico transversal, aleatorizado e descritivo,
sendo as andlises histopatologicas e metabdlicas realizadas de modo duplo-cego. Os
animais foram divididos em trés grupos: G1, G2 e G3. O G1 foi o grupo controle,
composto por 8 animais sadios que ndo foram suplementados nem submetidos a
isquemia fria e reperfusdo. O G2 foi formado por dez animais que foram submetidos a
leséo de isquemia renal fria e reperfusdo, sem qualquer suplementacao prévia. O G3 foi
composto por dez animais que receberam suplementagdo com 6leo de peixe durante 30

dias prévios ao procedimento de isquemia renal fria e reperfusao.

3.2.2 Oleo de peixe

Para a suplementacdo dos animais, foi utilizado 6leo de peixe comercial' em
capsulas. Cada capsula continha 0,3 g de acidos graxos poli-insaturados marinhos,
sendo 0,2g de 6mega 3 EPA (&cido eicosapentaenoico) e 0,1g de dmega 3 DHA (acido
docosahexaenoico) — Propor¢cdo EPA:DHA de 2:1 (Anexo B). O 6leo foi administrado por

1Sundown — Fish Qil 1000mg®.
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via oral na dose de 2g.Kg' de peso corporal ao dia. Imediatamente antes da
administracdo, o Oleo era retirado da capsula por meio de seringa agulhada estéril e
administrada diretamente na boca dos animais. A medicacéo utilizada foi armazenada

ao abrigo da luz e em temperatura ambiente.

3.2.3 Procedimento cirurgico

Para realizagcdo do procedimento de isquemia e reperfusao renal, a inducao
anestésica dos animais foi realizada com associacdo de cloridrato de quetamina?, na
dose de 50 mg.Kgt e 10 mg.Kgde xilazina3, via intramuscular. A manutencéo foi feita
com mascara e inalacdo de isofluorano? na concentracdo de 2,5%, utilizando-se
vaporizador calibrado. A monitorizacdo da frequéncia cardiaca e saturacdo de oxigénio
foi realizada com doppler e oximetria de pulso, respectivamente. Apds tricotomia
abdominal, os animais foram fixados a mesa operatdria aquecida (36-37°C), em decubito
dorsal, sendo entdo executada antissepsia da regido com iodopovidine, colocacédo de
campos cirargicos e incisdo mediana xifopubiana. A cirurgia foi realizada com
magnificacdo Optica de 5X, com auxilio de microscépio Optico. A perfuséo renal fria foi
realizada em ambos os rins, para isso, aorta abdominal e veia cava caudal foram isoladas
com cadarco vascular de silicone imediatamente cranial (de forma isolada) (figura 5A) e
caudal (de forma agrupada) (figura 5B) a insercdo da artéria mesentérica e das artérias
e veias renais. O cadar¢o vascular foi inserido em um fragmento de sonda uretral,
tracionado e ocluido com micro clamp vascular tipo bulldog. A artéria mesentérica foi
seccionada e sua extremidade distal ligada. Pela porcédo proximal, um cateter vascular
22G?> foi inserido e um orificio puntiforme com o mandril foi feito na veia renal esquerda,
para perfusdo e drenagem da solucédo fria, respectivamente. A perfusdo renal foi
realizada in situ (figura 6) com a utilizacéo da solugdo Euro-collins® heparinizada’ a 4°C,

2Ketamina 50® 50 mg.mL%, soluc&o injetavel esterilizara Holliday.
3Anasedan® 20mg.mL™, solucéo injetavel esterilizara Vetbrands.
4soflurano® 1mL.1mL™, solug&o inalatéria BioChimico.

SBD Angiocath™,

5Solugdo Euro-Collins®, frasco com 1000mL Fresenius Kabi.
"Heparina sodica® 5000 Ul.mL™, solugio injetavel esterilizara Ariston.
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a qual foi preparada e homogeneizada imediatamente antes do uso. A taxa de perfuséo
foi mantida em 1mL.min? através de bomba® de infusdo continua, por cerca de 15
minutos. Ao final, com os rins visivelmente pélidos (figura 7), o cateter foi removido e a
artéria mesentérica ligada. A fim de padronizar o estudo, aqueles rins que ao final da
perfusdo ndo se encontravam completamente palidos foram excluidos da amostra.

O orificio da veia renal esquerda foi ocluido com cola cirtrgica®. Os clamps
vasculares caudais e craniais foram entdo removidos, nesta ordem, permitindo a
reperfusdo do 6rgdo. O fechamento da parede abdominal foi realizado em dois planos,
com sutura continua nos planos musculares e sutura de pele com pontos isolados
simples, ambas com fio ndo absorvivel sintético de nylon 4.0%°.

No poés-operatdrio imediato, todos os animais receberam 3,0 mL de solucéo de
cloreto de sédio a 0,9%? por via intraperitoneal e dipirona sédica'’?para analgesia, na
dose de 8 mg.Kgt, por via subcutanea, sendo mantidos com mascara e fluxo de oxigénio

de 1L/min e doppler vascular para monitorizagéo de frequéncia cardiaca.

Figura 5 - Clampeamento da artéria aorta abdominal (seta cheia) e veia cava caudal (seta pontilhada)
cranialmente a artéria mesentérica (A)’; e caudalmente de forma agrupada (ponta de seta) (B).

8 Bomba de seringa ST 680, Samtronic Infusion Systems.
SN-butil cianocrilato — Vetbond™ 3M.

10 Safil® Green B/Braum.

11 Cloreto de sédio 0,9%® frasco com 10mL Samtec.

12 D-500® 500mg.mL%, solugdo injetavel esterilizada Fort Dodge.
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Figura 6 - Perfuséo renal in situ com insercdo de cateter 22 G na artéria
Mesentérica (ponta de seta) e presenca de pontos de isquemia apds inicio da
erfusdo (asterisco

4

/ ._*l', . .’-
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Figura 7 — Rins visivelmente palidos ao término da infusdo vascular fria.
P o Ty
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3.2.4 Eutanésia dos animais

A eutanasia de todos os animais foi realizada ap6s 1 hora de reperfusao renal,
fazendo-se uso da associacédo de cloridrato de quetamina'® (50mg.Kg?) e xilazina'#
(10mg.Kg?) intramuscular no caso de animais despertos, seguido por isofluorano
inalatério’®, até o momento de registro de parada cardiorrespiratéria. Em animais ainda
inconscientes, utilizou-se apenas isofluorano inalatorio.

Apos a eutanésia e nefrectomia, os rins foram seccionados longitudinalmente,
sendo uma das metades acondicionada em freezer -80°C, para avaliacdo do estresse

oxidativo e a outra metade em formaldeido 10%, destinada a andlise histopatoldgica.

3.2.5 Estudo do estresse oxidativo renal

Dos fragmentos teciduais renais congelados a -80°C, 200mg foram
homogeneizadas em Potter Elvehjem, com pistilo de teflon, na presenca de tampéao
fosfato de sédio (0,01M) pH 7,0. Os homogeneizados foram centrifugados a 12.000 xg,
por 15 minutos, a -4°C (Pereira et al., 1998). O sobrenadante foi utilizado para as

determinacdes da atividade das enzimas antioxidantes.

3.2.5.1 Determinacao da atividade da glutationa peroxidase (GSH-Px — EC 1.11.1.9)

A atividade da glutationa peroxidase foi determinada segundo método de
Nakamura et al. (1974), na presenca de peroxido de hidrogénio. A mistura de reacao foi
preparada com tampéo fosfato de sodio, NADPH2, azida sodica, EDTA, glutationa
reduzida (GSH) e glutationa redutase. Através da oxidacdo do NADPH:2 a 340nm na
presenca da glutationa redutase, a qual catalisa a reducdo da glutationa oxidada
(GSSG), determinou-se a atividade da GSH-Px.

13 Ketamina 50® 50 mg.mL, solucdo injetavel esterilizara Holliday.
1 Anasedan® 20 mg.mL?, solugéo injetavel esterilizara Vetbrands.
15 1soflurano® 1mL.1mL™%, solucéo inalatdria BioChimico.
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3.2.5.2 Determinacao da atividade da superoéxido dismutase (SOD — EC 1.15.1.1)

A atividade da superoxido dismutase foi determinada pela técnica de Ewing e
Janero (1995), tendo como base a capacidade da enzima em inibir a reducdo do
nitroblue-tetrazélico (NBT) por radicais livres gerados pela hidroxilamina em meio
alcalino (pH 10). A hidroxilamina gera fluxo de Oz do NBT para blue-formazana em
temperatura ambiente. Quando a amostra foi adicionada, a velocidade de redugédo do
NBT foi inibida, conforme a porcentagem de SOD presente na amostra.

3.2.5.3 Determinacao da atividade da catalase (EC 1.11.1.6)

A atividade da catalase foi determinada em tampéao fosfato pH 7,0, utilizando
0,5mL de amostra e peréxido de hidrogénio (30%). As leituras foram realizadas a 240nm
(Aebi, 1974).

3.2.6 Andlise histopatoldgica

Os rins conservados em solucdo de formaldeido 10% passaram por processo de
inclusdo em parafina quente, para realizacao de cortes de 4-5 mm por microtomia. Os
fragmentos foram identificados, colocados em laminas de vidro e receberam a coloracéo
de hematoxilina-eosina (HE).

As laminas foram lidas através de microscopia Optica, por patologista que
desconhecia os protocolos de suplementacao utilizados no estudo.

A andlise histopatoldgica foi realizada adaptando-se aos critérios de Goujon et al.
(1999), aplicados para avaliacdo das alteracdes sugestivas de necrose tubular aguda,
utilizando-se 7 critérios passiveis de observacdo a microscopia oOptica: vacuolizacdo
citoplasmatica apical, descolamento celular, necrose tubular, presenca de material
eosinofilico na luz do tabulo, infiltrado inflamatorio, dilatacdo e congestdo. Este critérios
foram graduados em escores conforme a abrangéncia das lesdes: 1 - nenhuma
anormalidade, 2 - lesdes afetando 10% ou menos dos rins, 3 - lesdes afetando 25% dos

rins, 4 — lesdes afetando 50% dos rins e 5 - 75% ou mais de lesao renal.
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3.2.7 Anélise estatistica

Para a comparacdo das enzimas e andlise do estresse oxidativo foi utilizado o
teste ANOVA (one-way) seguidos do Teste de Bonferroni para comparagdo entre
médias. O teste de normalidade utilizado foi Kolmogorof-Smirnoff e os dados estao
apresentados em média e desvio padréo. Foi utilizado o nivel de a=0,05.

Para a analise dos critérios histopatoldgicos foi utilizado o teste ndo paramétrico
de Mann Whitney e os dados estdo apresentados em mediana, com nivel de a=0,05.
Para analise de todos os dados foi utilizado o software GraphPad Prism, 5.0, California,
EUA.

3.3 RESULTADOS

Utilizando a técnica cirurgica descrita, o indice de mortalidade foi de 30%. Com a
modificacdo da técnica, a perfusdo renal pela artéria mesentérica foi considerada um
modo eficiente para reproduzir a isquemia e reperfuséo, conferindo palidez renal.

Com relacdo a analise histopatoldgica, na avaliagdo individual de cada critério e
comparando o0s grupos de animais ndo tratados (G2) com animais tratados com 6leo de
peixe rico em 6mega 3 (G3), foi possivel observar que ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) entre os grupos. Os escores atribuidos a cada um dos critérios em seus
respectivos grupos encontram-se descritos no Apéndice A. As medianas obtidas em
cada critério nos grupos suplementados e ndo suplementados, encontram-se

apresentadas no quadro a seguir.

Quadro 1 - Medianas dos escores correspondentes a
cada critério avaliado nos grupos suplementados (G3)
e ndo suplementados (G2).

Grupo
Critério ez G3
Vacuolizagdo 4,5 3,5
Necrose tubular 3,5 3
Descolamento 3,5 3
Dilatacéo 1 1
Material eosinofilico 4.5 4
Inflamacéo 1 1
Congestao 4 4,5
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Fotomicrografias das lesdes histopatolégicas tubulares observadas estdo

exemplificadas nas figuras 8 e 9 a seguir.

Figura 8 — Fotomicrografia de rins de ratos Wistar submetidos & isquemia fria e reperfusdo, com
suplementagdo de dmega 3. A - Acimulo de material eosinofilico na luz tubular (seta cheia) (HE / 20x). B
tubular aguda

Figura 9 — Fotomicrografia de rins de ratos Wistar submetidos & isquemia fria e reperfusdo, com
suplementacdo de 6mega 3. A - Congestao (seta pontilhada) (HE / 40x). B — Vacuolizagdo das células

Na avaliagdo do estresse oxidativo, os valores encontrados para a enzima

superoxido dismutase apresentaram diferenca estatistica entre todos o0s grupos
analisados, como pode ser observado de acordo com a figura 10. O valor da enzima
superoxido dismutase foi mais elevado (p<0,001) no grupo G1 (4,149 * 0,2386 nmol/mg
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tecido), seguido pelos valores de G2 (2,739 = 0,1738 nmol/mg tecido) e G3 (2,439 +
0,3040 nmol/mg tecido).

Figura 10 - Concentracdo renal (nmol/mg) da enzima
superoéxido dismutase no grupo controle (G1) e nos grupos
submetidos a isquemia renal fria e reperfuséo,
suplementados (G3) e ndo suplementados com AGPI
Omega 3. Letras diferentes p<0,001. As barras representam
média e desvio padréo.

5= a

()
0 41+ =
© e
= 0 e
S5 SRn b
£5 S C
o 9 31 EiEsEs

+ e
a e R L -

=2 o " )
o £ e e
T £ 2+ Essmmnes -ﬂ:-"-ﬂ:'-'-ﬂ:
== e R
3 8 S aama e
o SR e
5 e .l.l.l.l.l.l.l.
o1 B e
> E E .
? L I

C ] T T
o o o

Comparando os valores de glutationa peroxidase pode-se observar, de acordo
com a figura 11, que houve diferenca significativa em relacdo a todos os grupos
analisados, sendo que G1 (20,12 + 2,061 nmol/mg tecido), representado por animais
higidos, apresentou os menores valores. O grupo G2 (29,73 = 3,515 nmol/mg tecido),
gue sofreu isquemia fria e reperfuséo obteve os valores mais altos; enquanto o G3 (24,44
+ 1,586 nmol/mg tecido), com animais suplementados com Oleo de peixe foi
significativamente menor que G2.

Analisando os valores de catalase, pode-se observar que também houve
diferenca significativa em relacéo a todos os grupos, de acordo com a figura 12. O grupo
G1 apresentou o valor mais baixo de catalase (11,60 = 3,904 umol/g tecido) e o G2
apresentou o valor mais alto (52,88 + 19,88 umol/g tecido). O grupo G3 obteve um valor

significativamente mais baixo (28,99 + 6,587 umol/g tecido) em relacdo ao G2.
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Figura 11 - Concentracdo renal (nmol/mg) da enzima
glutationa peroxidase no grupo controle (G1), e nos grupos
submetidos & isquemia renal fria e reperfusdo,
suplementados (G3) e ndo suplementados (G2) com AGPI
Omega 3. Letras diferentes p<0,05. As barras representam
média e desvio padrao.
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Figura 12 - Concentracéo renal (umol/g) da enzima catalase
no grupo controle (G1), e nos grupos submetidos a isquemia
renal fria e reperfusdo, suplementados (G3) e néo
suplementados (G2) com AGPI dmega 3. Letras diferentes
p<0,05. As barras representam média e desvio padrao.
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3.4 DISCUSSAO

Para o estudo das lesbes decorrentes das etapas de isquemia e reperfusao diversos

modelos experimentais tém sido utilizados. S&do mais frequentes na literatura estudos
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envolvendo isquemia quente, o que reflete a praticidade da técnica (Yurdakul et al., 2010,
Meyer et al., 2011, Cong et al., 2013). Outros autores avaliam a nefroprotecao a isquemia
utilizando a técnica de resfriamento, como Allam et al. (2010), cuja hipotermia foi
realizada por meio da circulacao de agua fria por uma bolsa ao redor do rim e Santos et
al. (2013) que utilizaram solugéo salina congelada em volta do rim clampeado.

Huang et al. (2003) descreveram um modelo experimental de transplante renal em
ratos Wistar, com o auxilio de microscopio cirargico para a realizacdo das anastomoses
vasculares. Porém, a curva de aprendizado para esta complexa técnica microcirirgica
envolvendo o autotransplante pode resultar em possiveis alteragfes decorrentes de
estenoses no sitio da anastomose vascular. Esta interferéncia negativa comprometeria
a qualidade dos resultados finais.

Portanto, para a reproducéo experimental do transplante renal inter-vivos optou-se
pela técnica de isquemia e reperfusdo renal in situ. Esta técnica possibilitou uma
aproximacdo da realidade cirdrgica dos transplantes, permitindo avaliar isquemia e
perfusao renal fria com solucéo especifica (Euro-Collins), além da reperfuséao.

Existem alguns modelos experimentais in situ descritos. Regner et al. (2010)
realizaram infusd@o renal por meio de agulha 27G inserida na artéria renal. Takada et al.
(1997) e Saba et al. (2008) descreveram uma técnica experimental semelhante a
utilizada em nosso estudo, com a oclusdo do fluxo da aorta abdominal e perfusao
realizada pela aorta com o fluxo sendo drenado pela veia renal esquerda.

No presente estudo, a perfusdo realizada por meio da artéria mesentérica foi o
mecanismo utilizado com finalidade de evitar lesdes na artéria renal ou aorta abdominal
gue pudessem causar comprometimento da reperfusdo do 6rgdo. Apoés realizada a
perfusdo, esta artéria foi ligada, sem prejuizos ao animal, que foi submetido a eutanasia
1 hora apés ao procedimento. Além disso, o cateter com menor didmetro disponivel no
pais (24G) apresenta didmetro proximo aos vasos em questdo, sendo incompativel com
as técnicas de cateterizacdo descritas por outros autores (Regner et al., 2010).

A infusdo vascular fria pela artéria mesentérica mostrou-se um procedimento eficaz,
com os rins tornando-se palidos rapidamente e de modo uniforme. No modelo
experimental utilizado, destaca-se também a manutencdo do rim contralateral, sem

necessidade de nefrectomia, tendo-se em vista que a realizagdo do procedimento de
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perfusao foi realizado em ambos os rins. Isto difere de outros métodos experimentais de
isquemia renal, onde h&a a necessidade de nefrectomia para que o rim ndo submetido a
isquemia ndo interfira nos resultados (Percéario, 2010; Regner et al., 2010), tendo como
desvantagem a imediata perda de 50% do total de massa renal funcional.

O tempo de 15 minutos de perfusao, estabelecido por um estudo piloto, foi suficiente
para que a solucdo infundida tornasse o rim palido a observacdo, sugerindo total
remocao sanguinea do 6rgdo e com menor mortalidade. Nesse estudo, o tempo de
reperfusao foi inicialmente estabelecido em 6 horas; porém, o indice de mortalidade foi
alto e os animais sobreviventes apresentavam bradicardia no pds-operatério,
consequentemente comprometendo a reperfusdo renal. A eutanasia realizada com 1
hora de reperfusdo reduziu o indice de mortalidade para 30%. Nossos dados diferem
daqueles relatados por Saba et al. (2008), que realizaram 40 minutos de perfusdo ap6s
clampeamento da aorta abdominal e 18 horas de reperfusdo, sem relatos de 6bitos.

O tempo entre o clampeamento dos vasos e o inicio da perfusao vascular fria com
solucdo de Euro-Collins ndo excedeu 3 minutos, como observado nos procedimentos de
transplante renal inter-vivos (Snoeijs et al., 2011).

A dose de dleo de peixe utilizada baseou-se em experimentos anteriores em ratos
(Mosko, 2013). Conforme levantamento realizado por Fassett et al. (2010), existem ainda
muitas duvidas entre os pesquisadores em relacéo a dose utilizada, a proporcéo de DHA
e EPA utilizada, ao tempo de tratamento e ao tamanho das amostras populacionais
estudadas.

No estudo das alterac¢des histologicas, a fim de evitar uma analise subjetiva e sem
critérios pré-estabelecidos, tendo em vista que no rim submetido a isquemia/reperfuséo
as estruturas mais afetadas sao as células tubulares, optou-se pela adaptacdo da escala
de Goujon et al. (1999) para a padronizacao das lesdes observadas.

Embora exista uma grande diversidade de métodos de andlise histopatoldgica (De
Cock et al., 2004; Sabbagh et al., 2011), de acordo com Tirapelli et al. (2009), para a
avaliacdo da lesdo renal pos-isquémica a analise proposta por Goujon et al. (1999)
permite maior acuracia e descricdo do grau da lesdo de forma mais detalhada.

Os dados encontrados na analise histologica estdo de acordo com o observado

por Mosko (2013), que n&o encontrou diferengas significativas entre rins de ratos Wistar
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suplementados com 6leo de peixe e ratos ndo suplementados, submetidos a isquemia
renal quente e eutanasia em 24 horas, sob os critérios de Goujon et al. (1999).

No presente estudo, pbde-se observar ainda que os critérios de dilatacdo e
inflamagé&o apresentam-se qualificados com escore 1 (nenhuma anormalidade) em todos
0s animais submetidos a isquemia fria e reperfuséo, tratados com 6leo de peixe ou nao.
Ja no estudo desenvolvido por Mosko (2013), todos os animais submetidos a isquemia
guente, eutanasiados com 24 horas e 30 dias ap0s a lesdo, apresentavam no critério
dilatacdo os escores variando de 2 (lesdo afetando 10% ou menos do rim) a 3 (leséo
afetando 25% do rim). No critério inflamagéo, Mosko (2013) encontrou escore 1 em todos
0s animais eutanasiados com 24 horas apés a leséo. Estas observacfes podem ser
explicadas pela precocidade da analise. De acordo com Jablonski et al. (1983), a
verdadeira extensdo da lesao pode ser vista de 24 a 72 horas ap0s a reperfusdo. Como
esperado, resultados normais para alguns critérios foram encontrados neste estudo, em
gue a eutanasia foi realizada com 1 hora de reperfuséao.

Na avaliacdo do estresse oxidativo, os valores de catalase e glutationa peroxidase
nos animais suplementados com 6leo de peixe (G3) apresentaram-se abaixo daqueles
encontrados nos animais ndo suplementados (G2). A menor atividade enzimética no
grupo suplementado reflete a falta de prote¢céo contra a agressao oxidativa, tornando as
células predispostas a peroxidacao lipidica.

A expressao da enzima superéxido dismutase (SOD) é regulada pela presenca de
radicais superéxidos. Uma vez que a producdo de superdxidos estd aumentada na
sindrome de isquemia e reperfusdo (Zhan et al., 2004), é esperada uma alta atividade
enzimatica. No entanto, a atividade enzimatica dos animais que sofreram isquemia e
reperfusdo (G2 e G3) foi diminuida em relacdo ao grupo controle, sugerindo uma
inabilidade destes animais em montar uma resposta satisfatoria.

Alguns autores sugerem ainda, que o motivo dessa queda na atividade enzimatica
seja devido ao sequestro dos radicais superéxidos pelo éxido nitrico e inativacdo via
nitracdo da tirosina e oxidacdo de residuos da tirosina (Zhan et al., 2004; Saba et al.,
2008; Mitchell et al., 2010).

Os valores encontrados em SOD neste estudo estdo de acordo com o observado

por Yun et al. (2009), em gque os autores compararam ratos submetidos a isquemia e
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reperfusdo com animais submetidos ao pré ou pos-condicionamento isquémico. Nesse
estudo, os valores de SOD nos animais que sofreram isquemia e reperfusao estavam
abaixo daqueles encontrados nos animais do grupo controle, assim como nesta
pesquisa.

Em outro estudo avaliando a interferéncia de um polissacarideo obtido a partir de
raizes de Dipsacus asperoides na isquemia e reperfusao renal induzida em ratos, Cong
et al. (2013) também observaram uma reducao significativa nos valores de SOD nos
grupos submetidos a I/R em relagdo aos animais sadios e tratados, tanto na avaliagdo
sorolégica como na tecidual.

A queda na atividade da SOD nos animais suplementados com 6leo de peixe (G3)
sugere que a suplementacdo conferiu menor potencial antioxidante contra a agresséo
oxidativa induzida pela isquemia e reperfusao.

De acordo com El-Demerdash et al. (2013), o aumento da producgdo de espécies
reativas de oxigénio que ndo sao adequadamente neutralizadas pelos mecanismos
antioxidantes resulta em estresse oxidativo e estas sdo potencialmente danosas ao
tecido, sendo a peroxidacao lipidica uma consequéncia da deplecédo nos valores das
enzimas antioxidantes, que tem papel fundamental na defesa celular contra radicais
livres.

Em estudos anteriores, evidéncias apontam os efeitos benéficos na administracéo
de acido graxo 6mega 3 em pacientes com altera¢cdes renais (Holm et al., 2001; Lauretani
et al.,, 2009; Fasset et al., 2010; Palaniswamy et al., 2013). Fernandes et al. (2012)
observaram efeito benéfico ao comparar ratos submetidos a nefrectomia 5/6 e
suplementados com diferentes dietas. Nesse estudo, a dieta com Oleo de peixe
significativamente reduziu as lesdes histologicas, melhorou a funcéo renal e retardou a
progresséao da doenca renal crénica experimental. No entanto, os beneficios da utilizacédo
de 6mega 3 tém sido relatados em lesdes cronicas, progressivas, de carater inflamataorio,
com patofisiologias diferentes da observada neste estudo, representado por alteracées
agudas.

Existem ainda, algumas preocupac¢des em relacdo a utilizacdo de AGPI devido a
seu alto grau de insaturacao, o que torna as membranas celulares mais susceptiveis a

peroxidacdo lipidica por acdo de radicais livres. Os aldeidos formados a partir da
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peroxidacado lipidica de AGPI, tais como 4-hidroxynonenal e 4-hydroxyhexenal sao
altamente reativos e oxidativos, podendo desencadear a apoptose, além de exercer
efeito citotéxico devido a acdo sobre proteinas. Estes aldeidos tém ainda o potencial de
prejudicar a fungdo mitocondrial via alteragéo do metabolismo da glutationa, induzindo o
estresse oxidativo (Al-Gubory, 2012).

De acordo com Ibrahim et al. (1999), um efeito pro-oxidante foi observado na alta
ingestdo de 6leo de peixe por ratos, sugerindo que os lipidios da dieta tem importante
papel na determinacéo da susceptibilidade celular ao estresse oxidativo.

O dleo de peixe é ainda bastante sensivel a luz e oxigénio, com risco de sofrer
oxidacdo lipidica quando mal armazenado, levando a formacéo de malondialdeido e 4-
hidroxi-2-nonenal, capazes de realizar ligacées covalentes com os acidos nucléicos. No
presente estudo, o0 manejo de administracdo do 6leo de peixe nado interferiu com o
resultado final, uma vez que o 6leo foi administrado aos animais imediatamente apés
retirado da capsula de forma estéril. O armazenamento do 6leo também foi realizado de
forma correta, conforme orientacdes do fabricante. Além disso, de acordo com Pacheco
(2005), a oxidacéo dos acidos graxos EPA e DHA ocorre entre 3 a 5 dias de contato com
0 oxigénio e abrigados da luz.

Ramezani et al. (2011) estudaram dois grupos de pacientes receptores de
transplante renal, um grupo suplementado com 6g/dia de 6mega 3 e outro grupo
utilizando placebo. Foram realizadas avaliacbes na concentracédo de 8-isoprostano nos
momentos pos-operatério imediato, no terceiro e sexto més; e os autores concluiram que
o0 uso de 6mega 3 administrado ndo apresentou nenhum efeito benéfico no estresse
oxidativo de pacientes transplantados.

Ainda, Khosroshahi et al. (2013), avaliando o efeito da suplementacéo de 6mega
3 no perfil lipidico e na peroxidacdo lipidica em 30 pacientes apds receberem o
transplante renal, concluiram que o estudo do 6mega 3 ndo demonstrou efeito benéfico
no perfil e peroxidacgao lipidica.

Deste modo, os resultados encontrados neste estudo corroboram as informacgdes
fornecidas por estudos anteriores (Ramezani et al., 2011; Khosroshabhi et al., 2013), nos
quais o dGmega 3 nao ofereceu efeito benéfico. Ressalta-se ainda que a administracao

de 6leo de peixe rico em acidos graxos poli-insaturados dmega 3 teve efeito deletério
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guando comparado aos animais que nao foram suplementados, evidenciado pela

diminuicdo da atividade das enzimas antioxidantes.

3.5 CONCLUSAO

Pode-se concluir a partir deste estudo, que a suplementacéo de 2g.Kg? de 6leo
de peixe rico em acidos graxos poli-insaturados 6mega 3 em ratos Wistar submetidos a
isquemia renal fria seguida de reperfusado, ndo conferiu protecéo renal quanto a agressao
oxidativa, aumentando a predisposi¢do a peroxidacao lipidica.

Concluiu-se ainda, que o uso de AGPI-n3 ndo ofereceu nefroprotecdo quanto as

lesBes histologicas tubulares de isquemia e reperfuséo.
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CAPITULO 4

4 CONCLUSAO GERAL

Concluiu-se que a suplementacdo com Oleo de peixe rico em AGPI-n3 néo
ofereceu protecdo renal aos animais tratados, aumentando a predisposicdo a
peroxidacao lipidica. Estes resultados demonstram que o uso do &cido graxo 6mega 3
como nutracéutico profilatico nas condi¢cdes avaliadas neste estudo nao trard beneficios

ao paciente, podendo agravar a lesédo oxidativa renal existente.
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APENDICE A - TABULACAO DOS ESCORES DE LESAO HISTOPATOLOGICA TUBULAR NOS GRUPOS G2 E G3

G2 - Nao Suplementados

- Vacuolizagédo l\tljglrﬁ:f Descolamento Dilatacao eosit]/l::ilico Inflamagao Congestao
R1 5 4 5 1 2 1 5
R2 3 3 5 1 3 1 5
R3 4 3 3 1 3 1 1
R4 4 4 2 1 3 1 1
R5 5 3 4 1 5 1 5
R6 5 4 3 1 4 1 4
R7 4 4 2 1 5 1 5
R8 4 3 3 1 5 1 3
R9 5 3 5 1 5 1 4
R10 5 4 5 1 5 1 4

Legenda: 1 — nenhuma anormalidade; 2 — lesdo afetando 10% ou menos do rim; 3 — leséo afetando 25% do rim; 4 — lesédo afetando 50% do rim; 5
— lesdo afetando 75% ou mais do rim.
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APENDICE A - TABULACAO DOS ESCORES DE LESAO HISTOPATOLOGICA TUBULAR NOS GRUPOS G2 E G3

(continuacao)

G3 - Suplementados
- Vacuolizagéo Necrose Descolamento Dilatag&o .Mat. . Inflamagéo Congestéo
L tubular eosinofilico
R1 3 4 4 1 3 1 5
R2 3 5 3 1 3 1 4
R3 3 3 3 1 4 1 5
R4 3 3 5 1 3 1 5
R5 3 5 5 1 4 1 5
R6 4 3 5 1 4 1 5
R7 4 3 4 1 3 1 4
R8 5 3 3 1 4 1 2
R9 4 2 2 1 5 1 2
R10 5 3 2 1 4 1 1
R11 3 3 2 1 3 1 5
R12 5 3 2 1 4 1 4

Legenda: 1 — nenhuma anormalidade; 2 — lesdo afetando 10% ou menos do rim; 3 — les&o afetando 25% do rim; 4 — lesdo afetando 50% do rim; 5
— leséo afetando 75% ou mais do rim.
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APENDICE B - VALORES DE CATALASE EM pmol/g TECIDO NOS GRUPOS:
CONTROLE, SUPLEMENTADOS E NAO SUPLEMENTADOS

Controle Suplementados N&o Suplementados
8,76382 24,7727 56,1659
16,35 29,7273 40,4536
6,88421 26,6751 59,1855
6,7772 23,7339 104,505
15,8958 17,9307 57,1456
10,381 38,8609 69,3636
13,4845 28,9289 39,7244
14,2617 33,8641 30,2178
38,5354 40,4536
26,8473 34,8402
48,5545
53,9604
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APENDICE C - VALORES DE GLUTATIONA PEROXIDASE EM nmol/mg DE TECIDO
NOS GRUPOS: CONTROLE, SUPLEMENTADOS E NAO SUPLEMENTADOS

Controle Suplementados N&o Suplementados
17,4966 23,1311 26,4325
19,5518 24,105 30,9251
20,8628 25,3142 28,1164
23,5915 22,9794 25,1266
17,5766 22,7253 27,0434
21,54 22,5912 35,4406
19,3282 24,8793 29,7593
21,0262 25,7432 31,5566
27,3244 32,7618
25,5959 35,4665
26,7833
27,3137

56



APENDICE D - VALORES DE SUPEROXIDO DISMUTASE EM nmol/mg DE TECIDO
NOS GRUPOS: CONTROLE, SUPLEMENTADOS E NAO SUPLEMENTADOS

Controle Suplementados N&o Suplementados
4,17044 2,1513 2,95458
4,01627 2,80275 2,83477
3,75401 2,23606 2,72974
4,23101 2,02937 2,88631
3,95794 2,13543 2,84761
4,32056 2,39107 2,86167
4,53463 2,36943 2,41457
4,20519 2,71817 2,6565
2,81117 2,45511
2,74193 2,75467
2,6058
2,871
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ANEXO A — PARECER DE APROVACAO DA PESQUISA

Pontificia Universidade Catdlica do Parana

Nucleo de Bioética
Comité de Etica no Uso de Animais

Curitiba, 18 de outubro de 2012.

PARECER DE PROTOCOLO DE PESQUISA

REGISTRO DO PROJETO: 742 — 1% verséo

TITULO DO PROJETO: Avaliagdo do efeito da suplementacéo de dmega 3 em rins submetidos a
isquemia fria

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Juliany Gon’i_eé Quitzan

EQUIPE DE PESQUISA:

Juliany Gomes Quitzan, Fernando Meyef;“Patricia Erdmann, Gabrielle Poltozi, Luciano Jose Eigio
Isaka

INSTITUIGAD:

Pontificia Universidade Catédlica do Parana

ESCOLA / CURSO:
Escola de Ciéncias Agrarias e Medicina Veterindria / Medicina Veterinaria
ESPECIE DE ANIMAL SEXO IDADE / PESO | CATEGORIA | QUANTIDADE
Rato Branco Macho Indeterminado c 34

O colegiado do CEUA em reunido no dia 18/10/2012, avaliou o projeto e emite o seguinte
parecer: APROVADO.

PUCPR de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificado e as
suas justificativas.

Se houver mudanga do protocolo o pesquisador deve enviar um relatério ao CEUA-PUCPR
descrevendo de forma clara e sucinta, a parte do protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituigées, cabe ao pesquisador nao
inici4-la antes de receber a autorizagdo formal para a sua realizagdo. O documento que autoriza o




mantido em poder do pesquisador responsavel, podendo ser requerido por este CEUA em qualquer
tempo.
Lembramos ao pesquisador que é obrigatorio encaminhar o relatério anual parcial e

relatério final da pesquisa a este CEUA.

Atenciosamente,

N

Prof® ;%;{é'méria D’Almeida e Olivei

Coordenadora Adjunta
Comité de Etica no Uso de Animais
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ANEXO B - COMPOSICAO DO OLEO DE PEIXE UTILIZADO NO ESTUDO

INFORMACAO NUTRICIONAL
Porgao de 4,2 g (3 capsulas)

Quantidade por por¢éo % VD*
Valor Energético 30 keal = 126 kj 2%
Gorduras fotais 3,0 g, das quais 5%
Gorduras saturadas Og 0%a
Gorduras trans Og 0%
Gorduras monoinsaturadas Og 0%
Gorduras polinsaturadas 3,0 g, das quais 0%
Ac, Eicosapentanoico (EPA) 0,549 -
Ac. Docosahexandico (DHA) 0,36q =
Colesterol Omg 0%a

“Nao contém quantidade significativa de carboidratos, proteinas, fibra
alimentar e sddio.”

* Valores diarios de referencia com base em uma dieta de 2000 kcal
ou 8400 kj. Seus valores didrios podem ser maiores ou menocres
dependendo de suas necessidades energeticas,




