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RESUMO GERAL

A isquemia quente renal € uma técnica utilizada nos transplantes renais intervivos e em
outras técnicas cirurgicas dentro da urologia, incluindo nefrectomia parcial. O tempo de
isquemia renal prolongado bem como os danos ligados a reperfusao, estao associados
a lesbes renais morfo-funcionais agudas, potencialmente permanentes,
desenvolvimento de insuficiéncia renal aguda e rejeicao do 6rgao transplantado. O uso
de acidos graxos poliinsaturados émega 3 vém sendo amplamente estudado em
diversas doengas agudas e crbnicas devido as suas propriedades antiinflamatdrias,
antioxidantes, antifibroticas, vasodilatadoras e anti-trombogénicas. Objetivou-se neste
estudo comparar a funcao renal e as alteragcdes histopatoldgicas renais em ratos wistar
submetidos a isquemia quente por 30 minutos seguida de nefrectomia contralateral em
grupo controle (ndo suplementado) com grupos suplementados, em diferentes tempos
pos cirurgicos (24 horas e 30 dias). Observou-se que os valores de creatinina
plasmatica pos operatéria apresentaram-se compativeis com insuficiéncia renal aguda
em todos os grupos, no periodo de 24 horas; mas apenas 0s animais suplementados
apresentaram elevacao dos valores basais com diferenca estatistica (p<0,05). Ainda, o
grupo suplementado com 6leo de peixe rico em acido graxo poliinsaturado 6mega 3 no
periodo pds operatério, apresentou valores de creatinina plasmatica superiores aos do
grupo controle no pés operatério de 30 dias (p<0,05). A histopatologia avaliaram-se
lesbes de vacuolizagao apical celular, necrose tubular, descolamento, dilatagado tubular,
inflamacao e presenga de material eosinofilico nas células tubulares renais, conferindo-
se um escore de lesdo a cada parametro conforme critérios de Goujon et al (1999).
Nao observou-se diferenca estatistica (p<0,05) nos escores de lesdo histopatoldgica
entre todos os rins submetidos a isquemia, tanto nos grupos suplementados quanto os
nao suplementados e entre os rins ndo submetidos a isquemia; contudo, os maiores
escores de lesdes foram encontrados nos rins que sofreram a isquemia quente tanto no
periodo 24 horas quanto 30 dias. Conclui-se que o uso de acido graxo poliinsaturado
Omega 3, neste estudo, ndo conferiu nefroprotecdo - funcional e morfolégica - ao
insulto de isquemia quente e reperfusao.

Palavras-chave: Acidos graxos poliinsaturados émega 3. Renoprotecdo. Isquemia

quente. Reperfusao. Histopatologia renal.
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ABSTRACT

The warm renal ischemia is a technique used in living kidney transplantation and other
surgical techniques in urology, including partial nephrectomy. The prolonged renal
ischemia time and damage associated with reperfusion are associated with
morphological and functional renal injury, potentially permanent, acute onset kidney
failure and graft loss. The use of omega-3 polyunsaturated fatty acids have been
extensively studied in various acute and chronic diseases due to its anti-inflammatory,
antioxidant, antifibrotic, vasodilatory and anti-thrombogenic effects. The aim of this
study was to compare the renal function and renal histopathological changes in Wistar
rats submitted to warm ischemia for 30 min followed by contralateral nephrectomy in the
control group (without supplemented) with supplemented groups with fish oil rich in
omega-3 polyunsaturated fatty acids, at different post surgical times (24 hours and 30
days). It was observed that the values of postoperative serum creatinine were
compatible with acute renal failure in all groups at 24 hours, but only supplemented
animals showed an increase from baseline values with statistical difference (p <0.05). In
addition, plasma creatinine values were higher in the group supplemented with fish oil
rich in omega-3 polyunsaturated fatty acid during the postoperative period than the
control group at 30 days postoperatively (p <0.05). Renal histopathology observed
apical cytoplasm vacuolization, tubular necrosis, tubular detachment, tubular dilatation,
inflammation and eosinophilic material presence in the renal tubular cells, was graded in
scores related with the degree of injury to each parameter, following Goujon et al.
(1999) criteria. No statistical difference was observed (p <0.05) in histological injury
scores between all kidneys submited to warm ischemia in both groups (supplemented
and non supplemented) and kidneys not submited to ischemia; however, the higher
scores lesions were found in kidneys that were submited to warm ischemia both during
24 hours for 30 days. We conclude that the use of omega-3 polyunsaturated fatty acid
in this study, did not confer renoprotection - functional and morphological — to the insult
of warm ischemia and reperfusion.

Keywords: Omega-3 polyunsaturated fatty acids. Renoprotection. Warm ischemia.

Reperfusion. Renal histopathology.
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CAPITULO 1

1 INTRODUGAO

A preservacgao da funcao renal em procedimentos intervencionistas € um ponto
de constante aprimoramento dentro da nefrologia e urologia. Tanto na medicina
humana quanto na veterinaria, algumas técnicas cirdrgicas como nefrectomia parcial e
nefrotomia requerem a interrupcdo momentanea do fluxo de sangue renal, conhecida
como isquemia quente. De forma geral, para estes procedimentos, ha indicacao de
oclusado temporaria do fluxo sanguineo usando-se a técnica de clampeamento manual
intermitente ou com uso de clamps vasculares atraumaticos colocados no hilo renal,
com objetivo de reduzir a hemorragia transoperatéria (DERAJAVAN, 2006; ADIN,
SCANSEN, 2011; HOLT, 2011).

A lesado isquemica renal pode levar a danos celulares e moleculares, com
desorganizagdo dos mecanismos de sinalizagdo celular e consequentemente
desorganizacao estrutural, chamada de necrose tubular aguda. Sabe-se hoje que
quando a circulagcao é reestabelecida ocorre a reperfusdao do 6rgao com sangue rico
em radicais livres de oxigénio, apontados como mediadores de leséo tecidual em varios
orgaos, como intestino delgado, pulmdes, coragcdo e rins. A restauracdo do fluxo
sanguineo renal, mesmo que rapido, pode nao ser suficiente para reestabelecer de
imediato a filtracdo glomerular. Isto porque a reperfusdo pode agravar ainda mais a
lesao original devido a geragao de radicais livres e/ou causando modificagcdes do meio
intracelular, como alteragdes do calcio citosdlico e do pH intracelular. Além disso, a
reorganizagao celular com o reestabelecimento de suas fungdes podem levar dias a
semanas para serem normalizadas (BAKER et al., 1985; LARANJA et al., 1997).

Portanto, apesar do esforco em manter a integridade morfo-funcional renal,

alteragdes em decorréncia da lesdo de isquemia e reperfusao invariavelmente ocorrem.



Conhecidas as razdes pelas quais a isquemia e a reperfusdo podem ser
deletérias aos rins, destaca-se a preocupagcdao com as lesbes oriundas da isquemia
quente realizada no rim de doador vivo. Diferentes pesquisadores mostram que quanto
maior o tempo de isquemia quente (acima de 40-45 minutos), maior a ocorréncia de
comprometimento funcional do érgao transplantado e o risco do paciente apresentar
alteragao da funcao renal no pés-operatério (SIMMONS et al., 2011; CASSINI, 2012;
HELLEGERING et al., 2012).

Ainda, a preocupagao com a injuria da isquemia e reperfusao esta relacionada
aos indices de desenvolvimento de insuficiéncia renal aguda (ZORZENON et al., 2008,
THOMPSON et al., 2012) e, sobretudo, a preocupagdao com a falha de funcao renal

apos transplante renal inter-vivos a curto e a longo prazo (HELLEGERING et al., 2012).

Segundo Vaidya et al. (2007), dos pacientes que sobrevivem a IRA, 13 a 41%
podem tornar-se dialise-dependentes, sendo que a expectativa de vida chega a 5 anos
em 50% destes pacientes. Além do aspecto médico e psicoldgico, € necessario
considerar o custo do tratamento da IRA para os cofres publicos. Segundo dados do
ministério da saude, os gastos com terapias dialiticas chegaram a 2 bilhdes de reais no

Brasil, somente no ano de 2012.

Assim, o uso de terapias que limitem a ativacdo de células inflamatdérias bem
como o dano tecidual durante isquemia poderiam diminuir os eventos desencadeados
pela isquemia/reperfusdo e prevenir as injurias renais. Diversos estudos tém
demonstrado como benéfica a suplementagdo de acido graxo poliinsaturado 6mega 3
devido a sua acdo antiinflamatéria, antioxidante e possivelmente nefroprotetora, tanto
em processos agudos — lesdo isquémica (HASSAN, GRONERT, 2009), quanto em
processos crénicos — doengas renais pré-existentes e rins de pacientes idosos
(FASSET et al., 2010).

Em situacdes de uso de dmega 3 em maiores propor¢oes nas dietas, observa-se
que ha substituicao parcial do 6mega 6 por d&mega 3 na membrana plasmatica celular
de eritrocitos, plaquetas, linfécitos, mondcitos, células endoteliais e hepatdcitos,

relacionados ao efeito protetor em condigdes inflamatérias e autoimunes. Ha ainda,



acao inibitéria na producdo de eicosanodides e citocinas pro-inflamatérias em outros
tecidos, desta forma minimizando as lesdes decorrentes de uma resposta inflamatéria
exacerbada, especialmente em doengas inflamatérias cronicas como a doenca
inflamatdria intestinal e a artrite reumatéide (CALDER et al., 1994; WAITZBERG, 2009).

O objetivo geral deste estudo € avaliar a lesdo de isquemia e reperfusdao em
ratos wistar (Rattus novergicus) submetidos a isquemia quente renal unilateral por 30
minutos, verificando se existem diferengas histoldgicas e funcionais entre grupos de
animais suplementados com 6leo de peixe rico em acido graxo poliinsaturado émega 3
(AGPI n-3) e animais ndo suplementados, considerando-se como hipétese que ha
nefroprotecdo morfo-funcional pelo uso de AGPI n-3 nos animais submetidos a

isquemia renal quente.

Uma vez que ja existem trabalhos que demonstram a eficacia do uso do 6mega
3 como nutracéutico cardioprotetor, antinflamatério e anti-fibrético, acredita-se que seu
uso possa também ser indicado profilaticamente para pacientes que serdo submetidos
a procedimentos cirurgicos renais diversos, buscando-se melhor recuperagao tissular
renal, com menor ou minima interferéncia funcional, especialmente evitando-se a IRA,
uma vez que esta ndo pode ser estudada apenas como uma enfermidade a ser
tratada, mas sobretudo a ser prevenida (NOLAN, ANDERSON, 1998; BONVENTRE,
YANG, 2011).



CAPITULO 2

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 INTRODUGAO

Os rins recebem de 20 a 25% do débito cardiaco para realizar as fungdes de
excrecao e manutengado do equilibrio hidro-eletrolitico, contudo consome apenas 10%
do oxigénio disponivel. O cértex renal recebe 90% do fluxo sanguineo, e, dos 10% de
oxigénio disponivel utiliza apenas 20%. Os 80% de oxigénio restantes sao destinados a
regiao medular externa, onde estdo localizados os segmentos do néfron que mais
utilizam mecanismos de transporte celular ativos: o tubulo proximal e a por¢ao espessa
da alca de henle. Portanto, a regido medular externa, por receber apenas 10% do fluxo
sanguineo que chega aos rins, e por ser a regido mais metabolicamente ativa, vive
constantemente a beira da hipoxia, o que aumenta a susceptibilidade a deplecao de
energia durante a isquemia (YU et al., 2002; BRONW, 2011).

Os rins apresentam capacidade de autoregulacao da taxa de filtracao glomerular
e do fluxo sanguineo renal, independente da pressao arterial ou do volume sanguineo
circulante, utilizando-se de 2 mecanismos: (1) reflexo miogénico e (2) retroalimentacao
tubular. Estes mecanismos sao garantidos pela capacidade de vasoconstriccdo e
vasodilatagdo apresentadas pelas arteriolas aferentes e eferentes e pela acdo de
substancias locais, como a renina e o 6xido nitrico (GUYTON,1996; YU et al., 2002). O
fluxo sanguineo renal € que mantém a taxa de filtragao glomerular, ou seja, o quanto
de sangue é filtrado. A autoregulagdo mantém-se mesmo com variagdes da pressao
arterial sistémica de 70 a 170 mmHg. Com valores de pressao superiores a 170 mmHg,
ocorre aumento da taxa de filtracao glomerular e aumento da producao de urina. Com
valores inferiores a 70 mmHg a taxa de filtracdo glomerular declina, assim como a
producao de urina (GUYTON, 1996; RIESER, 2005).



2.2 ISQUEMIA RENAL

A isquemia realizada em algumas situagdes cirurgicas como nefrectomia parcial,
nefrotomia e nas nefrectomia totais para transplante inter-vivos tem como
consequéncia importante redugcdo na hemodinamica renal e €& conhecida como
isquemia quente (DEJAVARAN, 2006). A oclusao temporaria do fluxo sanguineo
usando-se a técnica de clampeamento manual ou com uso de clamps vasculares
atraumaticos colocados no pediculo renal ou na artéria renal objetiva reduzir a
hemorragia transoperatoéria (ADIN, SCANSEN, 2011; HOLT, 2011).

O clampeamento da artéria renal de caes pode levar a lesao tissular isquémica
com declinio de 20 a 40% da taxa de filtragdo glomerular (TFG) em até 6 semanas pés
procedimento de nefrotomia, com melhora de até 176% da TFG apds 4 semanas do
procedimento (ADIN, SCANSEN, 2011). Atribui-se a este procedimento causa pré-renal
e renal intrinseca de lesdo aguda e potencialmente permanente (NOLAN, ANDERSON,
1998).

A isquemia renal resulta em hipoxia e na interrupgdo da chegada de nutrientes,
localizada ou generalizada, com ineficiente ou ausente remog¢ao de produtos oriundos
do metabolismo celular. Este desbalango pode levar a injuria epitelial e morte celular
por necrose ou apoptose. Na dependéncia da severidade da isquemia, do tempo
decorrido e da porgao tissular envolvida, ha perda funcional da homeostase hidro-
eletrolitica, reducao da taxa de filtragdo e da excregcao de produtos do metabolismo
organico (BONVENTRE, YANG, 2011).

As lesdes celulares sdao multifatoriais e resultam de complexa cascata de

eventos fisiopatoldgicos celulares, que serao descritos a seguir.

2.2.1 Lesao endotelial

O endotélio e a musculatura lisa arteriolar sdo muito importantes para manter o
tobnus vascular, o fluxo sanguineo renal e a fungao leucocitaria. Lesdes endoteliais nas

arteriolas aferentes e eferentes podem levar a intensificacdo do processo de
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vasoconstricdo devido ao aumento da producdo de endotelina-1, angiotensina I,
tromboxanos A2, prostaglandinas H2, leucotrienos C4 e D4 e adenosina, além da
estimulagao simpatica, o que influencia os mecanismos de autoregulacédo € mantém o
tufo capilar glomerular isquémico. Ha ainda redugao da resposta de vasodilatagao a
acao da acetilcolina, bradicininas e ao 6xido nitrico, aléem da redugao da produgao de
substancias vasodilatadoras como o 6xido nitrico entre outras (BONVENTRE, 1993;
BONVENTRE, YANG, 2011).

A deplecao de ATP mitocondrial durante o evento isquémico resulta no aumento
da producao de citocinas inflamatérias como TNF-«, IL-183, IL-6, IL-12, IL-15, IL-18, IL-
32 e endotelina, gerando como resultado a adesao leucocitaria no endotélio e a
ativacdo de leucdcitos, que sao caracteristicas da injuria renal isquémica
(BONVENTRE, YANG, 2011; COWGILL, LANGSTON, 2011).

A associagcao da vasoconstricdo a oclusao de vasos pela adesao leucocitaria ao
endotélio e da ativagdo da cascata de coagulagdo resulta no comprometimento da
microcirculacdo e isquemia regional, especialmente na medular externa. Com a
reducao/deplecdo de energia e a paralisacdo dos mecanismos de transporte ativo,
especialmente na por¢cao espessa da alga de henle, 0 mecanismo de retroalimentagao
tubuloglomerular fica comprometido; portanto, ndo ha resposta da macula densa a
concentracdo de sodio na luz tubular, provocando reducdo da taxa de filtracdo
glomerular (BONVENTRE, YANG, 2011; COWGILL, LANGSTON, 2011). Ou seja, a
hipéxia é capaz de interferir nos dois mecanismos de auto-regulacdo da taxa de
filtracdo glomerular: o reflexo miogénico e o de retroalimentagao tubuloglomerular. A
alteragdo no tbnus vasomotor refletir-se-a entdo na distribuicdo de oxigénio aos
segmentos tubulares. A redugdo da TFG podera ser refletida pelo aumento da
concentragdo sanguinea de creatinina, especialmente nos quadros de insuficiéncia

renal aguda (IRA).



2.2.2 Lesao epitelial

As células tubulares do tubulo contornado proximal apresentam taxa metabdlica
constante e por este motivo apresentam alta necessidade de oxigénio. Nas células
tubulares, durante um processo isquémico ocorre a inibicao da fosforilacao oxidativa e
diminuicao na producao da adenosina trifosfato (ATP), prevalecendo o metabolismo
anaerobico, com aumento do lactato e fosfato inorganico endocitoplasmatico e
diminui¢cao do pH intracelular (SCHIER et al., 2004).

As células dos tubulos sao altamente polarizadas e tém diferentes composi¢des
de lipidios e proteinas conforme a regido apical ou basolateral. Apés a leséo isquémica,
ocorrem importantes alteragdes no citoesqueleto destas células. Nas células normais
dos tubulos os microfilamentos de actina encontram-se organizados como um denso
citoesqueleto na porgcao apical celular. Diferentes tempos de isquemia resultam em
ruptura do citoesqueleto devido a redistribuicdo da actina para o citosol e para a regiao
perinuclear (LARANJA et al., 1997; DEVARAJAN, 2006), provocando perda de suas
microvilosidades apicais (SCHIER et al., 2004).

A bomba sdédio-potassio ATPase se desprende da membrana basolateral, onde
é fixa por moléculas de actina ao citoesqueleto celular e é redistribuida na membrana
apical. Esta realocacao no tubulo proximal provoca aumento significativo de influxo de
sodio. Este aumento de sdédio sera percebido pela macula densa e provocara

constricdo da arteriola aferente, que levara a reducédo na TFG (SCHIER et al., 2004).

Com a localizacao erratica da bomba NA-K-ATPase, as células perdem sua
polaridade, resultando em alteragdo na movimentagdo de solutos. Ha decréscimo da
concentracdo de potassio, magnésio e fosfato intracelulares e aumento das
concentragdes de sédio, cloreto e calcio, provocando edema celular. Sequencialmente,
com a manuteng¢ao da deplecdo de ATP ha a paralisagédo da atividade das bombas
ibnicas, dentre elas a bomba sddio-potassio ATPase, contribuindo para a génese do
edema e provocando a morte celular (BONVENTRE, 1997; RIESER, 2005; KERL,
2010).



Ainda com a isquemia, pode ocorrer a redistribuicdo das integrinas da
membrana basal para a membrana apical das células tubulares, uma vez que estas
glicoproteinas sao responsaveis pela fixacdo celular na membrana basal, sua
localizacdo erratica podera levar a adesdo a outras células tubulares, provocando
obstrugao tubular (SCHIER et al., 2004).

O desarranjo do citoesqueleto, associado ao edema pode provocar a ruptura da
célula e morte. Os debris celulares formados podem causar obstrugdo do lumen tubular
o que contribui para formacgao de cilindros, aumento da pressao intra-tubular e reducao
da taxa de filtracdo glomerular neste tubulo individualmente, podendo até mesmo levar
a perda da fungao definitiva (BONVENTRE, 1997; RIESER, 2005; KERL, 2010). Ainda,
o edema celular provoca obstrugao tubular e pode comprometer o fluxo sanguineo nos
capilares locais por congestdo, provocando lesdes isquémicas adicionais nas
circunjacéncias (BONVENTRE, 1993; FRANCHISCHETTI et al., 2010).

O excesso de calcio intracelular leva a captagdo exacerbada de calcio pelas
mitocdndrias e edema destas organelas, prejudicando a fosforilagdo oxidativa
(COWGILL, LANGSTON, 2011). O calcio pode ser lesivo a célula por estimular
ATPases do reticulo endoplasmatico edemaciado; desta forma, o gasto de energia e o
consumo de ATP, ativam fosfolipases e proteases dependentes de calcio, que levam a
protedlise, ruptura de membrana e comprometimento adicional do citoesqueleto
(LARANJA et al., 1997; COWGILL, LANGSTON, 2011).

2.2.3 O processo inflamatério

Os danos tissulares sao potencializados pela reagao inflamatéria estabelecida
imediatamente a injuria, iniciando-se no endotélio vascular do tufo glomerular e
estendendo-se aos capilares peritubulares (BONVENTRE, YANG, 2011). Esta resposta
inflamatdria ocorre por trés mecanismos: a deplecao de ATP, o aumento do fator
induzido pela hipoxia (HIF) e aumento das espécies reativas de oxigénio. A deplecao
de ATP durante a isquemia renal provoca lesdo mitocondrial, 0 que resulta no aumento

da producao de citocinas inflamatérias e espécies reativas de oxigénio. Estas citocinas
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ativam quimocinas que, por sua vez, atraem macréfagos, leucécitos polimorfonucleares
e linfécitos T (COWGILL, LANGSTON, 2011).

O dano endotelial ocorre por maior expressao de moléculas de adesao celular
como a ICAM-1 e de receptores de superficie, levando a ativacdo de leucdcitos,
formagdao de microtrombos, obstrucdo dos capilares e vénulas pds capilares. Ha
ruptura da monocamada endotelial (por perda do glicocalix, quebra da actina do
citoesqueleto e pelo estado inflamatério), com migracao leucocitaria para o intersticio,
que se expande devido ao grande numero de células e edema (BONVENTRE, YANG,
2011).

Tanto a resposta imunoldgica inata quanto a adaptativa sdo importantes na
patofisiologia da lesdo isquémica. A imunidade inata ativara neutréfilos e
mondcitos/macrofagos, células dendriticas imaturas (DCs), natural killers e células
NKT. O componente adaptativo sera ativado por antigenos especificos em horas a dias
apo6s a lesdo, mediada pela maturacdo das DCs, apresentacdo de antigeno,
proliferacao de linfocitos T e ativagao de linfocitos T e B (BONVENTRE, YANG, 2011).

Neutréfilos, mondcitos/macréfagos, DCs e células T sao importantes no
processo de lesdo isquémica e reparacdo. Os neutrofilos acumulam-se no endotélio
produzindo proteases, mieloperoxidases, espécies reativas de oxigénio e citocinas que
provocarao aumento da permeabilidade vascular e redugao da integridade endotelial e
epitelial, agravando a injuria (SILVEIRA, YOSHIDA, 2004; FRANCISCHETTI et al.,
2010).

Os macréfagos e DCs maduros sao ativados durante a injuria e deflagram a
resposta imunoldgica adaptativa por apresentarem antigenos as células T, todos sao
importantes também na fase de recuperagao. O sistema complemento contribui para a
inflamac&o pds isquémica pela ativagdo de via alternativa. E o sistema complemento,
especialmente C3, que promove a maturagao das DCs (BONVENTRE, YANG, 2011).

Existem muitos inibidores inflamatérios endégenos que limitam o dano renal
apos a isquemia, como a heme-oxigenase-1, proteinas de Tamm-Horsfall, resolvinas e

protectinas D-1. Estas duas ultimas derivam do acido docosahexaendico (DHA) oriundo

9



do acido graxo poliinsaturado émega 3. Foi observado que a administracdo de
resolvinas e protectina D-1 em ratos resultou na redugado do acumulo leucocitario e na
ativacdo de macréfagos, levando a reducdo das alteragcbes morfo-funcionais e da
fibrose pés-isquémica (HASSAN, GRONERT, 2009).

2.3 A REPERFUSAO RENAL

Uma vez que a resolugao destas alteragdes € o reestabelecimento da perfusao
tecidual, a reperfusao torna-se a medida terapéutica mais urgente. A reperfuséo, por
conceito € a readmissao de oxigénio ao local isquemiado. Esta circulagdo, pode

provocar danos ainda maiores do que aqueles gerados pela isquemia (CASSINI, 2012).

A reperfusdo portanto, promovera a circulagdo de radicais livres de oxigénio
formados durante o periodo isquémico e no inicio da reperfusdo e deflagrara uma
complexa cascata de eventos que levam a lesdes tissulares adicionais e ao acumulo
intracelular adicional de calcio (EVORA et al., 1996).

Em condigbdes fisiolégicas, os radicais livres originam-se do metabolismo
oxidativo microsomal e mitocondrial, auto-oxidagdo de catecolaminas, processos
mediados pelo citocromo P-450 e das vias das lipooxigenases e ciclooxigenases
(LARANJA et al., 1997).

Durante o evento isquémico, o ATP reserva é degradado em adenosina difosfato
(ADP), adenosina monofosfato (AMP) e por fim adenosina, inosina e hipoxantina. A
hipoxantina sera convertida em xantina pela acdo da enzima xantina oxidase com
liberacdo de radicais superoxidos, na presenga de calcio. A enzima superdxido
dismutase converte estes radicais livres de oxigénio em perdxido de hidrogénio (H20>)
o qual sera convertido na mais reativa espécie de oxigénio, o radical hidroxila (OH")
(BOIM et al.,, 1996). Isto ocorre devido a disponibilidade aumentada do oxigénio
durante a reperfusdo, que sera utilizado como aceptor final de elétrons, ao invés da
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) — aceptor final de elétrons em
situacoes fisioldgicas (FRANCISCHETTI et al., 2010).
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O desequilibrio entre a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) com os
sistemas de desintoxicagao provoca o estresse oxidativo. Quando a célula nao é capaz
de reestabelecer o equilibrio natural, o acumulo destes radicais pode culminar em

alteragdes funcionais e morte celular por necrose ou apoptose (LENNON et al., 1991).

Os radicais livres causam peroxidagao lipidica, desnaturacdo protéica e
oxidacao de acidos nucléicos (LENNON et al., 1991). A peroxidagao lipidica ocorre pela
remogao de um atomo de hidrogénio de um grupo metileno, formando um radical de
carbono e este radical é estabilizado por um rearranjo molecular para formar um dieno
conjugado (um hidrocarboneto de cadeia aberta com dupla ligagao entre os carbonos).
Esta reacdo inicia uma cascata de reagdes bioquimicas via lipoxigenases,
mieloperoxidases e ciclooxigenases que promoverdao a formacado de novos radicais
livres, ativacdo da cascata inflamatéria via acido araquiddnico, transtornos de
permeabilidade celular, alteracbes toxicas celulares e alteragdbes no DNA (LIMA,
ABDALLA, 2001).

O excesso de calcio intracelular trazido pela reperfusdao ativara proteases
intracitoplasmaticas como a calpaina. Esta ativara enzimas lisossébmicas que lesam
diretamente as organelas e a enzima fosfolipase A2, que degrada o acido araquidénico,
dando origem aos mediadores da inflamacao: leucotrienos, prostaglandinas,
prostaciclinas e os tromboxanos. Os leucotrienos podem ligar-se a receptores da
membrana celular de neutréfilos levando a sua ativacdo e adesao e provocando
vasoconstricdo, piorando a isquemia. Os tromboxanos provocardo também
vasoconstricdo, agregacao plaquetaria e de neutrdfilos, prejudicando a microcirculagao
(SILVEIRA, YOSHIDA, 2004; FRANCISCHETTI et al., 2010).

Os neutrdfilos ativos passam a produzir espécies reativas de oxigénio nos
vacuolos fagocitarios e pela acdo das mieloperoxidases, que produzirdo hipoclorito a
partir do peréxido de hidrogénio. As ROS e os produtos da reagao de inflamagao terao
acao quimiotatica, atraindo e ativando mais neutréfilos, que liberardo enzimas
proteoliticas como elastases, hidrolases, mieloperoxidases e proteases, causando
destruicado tecidual e amplificando ainda mais a resposta inflamatéria e a quimiotaxia
(FRANCISCHETTI et al., 2010).
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A manutencado prolongada do tempo de isquemia e reperfusdo pode causar
danos celulares de 3 tipos: lesdo subletal, apoptose e necrose (COWGILL,
LANGSTON, 2011) especialmente nas células tubulares dos segmentos renais
localizados na medular externa (pars recta do tubulo proximal e algca de henle) (YU et
al., 2002). Necrose tubular aguda (NTA) foi um termo amplamente utilizado para
descrever este tipo de lesédo isquémica, contudo atualmente sabe-se que nao é termo
apropriado (COWGILL, LANGSTON, 2011), se inicia 24 horas apds a isquemia e é
agravada na fase de regeneragao dos tubulos (CASSINI, 2012).

Os insultos podem levar tanto a ativagao da apoptose quanto a necrose celular
de forma simultanea, e em propor¢des diversas. Ambas sado formas de morte celular,
porém que ocorrem de forma diferente, e distingui-las é fundamental; por este motivo, a
analise histologica e a analise de marcadores bioquimicos é indicada (PADANILAM,
2003).

2.4 ALTERAGOES TISSULARES A HISTOPATOLOGIA

Os achados histopatoldgicos estao relacionados aos mecanismos de lesdes
celulares, principalmente nos tubulos. Sob microscopia éptica, normalmente os tubulos
possuem membrana basal delgada, e estdo separados uns dos outros por estroma
intersticial discreto e com capilares. Nas lesdes tubulares, de forma geral, busca-se
avaliar a presencga de cilindros, focos de degeneracao, regeneracdo e necrose. O
intersticio deve ser avaliado quanto a presenga de edema, fibrose, inflamagcao ou a
combinagao destes fatores (VADEN, 2004).

Histologicamente, os achados mais evidentes da isquemia sdo o edema, a
vacuolizagado celular e, nas células do epitélio tubular proximal, as alteragcbes na
bordadura em escova, achatamento do epitélio tubular e descamacgao celular na luz do
tubulo, provocando obstrucdo e dilatagdo. Os danos considerados irreversiveis sao
caracterizados por picnose nuclear, calcificagdes nucleares e ruptura da membrana
plasmatica, pois levam a morte celular por apoptose ou necrose, situacbes que nao

podem ser distinguidas apenas pela histopatologia (CASSINI, 2008).
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Sabe-se que as alteragbes histolégicas serdo tanto mais significativas quanto
maior for o tempo de isquemia seguido de reperfusao a que o 6rgao foi submetido.
Estas alteragdes podem ser encontradas de 24 a 72 horas pos reperfusao (TIRAPELLI
et al.,, 2009), especialmente nos tubulos contornados proximais, enquanto os
glomérulos podem manter o aspecto histolégico proximo ao normal (BAKER et al.,
1985).

A analise histopatoldgica € indicada nos rins que passaram por isquemia quente,
especialmente nos pacientes receptores em transplantes renais, com objetivo de
diagnosticar duas grandes complica¢des inerentes ao procedimento: a necrose tubular
aguda isquémica e a rejeicdo, pois € o método diagndstico mais sensivel quando
comparados a cintilografia e citologia por aspirado com agulha fina (TIRAPELLI et al.,
2009).

A extensao das lesbdes de necrose celular desempenharao importante papel na

patogénese da IRA pds isquemia e reperfusao.

2.5 INSUFICIENCIA RENAL AGUDA

O termo insuficiéncia renal aguda ou injuria renal aguda (IRA) representa uma
gama de doengas associadas a lesao tissular aguda comumente caracterizada pela
faléncia das fungbes metabdlicas, excretdrias e enddcrinas renais. Esta condigao pode
ser clinicamente imperceptivel em estagios precoces e pode culminar com a
necessidade de terapias renais substitutivas, especialmente na medicina humana, e
esta associada a alta mortalidade e morbidade, tanto na medicina humana, quanto na
veterinaria (CASSINI, 2008; VAIDYA et al., 2008; COWGILL, LANGSTON, 2011).

O conceito de IRA pode ser definido como declinio abrupto da fungao renal,
mensurado pelo aumento sanguineo de creatinina, que ocorre de horas a semanas
apos a injuria, contudo em periodo inferior a 3 meses (BONVENTRE, YANG, 2011).

A IRA pode ser classificada conforme os mecanismos basicos que levam a
disfuncao: (1) IRA pré-renal; (2) IRA renal e, (3) IRA pds-renal. Quando o rim esta
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funcionalmente integro mas a perfusdo sanguinea esta reduzida a IRA é denominada
pré-renal. Quando o tempo de isquemia € mantido, as células renais passam a sofrer e
se lesionar com a deplegao de ATP e por isso desenvolve-se a IRA renal ou também
chamada de intrinseca. Cerca de 70 a 90% das IRAs renais decorrem de IRAs pré-
renais. Na IRA poés-renal, o fluxo urinario é dificultado ou interrompido por obstrugao ou

ruptura mecanica das vias urinarias (YU et al., 2002).

A mensuragdo de creatinina sanguinea é a medida estimativa da taxa de
filtracdo glomerular mais consagrada na avaliagdo da funcdo renal. Contudo, tem
mostrado uma série de limitagbes na avaliagao precoce de lesdes renais agudas, por
isso & considerada como marcador insensivel, ndo especifico e que se altera
tardiamente, ou seja, apenas apos a leséao ja ter se instalado. Porém, sua mensuragao
€ rapida e de baixo custo, e seus valores estdo diretamente ligados ao proprio conceito
da IRA (VAIDYA et al., 2008; BONVENTRE, YANG, 2011).

Atualmente, tém-se buscado refinar a interpretacdo dos valores de creatinina e
por este motivo criou-se uma nova escala de classificagdo denominada “RIFLE” (Risk,
Injury, Failure, Loss e End-stage). Dentro desta nova classificacdo a IRA caracteriza-se
por uma redugao abrupta da fung¢ao renal definida por aumento absoluto da creatinina
sérica igual ou superior a 0,3 mg.dL™ ou aumento de 150 a 200% do valor basal ou
ainda, por reducéo do fluxo urinario, documentado como oliguria, menor de 0,5 mL.Kg™
por hora por mais de seis horas, em estado de hidratagcdo adequado, conforme descrito
no quadro 1 a seguir (VAIDYA et al., 2008).

Quadro 1: Sistema de classificacdo RIFLE para pacientes com IRA

Estagio Creatinina Sérica
1 - Risco “Risk” Aumento de = 0,3 mg.dL™ ou = 150 a 200% do valor basal
2 — Injaria “Injury” Aumento de 200-300% do valor basal
3 — Faléncia “Failure” Aumento > 300% do valor basal
Perda “Loss” IRA persistente, completa perda de fungéo por 4 semanas
Estagio Final “End-Stage” Perda da funcgao renal por 3 meses

Fonte: Adaptado de Vaidya et al., 2008
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A importancia do diagndstico precoce e a prevengao do estabelecimento da IRA
é dada pela frequéncia de ocorréncia da doenga nos hospitais. A IRA ocorreem 5 a 7%
do total de pacientes hospitalizados; contudo, pode chegar a 40% nas unidades de
terapia intensiva, apresentando de 50 a 80% de mortalidade, dependendo da
comorbidade apresentada pelo paciente (ZORZENON et al., 2008; KERL, 2010).

A IRA esta associada também com maior tempo de hospitalizagédo em unidade
de terapia intensiva (UTI) (entre 10 e 15 dias) quando comparados aos pacientes com
funcao renal normal (entre 5 e 10 dias), com o alto indice de mortalidade durante
internamento (40% maior, quando comparado com pacientes internados por motivos
diversos na UTI), menor tempo de sobrevida apds alta hospitalar (ZORZENON et al.,
2008) e ainda, com a perda de funcao renal apds transplante renal inter-vivos a curto e
a longo prazo (HELLEGERING et al., 2012).

Em 2 estudos descritos por Nolan e Anderson (1998) buscando-se as causas
dos casos de IRA registrados em um hospital espanhol e outro francés, 45 a 78%
estava relacionado a necrose tubular aguda e 17 a 21% a causas pré-renais,

demonstrando o impacto da hipoperfusédo sobre a funcao renal.

As doengas isquémicas sao apontadas como uma das principais causas de
insuficiéncia renal aguda (IRA), juntamente com as lesbes toxicas. A mortalidade na
IRA chega a 62% em caes (BEHREND et al., 1996), 47% em gatos (WORWAG,
LANGSTON, 2008) e aproximadamente 50% em humanos (LARANJA et al., 1997). Em
humanos e felinos, aproximadamente 50% dos sobreviventes apresentam danos renais
permanentes (WORWANG, LANGSTON, 2008; BONVENTRE, YANG, 2011).

Segundo Hoste et al. (2006), dos 5383 pacientes admitidos em um hospital, 78%
nao apresentavam indicios de IRA no momento pré-internamento, mas 45% destes
desenvolveram algum grau de comprometimento renal considerando-se o critério de
classificagdo RIFLE (20% para Risk, 21% para Injury e 4% para Failure). Este mesmo
autor defende a necessidade de estabelecer medidas terapéuticas nefroprotetoras,

com a finalidade de evitar a IRA, especialmente nos pacientes que serao submetidos a
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procedimentos sabidamente de risco, como nas técnicas em que se exige a isquemia

renal quente.

Segundo Thompson et al. (2012), de 362 pacientes com rim unico, submetidos a
isquemia quente para nefrectomia parcial, a insuficiéncia renal aguda (IRA) ocorreu em
19%, sendo que em 17% houve progresséo para doenga renal crénica. Sugerindo que
o tempo total de isquemia quente a que o rim sera submetido deve ser inferior a 25

minutos.

Em outro estudo de Thompson et al. (2010), a funcédo renal foi avaliada em
pacientes com rim unico, submetidos a nefrectomia com isquemia quente e sem
isquemia para remocao de neoplasias. Observou-se que os pacientes submetidos a
isquemia quente apresentaram maiores chances de evoluir para doencga renal crénica
em 3,3 anos pos procedimento, quando comparados aqueles que nao necessitaram de

isquemia.

E ainda, segundo Simmons et al. (2011), quanto maior o tempo de isquemia
quente (superior a 40 minutos), maior o risco do paciente apresentar alteragdo da
funcao renal quando submetidos a nefrectomia parcial, mesmo com rim contralateral

funcional.

A alteracao de fungao nao foi observada em pacientes submetidos a nefrectomia
parcial, com rim contralateral normal, nos estudos de Shekarriz et al. (2004), que
avaliaram a funcdo renal em pacientes submetidos a isquemia quente unilateral (em
média por 22,5 minutos) para exérese de neoplasias; e Bhayani et al. (2004) que
avaliaram a fungao renal 6 meses pds operatorio em pacientes submetidos a isquemia

quente para exérese de tumores renais, com tempos de isquemia diferentes.

Contudo, Lane et al. (2011), observaram a ocorréncia de IRA em 0,4% dos
pacientes submetidos a isquemia quente por tempo de 20 a 30 minutos, em pacientes
com funcao contralateral normal e ainda, observaram que os pacientes submetidos a
isquemia quente apresentaram diminuicdo da funcdo renal a longo prazo, quando

comparados aqueles submetidos a nefrectomia sem isquemia ou com isquemia fria.
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Com importancia ainda maior, destaca-se a isquemia quente realizada no rim de
doador vivo. Um estudo realizado por Hellegering et al. (2012), verificou que quanto
maior o tempo de isquemia quente (acima de 45 minutos) maior a ocorréncia de

comprometimento funcional do 6rgao transplantado.

Desta forma, a IRA nado pode ser estudada apenas como enfermidade a ser
tratada, mas sobretudo a ser prevenida (NOLAN, ANDERSON, 1998; HOSTE et al.,
2006; BONVENTRE, YANG, 2011), especialmente nos rins doados em transplantes
intervivos, cujo receptor permanecera portando aquele rim (Unico) submetido a

isquemia quente durante a sua retirada do doador.

2.6 ACIDO GRAXO POLIINSATURADO OMEGA 3 E A DOENCA RENAL

Tanto na doenca renal aguda quanto na crbnica, existem poucos protocolos
terapéuticos que demonstram efetividade em reduzir o progresso das lesdes e,
portanto, restam o uso das terapias substitutivas e sintomaticas, como as terapias
dialiticas, uso de vasodilatadores para controle de pressao arterial e dieta restrita em
proteinas (FASSETT et al., 2010).

Sabe-se contudo que a via comum das lesdes renais envolve inflamagao e
fibrose; desta forma, terapias que possam influenciar a resposta inflamatéria, como o
uso de acidos graxos poliinsaturados 6mega 3 vem sendo estudadas (FASSETT et al.,
2010).

Para entender melhor sua acéao, € preciso entender sua natureza quimica. Os
acidos graxos sao acidos carboxilicos com longas cadeias de hidrocarbonetos e
classificados de acordo com a presenca de duplas ligagdes: nao saturadas e saturadas
— com apenas uma dupla ligagdo, sendo denominados de monoinsaturados (a) e com
duas ou mais duplas ligagdes, os poliinsaturados (b e c), conforme ilustra a figura 1
(VOET, VOET, PRATT, 2000).

A nomenclatura das familias dos acidos graxos esta relacionada a posig¢ao da
primeira dupla ligacédo a partir do terminal metila da cadeia de hidrocarboneto, as mais
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importantes sao as familias dmega 3 (n-3), dmega 6 (n-6) e d&mega 9 (n-9) (ROSE,
CONNOLLY, 1999). A familia n-6 é derivada do acido linolénico e a familia n-3 deriva-
se do acido alfa-linolénico. Em plantas estas duas familias podem ser convertidas uma
na outra por agao enzimatica, o que nao ocorre em mamiferos e por este motivo, sao

considerados acidos graxos poliinsaturados essenciais (SIMOPOULQOS, 2002).

Figura 1. Representagdo esquematica da estrutura quimica dos acidos graxos
monoinsaturados e poliinsaturados.

ote
§*
O
o
o
x

w9 8
Acido oléico (18:1, n-9) (a)

(1]
r— — /COOH
VAVAVARVARVAVAVAVE:
H

Acido linoléico (18:2, n-6)

VASANWANIVAVAVAVAN

Acido alfa-linolénico (18:3, n3)

Fonte: AIKAWA, 2004.

Os acidos graxos essenciais passam por uma série de reagcdes bioquimicas de
desaturacao (introdugdo de dupla ligacdo na cadeia de carbono) e alongacéao
(introducéo de mais dois atomos de carbono) apds sua ingestao. O acido linolénico é o
principal precursor do acido araquidénico (AA) e o acido alfa-linolénico é o precursor do
acido eicosapentaenoico (EPA), ambos acidos graxos com 20 carbonos que formam os
fosfolipideos das membranas biolégicas. O acido alfa-linolénico também é precursor do
acido docosahexaenodico (DHA) (CALDER, 1998; MORAES, COLLA, 2006;
WAITZBERG, 2009).

Os acidos linolénico e alfa-linolénico sdo substratos das mesmas desaturases,
de forma que as familias n-3 e n-6 competem entre si pelas mesmas enzimas na via

metabdlica, sendo que os n-3 apresentam maior afinidade pelas enzimas. Desta forma,
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uma dieta rica em n-3 € capaz de diminuir a conversdo do acido linolénico em acido
araquidénico, elevando a quantidade de EPA e DHA, conforme ilustra o figura 2 a
seguir (HAUGE, CHRISTOFFERSEN, 1984; KELLEY, 2001).

Figura 2. Metabolismo dos acidos graxos poliinsaturados. Enzimas desaturases A5, A6,
A9, A12 e A15; COX: enzima ciclooxigenase; LOX: enzima lipooxigenase; PG:
prostaglandinas; LT: leucotrienos; TX: tromboxanos; LX: lipoxinas; HETE: acidos
hidroxieicosatetraendicos; HPETE: acidos hidroxiperoxieicosatetraendicos.
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Fonte: Adaptado de CALDER, 1998.
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O acido araquidénico (AA) e o acido eicosapentaendico (EPA), derivados das
familias n-6 e n-3 respectivamente, sdo precursores de eicosandides, os quais atuam
como moduladores quimicos em diversos processos bioldgicos, como na resposta
inflamatdria, agregacao plaquetaria, permeabilidade vascular e na formacgdo de
interleucinas (MIYASAKA et al., 1996; CALDER, 2001). Os eicosandéides compreendem
as prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX), leucotrienos (LT), lipoxinas (LX), acidos
hidroperoxieicosatetraendicos (HPETE) e acidos hidroxieicosatetraendicos (HETE).
Cada familia da origem a uma série diferente de eicosandides. Do metabolismo do AA,
a ciclooxigenase (COX) leva a formacgao de prostaglandinas e tromboxanas da série 2.
Do metabolismo do EPA, a mesma enzima é capaz de induzir a formagao dos mesmos
eicosanoides, porém da série 3. Existem duas isoformas de COX: a COX-1 (enzima
constitutiva) e a COX-2 (enzima induzivel). Outra enzima relacionada com a formacéao
de eicosandides é a 5-lipooxigenase (5-LOX). Quando atua sobre o AA, induz a
formacgao de leucotrienos da série 4 (LTA4, B4, C4, D4 e E4), HPETE e HETE da série
5; ja atuando sobre EPA, desencadeia a produgdo de leucotrienos da série 5
(ALEXANDER, 1998; CALDER, 2001).

Todos os eicosanoides derivados da familia n-6 apresentam maior efeito
inflamatoério que os da familia n-3, pois possuem maior capacidade de agregacao
plaquetaria, maior atividade vasoconstritora e por serem potentes agentes
quimiotaxicos (ALEXANDER, 1998; CALDER, 2001). Desta forma, os acidos graxos
poliinsaturados da familia n-3, especialmente EPA e DHA, possuem importante papel
na modulacdo inflamatdria, pois podem modificar a resposta imunitaria, inibindo a
producao de citocinas inflamatérias, fator de necrose tumoral alfa e de interleucinas IL-
1 e IL-6 por mondcitos. A capacidade deste acido graxo poliinsaturado em antagonizar
a producao de eicosandides derivados do metabolismo do acido linolénico constitui
ponto chave antiinflamatério (WAITZBERG, 2009).

Nos rins, existem trés principais vias do metabolismo do acido araquidénico: via
ciclooxigenase (formacao de prostaglandinas e tromboxanos), via lipooxigenase (que
leva a formacao de acido eicosatetraendico e leucotrienos) e, a via do citocromo P-450

(formagao de acido epoxieicosatriendico, acido eicosatetraendico e derivados
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monooxigenados do acido araquidbnico). O sistema enzimatico das ciclooxigenases é
a principal via do acido araquidénico presente no rim e seus produtos modulam a agao
fisiolégica de outros hormbnios com atuacao no ténus vascular renal, fungao glomerular
e mesangial e ainda na homeostase de sal e agua. E ainda, os produtos da via das
ciclooxigenases estado listados como mediadores de alteragdes funcionais renais em
muitas doencgas glomerulares, IRA e doenga renal crbnica, rejeicao de transplantes,
nefrotoxicidade a ciclosporina, sindrome hepatorenal, nefropatia diabética e
hipertensao de origem renal (FERNANDEZ et al., 2004).

O uso dos dleos de peixe ricos em acido graxo poiinsaturado émega 3 (AGPI n-
3) como terapia tém sido suscitado como benéfico por diversos mecanismos de acgao
como: (1) aumento da circulagdo de tromboxanos A3 seguido de aumento das
concentragcdes de prostaglandinas (PG12 e PG13) - potentes vasodilatadores — que
promoveriam melhora da fungao renal e redugcao da pressao arterial; (2) aumento da
producao endotelial de fatores de relaxamento (EDRF); (3) aumento de TGF-beta, uma
citocina imunomodulatéria potente que atua reduzindo a ativagao de linféctios T e
portanto limitando a resposta inflamatéria local; (4) possui acdo dose-dependente
pequena, na reducado da pressao arterial sistémica, especialmente o DHA; (5) efeito
hipotrigliceridemiante e; (6) reducao da agregacao plaquetaria, resultando em aumento

do tempo de sangramento, o que melhoraria a fibrindlise (LAURETANI et al., 2009).

Além dos efeitos renais antiinflamatoérios, antifioroticos e vasodilatadores, os
AGPI n-3 ainda sdo empregados na terapia de combate ao estresse oxidativo em
diversas outras doencas como depressdao, mal de Alzheimer, artrite, neoplasias,
cardiopatias, entre outras (MORAES, COLLA, 2006).

Beneficios renais foram demostrados em diversas pesquisas, como na realizada
por Hassan e Gronert (2009), que submeteram ratos a isquemia quente por 30 e 45
minutos e administraram duas dietas com diferentes propor¢cées de acidos graxos
poliinsaturados émega 3 e 6, (7:3 e 1:30) por 30 dias pré-operatério. Houve acentuada
elevagdo na concentragcédo de creatinina nos animais que receberam a dieta com maior
porpor¢ao de 6mega 6 (1:30) e aqueles que receberam dieta com maior proporgao de

acido graxo poliinsaturado émega 3 (7:3) mantiveram a fung¢ao renal normal. O grupo
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que sofreu isquemia por 45 minutos e dieta com maior proporcdo de AGPI n-6
apresentou 100% de mortalidade e aqueles que receberam dieta com maior proporg¢ao
de AGPI n-6:n-3, 100% de sobrevivéncia.

An et al. (2009) demonstraram que ha reducao da atividade pro-inflamatoéria e
pro-fibrética em rins de ratos submetidos a técnica de exérese cirurgica de 5/6 do
tecido renal. Também Fernandez et al. (2004) observaram protec¢ao da fungao renal em

ratos com caquexia do cancer quando comparados a ratos normais.

Ainda, Matsumoto et al. (2009) em seu estudo utilizando ratos com disfung¢ao da
artéria mesentérica comprovaram apds 4 semanas de administracéo de 300 mg.Kg™”'.d™
de acido eicosapentaendico (EPA) que as artérias analisadas demonstraram melhor
contragao pela menor expressao de COX-2, ativacao de fator nuclear-kB e inibicdo da

(signal regulated kinase) ERK.

Existem estudos que comprovaram a ac¢ao moduladora sobre lipidios,
demonstrando que a administracédo de acido graxo poliinsaturado émega 3 tem a
capacidade de diminuir as concentragcdes de triglicerideos em pacientes com
hipercolesterolemia. Harris (1997) fez a suplementacao de EPA e DHA a sete espécies
animais diferentes e observou a diminuicdo de LDL e VLDL em todas as espécies

analisadas. Os valores de HDL se mantiveram inalterados.

Adicionalmente, em se tratando de situagcdes de isquemia-reperfusao ressalta-se
o efeito anti-trombogénico. Conforme demonstrado por Woodman et al. (2003), a
suplementacdo de EPA e DHA em pacientes diabéticos tipo 2 levou ao aumento do
tempo de sangramento e menor agregagao plaquetaria. Comparando-se a
administracdo de DHA e EPA, observou-se menor agregagdo de colageno nos

pacientes que receberam DHA, mostrando sua superioridade em relagdo ao EPA.
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CAPIiTULO 3

3 IMPACTO DA SUPLEMENTAGAO DE OLEO DE PEIXE RICO EM ACIDO GRAXO

POLIINSATURADO OMEGA 3 SOBRE A FUNGAO E MORFOLOGIA RENAL DE
RATOS WISTAR SUBMETIDOS A ISQUEMIA QUENTE

(Impact of oil fish rich in polyunsaturated fatty acids omega 3 supplementation on renal

function and morphology in rats wistar submitted to warm ischemia)

RESUMO

A isquemia quente renal € uma técnica utilizada nos transplantes renais intervivos e em
outras técnicas cirurgicas dentro da urologia, incluindo nefrectomia parcial. O tempo de
isquemia renal prolongado bem como os danos ligados a reperfusao, estao associados
a lesbes renais morfo-funcionais agudas, potencialmente permanentes,
desenvolvimento de insuficiéncia renal aguda e rejeicao do 6rgao transplantado. O uso
de acidos graxos poliinsaturados émega 3 vém sendo amplamente estudado em
diversas doengas agudas e crbnicas devido as suas propriedades antiinflamatorias,
antioxidantes, antifibroticas, vasodilatadoras e anti-trombogénicas. Objetivou-se neste
estudo comparar a funcao renal e as alteragdes histopatoldgicas renais em ratos wistar
submetidos a isquemia quente por 30 minutos seguida de nefrectomia contralateral em
grupo controle (ndo suplementado) com grupos suplementados, em diferentes tempos
pos cirurgicos (24 horas e 30 dias). Observou-se que os valores de creatinina
plasmatica pos operatéria apresentaram-se compativeis com insuficiéncia renal aguda
em todos os grupos, no periodo de 24 horas; mas apenas os animais suplementados
apresentaram elevacao dos valores basais com diferenca estatistica (p<0,05). Ainda, o
grupo suplementado com 6leo de peixe rico em acido graxo poliinsaturado 6mega 3 no
periodo pds operatoério, apresentou valores de creatinina plasmatica superiores aos do
grupo controle no pés operatério de 30 dias (p<0,05). A histopatologia avaliaram-se
lesbes de vacuolizagao apical celular, necrose tubular, descolamento, dilatagédo tubular,

inflamacao e presenga de material eosinofilico nas células tubulares renais, conferindo-
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se um escore de lesdo a cada parametro conforme critérios de Goujon et al. Nao
observou-se diferenca estatistica (p<0,05) nos escores de lesao histopatolégica entre
todos os rins submetidos a isquemia quente, tanto nos grupos suplementados quanto
0s nao suplementados e entre os rins normais — ndo submetidos a isquemia, contudo
0s maiores escores de lesbes foram encontrados nos rins que sofreram a isquemia
quente tanto no periodo 24 horas quanto 30 dias. Conclui-se que o uso de acido graxo
poliinsaturado 6mega 3, neste estudo, nao conferiu nefroprotecdo - funcional e

morfoldgica - ao insulto de isquemia quente e reperfusao.

Palavras-chave: Acidos graxos polinsaturados émega 3. Renoprotecdo. Isquemia

quente. Reperfusao. Histopatologia renal.

ABSTRACT

The warm renal ischemia is a technique used in living kidney transplantation and other
surgical techniques in urology, including partial nephrectomy. The prolonged renal
ischemia time and damage associated with reperfusion are associated with
morphological and functional renal injury, potentially permanent, acute onset kidney
failure and graft loss. The use of omega-3 polyunsaturated fatty acids have been
extensively studied in various acute and chronic diseases due to its anti-inflammatory,
antioxidant, antifibrotic, vasodilatory and anti-thrombogenic effects. The aim of this
study was to compare the renal function and renal histopathological changes in Wistar
rats submitted to warm ischemia for 30 min followed by contralateral nephrectomy in the
control group (without supplemented) with supplemented groups with fish oil rich in
omega-3 polyunsaturated fatty acids, at different post surgical times (24 hours and 30
days). It was observed that the values of postoperative serum creatinine were
compatible with acute renal failure in all groups at 24 hours, but only supplemented
animals showed an increase from baseline values with statistical difference (p <0.05). In
addition, plasma creatinine values were higher in the group supplemented with fish oil
rich in omega-3 polyunsaturated fatty acid during the postoperative period than the

control group at 30 days postoperatively (p <0.05). Renal histopathology observed
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apical cytoplasm vacuolization, tubular necrosis, tubular detachment, tubular dilatation,
inflammation and eosinophilic material presence in the renal tubular cells, was graded in
scores related with the degree of injury to each parameter, following Goujon et al.
criteria. No statistical difference was observed (p <0.05) in histological injury scores
between all kidneys submited to warm ischemia in both groups (supplemented and non
supplemented) and normal kidneys (not submited to ischemia), however the higher
scores lesions were found in kidneys that were submited to warm ischemia both during
24 hours for 30 days. We conclude that the use of omega-3 polyunsaturated fatty acid
in this study, did not confer renoprotection - functional and morphological — to the insult

of warm ischemia and reperfusion.

Keywords: Omega-3 polyunsaturated fatty acids. Renoprotection. Warm ischemia.

Reperfusion. Renal histopathology.
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3.1 INTRODUGAO

A preservacgao da funcao renal em procedimentos intervencionistas € um ponto
de constante aprimoramento dentro da nefrologia e urologia. Algumas técnicas
cirargicas como nefrectomia parcial e nefrotomia, requerem a interrupcdo momentanea
do fluxo de sangue renal com o objetivo de reduzir a hemorragia transoperatéria,
procedimento conhecido como isquemia quente (DERAJAVAN, 2006; ADIN,
SCANSEN, 2011; HOLT, 2011). Este procedimento também faz parte da captacao de

rins de doadores vivos, na primeira etapa do transplante renal (HALAZUN et al., 2007).

A isquemia quente leva a importante reducédo da hemodinamica renal e pode
causar lesdes morfofuncionais momentaneas ou permanentes do 6rgao (DEJAVARAN,
2006). Quando as lesdes tissulares sdo extensas a ponto de comprometerem cerca de
65% da massa funcional renal, estabelece-se a insuficiéncia renal aguda ou injuria
renal aguda (IRA), que se caracteriza como declinio abrupto da funcdo renal,
mensurada pela elevagao sérica da creatinina, que ocorre de horas a semanas apods a
injuria, contudo em periodo inferior a 3 meses, com alta morbidade e mortalidade
(VAIDYA et al., 2008; BONVENTRE, YANG, 2011; COWGILL, LANGSTON, 2011).

A ocorréncia de insuficiéncia renal aguda (IRA) pds-cirirgica em nefrectomia
pacial foi relacionada com tempos de isquemia prolongados, sendo proporcional a
presenca de menor volume funcional de néfrons na massa renal remanescente
(SIMMONS et al., 2011; THOMPSON et al., 2012). Hellegering et al. (2012)
investigaram retrospectivamente a fungao precoce de rins transplantados e seus
resultados corroboram com outros autores (SIEDLECKI et al., 2011) revelando que o
prolongado tempo de isquemia quente esta diretamente relacionado a diminuigdo da
sobrevida do enxerto transplantado. Atribui-se a este procedimento causa pré-renal e
renal intrinseca de lesao aguda e potencialmente permanente (NOLAN, ANDERSON,
1998).

O reestabelecimento da perfusdo tecidual é fundamental para minimizar tais
danos, tornando-se a medida terapéutica mais urgente. Contudo, mesmo sabendo-se
que ha a necessidade da reperfusao, a circulacdo de radicais livres de oxigénio
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formados durante o periodo isquémico inicia uma complexa cascata de eventos
levando a lesdes tissulares adicionais e ao acumulo intracelular adicional de calcio
(BAKER et al., 1985; BULKLEY, 1987; EVORA et al., 1996) culminando em apoptose e
necrose celular (PADANILAM, 2003).

Sabe-se contudo que a via comum das lesdes renais envolve inflamagao e
fibrose; desta forma, terapias que possam influenciar a resposta inflamatéria, como o
uso de acidos graxos poliinsaturados 6mega 3 (AGPI n-3), vem sendo estudadas
(FASSETT et al., 2010).

A familia 6mega 3, representada especialmente pelo EPA (acido
eicosapentaendico) e DHA (acido docosahexaendico), € composta por acidos graxos
essenciais, poliinsaturados e tem especial importancia na composicao fosfolipidica da
membrana plasmatica (WAITZBERG, 2009). Desempenham fung¢des nutricional,
estrutural e reguladora dos lipidios, atuando de forma significativa na hemodinamica e
oxigenagao, assim como na resposta inflamatéria e controle de triglicerideos. Ainda, a
protecdo celular € atribuida a acado inibitdéria sobre a producdo de eicosandides
derivados do acido araquidbnico, como prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos e
citocinas pro-inflamatérias nos tecidos periféricos (WAITZBERG, 2009). Ressalta-se
também seu efeito anti-trombogénico (WOODMAN et al., 2003), culminando em menor

agregacao plaquetaria.

O objetivo deste estudo foi avaliar a fungdo e morfologia de rins de ratos
submetidos a isquemia quente unilateral, sob efeito de trés diferentes protocolos de
suplementacao oral de 6leo de peixe rico em acidos graxos poliinsaturados émega 3,

em dois momentos pos operatoérios.
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3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Os animais

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animais
(CEUA) da Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUCPR), sob numero de
registro 741. Foram utilizados 42 ratos da raga Wistar (Rattus Novergicus), machos e
adultos, pesando entre 250 e 400g, acondicionados em gaiolas com agua e comida ad

libitum, com temperatura (23°C), umidade e ciclo dia-e-noite (12 horas) controlados.

Os animais foram divididos, de forma aleatéria, em 4 grupos, conforme

tratamentos descritos no quadro 2.

Quadro 2: Delineamento do estudo, dividindo-se os animais por grupo, separados
conforme o programa de suplementacao a ser estabelecido e os periodos de eutanasia
pos-operatoria.

Suplementagao Eutanasia ap6s procedimento
Grupo com 6leo de N cirargico (n)
peixe na dose
de 1g.Kg" 24 horas 30 dias
GC Nenhuma 12 6
K} 6
30 dias PRE
G1 operatorio 2 >6
6
G2 30 dias PQS 6 i
operatorio
\> 6
30 dias PRE e
G3 POS operatorios 12 x
6
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Os 6 animais utilizados no grupo controle, eutanasiados 24 horas apés a cirurgia
foram considerados também como os 6 animais eutanasiados em 24 horas no grupo
G2, pois nao receberam suplementacdo com o6leo de peixe até o momento da

eutanasia.

Dentro de cada grupo, os animais foram identificados na cauda com a
numeragdo de 1 a 12, correspondendo os animais de numero 1 a 6 aqueles
eutanasiados em 30 dias de pds-operatério em todos os grupos, € 0s animais de 7 a 12

aqueles eutanasiados em 24 horas pos operatério nos grupos controle, G1 e G3.

3.2.2 O d6leo de peixe

Foi utilizado 6leo de peixe comercial' em capsulas para suplementacdo dos
animais. Cada capsula continha um grama de acidos graxos poliinsaturados marinhos,
sendo 0,2 g de 6mega 3 EPA (acido eicosapentaendico) e 0,1 g de bmega 3 DHA
(acido docosahexaendico) — Proporcdo EPA:DHA de 2:1. O dleo de peixe foi
administrado por via oral na dose de 1g.Kg™ de peso corporal. Imediatamente antes da
administragao, o 6leo era retirado da capsula por meio de seringa agulhada estéril e
administrada diretamente por via oral nos animais, com boa aceitagcdo. A medicagao

utilizada foi armazenada ao abrigo da luz, a temperatura ambiente.

3.2.3 O procedimento cirurgico

Todos os animais foram submetidos ao procedimento de isquemia e reperfusao
cirdrgica, apos anestesia com a associacido de cloridrato de quetamina?, na dose de 50
mg.Kg™ e xilazina®, na dose de 10 mg.Kg™, por via intramuscular. Foi entdo realizada a

tricotomia abdominal e a identificagdo com marcagao na cauda. Uma vez fixados os

' Oleo de Peixe Herbarium®
2 Ketamina 50® 50 mg.mL™", soluc&o injetavel esterilizada Holliday
® Anasedan® 20 mg.mL™, solucéo injetavel esterilizada Vetbrands
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animais a mesa operatoria aquecida (36-37°C), em decubito dorsal, foi realizada a
antissepsia da regido operatoria com iodopovidine e colocagdo de campos cirurgicos
para a incisao mediana xifopubiana, afastamento das visceras para localizagdo do rim
esquerdo, para dissecacao do hilo renal (figura 3) e clampeamento com clamp vascular
tipo bulldog (figura 4) durante 30 minutos. Durante o periodo de isquemia, os animais
foram mantidos sob aquecimento e com abdome coberto por gaze embebida em
solucao fisioldgica estéril para minimizar as perdas volémicas por exsudacéao.
Terminado o tempo estabelecido, removeu-se o clamp vascular e procedeu-se a
nefrectomia contralateral a direita. Apods revisao da cavidade peritoneal, foi realizado o
fechamento da parede abdominal em dois planos, com sutura continua nos planos
musculares e sutura de pele em pontos simples, ambas com fio absorvivel sintético de

acido poliglicélico 4.0*.

Figura 3. Dissecacao do hilo renal esquerdo para posterior clampeamento.

* 3afil® Green B/Braum
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Figura 4. Clamp vascular tipo bulldog utilizado para oclusdo do hilo renal por 30
minutos.

No pods operatério imediato, todos os animais foram medicados com
antiinflamatério ndo esteroidal, carprofeno5, na dose de 5 mg.Kg'1 por via subcutanea
em dose Unica, e mantidos com solugdo de dipirona sodica® na dose de 8 mg.Kg™ por
via subcuténea para analgesia, a cada 12 horas nos 2 dias consecutivos. Todos os
animais receberam 3,0 mL de solugdo de cloreto de sédio a 0,9%’ por via subcutanea
no pos operatoério imediato.

A realizagao da técnica cirurgica transcorreu sem intercorréncias. O indice de
mortalidade deste estudo foi de 16% (8 ratos em 50 animais submetidos ao
procedimento cirurgico). Todos os animais que vieram a 6bito foram substituidos. Dos 8
animais que vieram a oObito, 1 apresentou evisceragio, e os demais vieram a oObito no

pOs operatorio imediato por depresséo cardio-respiratoria.

3.2.4 Coletas de materiais biolégicos
Foram coletadas amostras de sangue por meio de pung¢do da veia caudal com
uso de seringa heparinizada® para avaliagdo da creatinina no pré-operatério imediato,

considerando para todos os animais, a amostra de sangue colhida no momento pré

3 Rimad(%/l® 50 mg.mL", solugdo injetavel esterilizada Pfizer

% D-500° 500 mg.mL™, solug&o injetavel esterilizada Fort Dodge

’ Cloreto de sodio 0,9%® frasco com 10 mL Samtec

¥ Heparina soédica® 5000 Ul mL™, solugao injetavel esterilizada Ariston
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operatério imediato como controle proprio. No momento da eutanasia — em 24 horas
para n=6 dos grupos controle, G1 e G3, e em 30 dias para os demais 6 animais de
cada grupo, incluindo o G2, as amostras de sangue foram coletas por meio de pungao
intra-cardiaca, apds anestesia. As amostras de sangue heparinizado foram
centrifugadas® a 3500 rotacdes por tempo de 5 minutos logo apds a coleta. Em seguida
o plasma foi aliquotado em frascos do tipo eppendorf e armazenado em freezer -20°C

até o momento da analise laboratorial, que ndo excedeu o tempo de 3 meses.

O rim direito, foi removido apds o procedimento de isquemia do rim esquerdo e
imediatamente embebido em solugdo de formaldeido 4% para posterior analise
histopatolégica nos animais do grupo controle. O mesmo procedimento foi adotado
para o rim esquerdo, ap0s a eutanasia, contudo em todos o0s animais de todos os

grupos.

3.2.5 Eutanasia dos animais

A eutanasia foi realizada em todos os animais em diferentes momentos,
conforme descrito no quadro 2, fazendo-se uso da associagdo de cloridrato de
quetamina’™ (50 mg.Kg') e xilazina" (10 mg.Kg™") intramuscular para anestesia e
posteriormente a administracdo de tiopental sédico'® por via intra-peritoneal, na dose
de 50 mg.Kg"', seguido por isofluorano inalatério’, até o momento de registro de

parada cardiorrespiratéria.

? Centrifuga Sorvall® MC12V DuPont

1% Ketamina 50® 50 mg.mL™, solucdo injetavel esterilizada Holliday
' Anasedan® 20 mg.mL™, solugao injetavel esterilizada Vetbrands
12 Thiopentax® 1g, solugao injetavel esterilizada Cristalia

13 |soflurano® 1mL 1mL™", solug&o inalatéria BioChimico
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3.2.6 Determinacgao da IRA

A determinacao da concentragao plasmatica de creatinina foi realizada por meio

da utilizacdo de kit comercial™

pela técnica de picrato em meio alcalino, por
espectrofotometria. Todas as analise foram realizadas no mesmo momento para evitar

variagdes inter-ensaios.

Foi definido como IRA, o aumento pds operatério de creatinina plasmatica
superior a 0,3 mg.dL" quando comparado com momento pré operatério imediato,

conforme classificacdo RIFLE, demonstrada no quadro 1 a seguir.

Quadro 1: Sistema de classificacdo RIFLE para pacientes com IRA

Estagio Creatinina Sérica
1 - Risco “Risk” Aumento de = 0,3 mg.dL™ ou = 150 a 200% do valor basal
2 — Injaria “Injury” Aumento de 200-300% do valor basal
3 — Faléncia “Failure” Aumento > 300% do valor basal
Perda “Loss” IRA persistente, completa perda de fungao por 4 semanas
Estagio Final “End-Stage” Perda da funcgao renal por 3 meses

Fonte: Adaptado de Vaidya et al, 2008

3.2.7 Analise histopatologica

As pecas renais conservadas em solugdo de formaldeido a 4% passaram por
processo de inclusdo em parafina quente para realizagdo de cortes de 4-5 pym por
microtomia. Os fragmentos foram identificados e colocados em laminas de vidro para
receber as coloragdes histoquimicas de hematoxilina-eosina (HE).

Todas as laminas foram lidas por microscopia O6ptica, por patologista que
desconhecia os protocolos de suplementagao utilizados.

A analise histopatoldgica foi realizada adaptando-se aos critérios de Goujon et

al. (1999), aplicados para avaliacdo das alteragdes sugestivas de necrose tubular

14 Creatinina Bioliquid Laborclin®
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aguda, utilizando-se 5 critérios passiveis de observagdo a microscopia Optica:
vacuolizagao citoplasmatica apical, descolamento celular, necrose tubular, presenca de
material eosinofilico na luz do tubulo e infiltrado inflamatério, graduadas em escores
conforme a abragéncia das lesbées: 1 - nenhuma anormalidade, 2 - lesbes afetando
10% ou menos do rim, 3 - lesdes afetando 25% do rim, 4 — lesdes afetando 50% do rim
e 5 - 75% ou mais de lesao renal.

Foram avaliados todos os rins esquerdos (que sofreram a isquemia por 30
minutos) no momento 24 horas nos grupos controle, G1 e G3, no momento 30 dias
foram avaliados os grupos controle, G1, G2 e G3. E ainda, foram avaliados seis rins
direitos (n&do isquemiados) de animais sem suplementacéo, usados como parametro de

normalidade (doravante denominado — grupo N).

3.2.8 Anadlise estatistica

As analises foram realizadas utilizando o software estatistico GraphPad Prism
version 3.00 for Windows, San Diego - Califérnia, EUA. Os resultados obtidos foram
expressos por médias e medianas, valores minimos, valores maximos, diferenca
aritmética e desvios padrbes ou por frequéncias, quando apropriado. Para todas as

analises foi adotado nivel de significancia de 5% (p=0,05).

Para determinacéo de IRA, comparou-se os valores de creatinina plasmatica pré
e pos operatdrio dentro de cada grupo individualmente, em dois momentos diferentes
(p6s operatorio de 24 horas e de 30 dias), utilizando-se test t student pareado.

Buscando-se avaliar se houve alteragao estatistica nos valores de creatinina
plasmatica, ligada ao tratamento estabelecido em cada um dos tempos, portanto
diferenga entre os grupos, utilizou-se analise de variancia (One-Way ANOVA) néao

pareado seguido pelo teste de médias de Bonferroni.

Para analise das alteragdes histopatoldgica, comparou-se estatisticamente o
numero de animais que apresentou cada um dos escores (1 a 5) para cada critério, nos
diferentes momentos — 24 horas e 30 dias, incluindo nas analises o grupo N (rins
direitos normais). Utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de médias de
Dunn’s.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O modelo experimental de isquemia renal quente em ratos € muito utilizado por
diversos autores (PARK et al.,, 2008; MEYER et al., 2011; BAGETTI-FILHO et al.,
2012), principalmente para avaliacdo de parametros relacionados a viabilidade
morfofuncional do érgéo apés o procedimento.

O principal efeito benéfico desta oclusdao é a reducdo da perda sanguinea,
facilitando a realizacdo do procedimento pelo cirurgido, contudo esta interrupcéo do
fluxo sanguineo pode levar ao declinio na taxa de filtragao glomerular, considerando-se
que a arquitetura celular altamente diferenciada dos rins € dependente de metabolismo
aerobio primario intenso (TIRAPELLI et al., 2009; WSZOLEK et al., 2011;
D’ALESSANDRO et al., 2012). A gravidade da lesao renal pode ser reversivel e é
diretamente proporcional ao tempo estabelecido para isquemia (RAMAN et al., 2011;
D’ALESSANDRO et al., 2012). Por este motivo preconiza-se que o tempo de isquemia
seja o menor possivel, sendo 30 minutos considerados o “gold standard” em
procedimentos abertos e laparoscopicos (SIMMONS et al., 2011, POULIOT et al.,
2011). Simmons et al. (2013) avaliaram o indice de atrofia renal em pacientes
submetidos a isquemia e as menores lesdes puderam ser observadas quando o tempo
de clampeamento foi inferior a 40 minutos. Recentes investigacbes demonstram ainda
que o efeito deletério relaciona-se a cada minuto adicional de isquemia comprovando
que, mesmo respeitando-se os limites aceitaveis, ocorrera lesdo renal (LANE et al.,
2011). Para o atual estudo, com objetivo de aproximacdo a realidade cirurgica,
preconizou-se manter 30 minutos de isquemia quente, tendo este tempo como limite
maximo para realizagdo do procedimento. Neste modelo de isquemia renal, é
importante justificar a importancia da nefrectomia contralateral, uma vez que a
presenca de um rim nao isquémico pode interferir na avaliagdo da resposta ao efeito da
isquemia. Alem disso, os rins contralateriais serviram neste estudo como controle de

normalidade, de acordo com trabalho desenvolvido por Sabbagh et al. (2011).

Quando trata-se de estudos experimentais, o indice de sobrevivéncia dos
animais também esta diretamente relacionados ao tempo estabelecido para isquemia
(RAMAN et al., 2011), que varia na literatura entre 25 a 120 minutos, de acordo com o
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objetivo do pesquisador (RAMAN et al., 2011, BAGETTI-FILHO et al., 2012). Dentro do
intervalo de 30 a 45 minutos de isquemia quente, a taxa de sobrevida dos ratos
encontra-se entre 85 a 90% (RAMAN et al.,, 2011), semelhante ao encontrado no
presente estudo (84%), apos fixado o tempo de 30 minutos de oclusao vascular.

Com relacao a oclusao vascular, Bagetti-filho et al. (2012) demonstraram que o
clampeamento arterial resultou em maior densidade do volume glomerular quando
comparado ao clampeamento arterial e venoso, sendo considerado ideal para
realizacao da isquemia por reduzir danos causados pelos radicais livres. Porém, no
presente estudo foi realizada oclusdo arterial e venosa uma vez que deve ser
considerada a necessidade de magnificagdo Optica para dissecgao e isolamento da
artéria, aumentando o tempo cirurgico, sem poder excluir a possibilidade de lesdes
iatrogéncias em virtude da delicada estrutura dos vasos em ratos. Destaca-se, de
forma mais relevante, que a oclusao arterial pode ser aplicada apenas em nefrectomia
parcial, ndo sendo utilizada em nefrectomias de doadores. Ainda, em nefrectomias
parciais devido neoplasias, a manipulagéo do tumor poderia aumentar a disseminagao
de células ja que a via hematdgena é provavelmente a maior via de desenvolvimento

de metastases de carcinomas renais (GLAVES et al., 2008).

A verdadeira extensdo da lesdo pode ser vista de 24 a 72 horas apds a
reperfusao (JABONSKI et al., 1983). Desta forma, avaliando os animais dos diferentes
grupos em 24 horas objetivou-se relatar as alteragbes agudas decorrentes deste
processo e, aos 30 dias, alteragées que poderiam refletir a cronicidade e a perpetuagao

das lesoes.

3.3.1 Creatinina plasmatica

Os valores das concentragdes plasmaticas de creatinina bem como os valores
da diferenga aritmética entre as concentracdes plasmaticas de creatinina pré e pos-
operatérios em cada grupo, nos momentos 24 horas e 30 dias estdo listada no
APENDICE A.

Observou-se que, no periodo de 24 horas pds operatorio, dos 18 animais
avaliados (controle, G1 e G3), 13 apresentaram aumento superior a 0,3 mg.dL™", o
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equivalente a 72,2%, compativel com insuficiéncia renal aguda (IRA) segundo o critério
de classificagao RIFLE.

A creatinina sanguinea € um marcador da taxa de filtragao glomerular em muitas
espécies animais, amplamente utilizado na rotina clinica. Contudo, sabe-se que os
valores de creatinina somente apresentam alteragdo quando a taxa de filtragao
glomerular for alterada em 60 a 75% dos néfrons, ou seja, em aproximadamente % da
massa renal total (somando-se ambos os rins) (BRAUN et al.,, 2003). Neste
experimento, uma vez procedida a nefrectomia contralateral, 50% da massa renal foi
removida, mas isto nao seria suficiente para provocar o aumento da creatinina
plasmatica. Portanto conclui-se que 72% destes animais sofreram lesdo no rim
isquemiado, em aproximadamente 30 a 50% da massa renal remanescente,
provocando a alteragdo dos valores plasmaticos de creatinina em 24 horas.

Porém, observou-se que a taxa de filtragcado nao se mostrou alterada na mesma
proporgdo nos animais avaliados aos 30 dias pos-operatorios. Dos 24 animais
avaliados neste momento, apenas 2 apresentaram aumento de creatinina plasmatica
superior a 0,3 mg.dL™", equivalente a 8,3%. Pode-se concluir que, em 30 dias, apenas
8% dos animais apresentaram lesdo do rim isquemiado em aproximadamente 30 a
50% da massa renal remanescente.

Estes numeros refletem o impacto da lesdo de isquemia e reperfusdo em todos
0s animais, nos momentos 24 horas e 30 dias, independentemente da tratamento
recebido.

Para compreender melhor este impacto sobre a funcdo renal e buscar os
possiveis efeitos nefroprotetores do uso de acido graxo poliinsaturado 6mega 3, torna-
se essencial buscar diferencas estatisticas nos valores plasmaticos de creatinina entre
os grupos de tratamento, em cada momento avaliado.

No momento 24 horas, os valores de creatinina foram estatisticamente diferentes
apenas entre o periodo pré e poés-operatério nos Grupos Controle (pré-0,6683 =+
0,05419 mg.dL'1 e po6s-1,410 + 0,4882 mg.dL'1, sendo P=0,0163) e G3, nos quais 0s
animais foram suplementados previamente e posteriormente a cirurgia com AGPI n-3
(pré-0,6600 + 0,03406 mg.dL” e p6s-1,012 + 0,1931 mg.dL”, sendo P=0,0079),

conforme figura 5.
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Figura 5. Concentracdes plasmaticas de creatinina (mg.dL”') no momento pré-
operatério imediato e 24 horas apos 30 minutos de isquemia quente em ratos Wistar

pertencentes ao Grupo Controle, G1 e G3. Os dados estdo apresentados como média
+ desvio padrao.

Nestes grupos, é possivel afirmar que houve queda da taxa de filtragdo no pos-
operatorio imediato, sendo os valores encontrados compativeis com insuficiéncia renal
aguda (IRA). De fato, no grupo controle, cinco dos animais apresentaram aumento
superior a 0,3 mg.dL™" nos valores plasmaticos de creatinina e, no G3, quatro animais
mostraram aumento superior a 0,3 mg.dL™". De acordo com o sistema RIFLE de
classificagao de IRA, estes valores sdo compativeis com reducédo abrupta da taxa de
filtracdo, corroborando para o diagndstico de IRA.

Observou-se a grande variancia entre as médias pré (0,8467 + 0,2761 mg.dL™)
e pds operatéria (1,505 + 0,9200 mg.dL') e os desvios padrdo no Grupo 1
(suplementados previamente com AGPI n-3), no momento 24 horas. Porém, nao ha
diferenca estatistica (P=0,1812) entre os valores, conforme figura 5. E possivel que a
variancia observada neste grupo possa ter influenciado o resultado da analise

estatistica. Destaca-se a importancia desta ressalva, pois observamos neste grupo o
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mesmo comportamento dos demais grupos com relagdo a comparagao dos valores de
creatinina aos valores de referéncia e quanto a analise das diferengas aritméticas entre
os valores pré e pds, como descrito no inicio desta secdo. Estatisticamente, no Grupo 1
nao houve queda da taxa de filtragdo no pds operatério imediato, mas considerando-se
o sistema de classificacdo RIFLE para determinacédo risco de IRA, quatro destes
animais (66,6%) apresentaram aumento de creatinina superior a 0,3 mg.dL™" no
momento pos operatorio imediato quando comparados ao momento pré operatorio,

sendo os valores compativeis com insuficiéncia renal aguda.

Comparando-se os valores pré e pos operatério no grupo controle no momento
30 dias, observa-se que nao ha diferenca estatistica (P=0,9691) entre os valores de
creatinina plasmatica no pré operatério imediato (0,7600 + 0,1262 mg.dL™”) e no pds
operatério (0,7633 + 0,1240 mg.dL™"), conforme figura 6. Entende-se, uma vez que 0s
valores mantiveram-se estatisticamente iguais no momento pré e pdos-operatorio, que
nao houve queda da taxa de filtragcdo no pds operatério de 30 dias, ou mesmo
indicando recuperacao/adaptacao da taxa de filtracdo glomerular para os ratos wistar
pertencentes ao grupo controle neste momento, sem suplementacao de AGPI dmega
3.

No momento 30 dias, os resultados dos valores de creatinina plasmatica foram
estatisticamente diferentes comparando-se pré e pdés-operatério do Grupo 1 (pré-
0,7467 = 0,1046 mg.dL‘1 e pos-0,9017 £ 0,05193 mg.dL'1, com P=0,046), Grupo 2
(suplementados posteriormente com AGPI n-3, sendo pré-0,6883 + 0,04167 mg.dL™" e
pds-0,9533 + 0,1428 mg.dL™", com P=0,0049) e Grupo 3 (pré-0,6750 + 0,08264 mg.dL™
e p6s-0,8500 + 0,03633 mg.dL™", com P=0,0060), conforme figura 6, comprovando a
queda na taxa de filtracdo glomerular. Os animais destes grupos sofreram e

mantiveram esta redugao na taxa de filtragao por 30 dias.
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Figura 6. Concentracdes plasmaticas de creatinina (mg.dL”') no momento pré-
operatério imediato e 30 dias apos 30 minutos de isquemia quente em ratos Wistar,

pertencentes aos grupos Controle, G1, G2 e G3. Os dados estdo apresentados como
meédia * desvio padrao.

De forma sintética observou-se que houve diferenca estatistica entre os valores de
creatinina plasmatica pré e pds operatério no periodo de 24 horas nos grupos controle
e G3 e observou-se diferenca estatistica no periodo de 30 dias nos grupos
suplementados (G1, G2 e G3), conforme quadro 3 a seguir.

De forma geral, é possivel observar que todos os grupos suplementados com AGPI
n-3 apresentaram redugdo na taxa de filtracdo pos operatdéria de 30 dias, quando
comparados com os valores pré operatérios imediatos, 0 que nao ocorreu com 0 grupo
controle. O uso do AGPI n-3, na proporcao EPA:DHA de 2:1 pode ter influenciado

negativamente a taxa de filtracdo nos animais tratados e observados por 30 dias.
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Quadro 3: Tabulagdo das médias e dos resultados das analises estatisticas
considerando-se as concentragdes plasmaticas de creatinina pré e pos operatorias em
cada grupo analisado. * p<0,05; ** p<0,01.

Grupos GC G1 G2 G3
Momentos 24 hs 30 dias 24 hs 30 dias 24 hs 30 dias 24 hs 30 dias
0,6683+ 0,7600+ 0,8467+ 0,7467 + 0,6883+ 0,6600+ 0,6750 +
Média | Pré 0,05419 0,1262  0,2761 0,1046 0,04167 0,03406 0,08264
(mg.dL™) 1,410+ 0,7633+ 1,505+ 0,9017 + 0,9533+ 1,012+ 0,8500 +
Pos 0,4882 0,1240 0,9200 0,05193 0,1428  0,1931  0,03633
Valor de p 0,0163* 0,9691 0,1812 0,0046** 0,0049** 0,0079** 0,0080**

Comparando-se os valores de creatinina plasmatica pré operatéria dos animais
eutanasiados 24 horas apos o procedimento, pertencentes aos grupos Controle x G1 x
G3, observa-se que nao ha diferenga estatistica (P=0,1276) entre eles, assim como na
analise dos valores pré operatérios dos animais eutanasiados com 30 dias - GC x G1 x
G2 x G3 (P=0,3828). Uma vez que todos os animais solicitados para o estudo foram
animais saudaveis, antes da lesao renal provocada pelo procedimento cirurgico, os
valores de creatinina pré-operatério imediato ndo poderiam ser diferentes entre si,

independente do protocolo de suplementagao estabelecido.

No momento 24 horas, comparando-se os valores de creatinina plasmatica entre
os grupos Controle x G1 x G3, observa-se que nao ha diferenga estatistica (P=0,3634)
entre eles. Independente do protocolo de suplementagao realizado, todos os animais
apresentaram reducao da taxa de filtracdo glomerular, mensurada pela creatinina
plasmatica, no pos operatorio imediato de 24 horas. Neste momento ndo houve

nefroprotecao pelo uso de 6leo de peixe rico em acido graxo poliinsaturado dmega 3.

Comparando-se os valores de creatinina plasmatica pds-operatéria no momento
30 dias entre os grupos, observa-se que ha diferenca estatistica (P=0,0283) entre GC x
G2, conforme figura 9. Os valores de creatinina pdés-operatérios do G2 (0,9533

+0,1428 mg.dL™") revelaram-se superiores aos valores de creatinina pos operatéria do

GC (0,7633 =+0,1240 mg.dL"). Tal fato indica que o grupo suplementado
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posteriormente ao procedimento cirurgico de isquemia renal por 30 minutos seguida de
nefrectomia contralateral mostrou piora da taxa de filtragdo glomerular quando
comparado ao grupo controle, indicando que o uso de AGPI n-3 no momento pos
cirargico possivelmente possa influenciar de forma negativa a taxa de filtracdo

glomerular.

1.25+

1.00+

0.75+

B

0.50+

Creatinina (mg dL'1)

0.25+

0.00

GC G1 G2 G3
Tratamentos estabelecidos

Figura 9 - Concentracdes plasmaticas de creatinina (mg.dL™") no momento 30 dias apds
técnica de isquemia quente renal por 30 minutos, entre os grupos GC, G1, G2 e G3. Os
dados estao apresentados como média * desvio padrao. *P=0,0283 entre GC e G2

A mensuragdao de creatinina sanguinea é considerada como um marcador
indireto e tardio para avaliagdo de lesao renal, pois apenas altera-se quando mais de
60% da massa renal funcional esta lesionada (BRAUN et al., 2003). Porém, torna-se
necessario ressaltar que houve diferenga estatistica em varios grupos € momentos,
mesmo utilizando-se esta ferramenta considerada pouco sensivel, indicando
comprometimento na taxa de filtracdo glomerular e lesdo no rim remanescente.

A utilizacdo do acido graxo poliinsaturado 6mega 3 (AGPI n-3), especialmente
EPA e DHA, vém sendo estudada ha 25 anos no tratamento de diversas doengas
renais, agudas e crdnicas, com mecanismos patogénicos diferentes (nefropatia por IgA,
nefrite por lupus, doenca renal policistica, glomerulopatia membranosa, nefrectomia
5/6, nefropatia toxica induzida por gentamicina e ciclosporina, nefropatia diabética e
injuria renal isquémica) e os resultados sao ainda controversos. As duvidas entre os
pesquisadores acerca da disparidade das respostas estdo relacionadas a dose
utilizada, a propor¢gdao de DHA e EPA utilizada, o tempo de duracdo da terapia e o

tamanho das amostras populacionais estudadas (FASSETT et al., 2010).
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Em levantamento realizado por Fassett et al. (2010), é possivel observar que,
entre 14 publicacdes listadas com doencas renais cronicas, seis destas concluem que
o uso de AGPI n-3 nédo influencia a funcdo renal, proteinuria ou taxa de filtracdo
glomerular (TFG). Em outras trés publica¢des, ha relato de melhora da funcéo renal e
as cinco restantes concluem que a resposta ao uso de AGPI n-3 revelou-se discreta e
sugerem que esta resposta possa ser dose-dependente.

Neumayer et al. (1992) observaram queda na TFG (mensurada por clearance de
inulina e de creatinina) em 24 horas em caes previamente suplementados com AGPI n-
3 por 6 semanas e submetidos a isquemia renal; contudo, houve melhora da TFG apds
72 horas pos operatoria — sem normalizagédo - nos animais suplementados, o que nao
foi observado nos animais do grupo Controle deste estudo.

Fernadez et al. (2004) observaram melhora significativa na TFG de ratos com
caquexia do cancer tratados com AGPI n-3, quando comparados aos animais nao
tratados, nao sendo possivel determinar se a melhora da TFG ocorreu por
nefroprotecao devido agao renal direta ou renal indireta relacionada a reducao da taxa
de crescimento tumoral.

Ainda, Hassan e Gronert (2009), observaram que ratos submetidos a isquemia
quente por 30 minutos, suplementados 4 semanas previamente, ndo mostraram
aumentos dos valores plasmaticos de creatinina no pos operatério de 24 horas mas em
isquemia de 45 minutos houve aumento significativo dos valores de creatinina no
mesmo periodo, quando comparados com grupo controle. Foi observada ainda
correlagdo positiva entre nefroprotecao a injuria renal isquémica e reducado das
concentragdes de citocinas, quimiocinas e eicosandides e redug¢ao do recrutamento de
leucdcitos polimoérficos.

Conforme discute Fassett et al. (2010), os resultados encontrados neste estudo
podem ter sofrido influéncia do numero populacional da amostra, da proporgcdo de EPA
e DHA na forma de suplementacao escolhida e até mesmo da dose utilizada. A dose
recomendada para humanos é de 0,2-0,5 g de EPA + DHA por dia (ARAB-TEHRANY
et al., 2012), e os ratos deste estudo receberam 0,12 g.dia™ aproximadamente.

O ¢dleo de peixe € bastante sensivel a luz e oxigénio com risco de sofrer

oxidacao lipidica quando mal-armazenado, levando a formacédo de malondialdeido e 4-
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hidroxi-2-nonenal (formas de aldeidos) capazes de realizar ligagdes covalentes com
acidos nucléicos. Em nosso estudo, o manejo de administragdo nao interferiu no
resultado, pois o acido graxo administrado nao entrou em contato com as maos do
pesquisador e foi administrado imediatamente apds a retirada, de forma estéril, de
dentro da capsula. Segundo Pacheco (2005), o processo oxidativo dos acidos graxos
EPA e DHA ocorre em 3 a 5 dias apds contato com oxigénio mesmo abrigados da luz.

Muitos autores (CLARK et al., 1991; DE CATERINA et al., 1993; HOLM et al.,
2001; LAURETANI et al., 2009; LIU et al., 2011) sugerem os efeitos benéficos do uso
de acidos graxos poliinsaturados 6mega 3 (EPA e DHA) sobre a fungao renal quando
associados a doenca renal hipertensiva e a disturbios cardio-circulatorios crénicos
(FASSETT et al.,, 2010), ou seja, lesdes renais crbnicas, progressivas, de carater
inflamatdrio, com patofisiologia diversa a aplicada neste estudo. Portanto, ndo podem
ser descritas como antagbnicas aos resultados encontrados.

Doencgas renais agudas incluem um grupo heterogéneo de causas e alteragcdes
metabolicas secundarias, por este motivo, apresentam necessidades terapéuticas
medicamentosas e de suporte diferentes, bem como suporte nutricional individualizado,
tanto em termos quantitativos, como qualitativos, com cuidado para nao sub-alimentar
ou super-alimentar o paciente. Como a terapia com a suplementacdo com acidos
graxos é considerada uma terapia nutracéutica, ndo é possivel desprezar os efeitos
farmacolégicos possiveis decorrentes de sua acgao individual e a interagao
medicamentosa nos pacientes (FICCADORI et al., 2013).

Ainda, sabe-se que toda reacao inflamatdria apds injuria aguda sera seguida de
uma fase de reparagao tissular. Questiona-se, neste momento, se a acgao
antiinflamatéria do AGPI n-3 possa interferir de forma negativa nesta fase de
reparagao. Isto pode nao ocorrer nas doencgas crdnicas, justamente por ser o fator
inflamatdrio crénico implicado como principal fator de progressao em muitas destas
doengas.

Ao comparar os grupos suplementados com o grupo controle houve diferenca
estatistica no grupo G2, que recebeu 6leo de peixe rico em acido graxo poliinsaturado

Omega 3 apos instituida a lesdo. Observou-se portanto que a administracao de AGPI n-
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3 (EPA:DHA de 2:1) prévia a lesao pode nao ter impacto sobre a fungao renal; porém,

0 aspecto negativo do seu uso ap0os instituida a isquemia deve ficar aqui ressaltado.

3.3.2 Analise histopatologica

As células epiteliais tubulares proximais sao especialmente susceptiveis a injuria
de isquemia e reperfusdo, levando a necrose tubular aguda. Lesdes subletais levam a
perda de polaridade e adeséao celular, resultando em migracdo de células para a luz
tubular e obstrugdo (LIEBERTHAL, JERROLD, 1996). A avaliacdo histopatoldgica de
lesdes tubulares pode ser feita de diferentes formas. Bagetti-Filho et al. (2012)
utilizaram metodologia desenvolvida por Scherle (1970), avaliando o numero de
glomérulos por mm?®, e destacou a importancia da contagem uma vez que Os
glomérulos ndo podem ser regenerados. No entanto, o método é subjetivo uma vez que
0s campos sao aleatoriamente escolhidos, podendo nao representar de forma efetiva a
real lesdao ocorrida. Diversas pesquisas avaliam as lesdes tubulares, especialmente em
tubulo contornado proximal, apresentando os resultados da avaliacdo histopatologica
por meio de um escore, mas nao ha padronizagcdo de um unico método de analise.
Descritos na literatura, encontra-se ao menos 6 formas diferentes de se avaliar as
lesdes renais. Raman et al. (2011) avaliaram histopatologicamante rins de ratos
isquemiados por diferentes periodos, seguindo um escore de 0 (0% de lesdo) a 3 (75%
de lesdo). Ja Sabbagh et al. (2011) apresentaram apenas a histologia descritiva,
justificando o pequeno tamanho das amostras, obtidas por bidpsia renal. Cock et al.
(2004) descreveram a utilizacdo de escala de classificagdo humana, especifica para
analise histopatolégica pds transplante, denominada escala de Banff'97, para a
avaliacao histopatologica de rins transplantados em gatos. E ainda, Yamaki et al.
(2012) descreve a utilizacdo da escala de classificagao de Shih et al. (1988), que avalia
em escores de 0 a 4 lesdes tubulo-intersticiais.

Apesar da diversidade das analises permanecer até os dias atuais, em 2009, na
tentativa de uniformizar um escore para avaliagcdo da isquemia renal, Tirapelli et al.

(2009) compararam dois modelos histopatolégicos, propostos por Jablonski et al.
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(1983) e Goujon et al. (1999). Ambas estas escalas propdem-se a avaliar lesdes
tubulares. A escala de Goujon et al (1999) analisa 8 alteragdes morfologicas: (1)
vacuolizacao citoplasmatica tubular, (2) necrose tubular, (3) dilatacdo tubular, (4)
descolamento celular tubular, (5) integridade da bordadura em escova, (6) edema
intracelular, (7) desnudacdo da membrana basal e (8) integridade mitocondrial,
devendo-se atribuir a cada um dos critérios um escore de 1 a 5 conforme a
abrangéncia das lesdes observadas na lamina, sendo 1 — sem alteragdes, 2 — lesGes
brandas acometendo menos de 10% da lamina, 3 — 25% de lesdo, 4 — 50% de lesao e
5 — 75% ou mais de lesdo. Na escala de Goujon et al. (1999) os parametros edema
intracelular e integridade mitocondrial requererem microscopia eletrbnica para analise e
por este motivo nao foram avaliados no trabalho. Mesmo assim, os autores concluiram
que o escore modificado proposto por Goujon et al. (1999) permitiu maior acuracia e
melhor descricdo do grau de lesdo renal pos isquemia porque os parametros foram
avaliados de forma mais detalhada.

Para evitar analise subjetiva e sem critérios pré-estabelecidos, ineficazes para
comprovar a presenga de lesao tubular renal, adotou-se neste estudo adaptagao da
escala de Goujon et al. (2009) para padronizacao das lesdes histopatologicas
encontradas. Os escores atribuidos a cada um dos critérios em seus respectivos
grupos e momentos pds-operatérios estdo descritas no APENDICE B. Fotomicrografias
das lesbes histopatoldgicas tubulares observadas neste estudo estdo exemplificadas

nas figuras 10, 11 e 12 a seguir.
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Figura 10. Fotomicrografia de rins de ratos wistar submetidos a isquemia renal quente
por 30 minutos. A — Dilatacdo tubular de diversas magnitudes (HE 100x) (Rato 7,
Grupo Controle no momento 24 horas); B — Infiltrados inflamatérios mononucleares
(setas) (HE 100x) (Rato 6, Grupo 1 no momento 30 dias).
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Figura 11. Fotomicrografia de rins de ratos wistar submetidos a isquemia renal quente
por 30 minutos. C — Necrose tubular aguda, destaca-se nucleo picnético (seta cheia),
células necréticas se projetando para a luz do tubulo (seta pontilhada), dilatagdo e
obstrugéo tubular (HE 400x) (Rato 3, Grupo 2 no momento 30 dias); D — Acumulo de
material eosinofilico na luz tubular (setas) (HE 200x) (Rato 9, Grupo Controle no
momento 24 horas).
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Figura 12. Fotomicrografia de rins de ratos wistar submetidos a isquemia renal quente
por 30 minutos. E — Intensa vacuolizagao das células tubulares, desarranjo celular e

Avaliando-se cada critério individualmente, e comparando-se os grupos controle,
G1, G3 e rins direitos normais (N) no momento 24 horas, ndo observou-se diferenca
estatistica entre os grupos analisados, mesmo entre rim esquerdo (com isquemia)
quando comparado ao rim direito (sem isquemia). O mesmo aconteceu no momento 30
dias, comparando-se o grupo controle, G1, G2, G3 e N.

E necessario destacar que ao observar os escores atribuidos aos critérios em
cada grupo individualmente, é possivel notar que os menores escores de lesdo estéo
presentes no grupo N, revelando, desta forma, que o rim direito, ndo submetido a lesao
isquemica, apresentou menos lesdes, mesmo que estatisticamente esta diferenca nao
tenha sido revelada.

Sabe-se que a hipoxia € capaz de interferir nos dois mecanismos de auto-
regulacao da taxa de filtragdo glomerular: o reflexo miogénico e o de retroalimentagao
tubuloglomerular e que a alteragcado no ténus vasomotor refletir-se-a na distribuicdo de
oxigénio aos segmentos tubulares, contribuindo ainda mais para a hipoxia e leséo
tubular adicional (BONVENTRE, YANG, 2011; COWGILL, LANGSTON, 2011).
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Portanto, a despeito da auséncia da analise da estrutura glomerular neste estudo e da
quantificacdo ou qualificagdo das lesdes endoteliais, os achados das lesdes tubulares
poderiam ser suficientes para justificar as alteragbes na taxa de filtragdo glomerular,
mensurada pela creatinina plasmatica.

Considerando os demais critérios de avaliacdo das alteracdes histopatoldgicas,
observa-se que estas assemelharam-se em todos os grupos e nos momentos 24 horas
e 30 dias - o que nao aconteceu com as concentracdes plasmaticas de creatinina, que
revelaram alteragées mais significativas no momento 24 horas quando comparados ao
momento 30 dias. Lembrando que 72% dos animais apresentaram aumento da
concentracao plasmatica de creatinina no momento 24 horas, contra 8% do momento
30 dias. Considerando esta observacéo, ndo é possivel correlacionar o grau de leséo
histologica com a alteracéo da taxa de filtracdo mensurada pela creatinina plasmatica
neste estudo. E ainda, revelando que a abrupta redugcéo da massa funcional renal seja
a verdadeira responsavel pelo aumento significativo das concentracées de creatinina
plasmatica e ndo as alteracdes tubulares ligadas a isquemia e reperfuséo.

Os escores de cada critério foram somados em cada um dos animais, conferindo
uma pontuacdo individual. A pontuacéo individual foi somada dentro dos grupos,
conferindo uma pontuag¢do global do grupo, tanto no momento 24 horas, quanto no

momento 30 dias, como demonstrado na figura 13 a seguir.
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Figura 13. Pontuacédo global dos escores de lesédo histopatolégica em cada grupo, no
momento 30 dias p6s operatorio, considerando-se N — grupo normal (rim direito sem
isquemia e sem suplementacdo), GC — grupo controle (rim esquerdo submetido a
isquemia quente por 30 minutos, sem suplementacdo de AGPI n-3), G1 (rim esquerdo
submetido a isquemia quente por 30 minutos, com suplementacao de AGPI n-3 por 30
dias pré operatério) e G3 (rim esquerdo submetido a isquemia quente por 30 minutos,
com suplementacao de AGPI n-3 por 30 dias pré e 30 dias pds operatorio).

No momento 30 dias pds operatério, observando-se o escore global de cada
grupo é possivel verificar que em comparag¢ao com o grupo N, considerado rim normal,
o GC apresenta aproximadamente 67% a mais de lesdo, enquanto o G1 apresenta
aproximadamente 63% de lesdo, ja o G2 apresenta aproximadamente 73% a mais de
lesao e finalmente, que o G3 apresenta aproximadamente 38% de lesdo a mais.

Fazendo a mesma andlise no momento 24 horas é possivel observar que em
comparagado com rim normal, o grupo controle apresentou aproximadamente 67% a
mais de lesdo, o G1 apresentou 50% a mais de lesdo e o G3 apresentou 53% a mais

de lesdo. Demonstrando valores de escore de lesdo muito préximos, verifica-se que o
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uso de AGPI n-3 néo foi capaz de conferir nefroprotecdo a morfologia tubular, no
momento 24 horas, nos animais suplementados.

Acredita-se que o tempo de 30 minutos utilizado para a isquemia quente neste
estudo possa ter sido determinante para preservacdo morfoldégica das células

tubulares.

3.4 CONCLUSAO

Neste estudo, pode-se concluir que a utilizagdo de 1g.Kg"' de &cido graxo
poliinsaturado dmega 3 em ratos wistar adultos submetidos a isquemia renal quente
por 30 minutos seguida de nefrectomia contralateral, ndo ofereceu nefroprotecao
quanto a fungao de filtragdo glomerular, mensurada pela creatinina plasmatica, nos
animais suplementados previamente quando comparados ao grupo controle, e ainda,
revelou impacto negativo nos animais suplementados posteriormente a isquemia
quando comparados com grupo controle.

Pode-se concluir também que o uso de AGPI n-3 nao conferiu nefroprotegcao
quanto as lesdes renais tubulares de isquemia e reperfusdo em qualquer um dos

grupos suplementados neste estudo.
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CAPIiTULO 4

4 CONCLUSAO GERAL

Conclui-se que nao existem diferengas histolégicas ou funcionais entre os
animais suplementados com AGPI n-3, seja esta suplementagdo somente prévia,
somente posterior ou ambas - prévia e posterior, a lesdo de isquemia e reperfusao
renal provocada pela técnica de isquemia quente em ratos, rejeitando desta forma a
hipétese inicial deste estudo e demontrando que seu uso como nutracéutico profilatico
ou terapéutico nao trara beneficios aos pacientes que o utilizem objetivando a
nefroprotegao pré-cirurgica.

Sabendo-se da importancia em minimizar as lesdes renais ligadas ao procedimento
de isquemia quente, sugere-se a pesquisa da utilizagcdo de agentes bloqueadores de
canais de calcio, visando reduzir a captagao deste eletrdlito na fase de reperfusao e
buscando minimizar a deflagracdo dos eventos inflamatérios e de lesdes tissulares em

cascata ligados a reperfuséao.

52



REFERENCIAS

ADIN, C.A.; SCANSEN. B.A. Complications of Upper Urinary Tract Surgery in
Companion Animals. Veterinary Clinics of Small Animal. v. 41, p.869-888, 2011.
AIKAWA, J. Efeito da suplementagdo com 6leo de peixe sobre a caquexia, o
crescimento tumoral e o sistema imunitario em ratos F2 (Dissertacdo de
mestrado). Curitiba, PR: Universidade Federal do Parana; 2004.

ALEXANDER, J.W. Immunonutrition: the role of n-3 fatty acids. Nutrition, v. 14,
p.627-633, 1998.

AN, W.S.; KIM, HJ.; CHO, KH.; VAZIRI, N.D. Omega 3 fatty acids
supplementation attenuates oxidative stress, inflammation, and tubulointerstitial
fibrosis in the remnant kidney. American Journal of Physiology Renal
Physiology. v. 297, p.895-903, 2009.

ARAB-TEHRANY, E.; JACQUOT, M.; GAIANI, C.; IMRAN, M.; DESOBRY, S;
LINDER, M. Beneficial effects and oxidative stability of omega-3 long-chain
polyunsaturated fatty acids. Trends in Food Science & technology. v. 25, p. 24-
33, 2012.

BAGETTI-FILHO, H.J.S. Avaliacdo do parénquima renal em ratos apos isquemia-
reperfusdo por clampeamento arteriovenoso e arterial (Dissertacdo de mestrado).
Rio de Janeiro, RJ: Universidade Estadual do Rio de Janeiro; 2012.

BAKER, G.L.; CORRY, R.J.; AUTOR, A.P. Oxygen Free Radical Induced Damage
in Kidneys Subjected to Warm Ischemia and Reperfusion, Protective Effect of
Superoxidase Dismutase. Annual Surgery v. 202, n.5, p. 628-641, 1985.
BEHREND, E.N.; GRAUER, G.F.; MANI, |.; GROMAN, R.P.; SALMAN, M.D.;
GRECO, D.S. Hospital-acquired acute renal failure in dogs: 29 cases (1983-1992).
Journal of the American Veterinary Medical Association. v. 208, n.4, p. 537-
541, 1996.

BHAYANI, S.B.; RHA, K.H.; PINTO, P.A.; ONG, A.M.; ALLAF, M.E.; TROCK, B.J.;
JARRET, T.W.; KAVOUSSI, L.R. Laparoscopic partial nephrectomy: effect of warm
ischemia on serum creatinine. The Journal of Urology. v. 172, n.4, p.1264-1266,
2004.

53



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

BONVENTRE, J.V. Mechanisms of ischemic acute renal failure. Kidney
International. v. 43, p. 1160-1178, 1993.

BONVENTRE, J.V.; YANG, L. Cellular pathophysiology of ischemic acute kidney
injury. The Journal of Clinical Investigation. v. 121, n.11, p.4210-4221, 2011.
BRADEN, G.A.; KNAPP, H.R.; FITZGERALD, D.J.; FITZGERALD, G.A. Dietary
fish oil accelerates the response to coronary thrombolysis with tissue type
plasminogen activator. Circulation. v. 82, p.178-187, 1990.

BRAUN, J.P.; LEFEBVRE, H.P.; WATSON, D.J. Creatinine in the dog: a rewiew.
Veterinary Clinical Pathology. v. 32, p.162-179, 2003.

BRONW, S. Physiology of the kidneys. In: BARTGES, J; POLZIN, D.J.
Nephrology and Urology of Small Animals. 1% ed. Nova Deli: Blackwell
Publishing, 2011. p. 125-153.

CALDER, P.C. Fat chance of immunomodulation. Trends Immunology Today. v.
19, n.6, p. 244-277, 1998.

CALDER, P.C. N-3 polyunsatured fatty acids, inflammation and immunity: pouring
oil on troubled waters or another fish tale? Nutrition Research, v. 21, p.309-341,
2001.

CALDER, P.C.; YAQOOB, P.; HARVEY, D.J.; WATTS, A.; NEWSHOLME, E.A.
Incorporation of fatty acids by concanavalin A — stimulated lymphocytes and the
effect on fatty acids composition and membrane fluidity. Biochemical Journal. v.
300, n. 2, p. 509-518, 1994.

CASSINI, M.F. Correlagao entre a espectroscopia de fluorescéncia induzida pelo
laser e as alteracdes histolégicas na isquemia e reperfusdo renal em ratos (Tese
de doutorado). Ribeirdo Preto, SP: Universidade de Sao Paulo, 2012.

CLARK, W.; PARBTANI, A.; PHILBRICK, D.J.; HOLUB, B.J.; HUFF, M.W. Chronic
effects of w3 fatty acids (fish oil) in a rat 5/6 renal ablation model. Journal of the
american society of nephrology. v.1, p.1343-1353, 1991.

COWGILL, L.D.; LANGSTON, C. Acute kidney insufficiency. In: BARTGES, J;
POLZIN, D.J. Nephrology and Urology of Small Animals. 1% ed. Nova Deli:
Blackwell Publishing, 2011. p.472-523.

54



21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

D’ALESSANDRO, P.; DASON, S.; KAPOOR, A. Laparoscopic Partial
Nephrectomy — Current State of the art. In: AMATO, R. Emerging Research and
Treatments in Renal Cell Carcinoma. Ontario: Hard Cover, 2012, p.245-272.

DE CATERINA, R.; CAPRIOLI, R.; GIANNESSI, D.; SICARI, R.; GALLI, C;
LAZZERINI, G.; BERNINI, W.; CARR, L.; RINDI, P. n-3 fatty acids reduce
proteinuria in patients with chronic glomerular disease. Kidney International. v.
44, p.843-850, 1993.

DE COCK, H.E.V.,; KYLES, A.E.; GRIFFEY, S.M., BERNSTEEN, L.; GREGORY,
C.R. Histopathologic findings and classification of feline renal transplants.
Veterinary Pathology. v. 41, p.244-256, 2004.

DERAJAVAN, P. Update on mechanisms of ischemic acute kidney injury. Journal
of the American Society of Nephrology. v. 17, p. 1503-1520, 2006.

EVORA, P.R.B.; PEARSON, P.J.; SECCOMBE, J.F.; SCHAFF, H.V. Lesao de
isquemia-reperfusdo. Aspectos fisiopatologicos e a importancia da funcgao
endotelial. Arquivo Brasileiro de Cardiologia. v. 66, n.4, p. 239-245, 1996.
FASSETT, R.G.; GOBE, G.C.; PEAKE, J.M.; COOMBES, J.S. Omega-3
polyunsatured fatty acids in the treatment of kidney disease. American Journal of
Kidney Disease. v.56, n.4, p.728-742, 2010.

FERNANDEZ, R.; PIECHNIK, J.; FABRIS, R.; MALNIC, G.; FERNANDES, L.C.
Effect of chronic fish oil supplementation on renal function of normal and cachectic
rats. Brazilian Journal of Medical and Biological Research. v. 37, p.1481-1489,
2004.

FIACCADORI, E.; REGOLISTI, G.; MAGGIORE, U. Specialized nutritional support
interventions in critically ill patients on renal replacement therapy. Current
Opinion in Clinical Nutrition and Metabolic Care. v. 16, p.000-000, 2013.
FRANCISCHETTI, I.; MORENO, J.B.; SCHOLZ, M.; YOSHIDA, W.B. Os
leucocitos e a resposta inflamatéria na lesdao isquemia-reperfusdo. Revista
Brasileira de Cirurgia Cardiovascular. v. 25, n.4, p.575-584, 2010.

GLAVES, D., HUBEN, R.P., WEISS L. Haematogenous dissemination of cells from
human renal adenocarcinomas. Brazilian Journal of Cancer. v.57, n.1, p.32-35,
1988.

55



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

GOUJON, J.M.; HAUET, T.; MENET, E.; LEVILLAIN, P.; BABIN, P.; CARRETIER,
M. Histological evaluation of proximal tubule cell injury in isolated perfused pig
kidney exposed to cold ischemia. Journal of Surgery Research. v.82, n.2, p.228-
233, 1999.

GUYTON A.C.; Formacgao de urina pelos rins: |. Fluxo sanguineo renal, filtragao
glomerular e seu controle. In: GUYTON, A.C. Tratado de Fisiologia Médica. 9"
ed. Philadelphia: Elsevier Saunders, 1996. p. 248-257.

HALAZUN, K.J.; AI-MUKHTAR, A.; ALDOURI, A.; WILLIS, S.; AHMAD, N. Warm
ischemia in transplantation: search for a consensus definition. Transplantation
Proceedings. v.39, n.5, p.1329-1331, 2007.

Harkness JE; Wagner JE. Biologia e clinica de coelhos e roedores. 3™ ed. Sao
Paulo: Editora Rocca, 1993, 238p.

HARRIS, W.S. N-3 fatty acids and serum lipoproteins: Animal studies. American
Journal Clinical Nutrition. v.65, n.5, p.1611-1616,1997.

HASSAN, I.R.; GRONERT, K. Acute changes in dietary omega-3 and omega 6
polyunsaturated fatty acids have a pronunced impact on survival pos isquemic
renal injury and formation of renoprotective decosahexaenoic acid-derived
protection D1. Journal of Immunology. v.182, n.5, p.3223-3232, 2009.

HAUGE, T.A.; CHRISTOFFERSEN, B.O. Effects of dietary fats on arachidonic acid
and eicosapentaenoic acid biosynthesis and conversion of C22 fatty acids in
isolated liver calls. Biochimical Biophysical Acta, v. 796, p. 205-217, 1984.
HELLEGERING, J.; VISSER, J.; KLOKE, K.J.; DANCONA, F.C.H.; HOITSMA, A.J.
VAN DER VLIET, J.J.; WARLE, M.C. Deleterious influence of prolonged warm
ischemia in living donor kidney transplantation. Transplantation Proceedings.
v.44,n.5, p.1222-1226, 2012.

HOLM, T.; ANDREASSEN, A.K.; AUKRUST, P.; ANDERSEN,K.; GEIRAN, O.R;;
KJEKSHUS, J.; SIMONSEN, S.; GULLESTAD, L. Omega-3 fatty acids improve
blood pressure control and preserve renal function in hypertensive heart transplant

recipients. European Heart Journal. v.22, p.428-436, 2001.

56



40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

HOLT, P.E. Outras causas de hematuria. In: HOLT, P.E. Urologia em Caes e
Gatos — Exames, diagnodstico e tratamento. 18! ed. Rio de Janeiro: Revinter,
2011. P.123-133.

HOSTE, E.A.J.; CLERMONT, G.; KERSTEN, A.; VENKATARAMAN, R.; ANGUS,
D.C.; BACQUER, D.; KELLUM, J.A. RIFLE criteria for acute kidney injury are
associated with hospital mortality in critically ill patients: a cohort analysis. Critical
Care. v.10, n.3, p. available online, 2006.

JABLONSKI, P.; HOWDEN, O.; RAE, D.A.; BIRREL, C.S. MARSHALL, V.C;
TANGE, J. An experimental model for assessment of renal recovery from warm
ischemia. Transplantation. v.35, n.3, p.198-204, 1983.

KELLEY, D.S. Modulation of human immune and inflammatory responses by
dietary fatty acids. Nutririon, v. 17, p. 669-673, 2001.

KERL, M.E. Recognition and Classification of acute kidney injury in the ICU. Anais
do American College of Veterinary Internal Medicine Forum & Canadian veterinary
Medical Association Convention; 3-6 Junho 2009; Montreal, Quebec. p. 650-652.
LARANJA, S.M.R.; BOIM, M.A.; SCHOR, N. IRA isquémica: necrose tubular
aguda. In: SCHOR, N.; BOIM, M.A.; DOS SANTOS, O.F.P. IRA - Insuficiéncia
renal aguda. 1 ed. S&o Paulo: Savier, 1997. p. 143-162.

LANE, B.R.; GILL, I.S.; FERGANY, A.F.; LARSON, B.T.; CAMPBELL, S.C. Limited
warm ischemia during elective partial nephrectomy has only a marginal impact on
renal function outcomes. The Journal of Urology. v.185, n.5, p.1598-1603, 2011.
LAURETANI, F.; MAGGIO, M.; PIZZARELLI, F.; MICHELASSI, S.; RUGGIERO,
C.; CEDA, G.P.; BANDINALLI, S.; FERRUCCI, L. Omega-3 and renal function in
older adults. Current Pharmaceutical Desing. v.15, n.36, p.4149-4156, 2009.
LENNON, S.; MARTIN, S.; COTTER, T. Dose-dependent induction of apoptosis in
human tumor cell lines by widely diverging stimuli. Cell Proliferation v.24, n.2,
p.203-214, 1991.

LIEBERTHAL, W.; LEVINE, J.S. Mechanisms of apoptosis and its potential role in
renal tubular epithelial cell injury. American Journal of Physiology: Renal
Physiology v.271, p.477-488, 1996.

57



50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

LIMA, E.S.; ABDALLA, D.S.P. Peroxidacao lipidica: mecanismos e avaliagdo em
amostras biolégicas. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas. v.37, n.4,
p.293-303, 2001.

LIU, J.C.; CONKLIN, S.M.; MANUCK, S.B.; YAO, J.K.; MULDOON, M.F. Long-
chain omega 3 fatty acids and blood pressure. American Journal of
Hypertension. v.24, n.10, p.1121-1126, 2011.

MATSUMOTO, T.; NAKAYAMA, N.; ISHIDA, K.; KOBAYASHI, T.; KAMATA, K.
Eicosapentaenoic acid improves imbalance between vasodilator and
vasoconstrictor actions of endothelium-derived factors in mesenteric arteries from
rats at chronic stage of 2 diabetes. The Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics. v.329, n.1, p.324-334, 2009.

MEYER, F.; SILVA, D.S.; BOMBONATTO, G.M.; LIZANA, J.N.; DZIEDRICKI, L.F.;
KRIEGER, M.L. Histological analysis and the blood flux in kidneys submitted to
different periods of ischemia-reperfusion. Acta Cirurgica Brasileira. v.26, n.6,
p.451-455, 2011.

MIYASAKA, C.K.; MANCINI, J.; LAJOLO, F.M.; CURI, R. Implicagdes clinicas e
nutricionais dos acidos graxos poliinsaturados n-3 dos 6leos de peixe. Laes &
Haes, Sao Paulo, v. 1, n. 98, p.68-75, 1996.

MORI, T.A.; BURKE, V.; PUDDEY, I.B.; IRISH, A.B.; COWPLAND, C.A., BEILIN,
L.J.; DOGRA, G.K.; WATTS, G.F. The effects of w 3 fatty acids and coenzyme
Q10 on blood pressure and heart rate in chronic kidney disease: a randomized
controlled trial. Journal of Hipertension. v.27, p.1863-1872, 2009.

MORAES, F.P., COLLA, L.M. Alimentos funcionais e nutracéuticos: defini¢des,
legislacao e beneficios a saude. Revista Eletronica de Farmacia. v.3, n.2, p.109-
122, 2006.

MOTA, P.C. Indicagbes actuais para biopsia renal. Acta Médica Portuguesa.
v.18, p.147-151, 2005.

NEUMAYER, H.H.; HEINRICH, M.; SCHIMSSAS, M.; HALLER, H.; WAGNER, K;;
LUFT, F.C. Ameliorates of ischemic acute renal failure by dietary fish oil
administration in conscious dogs. Journal of the American Society of
Nephrology. v.3, p.1312-1320, 1992.

58



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

NOLAN, C.R.; ANDERSON, R.J. Hospital-acquired acute renal failure. Journal of
the American Society of Nephrology. v.1, p.710-718, 1998.

PACHECO, S.G.A. Estabilidade oxidativa de o6leo de peixe encapsulado e
acondicionado em diferentes tipos de embalagens em condicdo ambiente
(Dissertagao de mestrado). Piracicaba, SP: Universidade de Sao Paulo; 2005.
PADANILAM, B.J. Cell death induced by acute renal injury: a perspective on the
contributions of apoptosis and necrosis. American Journal of Physiology: Renal
Physiology, v.157, n.5, p.608-627, 2003.

PARK, Y.; HIROSE, R.; DANG, K.; XU; F.; BEHRENDS, M.; TAN, V.; ROBERTS,
J.P.; NIEMANN, C.U. Increased severity of renal ischemia-reperfusion injury with
venous clamping compared to arterial clamping in rat model. Surgery. v.143, n.2,
p.243-251, 2008.

POULIOT, F.; PANTUCK, A.; IMBEAULT, A.; SHUCH, B.; CALIMLIM, B.; AUDET,
J.F.; FINLEY, D.S.; DUJARDIN, T. Multivariate analysis of the factors involved in
loss of renal differential function after laparoscopic partial nephrectomy: a role for
warm ischemia time. Canadian Urological Association Journal. v.5, n.2, p.89-
95, 2011.

RAMAN, R.N.; PIVETTI, C.D.; RAMSAMOOJ, R.; MATTHEWS, D.L.; DEMOS,
S.G.; TROOPMANN, C. Factors influencing rat survival in a warm renal ischemia
time to adapt the protocols. Transplantation Proceedings. v.43, p.1511-1514,
2011.

RIESER, T.M. Urinary Tract Emergencies. Veterinary Clinics of Small Animal.
v.35, p.359-373, 2005.

ROSE, D.P.; CONNOLLY, J.M. Omega-3 fatty acids as cancer chemopreventive
agents. Pharmacology & Therapeutics, v. 83, p.217-244, 1999.

SABBAGH, R.; CHAWLA, A.; TISDALE, B.; KAWAN, K.; CHATTERJEE, S
KWIECIEN, J.M. Renal histopathology features according to various warm
ischemia times in porcine laparoscopic and open surgery model. Canadian

Urological Association Journal. v.5, n.1, p.40-43, 2011.

59



68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

SCHIER, R.W.; WANG, W.; POOLE, B.; MITRA, A. Acute renal failure: definitions,
diagnosis, pathogenesis, and therapy. The Journal of Clinical Investigation.
v.114, n.1, p.5-14, 2004.

SHEKARRIZ, B.; SHAH, G.; UPADHYAY, J. Impact of temporary hilar clamping
during laparoscopic partial nephrectomy on postoperative renal function: a
prospective study. The Journal of Urology. v.172, n.1, p.54-57, 2004.

SHIH, W.; HINES, W.H.; NEILSON, E.G. Effects of cyclosporine A on the
development of immune-mediated interstitial nephritis. Kidney International. v.33,
n.6, p.1113-1118, 1998.

SIEDLECKI, A.; IRISH, W.; BRENNAM, D.C. Delayed graft function in the kidney
transplant. American Journal of Transplantation. v.11, p.2279-2296, 2011.
SILVEIRA, M.; YOSHIDA, W.B. Isquemia e reperfusdo em musculo esquelético:
mecanismo de lesdo e perspectivas de tratamento. Jornal Vascular Brasileiro.
v.3, n.4, p.367-378, 2004.

SIMMONS, M.N.; FERGANY, AF.; CAMPBELL, S.C. Effect of parenchymal
volume preservation on kidney function after partial nephrectomy. The Journal of
Urology. v.2, p.405-410, 2011.

SIMMONS, M.N.; LIESER, G.C.; FERGANY, A.F; KAOUK, J.; CAMPBELL. S.C.
Association between warm ischemia time and renal parenchymal atrophy after
partial nephrectomy. Journal of Urology. v.189, avaiable online, 2012.
SIMMONE, M.N.; SCHREIBER, M.J.; GILL, |.S. Surgical renal ischemia: a
contemporary overview. Journal of Urology. v.180, n.1, p.19-30, 2008.
SIMOPOULOS, A.P. The importance of the ratio of omega-6/omega-3 essential
fatty acids. Biomedicine & Pharmacotherapy, v. 56, n. 8, p. 365-379, 2002.
THOMPSON, R.H.; LANE, B.R.; LOHSE, C.M.; LEIBOVICH, B.C.; FERGANY, A;;
FRANK, I.; GILL, I.S.; BLUTE, M.L.; CAMPBELL, S.C. Comparison of warm
ischemia versus no ischemia during partial nephrectomy on a solitary kidney.
European Urology. v. 58, n.3, p.331-336, 2010.

THOMPSON, R.H.; LANE, B.R.; LOHSE, C.M.; LEIBOVICH, B.C.; FERGANY, A ;
FRANK, I.; GILL, I.S.; BLUTE, M.L.; CAMPBELL, S.C. Renal function after partial

60



79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

nephrectomy: effect of warm ischemia relative to qualitity and quality of preserved
kidney. Urology. v.79, n.2, p.356-360, 2012.

TIRAPELLI, L.F.; BARIONE, D.F.; TRAZZI, B.F.M.; TIRAPELLI, D.P.C.; NOVAS,
P.C.; SILVA, C.S.; MARTINEZ, M.; COSTA, R.S.; TUCCI JUNIOR, S.; SUAID,
H.J.; COLOGNA, A.J.; MARTINS, A.C.P. Comparison of two models for evaluation
histopathology of experimental renal ischemia. Transplantation Proceedings.
v.41, p.4083-4087, 2009.

VADEN, S.L. Renal biopsy: methods and interpretation. Veterinary Clinics of
Small Animal. v.34, p.887-908, 2000.

VAIDYA, V.S.; FERGUSON, M.A.; BONVENTRE, J.V. Biomarkers of acute kidney
injury. Annual Review of Pharmacology and Toxicology. v.48, p.463-493, 2008.
VOET, D.; VOET, J.G.; PRATT, C.W. Fundamentos de bioquimica. 2 ed. Porto
Alegre: Artmed, 2000, 1260p.

YU, L.; BURDMANN, E.; SEGURO, A.C.; HELOU, C.M.B.; ZATZ, R. Insuficiéncia
renal aguda. In: ZATZ, R. Fisiopatologia renal. 2°°. Sdo Paulo: Editora Atheneu.
2002, p. 261-282.

WAITZBERG, D.L. Omega-3: o que existe de concreto? [Internet]. [Local
Desconhecido]: Nutritotal; 2009 [atualizado em 04 Maio 2009; citado em 11 Julho

2012]. Disponivel em: http://www.nutritotal.com.br/publicacoes/files/644--

MonografiaOmega3.pdf
WOODMAN, R.J.; MORI, T.A.; BURKE, V.; PUDDEY, |.B.; BARDEN, A.; WATTS,

G.F.; BEILIN, L. Effects of purified eicosapentaenoic acid and docosahexaenoic

acid on platelet, fibrinolytic and vascular function in hypertensive type 2 diabetic
patients. Atherosclerosis. v.166, n.1, p.85-93, 2003.

WORWANG. S.; LANGSTON, C.E. Acute intrinsic renal failure in cats: 32 cases
(1997-2004). Journal of the American Veterinary Medical Association. v.232,
n.5, p.728-732, 2008.

WSZOLEK, M.F.; KENNEY, P.A.; LIBERTINO, J.A. Nonclamping partial
nephrectomy: towards improved nephron sparing. Nature Reviews Urology. v.8,
p.523-527, 2011.

61



88. ZORZENON, C.P.F.; SANTOS, N.Y.; ARAUJO, M.F.; BALBI, A.L.; PONCE, D.
Injuria renal aguda em unidade de terapia intensiva — estudo prospectivo sobre a
incidéncia, fatores de risco e mortalidade [Internet]. [Local Desconhecido]. Sao
Paulo; 2008 [citado 11 Fevereiro 2013]. Disponivel em:
prope.unesp.br/xxi cic/27 35884297866.pdf.

62



APENDICE A. Tabulagcdo dos dados: concentracdo de creatinina plasmatica nos
momentos pré e pos operatorio em cada grupo nos momentos 24 horas e 30 dias,
Diferencga aritmética e variagado percentual (A %) entre os valores pds e pré operatérios
de creatinina plasmatica em cada grupo e classificagdo de cada animal segundo
sistema RIFLE para IRA.

24 horas 30 dias
RATO Grupo Controle
pré | Pos | 9% |ao | RIFLE | Pre | Pos | PO | A% | RIFLE
— Pré) — Pré)

1 1,01 0,66 | -0,35 | -35 -
2 0,69 0,91 0,22 32 -
3 0,74 0,84 0,1 14 -
4 0,75 0,87 | 0,12 16 -
5 0,7 0,62 | -0,08 | -11 -
6 0,67 0,68 0,01 1 -
7 0,72 1,53 0,81 | 113 R

8 0,69 | 0,88 0,19 | 28 -

9 0,6 2,29 1,69 | 282 I

10 0,69 1,4 0,71 | 103 R

11 0,71 1,27 | 0,56 | 79 R

12 0,6 1,09 | 0,49 82 R

Grupo 1

1 0,81 0,94 | 0,13 16 -
2 0,69 0,89 0,2 29 -
3 0,65 0,92 0,27 42 -
4 0,69 0,86 | 0,17 25 -
5 0,71 0,83 0,12 17 -
6 0,93 0,97 | 0,04 4 -
7 1,37 | 0,96 | -0,41 -30 -

8 0,68 0,95 0,27 40 -

9 0,94 1,37 | 0,43 46 R

10 0,66 1,03 0,37 56 R

11 0,69 | 3,34 | 2,65 384 F

12 0,74 1,38 0,64 86 R
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24 horas | 30 dias
Grupo 2
RATO Pré Poés (Pés | A% | RIFLE i Pré Poés (Pés | A% | RIFLE
- Pré) - Pré)

1 0,68 1,21 0,53 78 R
2 0,69 0,84 0,25 22 -
3 0,76 1,02 0,26 34 -
4 0,69 0,93 0,24 35 -
5 0,68 0,88 0,2 29 -
6 0,63 0,84 0,21 33 -
7 0,72 1,53 0,81 113 R

8 0,69 0,88 0,19 28

9 0,6 2,29 1,69 282 I

10 0,69 1,4 0,71 103 R

11 0,71 1,27 0,56 79 R

12 0,6 1,09 0,49 82 R

Grupo 3

1 0,68 0,86 0,2 26 -
2 0,72 0,89 0,17 24 -
3 0,7 0,87 0,17 24 -
4 0,73 0,81 0,08 11 -
5 0,71 0,8 0,09 13 -
6 0,51 0,87 0,36 71 R
7 0,65 0,66 0,01 2

8 0,7 0,96 0,26 37 S

9 0,66 1 0,34 52 R

10 0,67 1,16 0,49 73 R

11 0,68 1,11 0,43 63 R

12 0,6 1,18 0,58 97 R
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30 dias Grupo controle
Critério R1 R2 R3 R4 R5 R6
Vacuolizagao 4 3 4 2 3 3
wbatar | 3 2 3 3 3 1
Descolamento 3 2 3 1 1 1
Dilatagao 2 3 2 2 2 2
eosi“r:lzit‘ilico 1 2 E 1 2 e
Inflamagao 1 2 1 2 2 2
30 dias Grupo 1
Critério R1 R2 R3 R4 R5 R6
Vacuolizagao 2 3 2 3 4 2
e s [ 2 [ 2 [ 2 |
Descolamento 2 2 1 1 1 2
Dilatagao 3 2 2 2 2 2
eosi“r:lzit‘ilico E E 1 e 4 2
Inflamagao 2 1 2 1 1 2

APENDICE B. Tabulacéo dos escores de les&o histopatoldgica tubular nos momentos
24 horas e 30 dias, em cada grupo: GC, G1, G2, G3 e N.
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30 dias Grupo 2
Critério R1 R2 R3 R4 R5 R6
Vacuolizagao 3 3 4 3 3 4
Necrose
tubular ! 2 “ 3 2 3
Descolamento 2 1 3 3 2 3
Dilatagao 2 2 3 2 2 2
Mat 1 2 2 2 3 3
eosinofilico
Inflamagao 1 1 2 1 1 2
30 dias Grupo 3
Critério R1 R2 R3 R4 R5 R6
Vacuolizagao 2 2 3 2 3 3
Necrose
tubular 2 1 2 2 3 1
Descolamento 1 1 2 1 1 1
Dilatagao 2 2 2 2 2 3
Mat 2 2 2 2 2 2
eosinofilico
Inflamagao 1 1 2 1 2 1
24 horas Grupo Controle
Critério R7 R8 R9 R10 R11 R12
Vacuolizagao 2 4 3 2 3 3
Necrose
tubular 3 2 3 E 2 2
Descolamento 2 1 3 1 3 1
Dilatagao 3 2 2 2 2 2
Mat 2 3 4 3 2 3
eosinofilico
Inflamagao 1 1 1 1 1 1
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24 horas Grupo 1
Critério R7 R8 R9 R10 R11 R12
Vacuolizagao 3 3 3 3 3 3
Necrose
tubular 2 ! 3 - E 2
Descolamento 2 2 1 1 1 2
Dilatagao 2 2 2 3 3 2
Mat 2 2 2 2 2 2
eosinofilico
Inflamagao 1 1 1 1 1 1
24 horas Grupo 3
Critério R7 R8 R9 R10 R11 R12
Vacuolizagao 3 3 3 3 2 3
Necrose
tubular 3 ! 2 3 2 3
Descolamento 3 1 2 3 1 1
Dilatagao 2 2 2 2 2 2
Mat 3 3 2 3 1 1
eosinofilico
Inflamagao 1 1 1 1 1 1
24 horas Grupo N
Critério R1 R2 R3 R4 R5 R6
Vacuolizagao 1 2 1 2 2 2
Necrose
tubular ! ! ! - - 2
Descolamento 1 1 1 1 1 1
Dilatagao 1 2 1 2 3 2
Mat 1 1 1 1 1 1
eosinofilico
Inflamagao 1 1 1 1 1 1
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