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INTRODUCAO

O rim é um érgao altamente complexo contendo componentes bem
definidos, que funcionam de forma coordenada, permitindo uma apropriada
regulacao de varios processos interdependentes (LIEBERTHAL & NIGAM, 2000).

No rim, a lesdo induzida por isquemia e reperfusdo é o principal fator
etioldgico da insuficiéncia renal aguda (IRA) (BRITO et al., 2005). Quanto maior o
tempo de isquemia, maior a repercussao clinica (COSTA et al., 2003). A oclusao
temporaria da artéria renal unilateral produz falha renal aguda isquémica
unilateral, esta situacao é similar a injuria renal isquémica que acontece durante a
cirurgia renal (TSUJI et al., 1993).

Sabe-se que o dano celular na sindrome isquémico-reperfusional é
decorrente de alteracdes da estrutura das membranas lipidicas da célula e de
suas organelas, que sao consequéncia de processos iniciados ja na fase de
isquemia, porém intensificados durante a reperfusao tecidual (BRITO et al., 2005).
Na reperfusdo, com o aporte de oxigénio, as lesdes se exacerbam pelo fato
dessas células ja estarem metabolicamente comprometidas ndo tendo, portanto, a
capacidade de exercer suas funcdes no sentido de manter o equilibrio ibnico e
suas defesas antioxidantes (FEITOSA et al., 2005).

A IRA é caracterizada por disfuncao tubular, prejudicando a reabsorcao
de agua e sodio, associada a lesdo das bordas em escova dos tubulos proximais e
presenca de células tubulares na urina (SCHRIER et al., 2004). A insuficiéncia
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renal tem como substrato anatémico a necrose tubular aguda (NTA). Associado a
morte celular por necrose, genes reguladores da apoptose também sdo ativados
culminando com a perda maior de células ao longo dos segmentos dos néfrons o
que contribui para o estabelecimento da insuficiéncia renal (FEITOSA et al., 2005).
As células tubulares proximais tém capacidade glicolitica reduzida e sdo mais
suscetiveis a privacao de ATP, do que as células do tubulo distal e da alca
ascendente de Henle (PERES et al., 2005).

E bem conhecido o fato de que alteragdes morfoldgicas compativeis
com necrose isquémica de células tubulares renais sdo verificadas ap6s pelo
menos 30 minutos de isquemia e com mais de uma hora de reperfusdo. As
modificacoes, reflexo da irreversibilidade da injaria, consistem na presenca de
alteragbes nucleares como picnose, cariolise ou cariorréxis associada com a
homogeneidade e acidofilia citoplasmatica. E bem conhecido o fato que muitas
vezes as células agredidas ainda conseguem sobreviver apresentando somente
alteracdes subletais que consistem em degeneracdo hidropica ou vacuolar com
modificacdes metabdlicas discretas, mas ainda compativeis com a sobrevivéncia
celular (FEITOSA et al., 2005). Outra distinta caracteristica histolégica na NTA
isquémica é a presenga de descamagdo, predominantemente localizada nos
segmentos distais do néfron. A descamacao que ocorre na NTA pode contribuir
para insuficiéncia renal ao causar obstrucao intratubular (LIEBERTHAL & NIGAM,
2000).

De acordo com VIANNA (2006), o pré-condicionamento farmacol6gico
consiste no uso de farmacos para modular 0s mecanismos de
isquemia/reperfusdao. Para LIEBERTHAL & NIGAM (2000) as intervengcdes
terapéuticas atuariam prevenindo a IRA ao diminuir a severidade das injurias
tubulares, resultantes de causas isquémicas ou tdxicas, ou ao acelerar a
recuperacao da NTA estabelecida.

A bidpsia renal convencional, percutanea ou cirdrgica, tem sido o melhor
método para o diagnostico patolégico, pois fornece dados sobre a celularidade e
permite a diferenciacdo de duas das situacdes clinicas mais comuns no pés-
transplante renal: a necrose tubular aguda e a rejeicdo celular (HURAIB &
GOLDBERG, 1989).

Varios estudos utilizaram a clorpromazina como protetor de lesdo de
isquemia e reperfusdo (CHIEN et al., 1977; NETTO et al. 2001). A clorpromazina
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pertence ao grupo dos tranquilizantes maiores e pode ser classificada, de acordo
com sua estrutura quimica, como derivados fenotiazinicos. Estes sdo utilizados
principalmente como medicacao pré-anestésica, potencializadores da analgesia
(neuroleptoanalgesia) e como antieméticos. Como tranquilizantes maiores
possuem alto indice terapéutico, sendo, portanto, medicamentos bastantes
seguros. A dose terapéutica indicada para aplicagao intravenosa varia entre 0,5 e
4,0 mg/kg para caes e gatos (SPINOSA et al., 1999).

Em resumo, a isquemia induz altera¢Oes estruturais e funcionais na
superficie das membranas das células tubulares o que é em grande parte
responsavel pela disfuncdo das células e do 6rgao (MOLITORIS & BACALLAO,
1999).

Este trabalho teve por objetivo verificar as alteracbes morfolégicas sob
microscopia oOptica de luz em diferentes tempos de isquemia e reperfusao renal,

tratados ou ndo com clorpromazina.

METODOLOGIA

Animais de experimentacao

Foram utilizados 12 animais da espécie canina (Canis familiaris —
Linnaeus, 1758), sem raca definida, machos, com peso corpéreo entre 10 e 25 kg,
obtidos junto ao Centro de Controle de Zoonoses da Prefeitura de Goiania e
transferidos para o canil de Experimentacao Cientifica da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Goias (UFG).

Previamente ao estudo experimental, os caes foram avaliados
clinicamente para a identificacdo de enfermidades sistémicas e renais que
poderiam interferir nos resultados. Foi realizada ainda colheita de urina e sangue
para hemograma e pesquisa de hematozoarios, conforme rotina do Laboratério de
Patologia Clinica do Hospital Veterinario da UFG, para ratificacdo das condi¢des
de higidez orgéanica.

Os animais foram divididos em dois grupos de seis individuos:

Grupo A: caes adultos com isquemia e reperfusao sem clorpromazina
Grupo B: caes adultos com isquemia e reperfusao tratados por clorpromazina
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A utilizagdo dos animais foi feita de acordo com as normas
estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA)
(GOLDENBERG, 2000) e Cédigo de Etica no Uso Cientifico de Animais (DUNIN &
SOUZA, 1996).

Procedimento cirurgico

Todos os animais tiveram inducao anestésica pela aplicacdo de
propofol 1.V (Propovan, Cristalia, Sdo Paulo) e manutencdo anestésica com
halotano (Halotano, Hoechst do Brasil, Sdo Paulo) e realizada uma incisdo
paracostal esquerda para identificacdo e isolamento do rim esquerdo e da artéria
renal esquerda. Apds o isolamento da artéria, os animais de todos os grupos
tiveram o vaso clampado com auxilio de uma pinga Satinsky. Os animais do grupo
B receberam clorpromazina (Amplictil, Aventis Pharma, Sao Paulo) via
endovenosa, na dose de 5 mg/kg, 15 min antes da clampagem do vaso, que foi
por 1 h. Apos este periodo, as artérias renais foram desobstruidas e os érgaos
permaneceram em reperfusdo por 2 h. Todos os animais foram doados ao final do

experimento.

Amostras

Em cada grupo foram extraidas seis amostras de parénquima renal, do
rim esquerdo, com utilizacdo de agulha tru-cut durante o procedimento cirurgico,
de acordo com o esquema indicado pela figura 1.

3h

1h 2h
30 min 30 min

15 min 5 min 25 min 30 min 5 min 25 min 1 h 30 min

| |
l 2A 3A 4 A 5A
v v v

CPM 1A REP 6A
1SQ

FIGURA 1 - Representacao esquematica dos momentos de colheita das amostras. Onde:
A= amostra; CPM= Clorpromazina; ISQ= Isquemia; REP= Reperfusao

6854



.“:. Anais do V Congresso de Pesquisa, Ensino e Extensao, Campus Samambaia - 06 a 10 de outubro de 2008

UFG “Produgao do conhecimento e transformagao social”

As amostras foram identificadas, fixadas e armazenadas em frascos
individuais contendo formol tamponado a 10%, que apds o fechamento foram
deixados a temperatura ambiente durante 12 horas. As amostras foram entdo
colocadas em caixas plasticas individuais (unicassetes) mantidos por mais 12h,
posteriormente os unicassetes contendo as amostras foram lavados em agua
corrente por 15 min, colocadas em alcool 70%, e permaneceram nesse
conservante aguardando o processamento histoldgico.

O estudo histoldgico foi realizado de acordo com FEITOSA et al. (2005),
compreendendo uma andlise descritiva e semi-quantitativa, sendo que o estudo
descritivo abrangeu de uma andlise do compartimento glomerular, compartimento
tubular e compartimento intersticial renal. Analisou-se no compartimento tubular a
presenca de degeneracao hidrépica, descamacao celular e alteracées nucleares
(picnose, cariorrexe, caridlise associadas com a homogeneidade e acidofilia
citoplasmatica) e no compartimento intersticial edema, congestdo capilar,
hemorragia intersticial e inflamacao.

A avaliacdo semiquantitativa de cada parametro foi feito as cegas,
sendo analisados cinco campos corticais e cinco campos medulares de cada
animal, utilizando aumento de 400 X.

A quantificagéo foi feita com escores de zero a trés, correspondendo a
auséncia de alteragdes - 0, alteragao leve - 1, moderada - 2 e acentuada — 3.

Ainda conforme a metodologia de FEITOSA et al. (2005), os resultados
foram expressos como indice de leséo intersticial e indice de lesdo tubular,
correspondendo ao somatério de pontos conferidos para cada parametro
correspondente, onde o valor Maximo para o indice de lesao intersticial foi 12 e
para o indice de lesdao tubular foi 27, pois cada alteragdo foi observada
separadamente nos TCP, TCD e componentes medulares.

Para analise estatistica foram aplicados teste de Mann-Whitney, analise
de variancia por posto de Kruskal-Wallis, assinalando com um asterisco os valores
significantes, como também foi realizado por FEITOSA et al. (2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este projeto de pesquisa foi concebido no sentido de auxiliar na

elucidacao de algumas questdées quanto a lesdo de isquemia e reperfusao renal.
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Além disso, ha anos tém-se os principios do uso de animais como modelo de
estudo e transposicdao para humanos. Os estudos podem nao s6 avaliar o
procedimento em si, como de suas consequéncias fisiopatolégicas e de sua
eficacia terapéutica. Conforme KARAMAN et al. (2006) a isquemia/reperfusao de
um érgao ou tecido resulta em dano celular, provocando uma complexa série de
eventos bioquimicos que afetam a estrutura e a funcéo de praticamente todas as
organelas e sistemas subcelulares das células afetadas. Danos celulares
resultantes da acdo de radicais livres podem ocorrer quando, na reperfusdo, o
oxigénio volta a suprir 0 tecido e a formacdo de radicais de oxigénio excede a
capacidade de detoxificagdo das células renais. Numerosos processos estdo
implicados na patogénese da inducado de danos celular devido a privacdo de
oxigénio. Isso inclui a geracao de espécies reativas do oxigénio, deplecédo de ATP,
infiltracdo de neutréfilos, ativagcdo de fosfolipases e alteracdo da membrana
lipidica, alteracdo do citoesqueleto e acumulo de calcio intracelular. Assim, os
mecanismos implicitos nas lesdées de isquemia/reperfusdo nos rins sao
multifatoriais e interdependentes, evolvendo hip6xia, resposta inflamatéria e danos
induzidos por radicais livres.

As alteragbes morfolégicas encontradas no presente estudo, foram
semelhantes nos dois grupos, para os diferentes tempos. As amostras 1A
apresentaram histologia preservada semelhante ao normal. Segundo SCHRIER et
al. (2004), a necrose tubular € vista apenas em algumas células tubulares e as
vezes, esta ndo é detectada, no entanto, a morfologia glomerular é sempre
normal, o que também foi visto neste trabalho.

Ja nas amostras 2A e 3A foi percebida uma discreta presenca de
degeneracdo nos tubulos contorcidos proximais, que tornou-se moderada nas
amostras 4A e 5A intensificando na ultima amostra (6A), comportamento
semelhante foi encontrado na avaliacdo da descamacao nos TCP. Observou-se a
presenca de material protéico na luz dos TCP nas amostras 3A e 4A.

A lesdo degenerativa e descamacao foram encontradas nos TCD
somente a partir do momento 4A de intensidade discreta e moderada, mas no final
do periodo de reperfusdo (6A) foi acentuada (Figura 2). A tumefacao
citoplasmatica foi encontrada nos tubulos principalmente dos momentos 3A e 4A.

Esses achados mostram que as lesdes ocorrem predominantemente e
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primeiramente nos TCP, o que também foi constatado por MOLITORIS &
BACALLAO (1999) e LIEBERTHAL & NIGAM (2000).

Segundo FEITOSA et al (2005), alteragdes morfolégicas compativeis
com necrose isquémica de células tubulares renais consistem na presenga de
alteragdes nucleares como picnose, caridlise ou cariorréxis associada com a
homogeneidade e acidofilia citoplasmatica. No presente estudo, alteracdes
compativeis com necrose tubular (acidofilia citoplasmatica e picnose) foram
encontradas em poucas células tubulares na amostra 6A.

FIGURA 2: Fotomicrografias da regido cortical do rim de cées submetidos a
isquemia e reperfusédo (HE, 400x), evidenciando a descamacao celular
(seta) no final de 1h de isquemia que € intensificada apds o periodo de
reperfusdo. (a) amostra 3A do Grupo A; (b) amostra 3A do Grupo B; (c)
amostra 6A do Grupo A; (d) amostra 6A do Grupo B (discreta
vacuolizagcéo é assinalada pela ponta da seta).

Nenhuma alteragdo foi observada nos componentes medulares dos
néfrons, a ndo ser a presenca debris celulares encontradas a partir das amostras
4A (Figura 3), o que, segundo LIEBERTHAL & NIGAM (2000) € uma distinta
caracteristica histolégica na NTA isquémica.
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FIGURA 3: Fotomicrografias da regiao medular do rim de cdes submetidos a
isquemia e reperfusdao (HE), evidenciando presenca de debris
celulares nas alcas de Henle (setas). (a) corte longitudinal da amostra
4A do Grupo B (400x); (b) corte transversal da amostra 4A do Grupo B
(200x).

Uma discreta congestdo estava presente nas amostras 2A e foi
intensificada apds 1h de isquemia (3A). Células inflamatérias no intersticio foram
observadas somente em raros campos de forma discreta e somente no final da
reperfusao (6A).

A andlise descritiva das lesbes renais esta representada na figura 4,
onde mostra o comportamento semelhante dos dois grupos, ou seja, as lesdes
foram intensificadas com o processo de isquemia/reperfuséo.
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FIGURA 4: indice de lesdo tubular apds lesdo de isquemia e reperfusdo
renal em céo tratados ou ndo com clorpromazina. Onde: os
asteriscos evidenciam diferengas significativas entre as
amostras 1A/2A de 5A/6A dentro do Grupo A e Grupo B.

A analise estatistica demonstrou ndo haver alteracdo significante entre
os grupos A e B, mas foi verificada alteracao tubular significante entre as amostras
1A e 6A (p>0,05).
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O efeito dos fenotiazinicos na estrutura e funcdo das membranas como
bloqueador dos canais de calcio ja € conhecido em outros érgaos, entretanto nao
foi possivel verificar o efeito protetor da clorpromazina mesmo aumentando o
tempo de reperfusdo e diminuindo o tempo de isquemia como foi sugerido por
NETTO et al. (2001).

CONCLUSAO

A oclusao da artéria renal esquerda em caes estd associada a
modificacdes morfoldgicas renais principalmente na fase de reperfusao.

Nao foi possivel verificar o efeito protetor da clorpromazina, por meio do
histopatolégico, quando administrada na dose de 5mg/kg, 15 min antes da
isquemia renal com uma hora e meia de duracéao, e reperfusao por duas horas.
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