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RESUMO

HONORATO, R. A. OBLITERAC}AO SANGUINEA RENAL TRANSITORIA COMO
ALTERNATIVA AO ESTUDO DA SINDROME DE ISQUEMIA-REPERFUSAO
RENAL EM MODELO ANIMAL. 2017. 42f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia Animal) -
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2017.
As doencas renais isquémicas apresentam alta mortalidade e morbidade, caracterizando-se
como um dos mais importantes mecanismos ligados a perda irreversivel da funcdo renal.
Atualmente, diversos modelos cirargicos sdo estudados com a finalidade de mimetizar os
danos ocasionados pelas lesdes isquémicas e, assim, se obter maiores informacdes a respeito
de suas caracteristicas fisiopatoldgicas. Nesse contexto, a utilizacdo de modelos animais que
possuam semelhancas bioldgicas e anatomo-fisiolégicas com a espécie humana, capazes de
subsidiar pesquisas de interesse bioldgico e médico, vém ganhando cada vez mais forca. Com
iss0, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade do método de obliteracdo sanguinea
renal transitoria como alternativa ao estudo da SIR renal em catetos (Tayassu tajacu), tendo
em vista a provavel similaridade morfofisiologica desta espécie com os humanos, uma vez
gue a mesma apresenta proximidade filogenética com o suino doméstico. Foram utilizados
oito animais, os quais foram submetidos a procedimento cirurgico para inducdo de nefropatia
isquémica mediante clampeamento dos vasos renais com pingca vascular por 60 minutos.
Foram colhidas amostras para mensuracdo sérica de ureia, creatinina e relacdo proteina /
creatinina urinaria — UPC, além de avaliacdo ultrassonogréafica renal, ambos antes da indugédo
e no 10° e 20° dias pos-inducdo, e coleta de material para exames histopatolégicos. A analise
estatistica procede-se mediante os testes de Shapiro-Wilk, analise de variancia (Teste F),
Tukey HSD e Kruskal Wallis, com nivel de significancia de 5,0%. Os resultados
demonstraram diferenca nos niveis de resistividade renal entre 0os momentos avaliados,
aumento de ecogenicidade renal com perda da relacdo cortico-medular e presenca de discretas
alteracdes glomerulares e vérias alteracdes tabulointersticiais na analise bioquimica.
Concluiu-se que o cateto caracteriza-se como um bom modelo experimental para estudos de
nefropatias isquémicas induzidas, contudo faz-se necessario a padronizacdo de seus
parametros bioquimicos renais, soroldgicos e urinarios em regime nutricional idéntico, haja
visto a grande variabilidade de tais dados dentro da espécie.
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ABSTRACT

HONORATO, R. A. TRANSIENT RENAL BLOOD OBLITERATION AS AN
ALTERNATIVE TO THE STUDY OF RENAL ISCHEMIA-REPERFUSION
SYNDROME IN AN ANIMAL MODEL. 2017. 48f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
Animal) - Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal do Piaui,
Teresina, 2017.

Ischemic renal diseases present high mortality and morbidity, characterizing as one of the
most important mechanisms linked to the irreversible loss of renal function. Currently, several
surgical models are studied in order to mimic the damage caused by ischemic lesions and,
thus, to obtain more information about their pathophysiological characteristics. In this
context, the use of animal models that have biological and anatomical-physiological
similarities with the human species, able to support researches of biological and medical
interest, have been gaining strength. The objective of this study was to evaluate the viability
of the transient renal blood obliteration method as an alternative to the study of renal SIR in
hounds (Tayassu tajacu), considering the probable morphological physiological similarity of
this species to humans, since the same phylogenetic proximity to the domestic swine. Eight
animals were used, which were submitted to a surgical procedure to induce ischemic
nephropathy by clamping the renal vessels with vascular clamp for 60 minutes. Samples were
collected for serum urea, creatinine and urinary protein / creatinine ratio (UPC), in addition to
renal ultrasonographic evaluation, both before induction and on the 10th and 20th
postoperative days, and collection of material for biochemical examination. Statistical
analysis was carried out using the Shapiro-Wilk tests, analysis of variance (Test F), Tukey
HSD and Kruskal Wallis, with a significance level of 5.0%. The results showed a difference
in the renal resistivity levels between the evaluated moments, an increase in renal
echogenicity with loss of the cortico-spinal relationship and the presence of discrete
glomerular alterations and several tubulointerstitial alterations in the histopathological
analysis. It was concluded that the catheter is a good experimental model for studies of
induced ischemic nephropathies, but it is necessary to standardize its renal, serological and
urinary biochemical parameters in the same nutritional regimen, given the great variability of
such data within the species.
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Esta dissertacdo apresenta a seguinte estrutura formal: Uma Introducdo, revisdo de
literatura ¢ um Capitulo I contendo o artigo intitulado “Obliteracdo sanguinea renal
transitoria como alternativa ao estudo da sindrome de isquemia-reperfusdo renal em
modelo animal”, a ser encaminhado para publicagdo no periddico Revista Arquivo
Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia. O artigo foi estruturado de acordo com as

normas técnicas da mesma.

1 INTRODUCAO

As doengas renais isquémicas apresentam alta mortalidade, morbidade e podem levar a
perda irreversivel da funcdo renal. Sua fisiopatologia é complexa e envolve as interacdes do
complexo imunolégico-celular-hormonal, levando a danos celulares multiplos, tornando
inviavel qualquer tipo de terapia convencional, sendo o transplante o0 método mais eficaz para
0 reestabelecimento do paciente renal. No entanto, o transplante renal ainda apresenta
dificuldades diversas, tais como rejeices (sindrome do enxerto-hospedeiro), sobrevida
diminuida do 6rgdo transplantado e um numero muito reduzido de doagdes (MOON et al.,
2016).

Segundo dados do Registro Brasileiro de Transplantes de Orgdos (RBTO, 2016), até
marco de 2016 haviam 19.805 pessoas na lista de espera para rins. No periodo de janeiro a
mar¢o do mesmo ano, 1.928 pacientes ingressaram na lista de espera por um transplante renal,
enquanto que apenas 1287 transplantes foram realizados. Sendo assim, o nimero de doagdes
abrangeu somente 6% da lista de espera e correspondeu a apenas 66% do nimero de novos
pacientes, o que reforca cada vez mais a necessidade de formas alternativas de tratamento

para as doengas que cursam com perda irreversivel da funcao renal.

No transplante renal, o rim doado, até sua implantacdo efetiva no receptor, sofre uma
série de agressdes denominadas de injuria-reperfusdo (PERES et al, 2005). A lesdo de
reperfusdo € um termo usado para descrever alteragdes funcionais e estruturais que se tornam
aparentes durante o reestabelecimento do fluxo sanguineo ap6s um periodo de isquemia
(EVORA et al., 1996). A injaria causada por isquemia-reperfusdo caracteriza-se como uma
importante limitacdo no contexto da transplantacdo de érgéos, sendo uma complexa sindrome
que envolve vasoconstriccdo renal, dano tubular e glomerular, denominada Sindrome de
isquemia-reperfusdo (SIR) (PERES et al, 2005).



12

A SIR é um fendmeno complexo que contribui com 60-70% da morbidade e
mortalidade relacionadas a lesdo renal aguda presentes em varias situagdes clinicas, como por
exemplo, os transplantes renais (YAMAKI et al., 2016). Os efeitos deletérios da SIR renal séo
alvos de diversos estudos sobre terapias alternativas com uso de medicamentos como a
clorpromazina, verapamil, alopurinol, octreotida, 6leo de copaiba, vitaminas C, D e E e
ciclosporina A, poréem sem resultados satisfatérios (SHIH et al., 1988; 1,2 YAMAKI et
al.,2012).

Atualmente vérios fatores estdo implicados na fisiopatologia da SIR, podendo se
dividir didaticamente em dois paradigmas: imunolégico e hemodindmico. O primeiro e mais
recente, envolve as células do sistema imunoldgico, sobretudo as células T, possuindo papel
fundamental na lesdo. O segundo é classicamente descrito como a privacdo de oxigénio pela
producdo de radicais livres de oxigénio apds a reperfusdo e pela interrupcdo do fluxo
sanguineo, que envolve diversos sistemas hormonais (MOURA et al., 2015)

Embora a introducdo de melhores solugdes de preservacdo na préatica clinica venha
reduzindo a severidade das lesdes isquémicas, a SIR ainda permanece como um dos maiores
problemas no transplante de 6rgdos solidos (PERCARIO et al., 2010). Tal fato incita a
necessidade de realizagdo de experimentos para obtencdo de modelos alternativos que possam

subsidiar formas de mitigar as lesdes e consequentes mortes por faléncia renal.

A instituicdo de modelos biol6gicos para testes recebe atencdo crescente, ja que se
buscam modelos proximos a biologia e fisiologia humana (KONOPKA et al., 2007). Alguns
modelos experimentais utilizam intervencGes cirdrgicas no intuito de causar Insuficiéncia
Renal Cronica (IRC). Em ratos se encontra extensa literatura sobre o assunto, além de
trabalhos com a utilizacdo de coelhos, modelos murinos entre outros (Da COSTA et al., 2009;
SANTOS, 2011). Nesse contexto, o suino € um modelo muito utilizado para estudos de
doencas humanas, pois apresenta varias caracteristicas biologicas, anatdmicas, fisioldgicas e
nutricionais semelhantes ao homem. Os suinos domésticos e 0 minipig sdo modelos relevantes
em muitos campos da pesquisa médica (LUNNEY, 2007), no entanto possuem algumas
limitagdes, principalmente no que diz respeito ao tamanho (suinos domésticos) e custos
(minipig).

O estudo com animais silvestres acerca da insuficiéncia renal induzida é de extrema
relevancia para obtencdo de novos modelos animais experimentais que possibilitem sua
utilizacdo em pesquisas para se testar novos protocolos para a terapia das lesdes renais, por

motivo de serem espécies de grande resisténcia e adaptaveis em cativeiro.
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O cateto (Tayassu tajacu), espécie silvestre, pertencente a familia Tayassuidae,
apresenta proximidade filogenética com o suino domeéstico, e, considerando a similaridade
morfofisioldgica deste Gltimo com os humanos, podera representar um meio alternativo para
estudos. Seu peso reduzido, com individuos adultos pesando aproximadamente 25
quilogramas, reflete em economia do ponto de vista da alimentagdo do animal, bem como de
gastos com anestésicos, drogas anti-inflamatorias e antibidticas. Ressalta-se ainda, pesquisas
iniciais sobre a introducdo de novos modelos suideos como o cateto (Tayassu tajacu),
tayassuideo que representou um bom modelo para nefropatia isquémica induzida por
clampeamento parcial da artéria renal, apresentando grande resisténcia, de facil adaptacdo em
cativeiro, com tamanho e peso corporal favoraveis a manipulacdo e de baixo custo de

manutencdo, quando comparado a outros modelos suideos (BEZERRA et al., 2014).

Desta forma, em virtude da necessidade da criacdo de novos modelos animais que
atendam a necessidade dos pesquisadores na mimetizacdo da doenca renal, e em particular as
lesbes renais causadas na SIR, somado ao fato do cateto (Tayassu tajacu) possuir
caracteristicas favoraveis que norteiam sua utilizagdo como modelo animal para estudo de
nefropatias induzidas, este trabalho propde a realizacdo de obliteragdo sanguinea renal

transitdria como alternativa ao estudo da SIR renal em catetos (Tayassu tajacu).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Tayassuidae
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sindrome de Isquemia Reperfuséo (SIR)

A isquemia pode ser definida como uma situagdo de fluxo sanguineo arterial
insuficiente as necessidades metabdlicas teciduais (CUNHA & BANDEIRA, 2007),
acarretando em reducdo ou auséncia da oferta de oxigénio e substratos ao tecido e excesso de
metabolitos (FRANCISCO NETO et al., 2005). Ela leva a obstrucdo do fluxo sanguineo para
os tecidos periféricos, o que é conhecido como fendmeno da ndo reperfusdo. O tempo de
isquemia a qual um tecido e submetido é inversamente proporcional & sua sobrevivéncia e a
probabilidade de reversdo do quadro desfavoravel, tornando a viabilidade dos tecidos ap6s
uma agressao cirurgica com consequente isquemia tecidual, um grande desafio para os
cirurgides. (SILVA JR. et al., 2002).

Quando o fluxo sanguineo tecidual sofre interrupcdo, um série de processos
enzimaticos e metabolicos sdo afetados. As reservas de ATP sdo esgotadas, ocorre acumulo
de lactato, a célula se torna acidotica e proteases intracelulares sdo ativadas. Além disso, a
elevacdo da permeabilidade capilar ocasiona edema tissular (OGAWA et al., 1992; EVORA
et al., 1996). As principais consequéncias da isquemia ocorrem em territorio arteriolo-capilar
e, €aso essa isquemia persista, podem surgir as primeiras areas de necrose capilar e tecidual
(MOSCARDINI et al., 2010).

Reperfusdo é o termo utilizado para definir o reestabelecimento do fluxo sanguineo a
um tecido apds um periodo de isquemia. A lesdo por reperfusdo € um termo usado para
descrever as alteracOes estruturais e funcionais que emergem durante o reestabelecimento do
fluxo posterior a um periodo isquémico. Essa reestabilizacdo pode acarretar em diversos
efeitos deletérios, como acentuado edema celular, conhecido como cell swelling, restauracéo
desuniforme do fluxo para todas as por¢des do tecido e necrose celular. Essa restauragéo
desordenada do fluxo sanguineo tecidual é conhecida como fenbmeno do ndo refluxo (no
reflow phenomenon), o qual resulta de um circulo vicioso de disfungdo endotelial vascular,
diminuig&o de perfuséo local, mais edema celular etc (EVORA et al., 1996).

Apesar da revascularizagdo sanguinea ser algo essencial a prevencdo de uma possivel
irreversibilidade de lesdo celular em um 6rgdo isquémico, a reperfusdo pode agravar lesdes
oriundas da fase isquémica isolada. Sabe-se que as consequéncias da isquemia, nos mais
variados tecidos, depende da sua duracdo e que muitas das lesdes se desenvolvem durante o

estagio de reoxigenacao que ocorre com a reperfusdo sanguinea (AALTO & RAIVIO, 1993;



15

BEELGHITI et al., 1996). Com isso, 0 dano celular induzido apos a reperfusdo de um tecido
previamente isquémico é denominado lesdo de isquemia-reperfusdo (MIGUEL et al., 2012).

Dependendo do tempo de isquemia e consequente hipoxia, 0s danos teciduais podem
ou ndo serem reversiveis. Assim como o tipo celular também influencia na gravidade da
lesdo, haja visto que, por exemplo, células musculares e de tecido nervoso periférico séo
menos resistentes & um mesmo periodo de isquemia do que células dérmicas. Pensando nisso,
Kerrigan e Daniel (1982) apud CAMPOS & YOSHIDA (2004), definiram o chamado periodo
critico de isquemia, que seria 0 tempo maximo que um tecido pode tolerar uma isquemia e
ainda permanecer viavel. Com isso, o tempo de isquemia parece ser a variavel de protecdo
mais Obvia, onde quanto menor o tempo, menor o dano (BERNARDI, 2007), ou seja, quanto
maior o tempo de isquemia, pior o prognéstico (CUNHA & BANDEIRA, 2007),

A sindrome hipoxico-isquémica é uma doenga multissistémica, cuja fisiopatologia se
baseia na lesdo celular ocasionada pela falta de producdo de ATP decorrente de isquemia,
seguida de lesdo por acumulo de substancias oxidantes decorrentes da reperfusdo
(PROCIANOY & SILVEIRA, 2001).

As lesdes por isquemia e reperfusdo culminam em diversos efeitos deletérios para 0s
mais variados Orgdos. Para reverter o estado isquémico, ha necessidade de restauracdo do
fluxo sanguineo, porém de forma contraditoria, a reperfusdo € a principal responsavel pelas
principais lesbes celulares em o6rgdos que sofreram isquemia, uma vez que o afluxo de
oxigénio durante a reperfusdo acarretaria uma serie de alteracdes bioquimicas, inflamatorias e
celulares mediadas, em sua grande maioria, pela formagdo de radicais livres de oxigénio
(CAMPO & IOSHIDA, 2004; YAMAKI et al., 2012).

Os disturbios metabdlicos durante a isquemia ou hipdxia tissular sdo muito bem
fundamentados, todavia as evidéncias clinicas e experimentais demonstram que 0s principais
eventos que geram disfungdes celulares e teciduais relacionam-se com a subsequente
reperfusdo (EVORA et al., 1996). Silva Jr. et al (2002) cita que as alteragdes histologicas de
um tecido instestinal submetido a isquemia durante trés horas, seguido de um periodo de
reperfusdo de uma hora, sdo mais graves do que as lesdes histolégicas induzidas por quatro
horas seguidas de isquemia.

O tempo de isquemia e a intensidade dessa reoxigenacdo irdo determinar o grau da
lesdo, com comprometimento, principalmente, da membrana celular. Contudo, efeitos nocivos
podem surgir ao nivel dos &cidos nucléicos, bem como de proteinas e outros constituintes
celulares (WALLIWELL et al., 1999; PERCARIO et al., 2010). Além disso, a tolerancia de

cada tecido a isquemia possui carater variavel e multifatorial, uma vez que depende do tempo
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de isquemia, necessidades metabdlicas tissulares, aporte circulatério contralateral e fatores
humorais Com isto, fica improvavel a delimitacdo de um periodo exato para que cada tecido
tenha sua integridade comprometida de forma irreversivel diante um periodo isquémico
(FRANCISCO NETO et al., 2005; MORCARDINI et al., 2010)

A injuria por isquemia-reperfusdo &€ uma importante limitacdo no contexto da
transplantacdo de Orgdos. Existem varios mecanismos propostos para explicar a leséo
secundaria a SIR: liberacdo de Espécies reativas de oxigénio (ERO) durante a reoxigenacéo
tecidual; acumulacdo leucocitaria; e subsequente liberacdo de ERO adicionais e enzimas
liticas (PERES et al., 2005; PERCARIO et al., 2010). Essas ERO, como o superoxido e seus
metabdlitos, possuem papel importante na homeostase vascular, bem como estdo envolvidos
em diversos processos sinalizadores, aléem de acarretarem, quando da sua producdo
incontrolada, em comprometimento da funcao endotelial com consequente disfungédo vascular
(PERES et al., 2005)

A SIR é um mecanismo importante de dano oxidativo, onde a hipoxia cria condi¢des
ideais a uma producdo de radicais livres pds-reoxigenacao. Esse mecanismo tem inicio com a
instalacdo de um processo de isquemia, com suspencdo da fosforilagdo oxidativa e uma
consequente diminuicdo a niveis minimos de Adenosina Trifosfato (ATP). Frente a esta
condigdo, a fim de manter o metabolismo basal celular, 0 ATP de reserva é degradado em
Adenosina Difosfato (ADP) e Adenosina Monofosfato (AMP). Este ultimo, por sua vez, se
transforma em adenosina, inosina e hipoxantina. Como os nucleotideos (ATP, ADP e AMP)
possuem a caracteristica de serem impermeaveis as células, enquanto os nucleosideos
(adenosina e inosina) e a base hipoxantina sdo permeaveis, estes Gltimos acabam por sairem
da célula e esgotarem suas reservas. Sendo assim, no periodo de reoxigenacdo durante a
reperfusdo, a deplecdo celular dessas ultimas substancias impede que ocorra o processo de
ressintese de ATP (PERCARIO et al., 2010). Tal mecanismo esta descrito na figura 1.



17

A)
ATP

S

— ADP

E

4

- AMP

o

w  Adenosina  Xantina desidrogenase

v

l Inosina Ca" | Calpaing|

. _ Xantina oxidase
Hipoxantina ¥
o

)

4 Reperfusao - .

p 0, + H,0, + Urato + Xantina

E)
0, + H,0, Metais de Transicao > OH"+ OH + H,0,

Figura 1 — Mecanismo proposto para geracao de radicais livres de oxigénio ap6s
periodos de isquemia e reperfuséo

Fonte: SILVA Jr. et al. (2002)

Paralelamente a esse mecanismo bioquimico, existe um sistema enzimatico composto
por xantina-desidrogenase e Xxantina-oxidase. Durante a isquemia ocorre uma
descompartimentalizagdo do calcio (Ca™) intracelular que acarreta em ativacio de proteases,
as quais convertem a xantina-desidrogenase em xantina-oxigenase. Esta ultima enzima, ja no
processo de reperfusdo, converte a hipoxantina em &cido Urico, gerando radicais anion
superdxido (O,™) e o superdxido de hidrogénio (H,0,) (PERCARIO et al., 2010). Por sua vez,
esses Ultimos se combinam na reacdo de Haber-Weiss para produzirem o radical livre
hidroxila (OH™), o que potencializa o efeito nocivo oxidativo, haja visto que esse radical é,
aproximadamente, um milhdo de vezes mais reativo que os seus precursores (PERCARIO,
2000; SILVA Jr. et al., 2002;).

Apos a reoxigenacdo, a producdo de radicais livres de oxigénio acarreta o surgimento
de uma cascata de respostas celulares deletérias que precedem a inflamacgéo, morte celular e,
por ultimo, faléncia do 6rgdo (FONDEVILA et al., 2003). Em condices fisioldgicas normais,
os efeitos tdxicos das EROs podem ser acautelados por enzimas antioxidantes, como por

exemplo, a glutationa peroxidase (GPx), o superédxido dismutase (SOD), e catalases, além de
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outros antioxidantes ndo enzimaticos. Contudo, caso haja aumento excessivo na producdo de
EROs, o estresse oxidativo pode culminar em efeitos deletérios para a funcao e integridade
estrutural dos tecidos bioldgicos (SILVA Jr. et al., 2002; MIGUEL et al., 2012).

2.2 Sindrome de Isquemia Reperfusdo Renal

Isquemia seguida de reperfusdo, pode ser considerada como um evento comum a
diversas alteracGes relacionadas a pratica clinico-cirargica, sendo amplamente reconhecida
como um importante fator no surgimento de danos e consequéncias deletérias aos 6rgdos e
tecidos (SILVA, 2015). No contexto renal, a isquemia esta presente em diferentes situagdes
como em cirurgias renais, vasculares e, principalmente, no transplante renal (MENEZES et
al., 2010; ROSO, 2011). Além disso, a isquemia renal &, juntamente aos agentes nefrotdxicos,
a principal causa de leséo renal aguda. Nos casos de isquemia, a bomba ATPase Na+/K+
sofre alteracdo em seu funcionamento em decorréncia da falta de ATP, promovendo a entrada
de calcio nas células tubulares com consequente apoptose e necrose tubular aguda
(BRAGATO et al., 2015).

Na medicina, inimeras situacdes da pratica clinica urologica convergem para a
problematica da isquemia e reperfusdo renal, sendo o transplante renal, notadamente, a
ocorréncia mais comum deste tipo de lesdo no cotidiano da urologia. A insuficiéncia renal
aguda (IRA) alberga na lesdo de isquemia e reperfusdo o seu principal fator etiol6gico, sendo
caracterizada por aumento abrupto dos niveis séricos dos metabdlitos renais ureia e creatinina
(PERCARIO et al., 2010). Em humanos adultos, a lesdo renal aguda de etiologia isquémica é
a forma mais comum de doenca renal intrinseca, estando associada a alta morbidade e
mortalidade (MOURA et al., 2015).

De acordo com ANDRADE et al., (2004), dentre as possiveis etiologias para a IRA, a
necrose tubular aguda é responsavel por 62% dos casos, e destes, 72% sdo de causas
isquémicas e 28% de causas toxicas. O mesmo autor cita, ainda, estudos que mostram as
maiores causas de IRA no Brasil (sepse, hipovolemia, insuficiéncia cardiaca descompensada,
drogas com potencial nefrotoxico, traumatismo cirargico e hipotensdo) e, de forma geral,
existe grande ocorréncia de associacdo de mais de um desses fatores, sendo que a maior parte
incorre em hipoperfuséo renal.

A isquemia causa uma diminuicdo na oferta de oxigénio ao 6rgéo, levando a alteragdes
no metabolismo dos nucleotideos, com reducdo de ATP, o qual é produzido pela fosforilacéo

oxidativa mitocondrial, via ciclo de Krebs, e por glicose, processo anaerdbico com produ¢do
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de lactato. A queda nos niveis de ATP ocorre devido um desequilibrio entre sua continua
utilizacdo e sua regeneracdo através da fosforilagdo oxidativa. As células tubulares proximais
possuem uma reduzida capacidade glicolitica, senod mais susceptiveis a privacdo de ATP,
qguando comparadas as celulas do tabulo distal e da alca ascendente de Henle. Além disso, a
isquemia induz uma expressdo de moléculas de adesdo epitelial, producdo de citocinas e fator
de necrose tumoral (TNF), possibilitando a translocacdo do epitélio por leucocitos, com
invasdo do parénquima renal (PERES et al., 2005)

A isquemia, por si sO, é bastante lesiva, contudo a reperfusdo do tecido isquémico
pode acarretar uma série de complicagdes, as quais podem elevar os danos teciduais e, em
associacao as complicagdes sistémicas, colocar a vida do paciente em risco (CALVERT et al.,
2003). Visando a protecdo desses efeitos teciduais deletérios, aléem de diversas terapias
medicamentosas a base, por exemplo, de clopromazina, verapamil e alopurinol (SHIH et al.,
1988; 1,2 YAMAKI et al., 2012), técnicas como o0 pré-condicionamento e pos-
condicionamento isquémico, que consistem em alguns ciclos de isquemia e reperfuséo
intercalados antes ou ap0s o periodo principal da isquemia renal. Tais procedimentos ja foram
utilizados com sucesso em 6rgdos como figado, intestino e miocardio (YAMAKI et al.,
2012), além da utilizacdo na isquemia cerebral (CAMPOS & YOSHIDA, 2004).

O exato mecanismo responsavel pelos beneficios das técnicas de pré e pos-
condicionamento isquémico sdo ainda pouco compreendidos, porém, sabe-se que seus efeitos
sdo mediados por meio de canais de potassio, modulado por mecanismos neuronais e
humorais ligados diretamente a0 momento de aplicacdo do condicionamento. Quando
realizado imediatamente apds o isquémico, a via neuronal predomina via agao parassimpatica,
enquanto a via humoral predomina nos casos de condicionamentos um pouco mais tardios
(YAMAKI et al., 2016).

Do ponto de vista fisiopatologico, a doenca isquémica do tabulo renal era considerada
como um produto da hipoxia tissular. Ao se perceber que, com a restabilizacdo do
fornecimento de oxigénio a um tecido lesado, ndo acontecia o restabelecimento imediato da
filtracdo glomerular, pesquisas passaram a demonstrar dois importantes conceitos: em
primeiro lugar, a reperfusdo apos um periodo de isquemia é parte da fisiopatogenia da lesé&o,
mediante a geracdo de EROs, com modifica¢cdes no ambiente celular dos tubulos renais; e, em
segundo lugar, se faz necessario um determinado tempo para que haja a recuperagdo da
estrutura tubular. Sendo assim, a Lesdo de Isquemia e Reperfusdo (LIR) tornou-se o principal
mecanismo fisiopatogénico da Lesdo Renal Aguda (LRA), com a participacdo de diversos
sistemas hormonais (MOURA et al., 2015).



20

2.3. Modelos animais

Nas Ultimas décadas, a procura do entendimento de fatores etioldgicos, mecanismos
fisioldgicos e tratamentos das mais diversas doencas tém levado ao desenvolvimento e busca
por inimeros modelos animais (MONTEIRO et al., 2009). A escolha de um modelo animal é
imprescindivel para uma obtengdo de dados experimentais confidveis, devendo obedecer o
protocolo experimental, com espécies disponibilizadas com qualidade adequada e no menor
numero possivel (FERREIRA et al., 2005).

Para ser considerado um modelo animal eficaz, é necessario que 0 mesmo permita a
investigacdo de um processo patoldgico espontaneo ou induzido e se assemelhar em um ou
mais aspectos ao fenémeno/doenca em seres humanos (FAGUNDES & TAHA, 2004).
Levando em consideracao que essa instituicdo de modelos bioldgicos busca alcancar modelos
cada vez mais proximos a biologia e fisiologia humanas (KONOPKA et al., 2007), O suino,
por apresentar varias caracteristicas bioldgicas, anatomo-fisiolégicas e nutricionais
semelhantes ao homem, é um dos modelos mais utilizados para estudos de doencas humanas,
ficando atras apenas dos ratos e ovelhas. (MONTEIRO et al., 2009). No entanto suideos
comuns acabam acarretando valores altos para experimentacdo cientifica, tendo em vista sua
manutenc&o, custo de medicamentos utilizados por uso de doses elevadas (LUNNEY, 2007).
Outro modelo suideo com grande utilizacdo em varios campos de pesquisas biomédicas
consiste no mini pig, mais facil de manter em condicdes controladas que o suino domeéstico,

contudo, de maior valor para sua aquisicio (VODICKA et al., 2005).

Do ponto de vista renal, a inducéo de nefropatia em modelos experimentais é de suma
importancia e de grande evidencia, principalmente apds os avangos cientificos relacionados a
novos tratamentos para reparacao tecidual (ABTO, 2013). Para a inducdo da leséo renal em
animais utilizam-se diversos modelos, dentre eles estdo: a administracdo de drogas
nefrotoxicas, como aminoglicosideos, tetraciclinas, anfotericina B; a utilizagdo de substancias
enddgenas e exdgenas, como nitrato de urénio e etilenoglicol. Pode-se provocar sepse no
animal; induzir uma hipoperfusdo pelo sistema de isquemia-reperfusao, por clampeamento da
artéria renal e apds um periodo de tempo libera-se o fluxo para a reperfusao tecidual; e ainda
o0 sistema de isquemia sem reperfusdo, consistindo na obliteracdo parcial ou total da artéria
renal, com consequente necrose tubular aguda seguida de insuficiéncia renal (BELLOMO et
al., 2004; KONOPKA et al., 2007; FORRESTER, 2008; SINGH, 2012).
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Diversos modelos animais vém sendo propostos para o estudo das lesbes renais,
contudo, o rato é o modelo mais estudado, encontrando-se, com frequéncia, vasta literatura
sobre o tema, principalmente os estudos com utilizacdo de nefrectomias parciais, com
predominancia das exéreses de 4/5 ou 5/6 e da obstrucéo uretral. Entretanto, tanto o rato como
0 camundongo sdo modelos animais que trazem importantes limitagdes no contexto das
avaliagOes renais, uma vez que, devido seu diminuto tamanho, existem limitagdes quanto aos
exames laboratoriais, decorrente do limitado volume sanguineo possivel de ser coletado dos
animais, assim como dificuldades em padronizar e fazer avaliacdes de imagem. Outro modelo
animal bastante utilizado é o coelho, que por sua vez, possui melhor perspectiva para
elaboracdo de modelos experimentais que visam a injdria renal, uma vez possuem, em
comparacdo com ratos e camundongos, tamanho, volemia e caracteristicas morfofuncionais
maiores e mais acessiveis (Da COSTA et al., 2009).

Visando a minimizagdo dos problemas advindos da utilizagdo dos mais variados
modelos animais, o cateto (Tayassu tajacu), conhecido como caititu, porco do mato ou pecaris
espécie silvestre, pertencente a familia Tayassuidae, possui similaridade filogenética com o
suino doméstico e, levando em consideracgdo a similaridade morfofisioldgica deste ltimo com
0s seres humanos, sua rusticidade, resistencia e adaptacdo em cativeiro, 0 cateto se mostra
como um potencial modelo alternativo para estudos de reparacédo tecidual renal. (BEZERRA
et al., 2014). Seu comprimento corporal varia de 75 a 100 cm e o peso corporal de 14 a 30 kg.
Sdo animais onivoros, adaptaveis a diversos tipos de alimentos em cativeiro, 0s itens
alimentares mais utilizados sdo milho, mandioca, abdbora, cana de agUcar, racdo balanceada
para suino ou equino (14% de proteina bruta) banana e pasto (cana, capim elefante, braquiaria
e pé de milho) em quantidades especificas para cada espécie (BARRETO & HERNADEZ,
1997; COSTA & PAULA, 2005; DORANDEU et al., 2007).

Ademais, os catetos apresentam valores de referéncia para hemograma, urinalise
(LOCHMILLER & GRANT, 1984), bioquimica sérica (LOCHMILLER & GRANT, 1984;
SCHETTINI et al., 2005; SEIXAS et al., 2009), e padrdo ultrassonogréafico renal (PEIXOTO
et al., 2012). Além disso, o conhecimento sobre o padréo anatdmico vascular renal da espécie
fornece subsidios a técnica cirurgica, possibilitando a correta identificacdo e dissecacdo dos
vasos do pediculo renal para uma subsequente oclusdo parcial da artéria renal. Segundo
MACHADO et al. (2000), os rins do cateto (Tayassu tajacu) possuem vascularizagéo renal
definida em artérias renais principais, as quais se ramificam em artérias setoriais, € 0 rim
esquerdo possui artérias setoriais triplas, com predominancia da artéria ventrocaudal. Com

relacdo a artéria renal, esta se apresenta sempre de forma Unica, assim como na Queixada


http://pt.wikipedia.org/wiki/Tayassuidae
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300483X07001060
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(Tayassu pecari) (Romagnolli et al., 2003), javali (Sus scrofa) (CARVALHO et al., 2006),
mamiferos pertencentes a superfamilia Suidoidae e suino doméstico (ROMAGNOLLI et al.,
2010).



23
1 CAPITULO | -
Obliteracdo sanguinea renal transitoria como alternativa ao estudo da sindrome de isquemia-
reperfusdo renal em modelo animal
[Transient renal blood obliteration as an alternative to the study of renal ischemia-reperfusion
syndrome in an animal model]

R.A. Honoratol*, M.L.T. Feitosal, L.S. Silval, N.M.Argblo Netol, F.R J. Alvesl, D.O.
Bezerral, M.A.M. Carvalhol, C.B. Brasileirol 1Universidade Federal do Piaui — Teresina, Pl
*Autor para correspondéncia: honorato.ra@gmail.com

RESUMO

Este trabalho visa avaliar a viabilidade do método de obliteracdo sanguinea renal transitéria como
alternativa ao estudo da SIR renal em catetos (Tayassu tajacu), tendo em vista a provavel
similaridade morfofisioldgica desta espécie com 0s humanos, uma vez que a mesma apresenta
proximidade filogenética com o suino doméstico. Foram utilizados oito animais, os quais foram
submetidos a procedimento cirargico para inducéo de nefropatia isquémica mediante
clampeamento dos vasos renais com pinga vascular por 60 minutos. Foram colhidas amostras para
mensuracao sérica de ureia, creatinina e relagdo proteina / creatinina urinaria — UPC, além de
avaliacdo ultrassonogréfica renal, ambos antes da inducdo e no 10° e 20° dias p6s-inducdo, e coleta
de material para exames histopatoldgicos. Os resultados demonstraram diferenca nos niveis de
resistividade renal entre os momentos avaliados, aumento de ecogenicidade renal com perda da
relacdo cortico-medular e presenca de discretas alteracdes glomerulares e varias alteracdes
tubulointersticiais na analise histopatol6gica. Concluiu-se que o cateto caracteriza-se como um
bom modelo experimental para estudos de nefropatias isquémicas induzidas, contudo faz-se
necessario a padronizacdo de seus parametros bioquimicos renais, sorolgicos e urinarios em
regime nutricional idéntico, haja visto a grande variabilidade de tais dados dentro da espécie.
Palavras-chave: catetos; nefropatias; isquémia-reperfusdo; modelo animal.

ABSTRACT

The work aims at evaluating the viability of the transient renal blood obliteration method as an

alternative to the study of renal CRS in Tayassu tajacu, considering the probable morphological
and physiological similarity of this species to humans, since it presents phylogenetic proximity
with domestic swine. Eight animals were used, which were submitted to a surgical procedure to
induce ischemic nephropathy by clamping the renal vessels with

vascular clamp for 60 minutes. Samples were collected for serum urea, creatinine and urinary
protein / creatinine ratio (UPC), in addition to renal ultrasonographic evaluation, both before
induction and on the 10th and 20th postoperative days, and collection of material for
histopathological examination. The results showed a difference in the renal resistivity levels
between the evaluated moments, an increase of renal echogenicity with loss of the cortico- spinal
relation and presence of discrete glomerular alterations and several tubulointerstitial alterations in
the histopathological analysis. It was concluded that the catheter is a good experimental model for
studies of induced ischemic nephropathies, but it is necessary to standardize its renal, serological
and urinary biochemical parameters in the same nutritional regimen, given the great variability of
such data within the species.

Keywords: cathets; nephropathy; ischemia-reperfusion; animal model
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INTRODUCAO

As doengas renais isquémicas apresentam alta mortalidade, morbidade e podem levar a perda
irreversivel da funcéo renal. Sua fisiopatologia é complexa e envolve as interagdes do complexo
imunolégico-celular-hormonal, levando a danos celulares maltiplos, tornando invidvel qualquer
tipo de terapia convencional, sendo o transplante o metodo mais eficaz para o reestabelecimento
do paciente renal. No entanto, o transplante renal ainda apresenta dificuldades diversas, tais como
rejeicdes (sindrome do enxerto-hospedeiro), sobrevida diminuida do érgéo transplantado e um
namero muito reduzido de doa¢des (MOON et al., 2016).

A SIR é um fenémeno complexo que contribui com 60-70% da morbidade e mortalidade
relacionadas a lesdo renal aguda presentes em varias situacdes clinicas, como por exemplo, 0s
transplantes renais (YAMAKI et al., 2016). Os efeitos deletérios da SIR renal sdo alvos de
diversos estudos sobre terapias alternativas com uso de medicamentos como a clorpromazina,
verapamil, alopurinol, octreotida, 6leo de copaiba, vitaminas C, D e E e ciclosporina A, porém
sem resultados satisfatorios (SHIH et al., 1988; 1,2 YAMAKI et al.,2012).

A inducdo de nefropatia em modelos experimentais € de suma importancia e de grande evidencia,
principalmente apds os avancos cientificos relacionados a novos tratamentos para reparagdo
tecidual (ABTO, 2013). Para a inducdo da lesdo renal em animais utilizam-se diversos modelos,
dentre eles estdo: a administracdo de drogas nefrotéxicas, como

aminoglicosideos, tetraciclinas, anfotericina B; a utilizacdo de substancias enddgenas e exdgenas,
como nitrato de uranio e etilenoglicol. Pode-se provocar sepse no animal; induzir uma
hipoperfusdo pelo sistema de isquemia-reperfusdo, por clampeamento da artéria renal e ap6s um
periodo de tempo libera-se o fluxo para a reperfusao tecidual; e ainda o sistema de isquemia sem
reperfusdo, consistindo na obliteracdo parcial ou total da artéria renal, com consequente necrose
tubular aguda seguida de insuficiéncia renal (BELLOMO et al., 2004; KONOPKA et al., 2007;
FORRESTER, 2008; SINGH, 2012).

O cateto (Tayassu tajacu), espécie silvestre, pertencente a familia Tayassuidae, apresenta
proximidade filogenética com o suino domeéstico, e, considerando a similaridade morfofisiol6gica
deste ultimo com os humanos, podera representar um meio alternativo para estudos. Seu peso
reduzido, com individuos adultos pesando aproximadamente 25 quilogramas, reflete em economia
do ponto de vista da alimentacdo do animal, bem como de gastos com anestésicos, drogas anti-
inflamatdrias e antibioticas. Ressalta-se ainda, pesquisas iniciais sobre a introducao de novos
modelos suideos como o cateto (Tayassu tajacu), tayassuideo que representou um bom modelo
para nefropatia isquémica induzida por clampeamento parcial da artéria renal, apresentando
grande resisténcia, de facil adaptacdo em cativeiro, com tamanho e peso corporal favoraveis a
manipulagéo e de baixo custo de manutencdo, quando comparado a outros modelos suideos
(BEZERRA et al., 2014).

Desta forma, em virtude da necessidade da criagédo de novos modelos animais que atendam a
necessidade dos pesquisadores na mimetizacdo da doenca renal, e em particular as lesdes renais
causadas na SIR, somado ao fato do cateto (Tayassu tajacu) possuir caracteristicas favoraveis que
norteiam sua utilizacdo como modelo animal para estudo de nefropatias induzidas, este trabalho
prop0e a realizacdo de obliteracdo sanguinea renal transitoria como alternativa ao estudo da SIR
renal em catetos (Tayassu tajacu).

MATERIAL E METODOS

Este experimento foi realizado utilizando-se catetos (Tayassu tajacu), machos, criados no Nucleo
de Estudos e Preservacdo de Animais Silvestres — NEPPAS (Registro no Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis, IBAMA, n° 02/08-618) da Universidade
Federal do Piaui (UFPI).
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Os protocolos utilizados neste experimento foram autorizados pelo Comité de Etica em
Experimentagcdo Animal da Universidade Federal do Piaui — CEEA da UFPI — (CEEA

processo n° 041/11) e pelo Sistema de Autorizacgdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO
(processo n © 33058).

Apbs avaliacdo fisica, os animais considerados clinicamente saudaveis, que apresentaram
normorexia, normodipsia, normodria, normoquezia e auséncia de lesdes cutaneas, foram
identificados, pesados, mantidos no NEPPAS, em baias individuais, higienizadas diariamente,
alimentados com racdo comercial (proteina bruta minima- 16%, extrato etéreo-3,03%, matéria
fibrosa-5,5%, matéria mineral 7,5%, calcio — 1,3% e fésforo — 0,7%), além de milho, frutas,
tubérculos e agua ad libitum. O peso dos catetos variou entre 12 e 15 kg.

Foram utilizados oito catetos (Tayassu tajacu), sendo induzida a nefropatia isquémica em todos. A
avaliacdo dos pardmetros renais foi realizada mediante exames hematoldgicos, urinalise,
ultrassonografia e Doppler vascular antes da induc¢do (M1 — Momento 1), e repetida com 10 dias
(M2 — Momento 2) e 20 dias (M3 — Momento 3) apds a indugdo. Os catetos foram submetidos a
isquemia renal por obliteracdo total transitoria da artéria renal mediante clampeamento, que durou
60 minutos e, apos 21 dias, foi realizada a nefrectomia total unilateral esquerda.de todos o0s
animais para avaliacdo histopatologica.

Em todos os procedimentos 0s animais foram contidos quimicamente com dosagens referentes ao
suino doméstico. Apos jejum de solidos de 24 horas e liquido de 12 horas, sempre pela manhg,
com uma associacdo de 15 mg/Kg de cloridrato de quetamina (Dopalen®) associado a 1 mg/Kg de
maleato de midazolam (Dormire®) utilizando-se dardo projetado por zarabatana pneumatica
(DistInject®).

Para realizacdo dos procedimentos cirdrgicos, apds a contencao quimica, 0s animais foram
transportados para o centro cirtrgico do Hospital Veterinario Universitario (HVU) do Centro de
Ciéncias Agrarias da UFPI, onde tiveram a veia cefalica canulada com cateter 20G e foram
mantidos com infusdo de solucdo de Ringer com lactato. Foram induzidos a anestesia geral
inalatéria com 5 mg/kg de propofol (Propovan®), intubados com sonda endotraqueal 7.5 e
mantidos sob anestesia inalatoria com isoflurano (Isofluorane®) diluido em O2 a 100%. Durante
todo o trans-operatdrio os animais foram monitorados mediante monitor cardiaco e oximetria de
pulso.

A avaliacdo morfoldgica renal bilateral foi feita por equipamento de ultrassonografia Chison Q6,
sonda microconvexa 6-8 MHz e sonda 10-12 MHz. Foram mensurados os valores do tamanho
renal, comprimento e diametro, descri¢cdo morfologica e padrbes de ecogenicidade. Na avaliacdo
de Doppler vascular foram observados valores de velocidade de

fluxo e indice de resistividade. O exame foi realizado novamente no décimo e vigesimo dias apos
a inducdo da lesdo renal.

Procedeu-se, também, a coleta de urina por cistocentese guiada por ultrassonografia, para
realizacdo da urinalise em Refratdmetro Quimis, fita de urinélise Uriquest Plus Vet da Labtest e
refratbmetro de mdo Q667-5, além da relacédo proteina/creatinina urinaria (UPC). Foram avaliados
0s aspectos fisicos, quimicos e de sedimento da urina, além de outros achados de urinalise.

Para verificacdo da funcéo renal dos animais foram coletados 5ml de sangue periférico por pungéo
da veia cefalica com seringa estéril de 10 mL acoplada a agulha 23G. O sangue foi centrifugado a
3000 rota¢des por minuto (rpm) durante 10 minutos para retirada do soro e assim proceder a
dosagem bioquimica sérica (Doles modelo D-250) de ureia e creatinina.

O modelo de isquemia utilizado para induzir lesdo renal se deu pelo clampeamento da artéria
renal. Apos tricotomia da regido abdominal e antissepsia da pele, com Clorexidine 2% e Alcool,
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os catetos foram submetidos a laparotomia pelo flanco esquerdo. A pele foi incisada no sentindo
dorsoventral e os musculos obliquo externo, obliquo interno e transverso foram separados. A
fascia transversa e o peritonio também foram incisados, e, com auxilio de afastadores de Farebeuf,
o rim esquerdo foi visualizado, identificando-se o pediculo renal. A artéria renal esquerda foi
dissecada e isolada com o auxilio de fio mononylon 0, para posterior obliteracdo total mediante
clampeamento com pinga vascular por 60 minutos. Seguiu-se entdo a laparorrafia, com a
musculatura aproximada por pontos Sultan separados, com fio de Nylon 3-0 e a dermorrafia por
pontos simples separados com fio de Nylon 3-0 (Figura 1)

Os animais foram submetidos a terapia pds-operatéria com benzilpenicilina benzantina
(Bepeben®) 40.000 Ul, flunixim meglumine (Banamine®), dipirona sédica (Algivet®) 2mg/kg,
cloridrato de tramadol (Tramadon®) 25mg/kg, doses utilizadas em suinos domésticos. Para o
tratamento tépico da ferida cirdrgica foi utilizada pomada cicatrizante a base de alantoina
(Alantol®).

Para realizacdo da nefrectomia total, o protocolo anestésico e 0 acesso cirirgico ao rim esquerdo
mediante laparotomia transcorreram conforme descrito nesta metodologia para a técnica de
obliteracdo sanguinea transitoria da artéria renal. O pediculo renal foi identificado e dissecado
para a separacdo da artéria, veia renal e ureter, uma dupla ligadura destes elementos foi entdo
realizada, seccionando-os entre as duas ligaduras e posteriormente retirando o rim. A laparorrafia,
curativo e terapia pos-operatoria foram realizadas conforme a metodologia descrita.

Para avaliacdo histopatoldgica, coletou-se fragmentos do cortex e medula renal com 5 mm de
espessura dos rins lesionados, fixados em Bouin por 24h, seguindo com 0 seu processamento e
inclusdo em parafina, segundo técnica e rotina do Laboratério de Patologia Animal da UFPI.
Foram preparados cortes de 5um de espessura, corados com Hematoxilina- eosina, Tricromio de
Masson para colorag&o de tecido conjuntivo fibroso, PAS (Acido Periddico de Shiff) e PAMS
(Acido Periodico Prata-Metamina) para avaliacdo de membranas basais celulares.

Para avaliacdo estatistica os dados foram expressos através da média, desvio padrdao, mediana e
limite inferior e superior. Em seguida, realizou-se uma analise de distribuicdo dos valores
(normalidade) pelo teste de Shapiro-Wilk. Posteriormente, as varidveis que apresentaram
distribuicdo normal foram submetidas a analise de variancia (Teste F) e, para a comparacdo entre
0s momentos, empregou-se o teste de Tukey HSD. A varidvel que ndo apresentou distribuicao
normal foi submetida ao teste de Kruskal Wallis para comparacao dos valores medianos
(SAMPAIO, 1998). O programa IBM SPSS Statistics 23.0 foi utilizado para a execucéo dos
calculos estatisticos e o nivel de significancia adotado foi de 5,0%.

Figura 2. A — Cateto (Tayassu tajacu) mantido em anestesia inalatéria no Centro Cirdrgico do

HVU, UFPI. B- Exposi¢éo do rim esquerdo por laparatomia no flanco esquerdo com
afastamento dos musculos obliquo externo, obliquo interno, transverso e peritonio. C- Oclusédo da
artéria renal. D — Cateto (Tayassu tajacu) mantido sob obliteracdo transitoria (60min) da artéria
renal. E- Realizagdo de curativo pés-cirargico. F — Cateto (Tayassu tajacu) retornando da anestesia
em piquete isolado.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A inducgéo do modelo animal de isquemia-reperfusdo transcorreu sem maiores percalgos. A
cicatrizacao total da ferida cirurgica se deu aos 10 dias de pds-operatorio. Os catetos
demonstraram étima resisténcia apds os procedimentos cirurgicos, nao apresentando alteragdes
nos parametros fisiologicos e/ou sem sinais clinicos de insuficiéncia renal, tais como polidria,
polidipsia ou mesmo emagrecimento, corroborando com Bezerra et al. (2014), que demonstrou a
viabilidade dessa espécie como modelo experimental para inducéo de isquemia-reperfuséo.

O local escolhido para puncdo venosa e coleta de amostras sanguineas em catetos € a veia cava
anterior LOCHMILLER et al. (1984). Ja GALVEZ et al. (2004) utilizou a veia safena. Ambos
diferenciam-se do que foi realizado neste trabalho, onde se coletou material

sanguineo da veia cefélica. Contudo, APARICIO (2004) elegeu as veias cefalica e safena para tal
procedimento e ALMEIDA et al. (2011) apenas a veia cefalica.

As dosagens séricas de ureia e creatinina ndo apresentaram alteragdes significativas entre os
diferentes momentos avaliados. No entanto, esse fato ndo exclui a presenca de lesdo renal, j& que a
azotemia renal € detectada quando mais de 75% dos glomérulos estdo afetados (WAKI et al.,
2010). O sumaério de urina também ndo apresentou alteracdes significativas, entretanto, é
importante ressaltar que a inducao da lesdo foi unilateral, de modo que a integridade da funcgéo
renal pode ser mantida pelo rim contralateral.

Estudos demonstram que a razao proteindria/creatinindria (relacdo proteina / creatinina urinaria —
UPC), em amostra isolada tem sido considerado o método recomendado para a investigacéo
diagnostica e para 0 acompanhamento dos pacientes com doenca renal, por ser menos sujeito a
erros de coleta e correlacionar-se de forma importante com a medida em 24 horas, principalmente
quando é utilizada a primeira amostra da manha. (ALVES, 2004). Essa UPC ¢ particularmente Gtil
em medicina veterinaria, tendo em vista a dificuldade em se conseguir uma urina de 24 horas em
animais. Em nosso estudo observamos grandes oscilacdes nas analises de UPC nos tempos
estudados e ndo foram observadas diferencas estatisticas, provavelmente, também, pela inducédo da
lesdo ter sido unilateral, onde o rim contralateral integro manteve a funcao renal normal. Outra
possibilidade é a interferéncia do sedimento urinario nessa analise, uma vez que nos catetos
sempre foi visto uma quantidade expressiva de sedimento na urina.

A avaliacdo ultrassonografica nos periodos analisados evidenciou uma maior presenca de areas
hiperecogénicas quando comparadas as imagens obtidas no dia zero (Figura 2).

Figura 3. Avaliacdo ultrassonogréafica do rim de cateto (Tayassu tajacu) antes e ap6s inducdo da
sindrome isquemia-reperfusdo renal. A — Rim de aspectos ultrassonograficos normais. B — Areas
de ecogenicidade alteradas e perda da relacdo cortico-medular.

De acordo com SANTOS et al (2013), alteracGes de ecogenicidade séo frequentes nas lesdes
tubulares agudas, podendo ocorrer tanto um aumento, como uma diminuicao da ecogenicidade.
Para BRAGATO et al (2015), o aumento da ecogenicidade pode ocorrer em decorréncia a
esclerose ou fibrose desenvolvidas nas doengas renais cronicas, ou por infiltrado celular e
presenca de cilindros proteindceos ou celulares e debris celulares nos tlbulos renais nos casos de
nefrite glomerular e intersticial aguda, necrose ou nefrose tubular aguda.

A analise histopatologica evidenciou discretas alteraces glomerulares e varias alteracdes
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tubulointersticiais (Quadro 01). As alteracdes glomerulares foram caracterizadas apenas por
espessamento da capsula urinaria em intensidade minima em em 50% dos animais (02/04) e
evidéncia de material proteinaceo moderado no espaco urinario em 25% (Figura 2).

Quanto as alteragdes tubulointersticiais, estavam presentes em 100% dos casos nas regides cortical
e medular, porém predominando na regido cortical, variando sua intensidade de minima a severa:
Todas as lesOes estdo descritas no quadro 1. com predominancia de degeneracédo e necrose tubular
(Figura 3), ectasia tubular e presenca de cilindros nos tubulos renais. No entanto apenas necrose
tubular foi estatisticamente significativa. Nefrite intersticial também foi evidenciada, enquanto
fibrose intersticial ndo foi observada.

Quadro 01. Alteragdes histopatoldgicas renais em catetos (Tayassu tajacu) submetidos a inducao
da sindrome isquemia-reperfusdo renal

AlteracGes histopatoldgicas Intensidade e distribuicao

Animais controles

1.0. Glomerulares

Espessamento de cépsula urinaria

Material proteinaceo no espago urinario Focal minimo (1) e multifocal minimo (1)
Multifocal moderado (1)

2.0. Tubulares

Degeneracdo vacuolar Multifocal moderada (2) minima (2);  multifocal
Degeneracgdo pigmentar Focal minima (1); focal leve (2)

Degeneracdo hialina Multifocal leve (2)

Necrose tubular Multifocal moderada (1);  multifocal severa (3)
Ectasia tubularMultifocal leve (4)

Cilindros hialinos Multifocais  minimos (2);  multifocais leves (2)

Cilindros hematicos Focal minimo (1)
Cilindros granulares Multifocais leves (1); moderados (3)
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Tubulorrexia Focal minima (1); multifocal leve (1)

3.0. Intersticiais

Hiperemia  Focal minima (1); multifocal minima (1)

Hemorragia Focalmente extensa intensa (1)

Edema Ausente

Infiltrado inflamatdrio histiolinfocitario Infiltrado inflamatdrio histiolinfocitario
moderado (2)

Fibrose intersticial ~ Ausente

O tipo de degeneracdo predominante nesse estudo foi degeneracéo vacuolar (hidropica), observada
nas células epiteliais tubulares (moderada em 50%). Essa les&o é caracterizada por acimulo de
agua no citoplasma e, com isso, presenca de vacuolos intracitoplasmaticos nas células que ficam
com aspecto volumoso e palidas e ntcleo deslocado para periferia. E uma lesdo imediata apos
agressdo e é reversivel, portanto, ndo produz transtornos funcionais graves se retirada a causa
inicial MONTENEGRO & FRANCO, 2008). No entanto, em lesGes mais graves geralmente
progride para morte celular (PIRES et al., 2004).

Autores afirmam que o mecanismo de lesdo de isquemia-reperfusdo é bastante complexo e
envolve a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), inflamacéo, apoptose e necrose,
tendo como consequéncia principal a necrose tubular aguda pés- isquémica (SCHROPPEL &
LEGENDRE, 2014; KEZIC et al., 2016). Nossos resultados demonstraram que, ap6s 21 dias de
indugéo da leséo, a necrose tubular foi significante, com

evidente acidofilia citoplasmatica, picnose, cariolise e células se desprendendo, formando restos
celulares intraluminais.

Ectasia tubular ocorreu em intensidade minima a leve em ambos os grupos, esta alteracédo
comumente esté associada a fibrose intersticial. Curiosamente nesse estudo, fibrose intersticial ndo
foi evidente Essa alteracdo resulta do acimulo de colageno e moléculas relacionadas no intersticio
renal (FARRIS & COLVIN, 2012), sendo que a fibrogénese renal se desenvolve num mecanismo
complexo que envolve, entre outros fatores: a secrecdo de quimiocinas; infiltracdo de células
mononucleares; ativacdo e proliferacdo de fibroblastos com liberac&o de citocinas
profibrogénicas; e por fim, cessacdo do estimulo inflamatério priméario (STRUZ & NEILSON,
2003). Além disso, segundo FARRIS & ALPERS (2014) é importante avaliar a composi¢éo de
uma matriz fibrética, pois seus componentes podem determinar a susceptibilidade de uma matriz
sofrer degradac&o por proteases e, possivelmente, sofrer regresséo, e pode levar ao acimulo ou
ativacdo de citocinas e de fatores de crescimento que medeiam a fibrose intersticial. Um outro
fator importante no que se refere a fibrose, é que células residentes ou infiltrativas podem ser
determinantes no curso da mesma. Por exemplo, alguns mondcitos / macrofagos séo heterogéneos,
apresentando uma variedade de fenétipos, podendo desenvolver um papel preferencialmente pro-
fibrotico (ANDERS & RYU, 2011), enquanto outras classes podem realmente atenuar a fibrose
(SEMEDO et al., 2010).

Uma outra alteracdo evidenciada em nossos resultados, foi a presenca de cilindros em tubulos
renais, cilindros hialinos, hematicos e granulares, sendo que os cilindros hialinos e granulares,
embora sem diferenca estatistica estavam mais intensos (Figura 3). Esse achado confirma
proteinudria nesses animais, mesmo que esta ndo tenha sido evidenciada pelo resultados de UPC.
Pois de acordo com GRAUER (2011) a presenca de cilindros hialinos também é indicativa de
proteindria, que em condicGes patoldgicas, pode ser devido a danos nos glomérulos e nas células
epiteliais tubulares, onde normalmente ocorreria reabsorcdo. Além de cilindros, a evidéncia de
material proteinaceo no espago urinario, de degeneracao e necrose tubular e de outras alteracdes
tubulointersticiais minimas como tubulorrexia; hemorragia, hiperemia e edema intersticial,
confirmam os danos ao tecido renal em nossos catetos. Segundo YAMAKI et al. (2012) o grande
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responsavel pelas principais lesdes nas células do 6rgao isquemiado e a reperfusdo. Seguindo esse
raciocinio, KEZIC et al. (2016) afirmam que os fenémenos da reperfusdo consistem em eventos
que "paradoxalmente” continuam a danificar o tecido, apesar da circulacéo estabelecida e do
suprimento de oxigénio para o tecido que anteriormente estava sob isquemia. Assim, apos a lesao,
um processo de

reparacao envolvendo proliferacdo celular deve ocorrer para recuperar a fungéo renal (BANAEI,
2015).

CONCLUSAO

Conclui-se que o cateto ¢ um modelo animal valioso para a pesquisa cientifica a nivel de
nefropatias isquémicas, em virtude de suas caracteristicas proximas as do suino doméstico e a
espécie demonstrar 6tima resisténcia ap6s os procedimentos cirdrgicos e facil manejo.
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