UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
ESCOLA DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIA ANIMAL

ACAO DA CLORPROMAZINA EM RINS DE CAES SUBMETIDOS A ISQUEMIA
E REPERFUSAO

Liliana Borges de Menezes

Orientador: Prof. Dr. Eugénio Gongalves de Araujo

GOIANIA
2008



LILIANA BORGES DE MENEZES

ACAO DA CLORPROMAZINA EM RINS DE CAES SUBMETIDOS A ISQUEMIA
E REPERFUSAO

Tese apresentada para obtengdo do grau de
Doutor em Ciéncia Animal junto a Escola de

Veterinaria da Universidade Federal de Goias

Area de concentracio:

Patologia, Clinica e Cirurgia Animal

Orientador:
Prof. Dr. Eugénio Gongalves de Araujo - EV/UFG

Comité de Orientacdao:

Prof®. Dr?. Maria Clorinda Soares Fioravanti -
EV/UFG

Prof. Dr. Luiz Augusto Batista Brito- EV/UFG

GOIANIA
2008



Dedico este trabalho aos meus pais
Theobaldo e Juraci, e minha irma
Luciana que sempre foram fonte
constante de amor e apoio emocional
sem 0s quais eu jJamais teria

conseguido chegar até aqui.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por ter me dado a gragca de me interessar pelos animais, pela
pesquisa e pela docéncia, além de permitir ter tantos amigos.

Aos meus padrinhos Jose Reinaldo Fioravanti e Levita de Menezes Soares
Fioravanti, e minhas tias Irany Menezes e Maria das Gragas dos Santos Moreira,
por sempre acreditarem e contribuirem para a realizagdo dos meus ideais.

Ao Prof. Eugénio Gongalves de Araujo pela credibilidade e confianga em
meu trabalho, permitindo que eu caminhasse sozinha, embora estivesse sempre
presente.

Aos meus co-orientadores Maria Clorinda Soares Fioravanti e Luiz Augusto
Batista Brito pela paciéncia, amizade, apoio incondicional e orientagdo
permanente.

As professoras Naida Cristina Borges e Veridiana Maria Brianezi Dignani
de Moura que facilitaram e apoiaram a execugao deste trabalho.

Ao Antbnio Souza do Laboratério de Patologia Animal (EV/UFG) e Helton
Freires Oliveira do Laboratério de Patologia Clinica (HV/UFG) pela boa vontade
demonstrada em me auxiliar quando preciso.

A amiga Marina Pacheco Miguel que neste experimento esteve comigo, na
alegria e na tristeza, na saude e na doenga (dos animais), mas sempre me
ajudando no que fosse preciso, mesmo que nao soubesse nada.

Ao Marcelo Seixo de Brito e Silva, um grande cirurgiao e principalmente
amigo, que permaneceu efetivamente ao meu lado em todas as ocasides,
suportando até mesmo meus momentos de stress, que nao é facil.

A minha amiga desde a graduacao Ediane Batista da Silva que sempre me
apoiou e que permanecera “‘guardada debaixo de sete chaves, dentro do
coracgao... mesmo que o tempo e a distancia dizem nao.”

A Andréia Vitor Couto do Amaral pela grande amizade que sempre
demonstrou e que persiste desde o mestrado.

Ao Leandro Guimaraes Franco por ser um grande profissional e agora
amigo.

As “minhas fiotinhas” Tatyane Penha Sales, Aline Moraes, Mariana Moreira

Andrascho e Natalia Menezes que prestaram uma imensa colaboragao abrindo



mao, na maioria das vezes, de seus momentos de estudo e descanso, inclusive
finais de semana, feriados e férias.

As colegas Joyce Rodrigues Ldébo, Mayara Fernanda Maggioli pela boa
vontade demonstrada em auxiliar nas analises laboratoriais.

A colega Rosana Moraes (in memorian) que me permitiu ter o primeiro
contato com a pesquisa como estagiaria, de onde eu aprendi a importancia da
responsabilidade e do trabalho em equipe durante a condugdo de um projeto.

A todos os funcionarios do Hospital Veterinario por estarem sempre
dispostos a me ajudar e que nunca deixaram de me convidar para as
confraternizagdes, em especial Sheila de Almeida de Sousa e Wilda Maria Reis
que também contribuiram na execucéao deste trabalho.

Ao Carlos Pereira Ramos, o Carlito, pela grande contribui¢do na limpeza
das baias.

A professora Neusa Margarida Paulo que me deu a oportunidade de
trabalhar como pesquisadora em uma nova equipe e com grandes profissionais.

Otavio Cavalcante Barros por auxiliar com a confec¢ao das laminas.

A Escola de Veterinaria, que me acolheu por 10 anos, e ao programa de
pos-graduacado em Ciéncia Animal, que juntos permitiram a realizacdo de mais um
trabalho.

A Janaina Valadares Guimaraes e Flavia Aparecida de Oliveira que me
receberam muito bem como nova colega no Instituto de Patologia Tropical e
Saude Publica (UFG) mesmo sem me conhecer e, que me apoiaram para
finalizagao deste trabalho.

Aos professores Geovanni Dantas Cassali, Julio César Cambraia Veado e
Adilson Donizeti Damasceno por aceitarem colaborar com a qualidade desta tese
participando da banca de defesa.

Em especial a todos os animais que fizeram parte deste trabalho, que
iniciaram este experimento receosos sobre o fim que teriam.

Aos meus animais de estimacao.

Meus sinceros agradecimentos



"... O mais altruista dos amigos que
um homem pode ter neste mundo
egoista, aquele que nunca o abandona
e nunca mostra ingratiddo ou
deslealdade, é um céo".

George G. Vest



Vi

SUMARIO
CAPITULO 1 — CONSIDERAGCOES INICIAIS ...t 1
1.1 Aspectos basicos da lesdo de isquemia e reperfusdo............cccceveeeevvininneeeennn. 2
P P O e o TN [ = Lo =Y U] =T PP 3
P 2 o= To [ o= | N 1LY = P 4
1.1.3 Leséo de isquemia-reperfusao e disfungédo endotelial ..............ccoevvveieeen. 6
1.1.4 Lesao de reperfusdo causada por [eUCOCIHOS ............covvveeiiieiiiiiiiiiicee e, 7
1.2 Insuficiéncia renal aguda isquémica (IRAI).........ooevviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 7
(G I [0 g To= ToJo [N To =1 =T o o - T 10
1.4 Avaliacdo da fuNGA0 renal ............ccoiiiiiiiiiiiice e 13
1.5 Pré-condicionamento isquémico e agéo da clorpromazina .........cccccccceeeennn... 14
A REFERENCIAS ...ttt ettt 17
CAPITULO 2 — Avaliagdo do efeito da clorpromazina sobre a funcéo renal de caes
submetidos a isquemia € reperfuSA0.........ccoeeeiiiieiiiiiiiie e 23
RESUMO ... e 23
= 1 3 ¥ N I 23
INTRODUGAO ...ttt esteeae e eeeeae e 24
MATERIAL E METODOS ...ttt ettt 26
Animais e delineamento experimental..............cooooiiiiiiii 26
Procedimento cirdrgico € pOs-0peratOrio...........oooovvveeeiiiiiiiiee e 26
Avaliagles 1aboratorialis ..........coviiiiiiiiiie e 27
RESULTADOS E DISCUSSAOQ.........coeieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 30
(076N [01 I UL 710 TR 37
REFERENCIAS ...t ettt e 37

CAPITULO 3 — Avaliagéo histoldgica e expresséo da E-caderina e p-catenina em
rim de caes submetidos a isquemia e reperfusao apos a aplicagcédo da

(o0 o] o] 1 4 F- V4 . - T 41
RESUMO ... s 41
= 1 ¥ AN 41
INTRODUGAO ..ottt ettt e et ete e eteareeaes 42
MATERIAIS E METODOS........coiieiiie ettt 44
Animais de experimentagao ............uuiiii i e 44
Procedimento cirdrgico € pos-0peratdrio...........oooeuvveeeiiiiiiiiieeee e 44
7Y 101 1 = T TR 45
EXame NISTOIOGICO ... 45
T g[8 g L0} (o [ 11 o] (= 47
RESULTADOS ... e 48
HIStOIOGIA FENAN. ... 48
Analise imunoistoquimica com anticorpo B-catenina...................eeevveviiiieieeeeeeennee. 51
Analise imunoistoquimico com anticorpo E-caderina...........c.ccooeviiiiiiiiiieeeeeennnnnn. 54
DISCUSSAOD ...ttt ee e ete e e 56
CONCLUSAD. ...ttt ettt st eee e ae e 58
REFERENCIAS ..ottt ettt e e een et 58
CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS ... 61

ANEXOS DO CAPITULO 2.t en e, 63



Vii

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a fungdo renal e a expressao da E-caderina e
B-catenina de cées submetidos a isquemia e reperfusdo apds a aplicacédo de
clorpromazina. Para tais objetivos, foram utilizados 12 caes distribuidos
aleatoriamente em dois grupos de seis individuos: grupo A com isquemia e
reperfusdo sem tratamento por clorpromazina e o grupo B com isquemia e
reperfusdo tratados por clorpromazina. Foi realizada uma incisdo paracostal
esquerda para identificacdo e isolamento do rim esquerdo e da artéria renal
esquerda, que foi isolada e ocluida nos animais de todos os grupos. Os animais
do grupo B receberam clorpromazina via endovenosa, na dose de 5 mg/kg, 15
min antes da clampagem do vaso, que durou 1 h. Apds este periodo, as artérias
renais foram desobstruidas e os 6rgaos foram avaliados por 2h apds reperfusao.
Avaliacbes da funcio renal foram feitas por uranalise, concentragcao sérica de
uréia e creatinina e determinagdo da GGT urinaria. Em cada grupo foram
extraidas seis amostras de parénquima renal, para avaliagdo histologica e
marcagado com anticorpos anti-E-caderina e anti-pB-catenina. Foi possivel concluir
que, a avaliacado da relagao PU/CU e atividade da GGT urinaria sdo exames mais
sensiveis para detectar lesao tubular aguda que o exame de urina de rotina. Nao
sendo possivel verificar a agcdo protetora da clorpromazina. A E-caderina e B-
catenina foram diferencialmente expressas em segmentos do cértex e da medula
em rim de caes e o uso da clorpromazina nao alterou a expressido das duas
proteinas.

Palavras-chave: caderina, catenina, necrose tubular aguda, urinalise



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES INICIAIS

Isquemia é a perda do suprimento sanguineo por redug¢do do fluxo
arterial de um tecido, em que ha comprometimento da oferta de substratos
metabdlicos, incluindo a glicose (COTRAN et al., 2000). Reperfuséo € o termo
utilizado para definir o restabelecimento do fluxo apdés um periodo de isquemia
(EVORA et al., 1996).

A isquemia tem papel fundamental em muitas situagdes clinicas.
Apesar da revascularizagdo sanglinea a um érgao isquémico ser essencial para
prevenir a irreversibilidade da lesao celular, a reperfusdo pode agravar as lesbdes
produzidas na fase isquémica isolada. O dano celular induzido apds perfusao de
um 6rgao isquémico € denominado de lesdo de isquemia-reperfusao (I/R).

As lesbes decorrentes de isquemia e reperfusdo tém sido
demonstradas em estudos clinicos e experimentais em uma variedade de
modelos, como intestino (FALEIROS et al.,, 1998), rins (NETTO et al., 2001,
RHODEN et al., 2001), musculo esquelético (MORENO et al.,, 2002), figado
(SILVA Jr. et al.,, 2002; FONDEVILA et al.,, 2003) e cérebro (TARDINI &
YOSHIDA, 2003).

Um dos modelos de isquemia/reperfusdo mais estudados é a oclusao
temporaria da artéria renal (NETTO et al., 2001; ARAUJO et al., 2002; TUCCI Jr.
et al., 2008). Os danos causados pela hipéxia nas células tubulares representam
o primeiro evento em casos de faléncia renal aguda. Além da perda da polaridade
celular, ha ainda producdo de radicais livres, entrada de calcio e ativacdo de
genes para protecao ou regeneragao celular (BREZIS & EPSTEIN, 1993).

Um entendimento dos mecanismos envolvidos nos danos da
isquemia/reperfusao é essencial para projetar estratégias terapéuticas e minimizar
suas consequéncias. A reagdo ao oxigénio apos a reoxigenagao implica em
danos teciduais e inicia uma cascata de respostas celulares deletérias
precedendo a inflamagdo, morte celular, e por ultimo, faléncia do 6rgao
(FONDEVILA et al., 2003).



1.1 Aspectos basicos da lesédo de isquemia e reperfusado

Sabe-se que as consequéncias da isquemia, em diferentes tecidos,
dependem de sua duragao e que muitas das lesdes sdo desenvolvidas durante o
estagio de reoxigenagcao decorrente da reperfusédo tecidual (SILVA Jr. et al.,
2002).

Diversos mecanismos encontram-se envolvidos na fisiopatogénese da
lesdo secundaria a isquemia e reperfusdo (I/R). Sdo exemplos dos mesmos a
formagdo de radicais livres de oxigénio ou espécies reativas de oxigénio,
peroxidacao lipidica da membrana, ativagao de células inflamatérias e produgao
de citocinas, disfungdo mitocondrial e aumento do calcio intracelular. A I/R foi
associada ao aumento no numero de leucdcitos aderidos e emigrados, aumento
no extravasamento de albumina, formagdo de agregados de plaquetas e
leucocitos dentro de vénulas pés-capilares e degranulacdo dos mastécitos ao
redor dos microvasos (KUROSE et al., 1994).

A interrupcdo do fluxo sanguineo, dependendo do tempo e da
intensidade, ou ainda da natureza do érgao e da temperatura a que o tecido esta
submetido, podera determinar os mais variados graus de lesdo celular. Estas
lesbes sao decorrentes da deplecao das reservas energéticas de ATP (adenosina
trifosfato, tipo de fosfato de alta energia) e glicose, que gera a produgao de
lactato, desenvolvimento de acidose e ativagao de proteases intracelulares (LIMA,
2004).

O primeiro processo afetado pela hipdxia € a respiracdo aerobia
celular. A medida que a tens&o do oxigénio dentro da célula diminui, ha perda da
fosforilagdo oxidativa e diminuicdo da geragcédo de ATP, exercendo efeitos difusos
sobre muitos sistemas dentro da célula (COTRAN et al., 2000). A diminuicao do
aporte de oxigénio para o tecido acometido levaria a inibicdo da fosforilagdo
oxidativa mitocondrial e a queda da producao de trifosfato de adenosina. O
consumo do estoque de ATP continuaria, e seria degradado a adenosina difosfato
(ADP) e adenosina monofosfato (AMP) e, posteriormente, a adenosina, inosina e
hipoxantina (SILVA Jr. et al., 2002; TARDINI & YOSHIDA, 2003).

De acordo com COTRAN et al. (2000) e TARDINI & YOSHIDA (2003),

a falta de energia celular causaria a faléncia da bomba de sdédio-potassio



(Na*/K"), levando ao maior acumulo de Na" intracelular e perda de K* para fora da
célula, com consequente degeneragcdo hidrépica. Concomitantemente, estaria

ocorrendo influxo de Ca®* e de cloreto para o meio intracelular.

1.1.1 Céalcio Intracelular

Conforme COTRAN et al. (2000), o caélcio livre no citosol € mantido em
concentracdes baixissimas em comparagao aos niveis extracelulares e a maior
parte do calcio intracelular esta sequestrada nas mitocéndrias e reticulo
endoplasmatico. Durante a isquemia, ha um aumento inicial da concentragéo
citosolica de calcio devido ao influxo liquido através da membrana plasmatica e a
sua liberacdo das mitocondrias e reticulo endoplasmatico. Elevacdes continuadas
do calcio resultam em aumentos inespecificos da permeabilidade da membrana.
O Ca* elevado ativa uma série de enzimas, com efeitos potencialmente
deletérios, tais como fosfolipases, proteases, ATPases e endonucleases.

Durante a reperfusdo, ha influxo macigco de calcio para dentro da
célula, provavelmente por alteragao da permeabilidade da membrana (EVORA et
al., 1996). O calcio é captado pelas mitocéndrias apds a reoxigenagéo,
envenenando-as de maneira permanente, levando a inibicdo das enzimas
celulares, desnaturando proteinas e causando as alteragdes celulares tipicas de
necrose de coagulacao (COTRAN et al., 2000).

O calcio citosdlico aumenta para aproximadamente 3mM depois de
15min de isquemia global. Qualquer intervengdo que atenue o aumento de Ca"
citosolico reduz a disfungdo e morte de midcitos. O aumento do Ca** citosdlico
durante isquemia é dependente do aumento intracelular de Na*, sugerindo um
papel na troca de Na‘'/Ca?* (COTRAN et al., 2000; MURPHY et al., 2002).
Segundo KARMAZYN (1998), KARMAZYN (1999), XIAO & ALLEN (2000) e
KARMAZYN et al. (2001), a bomba Na*/H* é o maior regulador do pH intracelular
durante o processo fisioldgico. Entretanto, ha evidencias de que essa troca Na-H,
durante a isquemia e reperfusdo tem contribuido para danos celulares. Conforme
KARMAZYN (1999), durante a isquemia, a sintese de ATP (adenosina trifosfato)

inibida limita a saida de Na® intracelular resultando em uma elevagdo da



concentracdo intracelular de Na*. O efeito posterior seria o aumento intracelular

de célcio através de troca Na*-Ca?*.

1.1.2 Radical livre

Radical livre € o termo utilizado para caracterizar moléculas que
contém elétron ndo pareado na ultima camada, sendo por esse motivo reativas o
suficiente para causar lesdo em estruturas biolégicas (EVORA et al., 1996,
COTRAN et al.,, 2000, FREITAS et al.,, 2002; BERTUGLIA & GIUSTI 2003;
TARDINI & YOSHIDA, 2003).

O mecanismo de lesdo celular, na presenca de espécies reativas de
oxigénio, parece estar ligado a peroxidagdo de lipideos da membrana celular
(FREITAS et al., 2002).

O acumulo de calcio no citosol provocaria a ativacdo da protease
calpaina, que promoveria a quebra de uma ponte peptidica da enzima xantina
desidrogenase, levando a formagao da enzima xantina oxidase. A xantina oxidase
necessita de oxigénio para realizar a conversao de hipoxantina em xantina. Na
fase de isquemia, portanto, ocorreria acumulo dessas duas substancias. Com a
reperfusdo, a hipoxantina seria oxidada em xantina e esta em acido urico, tendo
como subproduto dessa reagdo a formagédo do anion superéxido (Figura 1 e 2)
(SILVA Jr. et al., 2002; TARDINI & YOSHIDA, 2003).

O superéxido € um oxidante fraco e sua acdo toxica ocorreria em
funcdo dos produtos de sua redugédo, como o peroxido de hidrogénio (H20;), o
radical peroxila e o radical hidroxila (EVORA et al., 1996; TARDINI & YOSHIDA,
2003). Contudo, segundo EVORA et al. (1996), COTRAN et al. (2000) e TARDINI
& YOSHIDA (2003) ha varios sistemas nao enzimaticos e enzimaticos que
contribuem para a inativacédo das reacdes de radicais livres, que incluem:

v Antioxidantes que bloqueiam o desencadeamento da formacdo de radicais
livres ou inativam e detém a les&o por radicais, como vitaminas E e A;

v Catalase, presente nos peroxissomas (2H,O, — O, + 2H,0);



v’ Superoéxido-dismutase (20, + 2H — H,0, + O5)
v’ Glutationa-peroxidase: age catalizando a degradacao de radicais livres (H,O, +
2GSH —» GSSG + 2H,0, ou 2 HO™ + 2GSH — GSSG + 2H,0)
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FIGURA 1 - Mecanismo proposto para geracdo de radicais livres de
oxigénio apos periodos de isquemia e reperfuséo.
Fonte: SILVA Jr. et al. (2002).

Peroéxido de

O Hidrogénio
Z\A;.Oz » H,0, Y H,O
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Superoéxido
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FIGURA 2 - Formacao dos radicais livres do oxigénio. O oxigénio
molecular (O,) pode ser convertido no anion superoxido (-
0O,) por fotdlise ou pela agdo de varias enzimas celulares
como a xantina oxidase. O anion superoxido liga-se
espontaneamente a protons para formar o perdxido de
hidrogénio (H>O,). O radical hidroxil altamente oxidante (-
OH) pode ser gerado de cada peréxido de hidrogénio ou
anion superoéxido.
Fonte: EVORA et al. (1996).



Segundo PERES et al. (2005), as espécies reativas de oxigénio sao
capazes de causar danos nas células renais pela peroxidacao lipidica, oxidagao
da cadeia lateral de aminoacidos, formagao de ligagcdes cruzadas entre proteinas,
fragmentacao protéica pela oxidagado do seu esqueleto peptidico e danos no DNA
incluindo a quebra de fitas.

ANDRADE et al. (2004) relataram que o mecanismo oxidativo de lesao
celular renal € duplo, pois de um lado ha a geracéo direta de espécies reativas de
oxigénio (EROs) por meio da reperfusdo via xantina oxidase, e de outro pela
alteracao do evento inflamatério com migracgéo leucocitaria para o sitio isquémico
apos reperfusao e a sintese de EROs por estas células. Além disso, verificaram o
efeito protetor do uso de antioxidantes apds obstrucdo bilateral de pediculos

renais por 30min.

1.1.3 Lesao de isquemia-reperfusao e disfuncédo endotelial

Trabalhos experimentais realizados no inicio dos anos 90 associaram a
lesdo induzida por isquemia global seguida de reperfuséo a disfungédo endotelial e
agregacao plaquetaria. Utilizando cées e metodologias especificas para o estudo
da fungdo endotelial, evidenciou-se prejuizo da liberagdo do Oxido nitrico,
secundario a produtos plaquetarios. Estes experimentos mostraram também que
tal dano afetava seletivamente a liberacdo de NO mediada por receptores, mas
que a habilidade da célula endotelial em produzi-lo, bem como a funcdo da
musculatura lisa, pareciam inalteradas. A disfuncdo seria uma consequéncia
direta do comprometimento especifico na transdugcdo do sinal por G-proteinas
(PEARSON et al., 1992; EVORA, 1994).

A disfuncao endotelial apds reperfusdo seria caracterizada, conforme
PAGLIARO et al. (2003), por uma redugao endotelial da liberagao de NO e por um
aumento na liberacdo de EROs e endotelina. A reducao da disponibilidade do NO
induz adeséao de neutrofilos no endotélio vascular, agregacéo de plaquetas e, com
a contribuicdo da endotelina, vasoconstricdo. A adesdo de neutrofilos € seguida

pela liberacdo de anion superéxido pelos neutrofilos e células endoteliais.



1.1.4 Lesao de reperfusdo causada por leucécitos

A lesdo induzida por I/R é o principal fator etiolégico da insuficiéncia
renal aguda de rins nativos e de rins transplantados onde contribui para o
surgimento de rejeicdo aguda na nefropatia crbnica do enxerto. A I/R
especialmente a fase de reperfusdo desencadeia uma resposta inflamatoria que
contribui para alteragao funcional vista nos 6rgaos pés-isquémicos (PINHEIRO,
2001).

O neutrdfilo tem sido considerado como um mediador central da lesao
tissular em todo sistema organico susceptivel a lesdo de reperfusdo. Uma vez
ligados a superficie endotelial, os neutrofilos aceleram a disfun¢do destas células
e destruicdo tissular através de uma variedade de mecanismos citotoxicos. Além
disso, podem ocluir capilares e pequenas arteriolas e os neutréfilos ativados
liberam uma série de substancias, incluindo radicais livres do oxigénio, enzimas
citotoxicas e citocinas. Muitas dessas substancias também recrutam leucdcitos
adicionais e aumentam a sua adesividade ao endotélio vascular. Estes eventos
nao sao restritos a superficie endotelial; com o agravamento da les&o, os
neutrdéfilos infiltram-se no tecido, onde enzimas e radicais do oxigénio podem
causar lesao tecidual (EVORA et al., 1996, COTRAN et al., 2000).

As perturbagdes metabdlicas e da membrana que ocorrem nos
leucdcitos durante a quimiotaxia, ativagdo e fagocitose resultam na liberagdo de
produtos ndo apenas dentro do fagossoma, mas também potencialmente no
espaco extracelular. As mais importantes dessas substancias nos neutréfilos sio:
(1) enzimas lisossOmicas, presentes nos granulos; (2) metabdlitos ativos
derivados do oxigénio; e (3) produtos do metabolismo do acido araquiddnico,
incluindo as prostaglandinas e leucotrienos. Esses produtos sdo mediadores
potentes da lesdo endotelial e tecidual e amplificam os efeitos do estimulo
inflamatario inicial (COTRAN et al., 2000).

1.2 Insuficiéncia renal aguda isquémica (IRAI)

A isquemia renal é uma consequéncia da oclusdo arterial, choque e

transplante e € uma das causas mais comuns de insuficiéncia renal aguda (IRA),



iniciando uma complexa e inter-relacionada sequéncia de eventos, resultando em
lesdo e eventual morte de células renais, no qual as células dos tubulos
contorcidos proximais sao particularmente susceptiveis (KARAMAN et al., 2006).

A insuficiéncia renal aguda é caracterizada por uma redugéo abrupta
da fungao renal, que se mantém por periodos variaveis, resultando na inabilidade
dos rins em exercer suas fungdes basicas de excrecdo e manutengao da
homeostase hidroeletrolitica do organismo. Um dos eventos mais precoces
resultantes da isquemia é a reducado dos niveis intracelulares de ATP, expondo as
por¢cdes do néfron que possuem alta taxa de reabsorgao tubular com gasto de
energia, como o tubulo contorcido proximal e a alga ascendente espessa de
Henle, que sao particularmente mais susceptiveis a isquemia por apresentarem
elevado consumo de ATP. A deplecao de ATP desencadeia, por sua vez, uma
série de eventos, dentre eles a producdo de EROs, altamente toxicas para a
célula (ANDRADE et al., 2004).

O mecanismo oxidativo decorrente do processo isquemia-reperfusao
contribui para os danos celulares e funcionais observados apds a instalacdo da
sindrome. A producéo intensificada de EROs promove, entre outras alteragoes, a
desestruturacdo do esqueleto celular, desarranjo da membrana com
disfuncionalidade das bombas e ativacdo de enzimas oxidantes, além de
alteracbes mitocondriais que limitam ainda mais a oferta de ATP para a célula. O
evento inflamatério também esta presente na IRAi, com migragao leucocitaria e
polimorfonuclear, caracterizando disfungao também no endotélio vascular, que
reduz a liberacdo de componentes vasoativos como o fator relaxante derivado do
endotélio, ou NO, reconhecidamente envolvido na vasodilatagdo renal e, por tal
motivo, considerado igualmente importante na instalagdo da sindrome
(ANDRADE et al., 2004; KARAMAN et al., 2006).

A IRA produzida por isquemia e reperfusdo € microscopicamente
caracterizada pela perda da borda em escova dos tubulos proximais,
desprendimento de células tubulares, debris celulares e areas de regeneragéo
celular. A necrose é imperceptivel e restrita a regides altamente sensiveis na
parte mais externa da medular e a lesdo glomerular € geralmente inexpressiva.

Além disso, atengdo importante é dirigida aos capilares peritubulares, que exibem



congestao vascular, danos endoteliais e acumulo de leucécitos (DEVARAJAN,
2006, KARAMAN et al., 2006).

Deve-se acrescentar que a lesdo renal pos isquémica exibe alteragdes
regionais peculiares aos padrdes do fluxo sanguineo. Notavelmente, a marcada
congestao e hipoperfusao da regidao mais externa da medula pode persistir ainda
que haja melhora do fluxo sanguineo durante a reperfusdo. Mesmo sob condi¢des
normais, a regido medular € mantida em niveis criticos de oxigenag&o, como um
resultado do baixo fluxo sanglineo e troca de oxigénio contracorrente, embora
possua segmentos dos néfrons com necessidades energéticas muito elevadas
(segmento S3 dos tubulos proximais). A caracteristica da congestdo pos-
isquémica piora a hipoxia relativa, levando a prolongada lesdo celular e morte
celular nestes segmentos tubulares mais predispostos (BOVENTRE &
WEINBERG, 2003; DEVARAJAN, 2006). Contudo, as células tubulares proximais
sao mais susceptiveis a privagao de ATP do que as células do tubulo distal e da
alca ascendente de Henle (PERES et al. 2005).

Estudos experimentais indicam que as células epiteliais tubulares
podem sofrer um dos trés destinos distintos apds lesdo renal aguda isquémica. A
maioria das células pode permanecer viaveis, indicando que nao foram lesadas
ou foram acometidas de lesdo subletal e recuperadas, ou as células podem
morrer por necrose ou apoptose. A necrose € um processo caodtico que se
caracteriza pela perda da integridade da membrana, edema citoplasmatico e
fragmentacdo celular. A apoptose ¢é caracterizada por condensagao
citoplasmatico e nuclear, fragmentacdo do DNA, separagcdo dos corpos
apoptéticos que serao facilmente eliminados por fagocitose. Estas duas formas de
morte celular podem coexistir. Apds lesao renal isquémica o tipo de morte celular
vai depender essencialmente da gravidade do estimulo isquémico e da resisténcia
do tipo de célula. A necrose habitualmente ocorre apds lesdo mais grave e nos
segmentos de néfrons mais suscetiveis, enquanto a apoptose predomina apos
lesbes mais leves e especialmente nos segmentos distais dos néfrons
(DEVARAJAN, 2006).
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1.3 Juncéo de aderéncia

Tecidos epiteliais, como do rim e intestino, ndo funcionam somente
como barreira fisica entre os compartimentos biolégicos, mas mediam o
transporte de ions, 4gua e macromoléculas entre o sangue e o ambiente externo.
Estas funcdes dependem da integridade das jungdes intercelulares que sao:
juncdes de aderéncia, jungdes tipo gap, e jungdes tipo tight, que sdo gravemente
afetadas pela isquemia e reperfusdo (BUSH et al. 2000).

Dos tipos de jungdes entre células vizinhas, as mais conhecidas ao
nivel molecular sdo as jungcbes de aderéncia (JA), que mediam a adesao
dependente de calcio e ancoram a actina do citoesqueleto entre células vizinhas.
As juncdes de aderéncia se estruturam em torno das caderinas, glicoproteinas
transmembranicas cujos dominios extra celulares interagem homologamente com
caderinas de células vizinhas. Os diversos tipos de caderinas de vertebrados séo
expressas em uma grande variedade de células (KIRKPATRICK & PEIFER,
1995).

As caderinas sao encontradas em tecidos diversos do organismo, e
foram denominadas de acordo com o tecido aonde foram descobertas ou séo
mais abundantes. As chamadas caderinas classicas sdo: E-caderina (E =
epitelial), N-caderina (N = neuronal), P-caderina (P = placentaria) e VE-caderina
(VE = vascular endotelial). Apesar dos diversos tipos de caderina apresentarem
semelhanga estrutural entre si, suas distribuicdes no organismo animal sao
variaveis; por exemplo, a VE-caderina é exclusiva de endotélios, sendo utilizada
inclusive como um marcador de endotélio (ARAUJO, 2001).

As caderinas classicas sao proteinas transmembranicas compostas por
regides citoplasmaticas altamente conservadas e um dominio extracelular com
cinco subdominios estruturais contendo motivos de ligagao de calcio (Figura 3). A
atividade das caderinas classicas envolve interacbes em ambos os lados da
membrana. Pelo lado extracelular, o reconhecimento homofilico, especifico a
cada tipo de caderina, € provavelmente o resultado de sequéncias localizadas
dentro da primeira repeticdo, EC1. Essa sequéncia inclui aminoacidos vizinhos a
sequéncia HAV (cddigo de letra unica para aminoacidos) que é conservada em

muitas caderinas. O proprio motivo HAV esta envolvido nas interacdes de adesao,
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mas outros motivos que nao possuem essa sequéncia também podem estar
envolvidos no processo de adesdo. Do lado intracelular, a atividade das caderinas
depende das sequéncias que interagem com proteinas citoplasmaticas, as
cateninas, que ligam as moléculas de caderina a actina do citoesqueleto
(RANSCHT, 1994).

A estrutura molecular das caderinas foi descrita por TAKEICHI (1995).
O dominio extracelular das caderinas pode ser dividido em cinco sub-dominios
baseados em seqUéncia de aminoacidos, conhecido como EC1-5. O dominio
extracelular das caderinas forma um dimero, no qual dois mondmeros sao
arranjados em paralelo na membrana plasmatica. Cada unidade do dimero
interage com aquela do dimero correspondente na membrana oposta, formando
um “dimero de adesao” na porgao amino-terminal. Considerando-se a estrutura
como um todo, foi proposto que os dimeros sdo arranjados como um ziper no
espaco intercelular. Diferentes andlises sugerem que o Ca?*, um ion essencial
para a fungcdo da caderina, esta envolvido na ligagdo dos cinco sobre dominios
sucessivos pra conferir a morfologia em forma de vara (Figura 3).

Associado ao dominio citoplasmatico das caderinas, esta organizado
uma estrutura de proteinas periféricas a membrana, as cateninas, que sao
responsaveis pela ligagdo das caderinas a actina e por mediagdo de sinais
intracelulares em resposta a adesao. A formacédo do complexo caderina-catenina
€ essencial para a adesao mediada por caderinas, sugerindo que as cateninas
possuem influéncia sobre o dominio extracelular das caderinas (KIRKPATRICK &
PEIFER, 1995).

Na formac&o do complexo caderina-catenina, a -catenina possui um
papel central de ligar a caderina a a-catenina, as quais n&o se ligam diretamente.
A estrutura da B-catenina pode ser dividida em trés dominios: uma regiao central
de 12-13 copias imperfeitas de repeticdes de 42 aminoacidos (repeticdes Arm),
flanqueados por dominios amino e carboxi-terminais. As repetigdes Arm s&o um
motivo de interagdo proteina-proteina observadas nesse grupo de proteinas
celulares. As repeticdes Arm da B-catenina se ligam a caderina, e a regidao amino-
terminal se liga a a-catenina. A y-catenina também apresenta essa estrutura de

trés dominios e também se liga a a-catenina. Uma regido de 30 aminoaciodos do
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dominio citoplasmatico da caderina é requerido para a interacdo com a pB-
catenina. (KIRKPATRICK & PEIFER, 1995).

—

—
=
=

il

FIGURA 3 - Desenho esquematico da estrutura das jungbes de aderéncia entre duas
células vizinhas e sua respectiva relacdo com o citoesqueleto (actina); o a-
catenina; B: B-catenina; y: y-catenina (placaglobina); EC1-5: subdominios
extracelulares constituintes da caderina ligadas entre si com auxilio do
calcio.

Fonte: DAMASCENO (2007).

A formagdo do complexo caderina/B-catenina-y-catenina/a-catenina é
um processo de etapas multiplas. Imediatamente apds a sintese no reticulo
endoplasmatico, a caderina se associa a B ou a y-catenina. O complexo é
transportado até a membrana plasmatica, e a a-catenina se adiciona
concomitante a sua chegada (RANSCHT, 1994).

A deplegdo de ATP em cultura de células renais mostrou rapida
internalizagdo da E-caderina. Um estimulo prolongado conduz n&o s6 a
interiorizacdo da E-caderina, mas também a quebra proteolitica desta proteina em
um sitio especifico na interagao caderina-catenina. Mas apesar da E-caderina ser

clivada, seus ligantes citoplasmaticos, as cateninas permanecem perto do seu
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estado de equilibrio durante periodos prolongados de deplecdo de ATP (BUSH et
al., 2000).

1.4 Avaliacédo da funcéao renal

Dependendo do tempo de isquemia e do momento da reperfusdo, pode
haver desde simples alteragbes bioquimicas até necrose celular (SILVA Jr. et al.,
2002). O extravasamento de enzimas intracelulares e outras proteinas através da
membrana plasmatica anormalmente permeavel, tanto para o intersticio quanto
para o interior do plasma, fornecem parametros clinicos importantes de morte
celular (COTRAN et al., 2000).

Uma ampla variedade de doengas renais, com lesbes glomerulares,
tubulares ou vasculares, podem causar aumento dos niveis de uréia no plasma.
Entretanto, a uréia como indicador independente da funcao renal é limitada pela
variabilidade de seus niveis no sangue, como resultado de fatores nao-renais, tais
como desidratagdo leve, muita proteina dietética no alimento, catabolismo
protéico aumentado e deplegcédo de massa muscular. Assim, a principal utilidade
clinica da determinagdo da uréia no plasma assenta-se na sua determinacéo em
conjunto com a dosagem de creatinina plasmatica (WHELTON et al., 1998).

A creatinina ndo € amplamente influenciada pela dieta e sua producéao
diaria a partir do metabolismo muscular é relativamente constante e nao sofre
tantos efeitos metabdlicos. Em virtude de a creatinina ter produgcdo endogena e
ser liberada nos liquidos corporais uma taxa constante, e de seus niveis
plasmaticos permanecerem dentro de limites estreitos, sua depuracdo pode ser
determinada como um indicador da taxa de filtragdo glomerular (COLES, 1984;
WHELTON et al., 1998).

Qualquer anormalidade que diminui a taxa de filtragcdo glomerular ira
resultar na elevacao da concentragcao de creatinina. Como existem poucos fatores
extra-renais que podem influenciar a concentracdo de creatinina, esta tem sido
reputada como uma prova de maior especificidade para deteccdo de
enfermidades renais. A elevagao na concentragcao de creatinina pode indicar uma

reducao funcional ou orgéanica da fungdo do néfron, porém esse fato ndo € de
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valor na indicagdo do grau de reversibilidade ou irreversibilidade do processo
patologico subjacente, pois o conhecimento do nivel de creatinina ndo permite o
estabelecimento do diagnostico (COLES, 1984).

A determinagédo das proteinas urinarias foram citadas no diagndéstico
precoce da doenca tubulo-intersticial, em que o método quantitativo mais
adequado para a avaliagdo dos niveis de proteina na urina refere-se a
determinacdo do conteudo protéico de uma amostra de 24 horas (WHELTON et
al., 1998). No entanto, os indices proteina urinaria:creatinina urinaria substituem
com vantagens o volume total de 24 horas, ja que a creatinina € produzida em
uma taxa constante e filtrada livremente, desta forma ao aplicar-se o indice, o
efeito do volume de urina sobre a concentragdo de proteina em uma Unica
amostra é anulado (REGO et al., 2001).

De acordo com HENNEMANN et al. (1997), as enzimas urinarias foram
citadas por uma variedade de autores como um sensivel indicador de les&o renal,
mas embora tenham sido estudadas uma ampla variedade de enzimas, poucas
tem se destacado na pratica clinica. E necessario o desenvolvimento de novos
testes renais mais especificos visando o diagndstico precoce e especifico de
lesdo renal, uma vez que uma da s caracteristicas dos rins € sua capacidade
compensatéria ao prejuizo metabdlico, onde se observa danos funcionais
somente quando houver perda de 3/4 da capacidade funcional dos néfrons de
ambos 0s rins.

A enzima y-glutamiltransferase (GGT) estd presente na borda em
escova dos tubulos proximais renais e sua detecgado na urina tem sido apontada
como um bom meétodo diagndstico para lesdo ou disfungao tubular renal (SANTIN
et al., 2006). CLEMO (1998) mencionou que a elevagdo de GGT urinaria mostrou-
se superior aos métodos convencionais utilizados para avaliacdo da leséo renal

como a urinalise e determinacao das concentragdes séricas de uréia e creatinina.

1.5 Pré-condicionamento isquémico e acao da clorpromazina

A lesdo isquémica do rim é associada com alta morbidade e

mortalidade, logo a melhora na capacidade deste 6rgao para tolerar esta lesdo
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isquémica tera implicagdes clinicas importantes (VIANNA, 2006). A renoprotecao
€ uma estratégia que visa interromper ou reverter este processo de lesao
(PERICO et al., 2005).

Segundo HAWALESHKA & JACOBSOHN (1998) e VIANNA (2006), o
grande potencial na protecdo de o6rgaos por meio do pré-condicionamento
isquémico surgiu com a pesquisa de MURRY et al (1986), que consistia de quatro
ciclos de 5 minutos, alternados entre isquemia/reperfusdo da artéria coronaria
antes da oclusdao coronariana pelo periodo de 40 minutos. O resultado foi a
reducdo da area de infarto em 75% no grupo de caes que sofreram influéncia
destes pequenos periodos de oclusdes prévias e que passou a ser denominado
pré-condicionamento.

O pré-condicionamento isquémico é o fenbmeno de adaptagdao dos
tecidos vivos contra uma lesao celular irreversivel no sentido de atenua-la, por
meio de mecanismos endoégenos do organismo a partir de um estimulo também
isquémico programado e de menor duragdo. Em outras palavras, seria a resposta
a aplicagao de ciclos breves de I/R a um 6rgao, conferindo-lhe maior capacidade
de suportar um periodo subsequente de isquemia mais longo, com dano tecidual
menor, atuando como medida preventiva e promovendo uma resposta celular de
provavel adaptagao contra a lesédo isquémica (LIMA, 2004).

De acordo com VIANNA (2006), é de interesse para anestesiologia o
acumulo de conhecimento acerca do mecanismo molecular atuando no pré-
condicionamento, mostrando  a possibilidade  de modulagdo  da
isquemia/reperfuséo via agcado de farmacos, e, dentre estes, os anestésicos. Este
pré-condicionamento passou a ser chamado de farmacoldgico.

A clorpromazina pertence ao grupo dos tranquilizantes maiores e pode
ser classificada, de acordo com sua estrutura quimica, como um derivado
fenotiazinico (SPINOSA et al., 1999). Os tranquilizantes maiores s&o absorvidos
pelo trato gastrointestinal e por via parenteral. Uma vez absorvidos, sao
amplamente distribuidos pelos tecidos, principalmente figado, pulmbes e
encéfalo, sofrendo diferentes processos de biotransformacdo (oxidacao,
hidroxilagdo, conjugagado) e sao eliminados pela urina e também pelas fezes
(GILMAN et al., 1996; SPINOSA et al., 1999).
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Os fenotiazinicos sao utilizados principalmente como medicagao 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 1,0 e 3,0mg/kg para cées e gatos (VIANA,
2003).

ARAUJO et al. (2002), utilizando ratos, observaram apenas um
pequeno decréscimo na fungdo renal do grupo submetido a isquemia e
previamente tratado com clorpromazina, na dosagem de 3mg/kg via IV, mas que
nao foi estatisticamente significativo. Entretanto, ressaltam a importancia de
estudos futuros, preocupando principalmente com transplantes renais em seres
humanos.

TUCCI Jr. et al. (2008) citaram que a clorpromazina conferiu prote¢ao
parcial na fungao renal aos rins de ratos submetidos a 60 minutos de isquemia,
seguido de reperfusdo apos aplicagdo de 3mg/kg de clorpromazina intravenosa
15 minutos antes da isquemia renal.

E importante lembrar que os mecanismos de protecdo podem ser
esgotados quando a lesao celular € muito grave em intensidade ou extensao (por
exemplo, nos casos em que tempo de isquemia é maior do que aquela suportavel
pelo tecido), impedindo qualquer resposta adaptativa uma vez que até os
mecanismos de sobrevivéncia ja foram superados (LIMA, 2004).

O estudo dos mecanismos de lesdo consequente da isquemia e
reperfusdo renal tem aplicagdo importante na medicina. A elucidagcdo dos
processos bioquimicos envolvidos em situagdes clinicas como transplante renal e
insuficiéncia renal aguda, em que a ruptura das jungcbes de aderéncia € um
mecanismo provavel de leséo, devera contribuir com o desenvolvimento de novas
drogas para minimizar os efeitos deletérios sobre os 6rgaos afetados.

O objetivo deste trabalho foi descrever o efeito da clorpromazina na
funcdo renal e avaliar a hipétese de que existem alteragbes histolégicas e
estruturais das proteinas de jungao de aderéncia de caes submetidos a isquemia

e reperfuséo.
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CAPITULO 2 — Avaliagéo do efeito da clorpromazina sobre a funcgéo renal de
caes submetidos a isquemia e reperfusao
Evaluation of chlorpromazine effect at renal function in dogs submitted to

ischemia and reperfusion

RESUMO

A isquemia renal esta presente em diferentes situagcbées como em cirurgias renais,
vasculares e no transplante renal. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
integridade e a fungao renal de caes submetidos a isquemia e reperfusdo com ou
sem aplicagéo de clorpromazina. Para tanto foram utilizados 12 caes distribuidos
aleatoriamente em dois grupos de seis individuos: grupo A com isquemia e
reperfusdo sem tratamento por clorpromazina e o grupo B com isquemia e
reperfusdo tratados previamente com clorpromazina. De cada animal colheu-se
sangue e urina antes da isquemia, no inicio da reperfusédo, apés 120 minutos de
reperfusdo e semanalmente até 28° dia pods-cirurgico para verificar possiveis
efeitos tardios da isquemia/reperfusdo. Avaliagbes da integridade e fungao renal
foram feitas por exame clinico, concentracdo sérica de uréia e creatinina e
determinacao da GGT urinaria. A avaliagcao da relagcao proteina urinaria/creatinina
urinaria (PU/CU) e atividade da GGT urinaria sdo exames mais sensiveis para
detectar lesdo tubular aguda que o exame de urina de rotina, uma vez que estas
variaveis apresentaram alteragédo mais precocemente. Nao houve acao protetora
da clorpromazina conforme constatado por meio da urinalise, dosagens séricas de
uréia e creatinina, excrecgao urinaria de GGT e relagao PU/CU.

Palavras-chave: fenotiazinico, gama-glutamiltransferase, insuficiéncia renal

ABSTRACT

Renal ischemia is present in different situations such as vascular or kidney surgery
and also in renal transplantation. The aim of this study was to evaluate the renal
function in dogs submitted to ischemia and reperfusion after chlorpromazine
application. Twelve adult mongrel dogs were distributed into two groups with six
animals: group A - ischemia and reperfusion without previous administration of
chlorpromazine; group B - ischemia and reperfusion treated previously with
chlorpromazine. Blood and urine samples were harvested in four different times:
before ischemia, at the beginning of reperfusion, 120 minutes after of reperfusion
and every week until postsurgical day 28 in order to check the possible
ischemia/reperfusion late effect. Renal function was evaluated by clinical
examination, serum urea and creatinine levels and urinary GGT activity. PU/CU
and urinary activity of GGT were more sensitive for detecting acute tubular injury
then routine urine examination, because these variables showed earlier
alterations. It was not possible to verify the chlorpromazine protective action
through urinalysis, creatinine and urea serum levels, excretion of GGT urinary and
urine protein:creatinine ratio.

Keywords: fenotiazinic, gamma-glutamiltransferase, acute renal failure
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INTRODUCAO

Isquemia é a perda do suprimento sanguineo por redug¢do do fluxo
arterial de um tecido, em que ha comprometimento da oferta de substratos
metabdlicos, incluindo a glicose (COTRAN et al., 2000). Reperfusdo € o termo
utilizado para definir o restabelecimento do fluxo apdés um periodo de isquemia
(EVORA et al., 1996). A isquemia, por si s6, é bastante lesiva, mas a reperfusao
do tecido isquémico pode levar a uma série de complicagcbes, que podem
aumentar as lesdes teciduais e, associado as complicagdes sistémicas, colocar
em risco a vida do paciente (CALVERT et al., 2003).

O entendimento dos mecanismos envolvidos nos danos da
isquemia/reperfusdo é essencial para definir estratégias terapéuticas e minimizar
suas consequéncias. A reagcado ao oxigénio, apds a reperfusao, implica em danos
teciduais e inicia uma cascata de respostas celulares deletérias precedendo a
inflamac&o, morte celular e por ultimo, faléncia do 6rgdo (FONDEVILA et al.,
2003).

Um dos modelos de isquemia/reperfusao mais estudados € a oclusao
temporaria da artéria renal (ARAUJO et al., 2002). Os danos causados pela
hipdxia nas células tubulares representam o primeiro evento em casos de faléncia
renal aguda. Além da perda da polaridade celular, ha ainda produgao de radicais
livres, entrada de calcio e ativagcdo de genes para protegdo ou regeneragao
celular (BREZIS & EPSTEIN, 1993).

Segundo KERR (2003) e FORTERRE et al. (2004), os exames
primarios mais apropriados para o diagndstico inicial de uma disfungéo renal sao
uréia e creatinina séricas. Porém, ainda afirmaram que a uréia ndo € um indicador
inteiramente especifico de lesao renal, além de aumentar devido a efeitos pré-
renais. Ja a creatinina € mais especifica e pouco influenciada por efeitos pré-
renais. Entretanto, essas substancias geralmente ndo aumentam até que mais de
60% dos néfrons estejam sem fungdo, ou seja, trata-se de um marcador
especifico mas de baixa sensibilidade.

Nado existem enzimas plasmaticas especificas para avaliar a funcéo

renal; entretanto a andlise de enzimas urindrias, especialmente a vy-
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glutamiltransferase (GGT) pode ser util na identificagao de nefrotoxidade aguda. A
enzima GGT esta presente na borda em escova dos tubulos proximais renais e
sua deteccdo na urina tem sido apontada como um bom método diagndstico para
lesdo ou disfungao tubular renal (RIVERS et al., 1996). Esta localizagdo unica nas
células renais pode demonstrar com facilidade os danos causados por uma injuria
isquémica (SANTIN et al, 2006).

DIBARTOLA (1997) descreveu que a quantificacdo da proteina na urina
€ uma avaliagdo da funcdo glomerular e/ ou tubular. Para FORTERRE et al.
(2004) e PRICE et al. (2005), a detecgcdo de um aumento na excregdo de
proteinas tem tanto valor diagndstico ou progndstico na deteccdo inicial e
confirmacédo de doenca renal, e a quantificacdo da proteinuria pode ter valor
consideravel na avaliagdo da eficacia terapéutica e da progressao da doenga.

Considerando-se a oscilacdo do volume urinario e da concentracao de
solutos em uma micgao, sugere-se que a avaliagcao seja feita no volume urinario
total de 24 horas (FINCO, 1995). No entanto, os indices proteina
urinaria/creatinina urinaria (PU/CU) substituem com vantagens o volume urinario
total de 24 horas, ja que a creatinina é produzida em uma taxa constante e filtrada
livremente. Assim, ao aplicar-se o indice, o efeito do volume de urina sobre a
concentragc&o de proteina em uma unica amostra é anulado (REGO et al., 2001).

Em transplantes, embora a perfusdo com solugao propria seja possivel
e parcialmente eficaz, novos estudos sdao necessarios para evitar a perda da
funcdo do 6rgao doado devido a danos isquémicos. Intervengdes farmacologicas
nesses processos apresentam grande potencial de melhorar as condi¢des clinicas
em cirurgias que envolvam isquemia e reperfusdo (JAESCHKE, 2003). Dentre as
opgdes recentemente estudadas de pré-condicionamento farmacolégico, tem-se a
protecao conferida pela clorpromazina cuja acgao protetora ainda nao foi
totalmente esclarecida (NETTO et al. 2001; ARAUJO et al., 2002).

De acordo com CHIEN et al. (1977), sua agao protetora contra a leséo
isquémica s6 ocorre quando administrada previamente ao momento da parada de
aporte sanguineo ao tecido. O efeito protetor estda associado a alteragao do
metabolismo do calcio, recuperacado de ATP e perda de fosfolipides.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a integridade e a funcao renal de

caes submetidos a isquemia e reperfusdo apods a aplicagao de clorpromazina.
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MATERIAL E METODOS

Animais e delineamento experimental

Foram utilizados 12 animais da espécie canina (Canis familiaris),
adultos, sem raca definida, machos, com peso corpoéreo entre 10 e 25kg, obtidos
junto ao Centro de Controle de Zoonoses da Prefeitura de Goiénia e transferidos
para o canil de Experimentacdo Cientifica da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Goias (UFG). O projeto foi aprovado pelo com Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias.

Previamente ao estudo experimental, os caes foram avaliados
clinicamente para a identificacdo de enfermidades sistémicas e renais que
pudessem 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 ratificagcdo das condigbes
de higidez organica. Durante o periodo experimental os animais foram mantidos
em boxes individuais de alvenaria, acesso livre ao solario, agua ad libitum e ragéo
comercial com proteina bruta de 22% em duas porgdes diarias.

Os animais foram divididos em dois grupos de seis individuos:

Grupo A: caes submetidos a isquemia e reperfusao sem clorpromazina.
Grupo B: cédes medicados com clorpromazina e submetidos a isquemia e

reperfusao.

Procedimento cirargico e pos-operatério

Os animais foram submetidos a indugcdo anestésica com aplicacéo de
propofol intravenoso (Propovan, Cristalia, Sdo Paulo) e manutencdo anestésica
com halotano (Halotano, Hoechst do Brasil, Sdo Paulo). A pressao arterial média
foi aferida por meio da canulacdo da artéria femural e afericdo direta em
mandmetro anerdide de acordo com a técnica proposta por REZENDE et al.
(2002).
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Foi realizada uma incisdo paracostal esquerda para identificacdo e
isolamento do rim e da artéria renal esquerdos. 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 intravenosa, na dose de 5 mg/kg, 15min antes da
clampagem do vaso, que teve duragcdo de 1h. Apds este periodo, a artéria renal
foi desobstruida e ao longo de 2h foram colhidas seis amostras de parénquima
renal esquerdo, com utilizagdo de agulha de bidpsia para tecidos moles (Tru-cut®)
para posterior avaliagao histolégica.

Apods o procedimento cirargico os animais foram mantidos em gaiolas
individuais, alimentados com ragcdo duas vezes ao dia e agua ad libitum. Foi
realizada a administragao de cloridrato de tramadol na dose de 0,1mg/kg/SC duas
vezes por dia durante trés dias e cefalexina duas vezes ao dia, via oral, por 10

dias. Todos os caes foram doados ao final do experimento.
AvaliacOes laboratoriais

Foram realizadas sete colheitas de sangue e urina nos seguintes
tempos: 5min antes da isquemia (I°); apés 1h de isquemia (I"); apés 2h de
reperfusdo (R*") e prosseguiu aos 3 dias (R*), 7 dias (R, 21 dias (R*'?) e 28
dias (R?®%), para verificar possiveis efeitos tardios da isquemia/reperfusdo. As
amostras de sangue foram obtidas por puncado da veia jugular e as amostras de
urina foram colhidas por meio de mic¢ado espontanea ou sondagem uretral.

Para as provas bioquimicas séricas, 8mL de sangue foram colhidos em
tubos a vacuo (Vacutainer®, Becton Dickinson Ind. Cirtrgicas Ltda, Sdo Paulo)
sem anticoagulante. O soro foi obtido a partir da centrifugacdo do sangue total e
submetido ao congelamento (-20°C) até o momento da realizagdo dos exames. A
determinacao dos exames fisicos e quimicos foi realizada na urina recém colhida
e posteriormente centrifugada por cinco minutos, para realizacdo da
sedimentoscopia.

A avaliagédo da integridade e da fungéo renal foi realizada por meio de

exame de urina, da determinacdo da concentragao sérica de uréia e creatinina, do
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estabelecimento da razdo proteina e creatinina urinaria e determinagdo da
atividade da GGT urinaria.

A dosagem sérica de uréia foi realizada por método enzimatico-
colorimétrico, por reagdo com a urease e a leitura feita utilizando-se um
comprimento de onda de 610nm. A creatinina sérica e wurinaria foram
determinados por método colorimétrico, por reagdo com o picrato alcalino, sendo
realizada a leitura em um comprimento de onda de 510nm, sendo que a urina foi
diluida em agua destilada na propor¢cao de 1:25 como citado por FERREIRA
(2006). A determinagao da concentragao de proteina urinaria foi feita utilizando-se
meétodo colorimétrico, por reagao com o vermelho de pirogalol, a uma absorbancia
de 610nm (Sensiprot® Labtest, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil).

O indice proteina urinaria/creatinina urinaria (PU/CU) foi calculado
conforme citado por FINCO (1995), dividindo-se os valores da concentragdo de
proteina urinaria pelos de creatinina urinaria, visando a verificagdo da lesao
tubular renal.

A determinacéo da atividade da GGT urinaria foi realizada logo apos a
colheita com a utilizagdo de reagente comercial (Labtest, Lagoa Santa, Minas
Gerais, Brasil). Desta forma, para a determinacdo da GGT urinaria,
DeSCHEPPER et al. (1989) utilizaram a densidade urinaria de 1.025 como fator
de corregao para o fluxo urinario de uma unica amostra coletada de cada animal,

por meio da seguinte férmula:

Y x 25
Y4

X=

Onde: X é a atividade de GGT urinaria calculada; Y ¢é a atividade da GGT urinaria
da amostra e Z corresponde aos ultimos dois digitos da densidade urinaria da
amostra.

Os valores de referéncia utilizados estéo listados a seguir (Quadro 1).
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QUADRO 1 - Valores de referéncia de uréia e creatinina sérica, PU/CU e GGT

urinaria
Parametro Valor de Referéncia Referéncia Bibliogréafica
Uréia 27,80-52,60mg/dL FERREIRA (2006)*
Creatinina 0,98-1,36mg/dL FERREIRA (2006)*
PU/CU <1,0 REGO et al. (2001)
GGT 13-92 UI/L SANTIN et al. (2006).

* caes SRD alimentados com ragdo com 22% de proteina bruta

Para realizar correlacdes estatisticas, criou-se um indice que traduzia a
gravidade da lesao renal observada no exame de urina de rotina. Foram utilizados
valores atribuidos a cada componente do exame como esta explicitado no quadro
2. O valor final dado a cada cao foi o somatério de pontos de cada item avaliado.
Foram observadas hemacias, mas as mesmas nao foram avaliadas, pois sua

presenca foi creditada as bidpsias realizadas.

QUADRO 2 - Escore de gravidade da lesdo renal observada no exame de urina de

rotina

Urinalise Escore
Proteina + 1 ponto para cada +
Hialinos + 1 ponto para cada +
Cilindros Granulosos finos + 2 pontos para cada +
Granulosos grossos + 3 pontos para cada +
Pélvica + 1 ponto para cada +
Células Descamativa + 1 pontos para cada +
Renal + 2 pontos para cada +

1-5 1 pontos

Leucdcitos 6-10 2 pontos

11-15 3 pontos

Apos a realizacdo da estatistica descritiva para estabelecimento dos
valores de média, desvio-padrao e coeficiente de variagdo (CV), procedeu-se o
teste de Lilliefors para a determinagcdo da distribuicdo e homogeneidade dos

dados amostrais.
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Foi feita a comparacéao entre os tratamentos e dentro dos tratamentos.
Considerando-se que as variaveis nao apresentaram normalidade e
homogeneidade de variancia simultaneamente, utilizou-se o teste n&do paramétrico
de Kruskal-Wallis (p<0,05) e nas comparag¢des multiplas pareadas o procedimento
de Dunn/Teste bilateral de acordo com SAMPAIO (1998). Foram utilizados os
programas SAEG e XLSTAT 2008.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao exame fisico da urina a cor era predominantemente amarelo citrino
nos 5min antes do inicio da isquemia (I°) e a partir de 3 dias (R*®). As amostras
obtidas durante o procedimento cirurgico eram de cor vermelha, devido as
biépsias seriadas que foram realizadas, alteragdo também foi citada por
DIBARTOLA (1997) ao afirmar que muitos pacientes exibem hematuria
microscopica durante as primeiras 48h apds a biopsia. A densidade urinaria
permaneceu com valores dentro da faixa de normalidade citados pela literatura
em todos os momentos avaliados, nos dois grupos experimentais.

O pH da urina permaneceu entre 6,5 e 8,0, ndo tendo sido observado a
presenca de corpos cetdnicos, urobilinogénio ou bilirrubina. A proteina variou de
tracos, na maioria dos animais, mas foi possivel encontrar 3+ em um animal do
grupo A com 3 dias e 7 dias, diminuindo em seguida para 2+ nas coletas de 21
dias e 28 dias. Ja no grupo B encontrou-se tragos de proteinas e em trés animais
foram observadas 2+ em no maximo dois momentos da colheita. Esses achados
indicam proteinuria significante sugerindo lesao tubular, pois segundo KERR
(2003), a urina normal ocasionalmente apresenta tragcos ou no maximo 1+ de
proteina.

Foram encontradas em grande parte dos animais em ambos os grupos
cilindros granulosos finos e grossos principalmente no terceiro dia, estendendo
até a Ultima colheita (R*%). Para DIBARTOLA (1997), os cilindros grosseiramente
granulares e finamente granulares representam a degeneracdo de células em
outros cilindros ou a precipitacdo de proteinas plasmaticas filtradas, sendo
sugestivos de lesdo tubular renal isquémica ou nefrotéxica. Neste estudo, a

presenca dos cilindros foi resultado da morte celular devido isquemia renal.
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A presenga de células descamativas foi constante na maioria dos
momentos nos caes dos dois grupos. As células renais e pélvicas também foram
observadas nos dois grupos, principalmente a partir 3 dias. De acordo com
DIBARTOLA (1997), as células epiteliais podem ser encontradas no sedimento
urinario mas possuem pouco significado diagnéstico, sendo comuns em amostras
coletadas por jatos de urina ou por cateterismo. Ja as células renais sao
pequenas células epiteliais oriundas dos tubulos renais, e sua origem renal pode
ser determinada quando é observada em cilindros celulares, como no presente

trabalho (Figura 1).
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FIGURA 1 — Escores de gravidade da lesao renal diagnosticada no
exame de urina de rotina

A média da creatinina sérica permaneceu dentro dos padrdes de
normalidade, em ambos os grupos ao longo de todo periodo (Tabela 1); isto pode
ser justificado devido a atividade compensatéria do rim direito, que nao foi
lesionado, uma vez que, conforme HENNEMANN et al. (1997), uma das
caracteristicas dos rins é sua capacidade compensatéria ao prejuizo. Observam-
se danos funcionais somente quando houver perda de 3/4 da capacidade
funcional dos néfrons de ambos os rins. Foi evidenciado que nao houve
diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular uma vez que os valores de creatinina

permaneceram dentro da normalidade.
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As concentragbes séricas de uréia nao tiveram diferenca estatistica
entre os grupos (p>0,05); porém, os valores médios a partir de 3 dias no grupo A
e 7 dias no grupo B permaneceram acima dos valores normais. Este fato pode ser
atribuido as alteracées metabdlicas decorrentes da alimentacao (Tabela 2).

Sao varios os fatores que podem afetar a concentracado sérica da uréia
0 que leva a necessidade de se fazer uma investigacdo de doencga renal junto
com o0s niveis séricos de creatinina na tentativa de obter o maximo de
informagdes sobre a fungéo dos rins. Entretanto, foi possivel verificar que a lesado
de isquemia e reperfusdo em um rim nao foi capaz de induzir a insuficiéncia renal
nestes caes. Conforme KERR (2003), o habito de mensurar uréia e creatinina
juntas permite que o aumento da concentragcdo de uréia pré-renal seja
diferenciado dos quadros renais e efeitos metabdlicos e circulatorios podendo ser

reconhecidos sem ambiguidade.

TABELA 1 - indices séricos de creatinina de cdes submetidos & isquemia e reperfusdo renal,
tratados (Grupo A) ou nao tratados (Grupo B) com clorpromazina, ao longo de 28
dias de avaliacao, representados pelos valores de média, desvio-padrao e coeficiente
de variagéo (CV), Goiania, 2008

Creatinina Sérica

Gru pOS IO I’Ih R2h R3d R7d R21d R28d
Mediana 0,80 0,85 0,90 1,20 1,00 1,05 0,95
A Média 0,82 0,90 0,94 1,17 1,08 1,10 1,02
DP 0,08 0,21 0,23 0,29 0,29 0,33 0,53

CV(%) 9 21 22 22 24 28 47
Mediana 1,00 1,00 1,20 1,25 1,25 1,15 1,15
B Média 1,04 1,10 1,18 1,25 1,27 1,23 1,17
DP 0,21 0,25 0,26 0,24 0,33 0,30 0,27

CV(%) 18 20 20 18 24 22 21

MO - amostra antes do inicio da isquemia; M1 - 1hora apds isquemia; M2 — apds 2 horas de reperfusdo; M3 —
trés dias apos o procedimento cirurgico; M4 — sete dias apds o procedimento cirurgico; M5 — 21trés dias apos o
procedimento cirurgico; M6 — vinte e oito dias apds o procedimento cirurgico.

Kruskal-Wallis (p>0,05).

TABELA 2 - indices séricos de uréia de cdes submetidos & isquemia e reperfusdo renal, tratados
(Grupo A) ou nao tratados (Grupo B) com clorpromazina, ao longo de 28 dias de
avaliagcdo, representados pelos valores de média, desvio-padrdao e coeficiente de
variacao (CV), Goiania, 2008

Uréia

Gru pOS |0 |1h RZh Rdd R?d Rz1d RZSd
Mediana 46,70 41,55 46,50 62,70 67,40 53,60 61,75
A Média 46,18 42,90 49,10 68,02 72,15 58,22 59,32
DP 7,96 9,54 14,87 18,09 26,74 11,05 12,00

CV(%) 15 20 27 24 34 17 18
Mediana 45,40 46,55 52,20 42,35 55,30 56,45 61,95
B Média 44 .94 46,52 52,64 43,35 54,18 56,32 61,08
DP 24,21 16,00 21,02 17,60 15,91 16,21 10,23

CV(%) 48 31 36 37 27 26 15
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MO - amostra antes do inicio da isquemia; M1 - 1hora apds isquemia; M2 — apds 2 horas de reperfusédo; M3 —
trés dias apos o procedimento cirurgico; M4 — sete dias apds o procedimento cirirgico; M5 — 21trés dias apos o
procedimento cirurgico; M6 — vinte e oito dias apds o procedimento cirurgico.

Kruskal-Wallis (p>0,05).

O indice proteina/creatinina urinaria foi utilizado para verificar a
proteinuria nos animais, substituindo a necessidade de obter amostras do volume
urinario total de 24 horas, conforme indicado por MARTINS et al. (2003) e
FERREIRA (2006).

A relagdo proteina/creatinina urinaria ndo apresentou diferenca
significativa (p>0,05) entre os grupos, mas foi verificada diferenca significativa
(p<0,05) entre o terceiro e o sexto momentos em ambos os grupos (Tabela 3),
estes achados podem estar relacionados com agravamento da lesdo renal
durante o periodo de reperfusdo, uma vez que o aumento nesta relagdo é
geralmente causada por redugcdo na taxa de filtragdo glomerular e/ou por
diminuicdo da capacidade de reabsorcdo tubular (YALCIN & CETIN, 2004).
Conforme LIMA (2004), a necrose tubular aguda é a lesdo mais comum em casos
de isquemia e reperfusao renal, e que pode ter levado a diminuicdo da reabsorcio
tubular de proteinas, aumentando a relacdo proteina/creatinina urinaria neste

estudo.

TABELA 3 — Valores da relagao proteina/creatinina urinaria de caes submetidos a isquemia e
reperfusao renal, tratados (Grupo A) ou nao tratados (Grupo B) com clorpromazina,
ao longo de 28 dias de avaliagao, representados pelos valores de média, desvio-
padréo e coeficiente de variagao (CV), Goiania, 2008

Proteina/creatinina urinaria

Gru pOS IO I’Ih R2h R3d R7d R21d R28d
Mediana 0,70 2,52 4,20° 0,65 0,30° 0,30 0,40

A Média 0,63 2,90 4,55 1,20 0,65 0,38 0,75
DP 0,24 2,35 2,07 1,14 0,90 0,22 0,97

CV(%) 34 72 41 87 127 52 118

Mediana 0,31 0,52 2,532 0,50 0,26 0,19 0,18

B Média 0,41 1,03 3,34 0,74 0,83 0,60 0,80
DP 0,26 1,37 2,63 0,74 1,34 1,06 1,01

CV(%) 58 122 72 92 145 162 113

MO - amostra antes do inicio da isquemia; M1 - 1Thora apds isquemia; M2 — apds 2 horas de reperfusao; M3 —
trés dias apos o procedimento cirirgico; M4 — sete dias apos o procedimento cirdrgico; M5 — 21trés dias apos o
procedimento cirurgico; M6 — vinte e oito dias apds o procedimento cirurgico.

a® \Medias seguidas por letras diferentes, dentro da mesma linha, diferem estatisticamente pelo teste de
Kruskal-Wallis (p<0,05).

A isquemia provocou um ligeiro aumento na relagdgo PU/CU e a
reperfusdo provocou aumento significativo quando comparado 1™ e R®" nos

grupos A e B (Figura 2).
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FIGURA 2 — Médias de proteina/creatinina urinaria entre os dois grupos
de animais, ao longo de 28 dias (Kruskal-Wallis, p>0,05).

Ocorreu um aumento das médias da atividade da GGT urinaria, porém
com elevada variacao entre os individuos, este fato foi observado por SANTIN et
al. (2006) ao realizarem acompanhamento laboratorial da fun¢do renal de caes
sadios tratados com anfotericina B.

A isquemia ndo ocasionou aumento da atividade da GGT, somente a
reperfusdo, ndo sendo possivel evidenciar diferenca estatistica (p>0,05) entre os
dois grupos (Figura 3). Este resultado pode indicar um agravamento da les&o
renal apds o periodo de reperfusdo, uma vez que, segundo EVORA et al. (1996),
a isquemia tem papel fundamental em muitas situacdes clinicas. Apesar da
reperfusdo de um 6rgao isquémico ser essencial para prevenir a irreversibilidade
da lesédo celular, a reperfusdo pode agravar as lesbes produzidas na fase
isquémica isolada, conforme constatado no presente trabalho.

A diferenca estatistica entre os momentos foi observada somente no
grupo B, apds 2h de reperfusdo (115,62 £ 55,20) e 28 dias apds o procedimento
(27,52 + 14,50), evidenciando a diminuicdo para os parametros normais de
excregdo da GGT (Tabela 4). ARAUJO et al. (2002) utilizando ratos, observaram
um discreto na fungao renal do grupo submetido a isquemia e previamente tratado
com clorpromazina, na dosagem de 3mg/kg via IV, que néao foi estatisticamente

significativo.
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FIGURA 3 — Valores médios de GGT urinaria entre os dois grupos de
animais, ao longo de 28 dias (Kruskal-Wallis, p>0,05).

Observou-se que os valores da atividade de GGT 5min antes do
procedimento nos dois grupos foram mais altos que os encontrados na ultima
amostra, apesar de permanecerem dentro dos limites normais considerados. Isto
deveu-se possivelmente a hipotensdo que ocorreu como consequéncia do
procedimento anestésico e pela propria aplicagdo da clorpromazina,
determinando menor fluxo sanguineo que levou a liberacdo de GGT urinaria
nestes animais.

Os dois grupos comportaram-se de maneira semelhante ao elevar os
valores da atividade de GGT urinaria apds 1h de isquemia e 2h de reperfusao.
WARD (1975), utilizando caes como modelo experimental, observou que a GGT
urinaria apresentava aumento significativo apés 5min de isquemia renal unilateral
e um aumento ainda maior apds 90min; o autor afirmou ainda que a GGT urinaria
foi utilizada para avaliar a injuria isquémica associada a transplante renal em
seres humanos, obtendo uma boa correlagcdo entre o aumento da atividade
enzimatica e o diagnaostico clinico de rejeigao a transplante.

O aumento da excregédo de GGT urinaria fornece o diagnéstico da leséo
da membrana da borda em escova com perda da estrutura da microvilosidade e,
de acordo com VIANNA (2006), a lesdo dessa estrutura causa diminuicao da

reabsorcdo e aumento da excrecdo de proteinas. No presente experimento, o
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aumento da atividade da GGT urinaria evidenciou a lesdo em células tubulares

causada pelo processo de isquemia e reperfusao.

TABELA 4 - indices excrecdo urinaria de GGT de cdes submetidos & isquemia e reperfusao renal,
tratados (Grupo A) ou nao tratados (Grupo B) com clorpromazina, ao longo de 28 dias
de avaliagdo, representados pelos valores de média, desvio-padrao e coeficiente de
variagao (CV), Goiania, 2008

GGT urinaria

Gru pOS |0 |1h RZh Rdd R?d Rz1d RZSd
Mediana 74,00 50,90 69,90 50,45 47,70 34,95 38,10
A Média 77,08 64,76 83,86 61,33 56,13 43,20 38,12
DP 37,80 40,18 63,42 32,93 19,48 36,34 22,41

CV(%) 44 55 68 49 32 77 54
Mediana 38,10 73,10 95,402 38,10 31,75 28,60 22,20b
B Média 86,18 86,78 115,62 57,10 30,63 31,77 27,52
DP 70,40 41,50 55,20 41,5 12,30 12,20 14,50

CV(%) 82 48 48 73 40 38 53

MO - amostra antes do inicio da isquemia; M1 - 1hora apds isquemia; M2 — apds 2 horas de reperfusdo; M3 —
trés dias apos o procedimento cirdrgico; M4 — sete dias apos o procedimento cirdrgico; M5 — 21trés dias apos o
procedimento cirtrgico; M6 — vinte e oito dias apds o procedimento cirurgico.

2 Médias seguidas por letras diferentes, dentro da mesma linha, diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-
Wallis (p<0,05)

A atividade da GGT urinaria e a relacdo PU/CU tiveram o mesmo
comportamento. No fim do periodo trans-operatério de reperfusao (RZ“) houve
aumento dos valores nos dois grupos seguindo para a resolugdo do quadro, em
que a recuperagao mostrou-se similar. Observando estas variaveis ficou evidente
que a funcdo renal retornou a normalidade, e pode ser explicado porque a
resposta a lesdao isquémica pode ser dividida em periodos reversiveis ou
irreversiveis, sendo que a reversibilidade segundo CHIEN et al. (1977) esta
relacionada com a integridade morfolégica das células apdés a reperfusao, a
habilidade de recuperar ATP e a sua capacidade de regular a concentragdo de
célcio intracelular. Assim, o registro da atividade da GGT urinaria e a relagado
PU/CU constituiram-se em um eficiente indicador da recuperacédo da funcéao renal
apos o episodio de isquemia e reperfusdo e, portanto, estes testes podem ser
aplicados para o prognostico de situagdes clinicas similares, como por exemplo
transplantes renais.

A dose escolhida de clorpromazina foi de 5mg/kg, sendo esta acima da
dose terapéutica recomendada (1 a 3mg/kg), e o tempo de isquemia foi de uma
hora uma vez que outros trabalhos citam alteragdes renais apds este tempo. Na
pesquisa realizada por NETTO et al. (2001) néo foi possivel verificar a protegéo
conferida pela clorpromazina, tendo os autores atribuido este fato a baixa

dosagem da medicagao (2mg/kg) e ao elevado periodo de isquemia fria (48h).
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Porém, deve-se exercer cautela na escolha da dose de clorpromazina, uma vez
que esta quando administrada em altas dosagens pode causar hipotensao grave.

O efeito dos fenotiazinicos na estrutura e fungdo das membranas como
bloqueador dos canais de caélcio ja é conhecido em outros érgéos, entretanto né&o
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).

Trabalhos realizados em outra espécie como coelho, sugerem a
eficacia da clorpromazina como agente protetor de lesdo renal mesmo utilizando
uma dose menor que 5mg/kg (DAHLANGER & BILDE, 1979), outros observaram
o efeito protetor apos isquemia e reperfusado hepatica, sendo que foram utilizadas
doses maiores (20mg/kg) em ratos e com um maior tempo de isquemia (3h)
(CHIEN et al., 1977). Com isso é possivel ressaltar que além da dose utilizada e
da duracao da isquemia/reperfusdo, também deve ser levado em consideragao o
modelo experimental empregado, além dos métodos de avaliagado da fungao renal,
que podem nao ser sensiveis para avaliar o efeito protetor conferido pela
medicacgao e simplesmente evidenciar a lesdo causada pelo processo de isquemia

e reperfusdo, como foi encontrado no presente trabalho.

CONCLUSAO

Nao foi evidenciada agao protetora da clorpromazina na isquemia renal
e reperfusao renal nas condicbes do presente experimento. A avaliacdo da
relacdo PU/CU e atividade da GGT urinaria sao provas mais sensiveis para
detectar leséo tubular aguda que o exame de urina de rotina, uma vez que estas
variaveis apresentaram alteracdo mais precocemente quando comparados aos

resultados da uréia e creatinina séricas .
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CAPITULO 3 — Avaliacgio histoldgica e expresséo da E-caderina e B-catenina
em rim de cades submetidos a isquemia e reperfusdo apds a aplicacéo da
clorpromazina
Histologic evaluation and E-cadherin and B-catenin expression in dogs

subjected to ischemia and reperfusion after chlorpromazine administration

RESUMO

A leséo renal isquémica pode estar associada a procedimentos urolégicos, tais
como cirurgia renovascular, cirurgia renal extracorpérea ou transplante renal. Esta
injuria muitas vezes é seguida de insuficiéncia renal aguda. O objetivo deste
trabalho foi observar a localizagédo da E-caderina e B-catenina em rim de caes,
além de relacionar a expressao dessas proteinas das jungcbes de aderéncia em
diferentes tempos de isquemia e reperfusdo com ou sem a aplicacdo de
clorpromazina. Para tanto foram utilizados 12 caes distribuidos aleatoriamente em
dois grupos de seis individuos: grupo A com isquemia e reperfusdo sem
tratamento por clorpromazina e o grupo B com isquemia e reperfusao tratados por
clorpromazina. No procedimento cirurgico foi 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 ocluido. Os animais do grupo B receberam clorpromazina via endovenosa,
na dose de 5 mg/kg, 15 min antes da clampagem do vaso, que durou 1 h. Apds
este periodo, as artérias renais foram desobstruidas e os 6rgdos permaneceram
em reperfusdo por 2 h. Em cada grupo foram extraidas seis amostras de
parénquima renal, com utilizagcdo de agulha tru-cut, para marcagdo com
anticorpos anti-E-caderina e anti-pB-catenina por meio de imunoistoquimica. E-
caderina e B-catenina s&o diferencialmente expressas em segmentos do cortex e
da medula em rim de caes e 0 uso da clorpromazina ndo alterou a expressao das
duas proteinas.

Palavras-chave: imunoistoquimica, insuficiéncia renal aguda, lesao tubular

ABSTRACT

Renal ischemia can be associated with some urological procedures, such as
renovascular surgery, kidney surgery or kidney transplantation. This insult is often
followed by acute renal failure. The aim of this study was to verify the E-cadherin
and [B-catenin localization in canine kidney and to investigate the adherens
junctions proteins abnormalities in different times of renal ischemia and
reperfusion after chlorpromazine application. For this study, twelve dogs were
randomly distributed into two groups of six individuals: group A with ischemia and
reperfusion without treatment by chlorpromazine and group B with ischemia and
reperfusion treated by chlorpromazine. In the surgical procedure, a left paracostal
incision was made in order to detect and isolate the left kidney and left renal
artery. After artery isolation, the vessels were occluded in all animals. The dogs in
group B received intravenously chlorpromazine, at a dose of 5 mg/kg, 15 minutes
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before the artery obstruction, which lasted 1 hour. After this period, the clamps in
the renal arteries were released and the organ remained in reperfusion by 2 hours.
In each group, six tissue samples from renal parenchyma were extracted, using
tru-cut needle, in order to make immunohistochemistry detection through anti-E-
cadherin and anti-p-catenin antibodies. E-cadherin and B-catenin are differentially
expressed in segments from cortex and medulla in kidney dogs and the use of
chlorpromazine did not alter the both proteins expression.

Keywords: immunohistochemistry, acute renal failure, tubular injury

INTRODUCAO

A lesdo renal isquémica pode estar associada a procedimentos
uroldgicos, tais como cirurgia renovascular, cirurgia renal extracorpérea ou
transplante renal. Esta injuria muitas vezes € seguida de insuficiéncia renal
aguda. TSUJI et al. (1993) ressaltaram a necessidade de avaliar potenciais
procedimentos de prevencao e tratamento para o comprometimento funcional dos
rins.

A isquemia renal induz um amplo leque de respostas celulares,
incluindo diminuicdo da adesido e morte celular, dependendo do tipo celular e a
duracao do periodo de isquemia. A isquemia e reperfusdao subletal provocam
primariamente degeneragao hidropica das células epiteliais dos tubulos proximais
(SCHRIER et al., 2004).

As fungdes das células epiteliais dependem da integridade das jungdes
intercelulares e arranjo dos lipidios e proteinas da membrana plasmatica,
estreitamente mantida por dominios apicais e basolaterais. A isquemia e
subsequente reperfusao/reoxigenacao alteram a funcao epitelial por romper as
juncdes intercelulares (BUSH et al., 2000a).

As jungdes intercelulares sdo estruturas especializadas essenciais para
adesdo e comunicacao celular. As caderinas sdao moléculas de adesdo Ca2+
dependentes que se ligam a uma molécula de caderina idéntica da célula oposta.
A B-catenina interage diretamente com o dominio citoplasmatico das caderinas e
forma um complexo com a-catenina, a qual liga os filamentos de actina com as
juncdes de aderéncia. As cateninas regulam a atividade de ades&o das caderinas
nas juncdes de aderéncia (MILLER & MOON, 1996).
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Estudos recentes tém mostrado que uma variedade de caderinas esta
presente em rim e é diferentemente expressa em varios segmentos do néfron.
Entretanto, as interpreta¢des destes achados tém sido complicadas pelo fato de
que varios estudos focam em diferentes tipos de caderinas e diferentes espécies.
Em ratos, notou-se a presenca abundante da E-caderina nos tubulos distais,
ducto coletor e segmentos medulares, mas presente em niveis muito baixos nos
tubulos proximais (PROZIALECK et al., 2004).

BUSH et al. (2000b) mostraram que a isquemia induz lesdes
bioquimicas distintas nas jungdes de aderéncia. Foi demonstrado que um agravo
isquémico resulta na degradacao seletiva da E-caderina e a ruptura da interagao
proteina-proteina entre E-caderina e as cateninas o que compromete as jungodes.
Estes achados sugerem que alteragbes na E-caderina e suas interagbes com
componentes citoplasmaticos das jungbes de aderéncia constituem um
mecanismo de lesdes na isquemia epitelial. Entretanto, o mecanismo preciso
envolvido na isquemia epitelial permanece fracamente estudado.

A deplecdo de ATP nas células epiteliais renais resulta em rapida
interiorizacdo da E-caderina. Uma injuria isquémica um pouco mais prolongado
conduz ndo sé a interiorizacdo da E-caderina, mas também para quebra da
proteina em sitio especifico e ruptura da interacdo caderina-catenina. A
degradagdo da E-caderina, bem como a interrup¢do da interagcdo caderina-
catenina, provavelmente constitui uma lesao critica na isquemia epitelial (BUSH et
al., 2000a).

Intervengbes farmacologicas nesses processos apresentam grande
potencial de melhorar as condi¢des clinicas em cirurgias que envolvam isquemia
e reperfusao (JOESCHKE, 2003). Dentre as opgdes recentemente estudadas,
tem-se a protecado conferida pela clorpromazina, uma droga de baixo custo e
usada na rotina pré-anestésica, cuja agdo protetora ainda n&o foi totalmente
esclarecida (NETTO et al. 2001; ARAUJO et al., 2002).

O objetivo deste trabalho foi descrever a distribuicdo da E-caderina e 3-
catenina em rim de caes e avaliar em diferentes tempos de isquemia e reperfusao

renal apds a aplicacido de clorpromazina.
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MATERIAIS E METODOS

Animais de experimentacao

Foram utilizados 12 animais da espécie canina, sem raca definida,
machos, com peso corporeo entre 10 e 25 kg, obtidos junto ao Centro de Controle
de Zoonoses da Prefeitura de Goidnia e transferidos para o canil de
Experimentacédo Cientifica da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de
Goias (UFG). O projeto foi aprovado pelo com Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Goias.

Previamente ao estudo experimental, os caes foram avaliados
clinicamente para a identificacdo de enfermidades sistémicas e renais que
pudessem 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 ratificagcdo das condigbes
de higidez orgénica.

Os animais foram divididos em dois grupos de seis individuos:

Grupo A: caes submetidos a isquemia e reperfusao renal sem clorpromazina.
Grupo B: cédes medicados com clorpromazina e submetidos a isquemia e

reperfusdo renal.

Procedimento cirargico e pds-operatorio

Os animais tiveram inducao anestésica pela aplicagao de propofol por
via intravenosa (Propovan, Cristalia, Sdo Paulo, SP) e manutencdo anestésica
com halotano (Halotano, Hoechst do Brasil, S&o Paulo, SP). Inicialmente, foi
realizada uma incisao paracostal esquerda para identificagao e isolamento do rim
esquerdo e da artéria renal esquerda. Apds o isolamento da artéria, os animais de
todos os grupos tiveram o vaso ocluido com auxilio de uma pinga Satinsky. Os
animais do grupo B receberam clorpromazina (Amplictil, Aventis Pharma, S&o
Paulo, SP) via intravenosa, na dose de 5 mg/kg, 15 min antes da clampagem do
vaso, que durou 1 h. Apos este periodo, as artérias renais foram desobstruidas e
nas primeiras 2h de reperfusao colhidas amostras para estudo histologico e

imunoistoquimico.
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Apos o procedimento cirurgico os animais foram mantidos em gaiolas
individuais, alimentados com racdo duas vezes ao dia e agua ad libitum. Foi
realizada a administragdo de cloridrato de tramadol na dose de 0,1mg/kg/SC, de
12 em 12 horas durante trés dias e cefalexina duas vezes ao dia, via oral, por 10

dias. Todos os caes foram doados ao final do experimento.

Amostras

Em cada grupo foram extraidas seis amostras de parénquima renal da
borda convexa do rim esquerdo, com utilizagdo de agulha de bidpsia para tecidos
moles (Tru-cut®), durante o procedimento cirurgico de acordo com o esquema

indicado pela Figura 1.
L5min &0mln de lsquemia 120miw de reperfusio
[ere 1l i % Il we R |

FIGURA 1 - Representacédo esquematica dos momentos de colheita das amostras.
CPM= aplicacdo da clorpromazina; 1°= amostra antes da isquemia; I°=
amostra ap6s 5min de isquemia; I*°= amostra apds 30min de isquemia; R°=
amostra apos 5min de reperfusdo; R**= amostra apés 30min de reperfusao;
R'?°= amostra apds 120min de reperfusao.

As amostras foram identificadas, fixadas e armazenadas em frascos
individuais contendo formaldeido tamponado a 10% e deixadas a temperatura
ambiente durante 12 horas. As amostras foram posteriormente lavadas em agua
corrente por 15 minutos, colocadas em alcool 70%.

Os fragmentos obtidos por bidpsia foram processados de acordo com o
método convencional de histologia e laminados para posterior coloragdo com

hematoxilina e eosina e a realizagéo da imunoistoquimica.

Exame histologico

No estudo histoldgico realizado de acordo com FEITOSA et al. (2005),
realizou-se uma analise descritiva e semiquantitativa, sendo que a descricao
abrangeu uma analise dos compartimentos glomerular, tubular e intersticial renal.

Analisou-se no compartimento tubular a possivel presenga de degeneragao
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hidropica, descamacgao celular e alteragdes nucleares e no compartimento
intersticial, edema, congestao capilar, hemorragia e inflamacéao.

A avaliagdo de cada parametro foi feito as cegas, sendo analisados
cortical e medular de todos os fragmentos, utilizando aumento de 400 X. A

quantificacao foi feita com escores de zero a conforme discriminado no Quadro 1.

QUADRO 1 - Interpretagéo dos escores aplicados na analise dos paradmetros histopatologicos em
rins de caes submetidos a isquemia e reperfuséo renal.

Localizagéo Alteracéo Escores Significado
Histopatoldgica
Infiltrado inflamatdério 0 Auséncia de alteragao
Glomerulo Edema Presenca de alteragéo
Degeneragao/Necrose ¢ ¢
0 Auséncia de alteragao
Alteragdo presente em
1 menos de 25% das

células tubulares

Degeneracgao hidrépica
Alterac¢des nucleares
Descamacao

Compartimento
Tubular

Alteragdo presente em
2 26% a 50% das células
tubulares

Alteracao presente em
3 51% a 100% das
células tubulares

0 Auséncia de alteragao

Alteragdo presente em
1 menos de 25% dos
Edema campos analisados

Compartimento Congestao Alteragdo presente em
Intersticial Hemorragia 2 26% a 50% dos
Inflamacgao campos analisados

Alteragdo presente em
3 51% a 100% dos
campos analisados

Conforme a metodologia de TAKITO et al. (2005), os resultados foram
expressos como indice de lesao intersticial e indice de lesdo tubular,
correspondendo ao somatério de pontos conferidos para cada parametro

correspondente como indicado no Quadro 2.
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QUADRO 2 - Valores atribuidos as diferentes alteragdes histopatolégicas encontradas em rins de
caes submetidos a isquemia e reperfusao renal.

Compartimento (Localizagao) Alteracao histopatoldgica Valor atribuido Inlcélscéeoge
Cortical ; Degeneragéo hidrdpica Ausente 0
(TCP;TCD) : Valor Minimo=0
Tubular Alteragdes nucleares Discreta 1
Medular o B Moderada 2 Valor Maximo=27
escamacgao
(Alga de Henle) ¢ Acentuada 3
Edema Ausente 0
Congestao Discreta 1 Valor Minimo=0
Intersticial Moderada 2
Hemorragia Valor Maximo=12
Acentuada 3
Inflamagéao

" TCP=tubulo contorcido proximal; TCD=tubulo contorcido distal
2 nimero de compartimento x nimero de alteragéo x valor atribuido

Para analise estatistica foram aplicados teste de Mann-Whitney,
analise de variancia por posto de Kruskal-Wallis como realizado por FEITOSA et
al. (2005).

Imunoistoquimica

Secgdes de rim de 3um foram submetidos a imunoistoquimica e
marcados com anticorpo anti-E-caderina e anti-B-catenina. Apds desparafinizagao
e desidratagdo. as laminas foram incubadas por 15 minutos com 30% de perdxido
de hidrogénio, diluido em solugdo de PBS pH 7,2 para bloqueio da atividade da
peroxidase endogena e, posteriormente, para recuperagdo antigénica foi
empregada solugao de citrato 2N (pH 6,0) em banho maria durante 30 minutos a
temperatura de 95°C. Mais tarde, as laminas foram incubadas por uma hora a
temperatura ambiente com 3% de soro albumina bovina (BSA) em PBS para
prevenir ligacdes ndo especificas. Os tecidos foram incubados overnight em
camara umida a 4°C com anti-E-caderina (purified mouse anti-E-cadherin, BD
Biosciences, Nova Jersey, USA) 1:2000 (v/v) ou anti-B-catenina (purified mouse
anti-E-catenin, BD Biosciences, Nova Jersey, USA) 1:1000 (v/v) diluidos em BSA
1,5%. As secgdes foram lavadas varias vezes em PBS e incubadas a temperatura
ambiente por 30 minutos com Envision (Dako, Califérnia, USA) seguidas por
lavagens em PBS. A reacao foi revelada com solugdo de diaminobenzidina-
peroxidase (Liquid DAB Substrate Chromogen System® Dako, Carpinteria,

California, USA) de 3min. As secgbes foram contracoradas com hematoxilina de
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Mayer por 30 segundos e montadas com Entellan (Merck, Sdo Paulo, SP). O
controle negativo foi realizado para identificar coloragao inespecifica incluindo no
lugar do anticorpo primario o PBS e posteriormente Envision.

As laminas tratadas com os anticorpos para p-catenina e dominio
citoplasmatico da E-caderina foram analisadas quanto a localizagao e tonalidade
de marcacdo, por microscopia de luz e a marcacdo mensurada por avaliagao
semiquantitativa atribuindo-se os escores relacionados no Quadro 3, sendo
analisados a cortical e medular de todos os fragmentos em aumento de 100x para
verificar a intensidade de marcacdo e localizagdo, sendo confirmadas em
aumento de 400x. A intensidade de marcacao foi determinada apds avaliacéo de
todas as laminas tratadas e, posterior definicdo de tonalidades em escores de

gradagéao de cor (Quadro 3).

QUADRO 3 - Escores aplicados a analise da marcagao
do anticorpo E-caderina e B-catenina em

rins de caes
Marcacdo Escore
< ot .2 - re 0 (Auséncia de marcagéo)
1 (Marcagéo discreta)
\ B : 1
N, e,
b . _.,t" 2 (Marcagdo moderada)
Y e
s .
gy
. - e 3 (Marcagéo acentuada)
(' 1“14 .
L__.f "

RESULTADOS
Histologia renal

As alteragdes morfoldgicas encontradas foram semelhantes nos dois

grupos, para os diferentes tempos. Em 1° os fragmentos de rim apresentaram
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aspecto histolégico preservado, semelhante ao normal. Em nenhum momento foi
observada alteragcdo nos glomérulos.

Nos TCP observou-se uma discreta degeneragdo hidropica e
descamacdo em I° e I*°, que tornaram-se moderadas no R® e R*, intensificando-
se na ultima colheita (R'?°). A presenca de material protéico na luz dos TCP em
1*° e R® foi evidenciada.

Ja nos TCD, a degeneragcdo hidropica e descamagao foram
encontradas somente a partir do R®> com intensidade discreta e moderada, mas ao
final do periodo de reperfusdo (R'?°) estava acentuada (Figura 2).

Alteragdes compativeis com necrose tubular (acidofilia citoplasmatica e
picnose) foram encontradas em poucas células tubulares no ultimo momento

(R'®) nos dois grupos.

':-_\_ ;..l- ’1-'&'-"“-.'

FIGURA 2 - Fotomicrografias da regido cortical do rim de cdes submetidos a
isquemia e reperfusdao (HE, 400x), evidenciando a descamacgéao
celular (seta cheia) apos 30min de isquemia que é intensificada
apos o periodo de reperfusdo. (A) I*° do Grupo A; (B) R'® do Grupo
A; (C) I do Grupo B; (D) R' do Grupo B, evidenciando picnose
(seta vazada).
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Nenhuma alteragcado foi observada nos componentes medulares dos
néfrons, a ndo ser a presenca de debris celulares encontradas a partir do R®
(Figura 3).

No compartimento intersticial foi observada uma discreta congestdo no

I° e foi intensificada apds 30min de isquemia (I*°). Células inflamatérias no

intersticio foram observadas somente em raros campos de forma discreta e

somente no final do periodo de reperfusao (R'%°).
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FIGURA 3 - Fotomicrografias da regido medular do rim de cées submetidos a
isquemia e reperfusdo (HE), evidenciando presenca de debris
celulares nas algcas de Henle (setas). (a) corte longitudinal da
amostra R® do Grupo B (400x); (b) corte transversal da amostra R®
do Grupo B (200x).

Os indices de lesbes renais estao representadas na Figura 4, que
mostra o comportamento semelhante dentro dos dois grupos, ou seja, as lesdes
foram intensificadas com o processo de isquemia/reperfusao.

Nao houve diferenga significativa entre os dois grupos em nenhum dos
momentos avaliados (p>0,05). Entretanto, foram detectadas diferengas
significativas (p<0,05) entre todos os momentos (I°, I°, I*°, R®, R*) com o final da

reperfusdo (R'?°) dentro dos dois grupos.
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FIGURA 4 - indice de lesdo tubular apds isquemia e reperfusdo renal em
caes tratados (Grupo A) ou néao tratados (Grupo B) com
clorpromazina. ab - momentos com letras diferentes diferem
estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05) dentro
dos grupos.

Anélise imunoistoquimica com anticorpo B-catenina

Nos fragmentos marcados com o anticorpo [B-catenina registrou-se
marcagao semelhante nos dois grupos quanto a localizagdo da proteina no rim,
sendo positiva nos tubulos contorcido proximal e distal, e nos todos os
componentes medulares, ducto coletor (DC), alga de Henle espessa (AHE) e
delgada (AHD). Nao foi detectada nos glomérulos.

Houve variacdo de intensidade na marcagdo desta proteina nos
animais em todos os momentos de biopsia e nos dois grupos. A auséncia de
marcagao nos glomérulos foi observada em 100% das amostras. A marcagao nos
tubulos contorcidos proximais foi discreta, sendo que em torno de 30% a 90% em
todos os momentos de colheita apresentaram auséncia de marcagao. Nos tubulos
contorcidos distais, a marcacgao variou de moderada a acentuada.

O compartimento medular apresentou marcacdo variando entre

discreta e intensa (Tabela 1)
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A p-catenina foi encontrada com um padréo linear da porgéo lateral da

membrana plasmatica em todas as estruturas da cortical e da medular e nos

grupos (Figura 5).

FIGURA 5 - Fotomicrografias apés lesao de isquemia e reperfusao renal em

cédo, marcados pelo anticorpo anti-p-catenina (200x)
evidenciando a proteina em forma linear na membrana
plasmatica (seta), auséncia da proteina nos glomérulos
(estrela) e marcagao discreta nos tubulos contorcidos
proximais (seta cheia). (A) amostra I° do cértex renal animal do
Grupo A; (B) amostra R'® da medula renal animal do Grupo A;
(C) amostra 1° do cértex renal; animal do Grupo B; (D) amostra
R'% da medular animal do Grupo B.
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Tabela 1 - Frequéncia da marcagdo com anticorpo anti-p-catenina em rim de caes submetidos a isquemia e reperfusao, tratados
(Grupo A) ou nao tratados (Grupo B) com clorpromazina.

Grupo A (%)

Momentos 1° I° 1% R® R R*%
Escores 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
Glomérulo 100 0 O O 100 O O O 100 O 0 0 100 O 0O O 100 O O O 100 0O o0 o
TCP 33 67 0 0O 100 O O O 50 50 0 0O 8 20 0 O 83 17 O O 50 50 0 O
TCD 0 0 33 67 O 0 33 67 O 0 50 50 O 0O 60 40 O 0 67 33 O 0 40 60
Medular 0 0O 50 50 O 33 17 50 O 40 0 60 O 25 0 75 0 20 40 40 0 50 O 50
Grupo B (%)

Escores 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
Glomérulo 100 0 O O 100 O O O 100 O 0 0O 100 O 0O O 100 O O O 100 O o0 o
TCP 80 20 0 O 83 17 O O 100 O 0 0O 75 25 0O O 60 40 O O 50 50 0 O
TCD 0 0O 40 60 O 0 17 83 0 0 50 50 O 0O 60 40 O 0 33 67 O 0 50 50
Medular 0 17 33 50 0 17 50 33 0 50 50 0 0O 100 0 O 0 25 50 25 0O 17 50 33

Onde: 0-auséncia de marcagao;

1-marcagao discreta; 2-marcacdo moderada e 3-marcagao acentuada.
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Analise imunoistoquimico com anticorpo E-caderina

Nos fragmentos marcados com o anticorpo E-caderina, a marcagéao foi
positiva em todos os componentes tubulares. Entretanto, observou-se variedade
na intensidade de marcagao entre os animais.

Assim como na B-catenina, ndo houve expressdo de E-caderina nos
glomérulos. Nos TCP a marcacao variou de discreta a moderada. J4 nos TCD o
comportamento foi similar ao da B-catenina, em que as amostras expressaram
escores variando de moderada a acentuada (Figura 6).

Nos componentes medulares a marcagao foi sempre positiva variando

de moderada a acentuada (Tabela 2).

FIGURA 6 - Fotomicrografia do cortex renal apés lesao de isquemia
e reperfusdo renal em cao, marcados pelo anticorpo
anti-E-caderina  (400x) evidenciando a proteina
intracitoplasmatica (ponta da seta), e realocagdo da
proteina no citoplasma (seta vazada). (A) amostra I° do
animal do Grupo A; (B) amostra R'° do Grupo A; (C)
amostra 1° do animal do Grupo B; (D) amostra R'® do
Grupo B.
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Tabela 2: Frequéncia da marcagao com anticorpo anti-E-caderina em rim de caes submetidos a isquemia e reperfusao, tratados
(Grupo A) ou nao tratados (Grupo B) com clorpromazina.

Grupo A (%)

Momentos 1° ° 30 R® R R1%0

Escores 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
Glomérulo 100 0 O O 100 O O O 100 O O 0 100 0 O 0O 100 O 0 0O 100 0 O O
TCP 0O 40 60 O 0O 50 50 O 0 67 33 0 0O 40 60 O 0 60 40 O 0O 75 25 O
TCD 0 0 20 80 O 0 33 67 0 0 33 67 0 0 20 80 0 0 17 83 O 0 33 67
Medular 0 0O 20 80 O 0O 17 83 0 0 17 83 0 O 0 100 O 0 40 60 O 0 20 80
Grupo B (%)
Escores 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
Glomérulo 100 0 O O 100 O O O 100 0 O 0 100 0 O 0O 100 O 0 0O 100 0 O O
TCP 0 33 67 O 0O 40 60 O 0 83 17 0 0O 75 25 O 0O 100 O 0 0 60 40 O
TCD 0 0O 17 83 O 0O 17 83 O 0 83 17 0 0 75 25 0 0 80 20 O 0 60 40
Medular 0 0O 17 83 0 0O 17 83 O 0 60 40 0 0 60 40 0 0O 100 O 0 0 17 83

Onde: 0-auséncia de marcagao; 1-marcacgao discreta; 2-marcagdo moderada e 3-marcagao acentuada.
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DISCUSSAO

As alteragdes mais evidentes foram descamacéao e a degeneragao, que
aumentaram com a progressao da lesdo, sendo intensificada no periodo de
reperfusdo. Este fato pode ser explicado porque a reperfusdo, ainda que seja
essencial para prevenir a irreversibilidade da lesdo celular, pode agravar as
lesbes produzidas na fase isquémica isolada. FEITOSA et al. (2005)
demonstraram que em 30 minutos de isquemia houve alteracdes tubulares que
foram agravadas apds 30 minutos de reperfusédo.

A presenca de alteracdes nucleares que indicam irreversibilidade das
lesdes tubulares, como a presenga de pichose associada a homogeneidade e
acidofilia citoplasmatica, foram discretas mesmo apdés 2h de reperfusdo. No
entanto, SCHRIER et al. (2004) afirmaram que a presenga da necrose tubular
aguda no exame histopatoldgico renal é visto em ocasionais células tubulares e
em alguns casos nem € detectavel.

Foi possivel perceber que a lesdo nos TCP iniciava-se 30min apds o
inicio da isquemia, ja nos TCD apareciam de forma discreta somente depois de 1h
de isquemia. SCHRIER et al. (2004) esclareceram que a hipdxia ja predispde a
lesdo do segmento S3 dos tubulos proximais, os tubulos contorcidos distais
também podem sofrer alteracdes e a alga de Henle podem ser mais resistentes
contra danos isquémicos.

Este estudo é pioneiro em descrever informacdes relativas a
localizagéo e expressao da E-caderina e B-catenina em rim de caes. Estudos
anteriores mostraram que uma variedade de caderinas esta presente do rim,
sendo as mesmas importantes no mecanismo de regulacao da funcao de barreira
e estabilizac&do da polaridade epitelial (PIEPENHAGEN & NELSON, 1998). Outros
estudos descreveram que alteragbes na expressao e fungdo da E-caderina e j-
catenina pode estar associadas a diversos processos tais como glomerulonefrite
(NAKAPOULOU et al., 2002), injuria isquémica renal (SAENZ-MORALES et al.,
2006) e neoplasias renais (HUAN & ADELSBERG, 1999). Assim, segundo
PROZIALECK et al. (2004), a compreenséo da distribuicdo e fungdo especifica
das caderinas no rim pode fornecer novas perspectivas sobre a funcao renal e

fisiopatologia.
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N&o foi observada redistribuicdo da p-catenina, uma vez que o tempo
de isquemia de uma hora e meia pode nao ter sido suficiente para induzir esta
alteracdo (Figura 4). Entretanto, SAENZ-MORALES et al. (2006) reportaram
mudanca na distribuicdo da B-catenina, que foi removida da membrana durante a
hipoxia e tempos curtos de reoxigenagado, mas recuperou posteriormente a forma

padrao.

Nas amostras controle, a E-caderina estava localizada
preferencialmente na regido intracitoplasmatica. Ao contrario, BUSH et al. (2000b)
mencionaram a presenca desta proteina na membrana plasmatica como uma
marcagdo de forma continua e linear, e somente uma discreta marcagao
intracelular. Este achado pode ser explicado pelo fato do anticorpo utilizado no
presente estudo sinalizar o dominio citoplasmatico da E-caderina. No entanto, a
expressao padrdao da proteina foi alterada no presente estudo, possivelmente
porque a isquemia em curto prazo resulta em redistribuicdo das moléculas da
superficie celular e ruptura do citoesqueleto, mas ndo induz a detecgao baixa da
E-caderina ou outra molécula rapidamente degradados (BUSH et al., 2000b).

Os diferentes padroes de expressdo e de localizagdo das
caderinas/cateninas levantam a possibilidade de que estas podem contribuir para
suscetibilidade de diversos segmentos do néfron a doenga renal ou lesdes tdxicas
e isquémicas, como ja havia sido citado por PROZIALECK et al. (2004) para
outras caderinas.

A clorpromazina nao interferiu nas caracteristicas de localizagéo e
expressado das proteinas de jungdo entre os dois grupos de animais. Segundo
BALZAC et al. (2005) e ZUHORN et al. (2007), a droga teria capacidade de inibir
a endocitose da E-caderina, prevenindo a perda do contato intercelular, efeito ndo
sugerido pelo presente estudo. Porém, varios estudos utilizaram a clorpromazina
como protetor de lesdo de isquemia e reperfusdo (CHIEN et al., 1977; NETTO et
al. 2001). Em modelos experimentais de isquemia e reperfusdo foi relatada a
redistribuicdo de E-caderina e B-catenina mas nao degradagéo especifica destas
proteinas (SAENZ-MORALES et al., 2006), sugerindo que a auséncia de
diferengas entre os grupos no presente trabalho pode ser devida ao fato de que a
lesdo isquémica seguida de reperfusdo ndo determinou queda dos niveis das

proteinas de juncgéo.
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CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo mostram que o uso da clorpromazina
nao alterou o aspecto histolégico dos rins, nem a expressao da E-caderina e da f3-
catenina. A oclusdao da artéria renal esquerda em caes causa alteragdes
morfoldgicas principalmente nos tubulos contorcidos proximais, que se iniciam
30min apods o inicio da isquemia e sao agravadas apos 2h de reperfusao.

A E-caderina e B-catenina possuem um padrao diferente de expressao
em segmentos do cértex e da medula em rim de cées. A expressao da E-caderina
foi maior no tubulo contorcido distal quando comparado ao tubulo contorcido
proximal, estando presente em todos os segmentos medulares e ausente nos
glomérulos. A B-catenina ndo foi expressa no glomérulo dos caes, sendo presente
em niveis muito baixos ou ausente nos tubulos contorcidos proximais, mas
presente nas algas de Henle e ducto coletor.

Nao foi observada a redistribuicdo da p-catenina causada pela leséo de
isquemia e reperfusado, apds uma hora de isquemia e duas horas de reperfusdo. A
E-caderina variou o padrio inicial, de citoplasmatica, e passou a perinuclear apos

30min de reperfusio.
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CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS

O estudo realizado investigou a fungcdo renal e as alteragbes na
estrutura das junc¢des de aderéncia, bem como a distribuicdo e expressao da E-
caderina e B-catenina, em um modelo experimental de isquemia e reperfuséo
renal, utilizando pré-condicionamento farmacolégico. Os resultados obtidos nos

dois trabalhos descritos anteriormente permitiram as seguintes conclusoes:

a. A oclusdo temporaria unilateral da artéria renal de cdes mostrou-se um
modelo experimental eficaz na producédo de lesdo de isquemia e reperfusao,
uma vez que nao ocorreram obitos;

b. A avaliagdo da relacdo PU/CU e atividade da GGT urinaria sdo exames mais
sensiveis para detectar lesdo tubular aguda que o exame de urina de rotina,
uma vez que estas variaveis apresentaram alteracdo mais precocemente;

c. Nao houve acédo protetora da clorpromazina por meio da urinalise, dosagens
séricas de uréia e creatinina, excre¢ao urinaria de GGT e relagdao PU/CU,
quando administrada a 5mg/kg, 15min antes da isquemia renal com uma hora
de duracéo;

d. A E-caderina e a B-catenina sao diferencialmente expressas em segmentos
do cortex e da medula em rim de caes. A E-caderina € mais expressa no
tubulo contorcido distal quando comparado ao tubulo contorcido proximal,
sendo presente em todos os segmentos medulares e ausente nos glomeérulos.
A B-catenina ndo foi expressa no glomérulo dos caes, sendo presente em
niveis muito baixos ou ausente nos tubulos contorcidos proximais, mas
presente nas algcas de Henle e ducto coletor;

e. A redistribuicdo da p-catenina causada pela lesdo de isquemia e reperfuséo
nao foi observada, pois o tempo de isquemia de uma hora e meia pode nao
ter sido suficiente para induzir esta alteracdo. A E-caderina mudou o seu
padrao inicial, de citoplasmatica, e passou a perinuclear apdés 2h de
reperfusio;

f. O uso da clorpromazina ndo alterou a expressdo da E-caderina e da B-
catenina, verificada por meio da imunoistoquimica, quando administrada na

dose de 5mg/kg, 15min antes da isquemia renal com uma hora de duragéo.
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A escassez de oxigénio desempenha papel muito importante na
fisiopatologia de varias condigdes clinicas e cirurgicas, como estado de choque,
hérnia diafragmatica, tor¢do gastrica, intussuscepgao, obstrugdes intestinais,
infarto do miocardio, ressecgdes hepaticas parciais e transplantes. Entretanto, a
reperfusdo com sangue rico em oxigénio resulta em uma cascata de eventos, a
qual exacerba o dano nos tecidos previamente comprometidos pela isquemia,
resultando em perda da funcgéao celular.

A realizacdo deste trabalho considerou a possibilidade de que a leséo
de isquemia e reperfusdo pudessem estar associadas as alteracdes estruturais e
funcionais das juncbdes de aderéncia, sendo por isso, lhe atribuida um possivel
mecanismo de lesdo epitelial isquémica. Assim, diante de tal perspectiva,
considerou-se que a avaliagdo de tais parametros para avaliar a eficacia da
clorpromazina no pré-condicionamento isquémico renal apés 1h de isquemia e 2h
de reperfuséo.

O uso da clorpromazina ndo alterou a expressdo das proteinas de
juncdo de aderéncia avaliadas. Entretanto, este trabalho foi pioneiro em
demonstrar a localizagdo da E-caderina e da B-catenina em rins de cées que
antes foi descrito somente em ratos.

Sabendo da fundamental importdncia da lesdo de isquemia e
reperfusdo apos submeter qualquer tecido a esse processo, torna-se relevante
um entendimento de sua fisiopatologia, além da criacdo de modelos
experimentais de isquemia-reperfusdo que sejam simples, reprodutiveis e
consistentes, com intuito de testar tratamentos que possam atenuar as lesdes
decorrentes desse tipo de intervencgéo.

Outra expectativa do estudo poderia ser proposta empregando-se
outros métodos como o Western Blot que possibilitaria uma avaliagdo quantitativa
desta proteina, podendo dar mais suporte para discussdes de sua associacdo nos
mecanismos fisiopatogénicos que culminam com a insuficiéncia renal aguda

isquémica.
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QUADRO 1: Resultado do exame de urina do cao numero 2, submetidos a isquemia e reperfusdo sem aplicagdo de

clorpromazina, ao longo de 30 dias de avaliagao,

Goiania, 2008.

ASPECTO IU I‘Ih RZh Rdd R7d R14d Rzm RZBd
Cor Verm Am ouro Am citrino Am citrino Am ouro Am ouro Am claro
Densidade 1,016 1,012 1,020 1,024 1,036 1,024 1,010
pH 8,0 7,5 6,5 6,5 7,0 6,5 7,0
Proteina 7,5 7,5 Tragos - - - -
Glicose - - - - - - -
Bilirrubina - - + - - - -
Hemoglobina +++ +++ - - Tragos tracos -
Células Vesicais (+) Vesicais (+) | Vesicais (+) Descamativa | Vesicais (+) | Vesicais (+) Renais (+)
Leucécitos 1a2 1a2 1a2 - 1a2 1a2 1a2
Hemaceas Incont Incont 15a20 incont Incont 7a10 1a2
Cilindros - - Gran ++ Gran - -

grossos (+) grossos (+)

Cristais F amorfos - - - - -

QUADRO 2: Resultado do exame de urina do cao numero 5, submetidos a isquemia e reperfusdo sem aplicacdo de clorpromazina, ao longo de 30 dias de avaliagao,

Goiania, 2008.

ASPECTO IO |1h RZh Rdd R7d R14d RZ‘Id Rzad
Cor Marron Am citrino Marron Am citrino Am citrino Am citrino Am citrino
Densidade 1,038 1,018 1,030 1,024 1,022 1,026 1024
pH 6,5 6,5 7,5 7,5 7,0 6,5 8,5
Proteina + - Tragos + - - +
Glicose - - - - - - -
Bilirrubina - - + + - - -
Hemoglobina 1.025 1,025 - - - - -
Células - - Vesicais + renais + Renais + - -

pélvicas +
vesicais +++
Leucécitos 1a2 - 1a2 3ab 3/campo 1/campo 1
Hemaceas Incont - Incont Incont Raras 3/campo 2
Cilindros - - ++ Gran finos ++ Hialinos ++; Gran finos, G finos
finos + gran grossos (alguns)
(raros)

Cristais - - - - - - -




QUADRO 3: Resultado do exame de urina

do cao numero 6, submetidos a isquemia e reperfusdo sem aplicagdo de

clorpromazina, ao longo de 30 dias de avaliagao,

Goiania, 2008.
ASPECTO I(J |1h RZh Réd R7d R14d R[Id RZBd
Cor Am. ouro Am. ouro Am. Escuro Am. Escuro Am. Escuro marrom Am. Citrino
Densidade 1,040 1,010 1,038 1,028 1,076 1,048 1,048
pH 7,5 7,5 7,5 6,5 8,0 8,0 8,0
Proteina Tragos + Tragos Tragos + +++ +
Glicose - - - - - - -
Bilirrubina - - + - - - -
Hemoglobina - ++++ +++ +++ - +++ +
Células - Renais (+) Vesicis (+) Renais (+) Renais (++) Vesicais(+) Renais raras,
Vesicais(+) Vesicais(+) Vesicais(++) vesicais (++)
Leucdcitos a2 1a2 Ausente 1a2 5a7 1a2 1a2
Hemaceas 1a2 Incont Incont Incont 5a7 incontaveis 10-15
Cilindros - - Gran. Finos(+) | Gran. Grossos Gran. Finos - Gran.
(+) (++) Grossos(+)
Cristais - - - - - - -

QUADRO 4: Resultado do exame de urina do cdo numero 10, submetidos & isquemia e reperfusdo sem aplicagdo de clorpromazina, ao longo de 30 dias de avaliagéo,

Goiania, 2008.
ASPECTO IO |1h RZh Rdd R?d R14d Rz1d RZBd
Cor Am. Citrino esverdeado esverdeado Am. Citrino Am. Citrino Am. Citrino Am. ouro
Densidade 1,012 1,010 1,010 1,040 1,054 1,048 1,024 1,040
pH 7,0 7,0 7,5 6,5 6,5 7,0 7,0 7,5
Proteina - - + + + - - +
Glicose - - - - - - - -
Bilirrubina - - +++ - + - - -
Hemoglobina - - - + - - - -
Células - Vesicais (+) Vesicais (+) Renais raras Renais (+) - Vesicais (+) Vesicais (++)
Vesicais Vesicais (++)
algumas
Leucécitos 1a2 1a2 1a2 4 p/ campo 1a2 1a2 1a2 1a2
Hemaceas 1a2 1a2 incontaveis numerosas 5a8 1a2 3ab 5a10
Cilindros - Gran finos (+) - Gran finos Gran hialinos - Gran grossos | Gran grossos
alguns, gran. (+), Gran. (+) (+)
Grossos raros Grossos (+++)
Cristais - - - - - - - -




QUADRO 5: Resultado do exame de urina do cdo numero 8, submetidos a isquemia e reperfusdo sem aplicacdo de clorpromazina, ao longo de 30 dias de avaliagao,

Goiania, 2008.
ASPECTO IU I‘Ih RZh Rdd R7d R14d Rzm RZBd
Cor Am. Ouro Marrom vermelho Marrom Am. Ouro Am. Citrino Am. Citrino Am. Citrino
Densidade 1,032 10,20 1,026 1,020 1,040 1,032 1,034 1,012
pH 7,0 7,5 7,5 7,5 6,5 7,5 7,5 7,0
Proteina tragcos ++ ++ + - + + -
Glicose - - - - - - - -
Bilirrubina - - - - - + - -
Hemoglobina - ++++ ++++ ++++ - - - -
Células Vesicais (+) - Renais(+) Vesicais (++) | Renais algumas Renais raras Renais Renais raras
vesicais(+) Vesicais Vesicais algumas
algumas algumas Pélvicas raras

Vesicais

algumas
Leucécitos 1a2 1a2 1a2 1a2 2 p/ campo 3 p/ campo 5 p/ campo 2 p/ campo
Hemaceas 3ab incontaveis incontaveis incontaveis numerosas 2 p/ campo 3 p/ campo 4 p/ campo
Cilindros - - - gran. Grossos Gran finos Gran finos Gran finos Gran finos

(+) alguns, gran. raros, gran. alguns, gran. alguns
Grossos raros Grossos raros | Grossos raros

Cristais - - - - - - - -

QUADRO 6: Resultado do exame de urina do cdo numero 11, submetidos & isquemia e reperfusdo sem aplicagdo de clorpromazina, ao longo de 30 dias de avaliagéo,

Goiania, 2008.

ASPECTO IO I‘Ih R2h R3d R?d R14d R21d R28d
Cor Am. Citrino Am. Citrino Am. Citrino Am. Citrino Am. Citrino Am. Citrino Am. ouro
Densidade 1,048 1,014 1,012 1,032 1,026 1,048 1,038 1,040
pH 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 7,0 7,5 7,5
Proteina ++ ++ ++ +++ +++ +++ ++ ++
Glicose - - - - - - - -
Bilirrubina - - - - + - - -
Hemoglobina - ++++ ++++ +++ + tracos tracos -
Células - - Vesicais (+) Renais raras Renais raras Renais raras Vesicais (++) Renais (+)

Vesicais (++) Vesicais (+) Vesicais (++)
Leucdcitos 1a2 1a2 1a2 2 p/ campo 1a2 1a2 3ab 3a5
Hemaceas 1a2 incontaveis incontaveis numerosas 15a20 3ab 10a 15 10a 15
Cilindros - - - Gran finos Gran finos (+) Gran grossos Gran grossos | Gran grossos
raros (+)

Cristais

()

*+)




QUADRO 7: Resultado do exame de urina do cao numero 1, submetidos a isquemia e reperfusdo medicado com clorpromazina, ao longo de 30 dias de avaliagao, Goiania,

2008.
ASPECTO IO |1h RZh Rdd R?d R14d R21d RZSd
Cor Am ouro Am ouro Am ouro Am ouro Am citrino Am ouro Am citrino Am ouro
Densidade 1,030 1,022 1,014 1,024 1,038 1,038 1,032 1,046
pH 8,0 7,5 8,0 7,5 7,5 7,5 6,5 6,5
Proteina + + + ++ + - Tragos +
Glicose - - - - - - - -
Bilirrubina - - - - - + - -
Hemoglobina - + ++++ +++ ++++ 1.000 - -
Células Vesicais + Vesicais + Vesicais + Renais ++ Renais (varias) Vesicais + Vesicais + Renais raras,
Vesicais vesicais +
(algumas)
Leucodcitos 7a8 4ab 7a8 4ab 4ab 1a2 1a2 Raros
Hemaceas 5a6 incont incont incont incont 1a2 - Raras
Cilindros Gran finos e Gran finos + Gran finos + Gran finos e Gran finos / - - Grossos +; f.
grossos + Fosf amorfo +++ | Fosfamorfo + | grossos + + Fosf amorfo 4+ Amorfos +++;
Fosf amorfo + triplo +
Cristais + - + - - - - -

QUADRO 8: Resultado do exame de urina do cdo numero 3, submetidos a isquemia e reperfusdo medicado com clorpromazina, ao longo de 30 dias de avaliagédo, Goiania,

2008.
ASPECTO IO |1h R2h R3d R7d R14d R21d R28d

Cor Am ouro Am citrino Am citrino Am citrino Am claro Am claro Am ouro Am claro
Densidade 1,028 1,014 1,014 1,028 1,026 1,024 1,030 1,010
pH 6,0 7,5 6,0 7,0 6,5 7,5 6,5 7,0
Proteina - 7,0 7,0 tragos + - - -
Glicose - - - - - - - -
Bilirrubina - - - - - - - -
Hemoglobina - +++ +++ +++ - - - -
Células - Vesicais (+) Vesicais (+) Renais(+), descamativas - Vesicais (+) Renais(+)

pélvicas(+),

vesicais (+)
Leucocitos - 1a2 1a2 3ab - - 1a2 1a2
Hemaceas - 15a 20 15a 20 Incont 10a 15 1a2 1a2 1a2
Cilindros - - - Gran grossos | Gran grossos (+) - Uratos -

(+) amorfos

Cristais - - - - - - + -




QUADRO 9: Resultado do exame de urina do cdo numero 4, submetidos a isquemia e reperfusdo medicado com clorpromazina, ao longo de 30 dias de avaliagédo, Goiania,

2008.
ASPECTO I(J |1h RZh Rdd R7d R14d R[Id thid
Cor Am citrino Marron Am citrino Am ouro Am citrino Am citrino
Densidade 1,036 1,036 1,020 1,040 1,042 1,046
pH 6,5 6,5 6,0 6,0 7,0 8,0
Proteina ++ ++ Tragos - - ++
Glicose - - - - - -
Bilirrubina - - + - - +
Hemoglobina 1.025 + Moderada -80 Tragos - -
Células - - Vesicais + Renais +; Vesicais Renais
vesicais + (raras) (varias)
Vesicais
(algumas)
Leucécitos 1a2 1a2 3a4 3ab 14/campo 1/campo
Hemaceas Incont Incont Incont Incont 1/campo Incont
Cilindros - - + Gran finos Gran finos e Gran finos
grossos (alguns)
(alguns) Grossos
(raros)

Cristais




QUADRO 10: Resultado do exame de urina do cdo numero 7, submetidos a isquemia e reperfusdo medicado com

clorpromazina, ao longo de 30 dias de avaliagéo,

Goiania, 2008.

ASPECTO IU I‘Ih RZh Rdd R7d R‘I4d R[Id RZBd

Cor Am. Citrino Am. Citrino Am. Citrino marrom/Am. Laranjada Am ouro Am ouro Am. Citrino
esverdeado
Densidade 1,022 1,030 1,020 1,024 1,026 1,030 1,036 1,030
pH 6,5 8,0 7,0 6,5 6,5 7,5 8,0 7,5
Proteina - ++ + + + + ++ ++
Glicose - - - - - - - -
Bilirrubina - - - - - - - -
Hemoglobina - ++++ ++++ +++ - - - -
Células Vesicais(+) - Vesicais(+) Vesicis (+) Renais (++) Vesicais(+) Vesicais(+) vesicais (+)
Vesicais(+)
Leucdcitos 1a2 1a2 1a2 1a2 1a2 7a10 1a2 1a2
Hemaceas 6a7 Incont Incont Incont Incont 7a10 3a4 1a2
Cilindros Gran finos (+) - Gran grossos | Gran. Finos(+) - - - Gran.
(+)- Grossos(+)

Cristais - F. de calcio (+) - - - F. amorfos + F. amorfos + F. amorfos +




QUADRO 11: Resultado do exame de urina do cdo numero 9, submetidos a isquemia e reperfusdo medicado com clorpromazina, ao longo de 30 dias de avaliagéo,

Goiania, 2008.

ASPECTO IU |1h RZh Rdd R7d R14d R[Id RZBd
Cor Am. Citrino Am. Citrino Marrom Marrom Am. Citrino Am. Citrino Am. Citrino Am. Citrino
Densidade 1,020 1,030 1,034 1,020 1,030 1,055 1,020 1,036
pH 6,5 7,5 7,5 7,5 7,0 6,5 7,0 8,0
Proteina - ++ ++ + - ++ + +
Glicose - - - - - - - -
Bilirrubina - - - - - - - -
Hemoglobina - ++++ ++++ ++++ - - - -
Células Vesicais (+) Vesicais (+) Vesicais (+) Vesicais (++) | Renais algumas Renais Renais Renais raras

Vesicais algumas algumas Vesicais
algumas Vesicais Vesicais raras algumas
algumas
Leucécitos 1a2 1a2 1a2 1a2 15 p/ campo 4 p/ campo 2 p/ campo 5 p/ campo
Hemaceas - incontaveis incontaveis incontaveis numerosas 3 p/ campo 6 p/ campo 4 p/ campo
Cilindros Gran. Grossos (+) - - gran. Grossos Gran finos Gran hialinos Gran finos Gran hialinos
(+) alguns, gran. alguns, Gran. raros raros, Gran.
Grossos raros Finos alguns finos alguns
Gran grossos
alguns
Cristais - - - - - - - -




QUADRO 12: Resultado do exame de urina do cdo ndmero 12, submetidos a isquemia e reperfusdao medicado com clorpromazina, ao longo de 30 dias de avaliagao,

Goiania, 2008.
ASPECTO 10 I11h R2h R3d R7d R14d R21d R28d
Cor Am. Citrino Am. Citrino Am. Citrino Am. Citrino Am. Citrino Am. Citrino Am. Citrino Am. ouro
Densidade 1,032 1,026 1,022 1,015 1,030 1,020 1,026 1,020
pH 7,0 7,0 7,0 7,0 7,5 7,0 8,0 7,0
Proteina + + + tracos + - + -
Glicose - - - - - - - -
Bilirrubina - - - - + - - -
Hemoglobina tragcos tragcos +++ ++ + tragcos - -
Células Renais (+) - Vesicais (+) Renais (+) Renais, Renais algumas Renais algumas Renais algumas
Vesicais (+) Vesicais (++) Pélvicas ,Vesicais Pélvicas raras Pélvicas raras Pélvicas raras
algumas Vesicais algumas Vesicais Vesicais algumas
algumas
Leucécitos 4a10 - 1a2 1a2 2 p/ campo 3 p/ campo 1 p/ campo 1 p/ campo
Hemaceas incontaveis - incontaveis incontaveis numerosas 2 p/ campo 2 p/ campo 2 p/ campo
Cilindros Gran finos - Gran grossos Gran finos Gran finos alguns Gran finos raros Gran finos Gran finos alguns
(+)Gran (+) raros alguns
grossos (+)
Cristais - - - - - - - -




