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RESUMO

A glibenclamida, sulfoniluréia muito utilizada clinicamente no controle do
diabetes mellitus, possui propriedade blogueadora dos canais de potassio
dependentes de adenosina trifosfatona (k*atp), opondo-se a possivel
propriedade pré-condicionante do sevoflurano. Hipovolemia consequiente a
hemorragia suscita reacdes compensadoras de protecdo organica. Entretanto,
mecanismos protetores como a ativacdo do sistema renina-angiotensina
ensejam agressao renal por vasoconstricdo com interferéncia na funcao
depuradora. O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da
glibenclamida na func&o e histologia renais de ratos sob anestesia com
sevoflurano em cenario de choque hemorragico. Neste intuito, estudou-se uma
amostra de 20 ratos Wistar. O delineamento consistiu em estudar os animais
quanto a pressao arterial, a temperatura retal e ao hematécrito e quantificar
atributos da funcdo renal, tais como: ritmo de filtragdo glomerular (RGF),
estudar os animais quanto ao peso, pressao arterial média, temperatura retal e
hematdécrito e fluxo plasmatico renal efetivo (FPR efetivo), fluxo sangiineo
renal e resisténcia vascular renal (RVR), além de se analisarem as alteragdes
histolégicas apdés a imposicdo da condicao experimental. A amostra foi
aleatoriamente dividida em 2 grupos de 10 animais cada (G1 e G2), entretanto
apenas um destes (G2) foi submetido a tratamento com glibenclamida venosa
(1 meg.g™), 60 min antes do inicio de sangria. Os animais de ambos os grupos
foram anestesiados com sevoflurano a 4% sob campénula apropriada e
mantidos em respiragao espontanea com ar enriquecido com oxigénio, além de
sofrerem sangria de 30% da volemia (esta calculada como 6% do peso
corporal) em 3 etapas com intervalo de 10 min. Para avaliar-se a funcao renal

utiizou-se a estimativa dos clearances renais de para-aminohipurato
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(FPRefetivo) e iotalamato de sédio (RGF), enquanto a histologia renal foi
avaliada investigando-se o grau de dilatagdo tubular e vascular, congestao
vascular, vacuolizacao tubular, necrose e evidéncias de regeneracao tubular, e
atribuindo-lhes valores que puderam ser quantificados. Os atributos relativos a
funcdo renal foram avaliados em 3 momentos: M1 e M2, coincidentes com a
primeira e terceira etapas de sangramento; e M3, apés 30 min de M2 quando,
entdo, os animais foram submetidos a nefrectomia bilateral antes de serem
sacrificados. Ambos os rins de cada animal foram preparados para a analise
histopatolégica posterior. Para os atributos avaliados ao longo do tempo foi
efetuada andlise de perfil, enquanto que para os escores histolégicos a
comparagao entre os grupos foi efetuada a prova nao-paramétrica de Mann-
Whitney para grupos independentes. Os resultados nao evidenciaram
diferencas significativas (p < 0,05) entre os grupos em relagao ao peso (Teste
“t” de Student) e também quanto a temperatura, a pressao arterial média, ao
hematdcrito, ao ritmo de flitracdo glomerular e ao fluxo sangliineo renal. Houve
diferenca significativa, porém, em relacdo ao clearance de para-aminohipurato;
assim, evidenciou-se diminuicdo do FPR efetivo em G1 quando comparado a
G2. Quanto a RVR, foram observados maiores valores em G2. O exame
histopatolégico mostrou maior vulnerabilidade dos rins expostos apenas ao
sevoflurano (G1), de modo que, na andlise final, concluiu-se que o tratamento
prévio com a glibenclamida, nas condigcbes metodologicas do experimento,
pode atenuar agudamente a agressao renal.

Palavras-chave: glibenclamida; sevoflurano; fungéo renal; histopatologia renal,

pré-condicionamento; hemorragia aguda; ratos.
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ABSTRACT

Glibenclamide, a sulfonylurea widely used clinically for controlling diabetes
mellitus, blocks adenosine triphosphate-dependent potassium (K*atp) channels,
thus opposing the possible preconditioning property of sevoflurane.
Hypovolemia from hemorrhage evokes protective compensatory reactions.
However, protective mechanisms such as activation of the renin-angiotensin
system result in renal impairment by vasoconstriction interfering in the
clearance function. This study was designed to evaluate the effects of
glibenclamide on renal function and histology in rats in a state of hemorrhagic
shock under sevoflurane anesthesia. A sample of 20 Wistar rats was studied for
that purpose. The design consisted in studying mean arterial pressure, rectal
temperature and hematocrit and quantifying glomerular filtration rate (GFR),
effective renal plasma flow (ERPF), renal blood flow (RBF) and renal vascular
resistance (RVR), and analyzing histological alterations after the experimental
conditions were attained. The sample was randomized into 2 groups of 10
animals each (G1 and G2), only one of which (G2) was treated with intravenous
glibenclamide (1 mcg.g”), 60 min before bleeding was begun. Both groups
were anesthetized with sevoflurane at 4% under an appropriate bell jar and kept
on spontaneous respiration with oxygen-enriched air, while being bled of 30% of
volemia (calculated as 6% of body weight) in 3 stages with 10-min intervals.
Evaluation of renal function used estimated renal clearances of para-
aminohippurate (ERPF) and sodium iothalamate (GFR), while renal histology
was evaluated by investigating the degree of vascular and tubular dilatation,
vascular congestion, tubular vacuolization, necrosis and signs of tubular

regeneration, and attributing quantifiable values to them. Renal function
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attributes were evaluated at 3 moments: M1 and M2, coinciding with the first
and third stages of bleeding; and M3, 30 min after M2, when the rats were
subjected to bilateral nephrectomy before being sacrificed. Both kidneys from
each rat were prepared for later histopathological analysis. A profile analysis
was made of the attributes evaluated over time, while histological scores were
compared between the groups by the non-parametric Mann-Whitney test for
independent groups. The results yielded no significant differences (p<0.05)
between the groups in terms of weight (Student “t” test) or temperature, mean
arterial pressure, hematocrit, glomerular filtration rate or RBF. Significant
differences were found, however, in para-aminohippurate clearance; and
evidence of reduced ERPF in G1 as compared with G2. Higher RVR values
were observed in G2. Histopathological examination showed the greater
vulnerability of kidneys exposed to sevoflurane alone (G1), so that, in the final
analysis, it was concluded that prior treatment with glibenclamide, in the
methodological conditions of the experiment, can attenuate renal impairment

acutely.

Keywords: glibenclamide; sevoflurane; renal function; renal histopathology;
preconditioning; acute hemorrhage; rats.
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sK*arp canal potassio dependente de adenosina trifosfatonano no sarcolema
STAT-3 “signal transducer and activator of transcription-3”
SUR receptor de sulfoniluréia

SWOP “second window of protection”

Tr temperatura retal

TK tirosina cinase

TNF fator de necrose tumoral

VPPI ventilacdo com presséao positiva intermitente
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1.1 Importancia clinica da pesquisa

A ocorréncia de disfungédo renal, em estagios de menor ou maior
gravidade, impacta, sobremodo, nos resultados do tratamento cirargico de
pacientes com risco mais elevado submetidos a procedimentos mais
complexos. Conforme a populacao estudada e critérios utilizados para defini-la,
a insuficiéncia renal aguda (IRA) cursa entre 1 e 25% de pacientes internados
em unidades de cuidados intensivos (Chertow et al., 1998). Herrera-Gutierrez
et al. (2006) coordenaram estudo multicéntrico realizado em 43 unidades
intensivas na Espanha durante 8 meses e consideraram pacientes em |IRA
aqueles cuja creatinina sérica apresentava valores iguais ou superiores a 2
mg.dL™" ou diurese nas 24 horas abaixo de 400 mL. Registraram incidéncia de
5,7% (n=901) de IRA, sendo que 38,4% dos casos, por necrose tubular aguda,
36,6%, por comprometimento pré-renal e 21,2%, por ambas as causas. A
mortalidade observada em pacientes na vigéncia de IRA foi de 42,3%, com
risco independente acrescido (odds rate=2,06) para pacientes diabéticos.
Uchino et al. (2005) realizaram estudo multicéntrico-multinacional em 23
diferentes paises e 54 hospitais entre setembro de 2000 e dezembro de 2001.
Cerca de 1740 pacientes, dos 29269 (5,7%) com internacées em unidades
intensivas neste periodo, apresentaram disfuncao renal. A mortalidade, neste
estudo, chegou a 60,3% dos pacientes. A alta mortalidade determina a
importédncia que deve ser dispensada as medidas preventivas, devendo-se
nelas incluir o cuidado redobrado com medicag¢des nefrotdxicas, especialmente

de uso continuo e em pacientes de maior risco.
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A protecdo de drgéos faz-se presente na pratica clinica diaria da
medicina hodierna, e especialmente em anestesiologia, devido a crescente
complexidade dos procedimentos cirurgicos e “invasivos”. O prolongamento da
fronteira etaria da populacdo atendida também enseja o pensar na protecao
organica. Nesse sentido, faz-se necessaria a compreensao, cada vez maior, de
seus mecanismos intrinsecos, de tal modo que medidas preventivas eficazes,
tanto na redugao da morbidade, quanto da mortalidade, per e pds-operatérias,
possam ser implementadas pelo anestesiologista. A faléncia renal nao
interessa tdo-somente a prépria funcdo renal comprometida, mas também as
complicagbes a ela associadas, tais como sepse, lesbes neuroldgicas,
hemorragia gastrintestinal, etc.

O avanco tecnolégico observado no campo de pesquisa da biologia
celular e molecular durante as duas ultimas décadas permitiu o estudo mais
aprofundado de muitos fendbmenos fisiopatoldgicos, dentre eles destacando-se
aspectos relacionados a morte celular e a mecanismos endogenos de
autoprotecdo. Também a farmacologia experimentou salto qualitativo por igual
motivo; a farmacodindmica, em especial, cresce vigorosamente com 0s
detalhes possiveis da biologia molecular e da genética. Doutro modo, a
pesquisa clinica, em animais ou no homem, permite que os indicios

observados na bancada do laboratério possam ser confirmados, ou néo.
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1.2 Apresentacao do problema

Isquemia tecidual, isto é, comprometimento do aporte sangiineo
arterial a determinado érgéo, conduzird a leséo celular, e infarto, principalmente
em funcdo do tempo de isquemia e do metabolismo energético do 6rgao
acometido. Intuitivamente, a reperfusdo imediata traria o pronto
restabelecimento das funcbes teciduais, entretanto a fisiopatologia nao
obedece, muitas vezes, ao raciocinio logico, e, paradoxalmente, podera vir a
ser este 0 momento de maior agravamento dos processos biolégicos
determinantes do dano tecidual (Menger et al.,1992; Kerrigan et al.,1993).
Conferiu-se o0 termo “lesdo por isquemia-reperfusdo”, a este fenédmeno, por
denotar a incapacidade de se diferenciar, clinicamente, uma da outra, muito
embora diferencas importantes entre elas existam; a reperfusdo tecidual faz-se
necessaria a apoptose celular por prover o substrato energético (ATP)
fundamental a esse peculiar processo de morte celular — o que nao ocorre com
a necrose celular estabelecida em processo isquémico prolongado, ou
definitivo.

A lesdo por isquemia-reperfusdo no rim também determina uma
sindrome complexa que envolve diversos mecanismos celulares e moleculares
que poderdo desencadear disturbios funcionais e estruturais, tais como
vasoconstricdo renal, dano tubular e lesdo glomerular. Dentre os possiveis
mecanismos, a liberagdo de radicais livres de oxigénio pelo endotélio vascular,

assim como mecanismos inflamatérios de recrutamento e ativacdo de
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neutréfilos, e edema (Garcia-Dorado et al., 1992), também parecem estar
envolvidos.

O preceito de que nenhum beneficio organico poderia vir a ocorrer
como consequéncia do processo isquemia-reperfusdo propriamente dito foi
desconstruido, cientificamente, a partir do pioneiro estudo experimental
realizado por Murry et al. (1986). Puderam, naquela ocasido, observar menor
area de infarto do miocardio em caes que sofreram, como intervencao, quatro
breves periodos de interrupcao (5 min de isquemia com 5 min de intervalo
entre eles) do fluxo coronariano, aplicados imediatamente antes de periodos
mais prolongados (40 min). Empiricamente comprovaram a existéncia de
mecanismos de adaptacdo enddgena a isquemia. Desde entdo, o termo “preé-
condicionamento” (PC) vem sendo empregado para designar o efeito benéfico
que determinado estresse fisico (pré-condicionamento isquémico - PCI) ou
agente farmacolégico (PCF), previamente infligido ao 6rgao alvo, pode
proporcionar-lhe em decorréncia da maior tolerancia adquirida a estimulos
posteriores, mais duradouros e intensos. Gho et al. (1996) sugeriram, apds
pesquisas em rim e intestino de ratos, a existéncia de PC remoto (miocéardio),
i.e., em decorréncia de ativacdo neurogénica (cardioprotegcdo suscetivel a
blogueio ganglionar) e hormonal, mas ainda por vias muito pouco esclarecidas.

O fenbémeno pré-condicionamento ja possui grande numero de
pesquisas realizadas — cerca de cinco mil artigos publicados no PubMed até
fevereiro de 2006 (Opie, 2006); em dezembro de 2006, no mesmo PubMed, ja
foram encontradas mais 1000 novas pesquisas com o termo “preconditioning”,

0 que denota a importancia cada vez maior do tema (De Hert, 2004). O intuito
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de muitas destas pesquisas € poder desvendar seus mecanismos celulares e
moleculares, porém, até o momento, o mecanismo especifico da protecao
permanece desconhecido — tampouco faz parte do escopo desta pesquisa. Por
outro lado, muitos destes trabalhos contribuiram para elucidar algumas das
vias que conduzem o sinal extracelular iniciado pelo estimulo pré-condicionante
(adenosina, bradicinina, opidides, noradrenalina, anestésicos volateis, etc.) até
o sitio de acao intracelular. Em relagdo a ocorréncia de pré-condicionamento
no rim, muito ja tem sido pesquisado, pouco, porém, comparativamente ao pré-
condicionamento cardiaco. A literatura ja acumulada sobre o tema sustenta a
propriedade do fendmeno também no tecido renal, até mesmo porque, em
animais, a protecao oferecida por intervengdes pré-condicionantes é maior do
que aquela obtida com quaisquer outros agentes farmacolégicos (Bonventre,
2002).

O termo “pré-condicionamento anestésico” (PCA) vem sendo
utilizado para designar a agao protetora de que se beneficia um determinado
6rgao, em regime de isquemia-reperfusdao, quando exposto a anestésicos
volateis. PCA foi primeiramente estudado em coracbes de coelhos, por
Haessler et al. (1994), e confirmado por Schlack et al. (1996) em preparagdes
de coracdo isolado de ratos. Em principio, a protecdo conferida pelo PC
diferencia-se de possiveis beneficios provenientes, exclusivamente, de suas
propriedades hemodinamicas, isto €, do equilibrio entre oferta e demanda de
substrato celular (Bland & Loweinstein, 1976; Buljubasic et al.,1992). Os
anestésicos volateis possuem, portanto, propriedades especificas que

interferem na condugao e desencadeamento dos fendmenos bioldgicos durante
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a reperfusdo, de tal modo que podem alterar o curso dos processos
fisiopatolégicos e permitir a redugdo dos danos teciduais decorrentes da lesdo
por isquemia-reperfusédo (Preckel et al., 1999).

A partir da confirmacéao cientifica laboratorial do PCA, o paradigma
que norteava as pesquisas em anestesiologia, especialmente em anestesia
inalatoéria, sofreu importante mudanca. Até o inicio dos anos 1990 pensava-se
no desenvolvimento de anestésicos mais seguros, de facil manuseio e
armazenamento, com inicio de acdo e despertar mais rapidos, fatores que
favoreciam o maior desenvolvimento da cirurgia ambulatorial. O aumento da
competitividade no mundo globalizado também havia direcionado a gestdo dos
recursos para uma relagdo custo-beneficio mais favoravel economicamente.
Anestésicos volateis com propriedades farmacologicas direcionadas a esse
perfil da pratica anestesiolégica foram desenvolvidos e comercializados. A
grande aceitagdo clinica de anestésicos como o isoflurano, o sevoflurano e o
desflurano, por suas caracteristicas, seguranca e conforto de administracéo,
ndo favorecia maiores investimentos no setor'. Entretanto, com as evidéncias
laboratoriais do PCA, descortinou-se um novo campo de estudo e pesquisa. A
complexidade da lesédo isquemia-reperfusdo, com o envolvimento de diversos
tipos celulares, mediadores e agentes sinalizadores, ndo mutuamente
exclusivos e emergindo em diversos momentos do evento, dificulta
substanciarem-se as evidéncias laboratoriais em medidas terapéuticas

possiveis. Considerando estas dificuldades, Vinten-Johansen et al. (2005)

' Charley H. Mcleskey, Abbott Laboratories. Comunicagio Pessoal em palestra sobre Histéria
do Sevoflurano — Sao Paulo, margo/2006.
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discutem, a luz de novas constatagdes cientificas, novas possibilidades
terapéuticas, como o pos-condicionamento, ou seja, o controle da reperfusao
em funcdo de maior protecao organica posterior ao insulto isquémico letal. De
Hert et al. (2004), em estudo clinico, testaram propofol e sevoflurano em
quatro grupos de pacientes (n=50) submetidos a revascularizacao do miocardio
em diversos esquemas (Gl = somente propofol, Gll = propofol substituido por
sevoflurano apés esternotomia até inicio da CEC, Glll = propofol substituido
por sevoflurano apds término das anastomoses e GIV = propofol até
esternotomia, e substituido por sevoflurano até o final), e acompanharam
valores de troponina | por 48 h e fungédo cardiaca por 24 h no pds-operatério.
Analisando os resultados, observaram que as concentragbes pos-operatorias
de troponina | foram menores em GIV do que nos outros grupos e, ainda, o
tempo de permanéncia do paciente na unidade de terapia intensiva poés-
operatéria foi significativamente maior em Gl. Dentre suas conclusoes,
expressam a importancia do uso continuado do sevoflurano durante todo o
procedimento para que os seus efeitos cardioprotetores possam ser
clinicamente considerados. Diversos pesquisadores (Scognamiglio et al., 2002;
Julier et al,, 2003) vém apresentando outros estudos clinicos na tentativa de
corroborar as inferéncias cientificas laboratoriais. Todavia, o real impacto que a
aplicagéo clinica dessas evidéncias ira determinar na morbi-mortalidade
necessitara de estudos clinicos muito bem desenhados (“trials” multicéntricos
com elevado numero de pacientes e variaveis bem controladas e metanalises),
e de dificil elaboragdo, uma vez que as variaveis se avolumam no dia-a-dia da

pratica cirurgica.
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As sulfoniluréias tém sido muito utilizadas no tratamento do diabetes
tipo 1, devido, principalmente, a simplicidade de administragdo em dose Unica
diaria por via oral e eficacia comprovada em paciente com diagndéstico recente.
Em recente editorial, Riddle (2003) apresenta ao debate cientifico a pertinéncia
da continuidade do uso clinico da glibenclamida (Férmula 1), sulfoniluréia das
mais utilizadas clinicamente, mas que, desde 1970, quando foi apresentado
estudo do “University Group Diabetes Program” — UGDP (Meinert et al., 1970),
recebe criticas contumazes por seus efeitos prejudiciais ao sistema
cardiovascular. Seus argumentos, atualmente, encontram maior fundamento
cientifico devido aos conhecimentos adquiridos com os estudos sobre pré-

condicionamento (Cleveland et al.,1997).

: o8

OMe

Férmula 1 —Férmula quimica da glibenclamida: cloroN[2[4

(ciclohexilcarbamoilsulfamoil) fenil]etil]-2-metoxi-benzamida.

Inicialmente Liu et al. (1991) identificaram a adenosina nucleotida
enddgena, com acao estimulante em receptor Ay, como substancia essencial

ao PCIl. O'Rourke (2000) sugeriu que os canais de K'atp possuiam papel
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relevante na farmacodinamica das sulfoniluréias. Inicialmente descritos na
membrana celular dos miécitos ventriculares, os canais de K*atp também foram
identificados em células do epitélio renal. Agentes farmacolégicos que abrem
esses canais parecem possuir efeitos protetores similares ao do PC isquémico.
De outro modo, substdncias como as sulfoniluréias, que determinam seu
fechamento, se oporiam ao beneficio do PC. Da Silva-Santos et al. (2002)
demonstraram possivel relacdo entre a acao da glibenclamida nos canais Katp
e os efeitos inflamatérios e, posteriormente, Pompermayer et al. (2005)
relataram a melhora da disfungéo renal apds a utilizacdo da glibenclamida em
ratos. Rahgozar et al. (2003), entretanto, em preparacao de rim isolado de rato,
utiizando diazéxido e glibenclamida, constataram lesdo renal de algca
ascendente e diminui¢cdo da resisténcia vascular renal apos a isquemia.

O sevoflurano (CH2F-O-CH(CF3)2; fluorometil  2,2,2-trifluoro-1-
[trifluorometil] etil éter) (Férmula 2) € um agente anestésico inalatério
halogenado, que contém fllor em sua estrutura quimica, e apresenta, como

caracteristica principal, baixa solubilidade sanguinea.

F.C_ _O

\/F

CF,

Formula 2 —Formula quimica do sevoflurano: fluorometil 2,2,2-trifluoro-1-

[trifluorometil] etil éter.
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Durante seu metabolismo, sofre biotransformacdo no sistema
enzimatico hepatico oxidativo e utiliza-se do citocromo P450 2E1 para a
peroxidacao lipidica, um dos possiveis mecanismos de toxicidade hepatica e
renal. Semelhante ao do enflurano e metoxiflurano, o metabolismo do
sevoflurano resulta no aumento da concentracdo plasmatica de fluor
inorganico, sem, entretanto, as consequiéncias danosas do metoxiflurano. Por
outro lado, a degradacao do sevoflurano, na presenca de absorvedor de CO,,
contribui para a formacdo de um haloalgueno, o fluorometil-2,2-diflGor-1-
(trifluormetil)vinil eter (FDVE), também denominado “Composto A”. O FDVE
desencadeia nefrotoxicidade em ratos por mecanismo ainda néo
completamente esclarecido, porem Kharasch et al. (2006) analisaram o perfil
genético de ratos Fischer 344 e observaram a maior expressao de genes no
grupo cujos animais eram previamente expostos ao FDVE. O perfil dos genes
comprometidos incluiu aqueles ligados a apoptose celular, estresse oxidativo e
resposta inflamatéria, relacionados ao aumento de substancias nefrotoxicas,
como osteopontina, fator inibidor de metaloproteinase 1 e receptor 12 de TNF.
Foi exatamente esse perfil de agressao renal especifica, em ratos, o fator
decisivo para a escolha da espécie animal utilizada no desenvolvimento deste
estudo. Seria o pré-condicionamento isquémico classico, induzido por
hipovolemia, comprometido em anestesia com sevoflurano, ainda que em curto
intervalo de tempo? E o efeito de PCA?

Choque hipovolémico conseqlente a hemorragia aguda per-
operatdria constitui ocorréncia freqliente, sobretudo em situacbes de

emergéncia. Como respostas compensatorias, o organismo utiliza diversos
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mecanismos fisioldgicos, na intencao de proteger érgaos vitais, como cérebro e
coracao (Erni et al., 1995). Apesar de seu importantissimo papel nha economia
organica, o rim permite-se, nesses momentos de estresse maior, a reducao de
seu aporte sangtiineo — vindo, possivelmente, a comprometer seriamente seu
préprio desempenho em funcdo da sobrevida daqueles 6rgaos, sobremodo,
vitais. Em situagdes de hipovolemia aguda com conseqliente sindrome pré-
renal, observa-se, usualmente, que, mesmo apds o pronto restabelecimento da
hemodinamica renal, ha diminuicdo do ritmo de filtragdo glomerular a valores
cerca de 10% menores que aqueles observados antes da instalagdo da
hipovolemia.

Dentre os mecanismos compensatorios da hipovolemia, destacam-
se o0s sistemas renina-angiotensina e simpatico renal, responsaveis por
hormonios e neurotransmissores que determinarao vasoconstricdo. Ocorre, ao
rim, possuir também seus proprios mecanismos protetores e, dentre eles,
encontram-se as prostaglandinas que atuam modulando efeitos
vasoconstritores da angiotensina Il e noradrenalina (Dunn & Zambraski, 1980).
Torna-se, desse modo, a funcdo renal priméaria, dependente dessas
substancias (Colletti et al., 1999), as quais permitirdo a manutenc¢ao do ritmo de
filtracdo glomerular e do fluxo sangiineo renal condizentes com funcéo renal
satisfatéria a homeostase organica. Denomina-se essa condicdo de “estado
renal prostaglandina-dependente” (RPGD), caracteristica renal dos estados
hipotensivos.

Murphy et al. (1995) testaram inibidores da lipoxigenase, como a

indometacina, em preparacdes de coragdes de ratos, e observaram bloqueio
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do PCI, o que confirmou a hip6tese do envolvimento da fosfolipase Az no
processo. Posteriormente, Gres et al. (2002) verificaram, em porcos, que o
beneficio adquirido com intensidades diferentes do estimulo pré-condicionante
(10 min e 3 min de isquemia) — reducao da &rea de infarto do miocardio — era
blogueado com a indometacina tdo-somente nos porcos que sofreram PC
menos vigoroso (3 min). Concluem que outros “gatilhos”/mediadores, de maior
intensidade, podem sobrepujar os efeitos inibitérios da indometacina, isto €, as
prostaglandinas estdo envolvidas no processo, mas muito ainda precisa ser
pesquisado para que se possa compreender seu real mecanismo e importancia
no PC. O presente estudo recorre ao RPGD como possivel colaborador do
processo pré-condicionante.

Alteracbes da funcdo renal devem-se, freqlentemente, mais ao
somatorio de diversos pequenos insultos ao 6rgao, do que a acao de um unico
agente agressor. Do mesmo modo, quaisquer medidas preventivas que
possam somar-se, € em seu conjunto propiciar um milieu “protegido”, devem
ser estimuladas, e pesquisadas.

Em revisdo sobre a evolucao histérica de mecanismos de protecéao
renal, Bonventre (2002) inicia seu artigo citando estudo publicado em 1912 que
demonstra a regeneracdo epitelial dos tubulos contornados proximais apos
exposicao prévia do rim ao uranio; e discorre sobre o assunto com a
apresentagdo resumida de diversos outros importantes estudos que
contribuiram de alguma forma para o conhecimento atual da protegéo renal. Ao

final deste pequeno histérico, faz os seguintes comentérios:
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“Assim, permanece controverso em que condi¢coes
0 pré-condicionamento ocorre no rim em resposta a isquemia.
Mais, ainda, esses experimentos limitam-se ao estudo [de
evidéncias de pre-condicionamento] em intervalos de tempo
relativamente curtos entre o protocolo pré-condicionante e o

periodo de isquemia prolongada [utilizada como teste]".
O conhecimento ja adquirido sobre o tema, pré-condicionamento,
enseja maior ousadia nos desenhos das investigacées experimentais, pois a
conjungao de diversos fatores de estresse, em um mesmo experimento, pode
contribuir para a elucidagdo desse mecanismo tdo importante de adaptacao
enddgena (Watanabe et al., 2006). No entanto, o presente estudo pretendeu
apenas observar possiveis alteracbes da funcdo e histologia renais
considerando processos bem determinados de agressao organica, tais como
hipovolemia e perfil genético desfavoravel ao sevoflurano (Kharasch et al.,
2006), e verificar qual o efeito do pré-tratamento com glibenclamida. Nao se
trata, portanto, de um novo modelo de estudo de pré-condicionamento
isquémico, ou farmacoloégico, como muitos hda — e ainda em discussao
(Bonventre, 2002; Lee et al., 2004; Hashiguchi et al., 2005; Lee, 2006) pois a

incipiéncia do tema assim o determina.

Como fator de intervengdo no experimento, a glibenclamida, em
decorréncia de suas propriedades farmacolégicas, apresenta-se, em principio,
como fator inibidor dos processos pré-condicionantes. As outras variaveis —

hipovolemia e anestesia com sevoflurano — possuem critérios ambiguos no

experimento (agressdo e condigbes pre-condicionantes - isquémica e
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farmacoldgica) que, além de o fortalecerem com um cenario de estresse muito
proximo da realidade do anestesiologista, podem, também, colaborar para o

silogismo tao caro ao método cientifico.
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2.1 Resposta inflamatoéria

Resposta inflamatoria local, decorrente da interagéo entre neutréfilos
e células endoteliais durante a reperfusdo, aumenta radicais livres de oxigénio
que desempenham relevante funcédo apoptética (Dragun et al., 1998). Citocinas
sao liberadas dos 6rgaos lesados e estimulam moléculas de adesao, como, por
exemplo, a molécula de adesao intracelular-I (ICAM-I), e quimiocinas, como a
proteina inflamatéria macrofagica 2 (MIP-2) e a proteina quimioatrativa de
mondcito 1(MCP-I). As citocinas TNF-a e IL-1 parecem ter importante acao na
isquemia-reperfusao renais (Haq et al., 1998). Mecanismo de “upregulation” da
expressao da sintese de TNF-a facilita a expressdao de genes importantes na
atividade pro-inflamatéria e determina uma reagdo escalonada até a apoptose
celular, com consequente disfuncao orgéanica grave (Meldrum et al, 1999). De
outro modo, estimulos de receptores de membrana acoplados a proteinas G
despertam mecanismos que conduzem a hipertrofia e proliferagdo celular.
Estes achados sugerem que os radicais livres de oxigénio possuem acao

central no controle entre vida e morte celular.

2.2 Radicais livres de oxigénio

Radicais livres de oxigénio (RLO) sdo moléculas que apresentam
elétrons ndo-pareados ligados a ultima camada de O,. Sdo extremamente
reativos com diversos substratos organicos, tais como aminoacidos,

fosfolipideos e é&cido desoxirribonucléico (McCord, 1985). Durante isquemia-



Revisdo da Literatura 38

reperfusdo, os RLO provenientes da cadeia de elétrons mitocondriais, ou da
xantina oxidase, podem induzir peroxidagdo lipidica de membranas
(mitocéndria e reticulo sarcoplasmatico) dos midcitos (Hess et al., 1984), vindo
a comprometer o endotélio vascular, principalmente na produg¢do de adenosina
e 6xido nitrico (Gunther et al.,, 1991). Outras fontes de radicais livres incluem a
oxidacao de catecolaminas e o metabolismo do acido aracdénico. Neutrofilos
ativados geram radicais livres de oxigénio via NADPH oxidase e desempenham
papel relevante na fisiopatologia da circulagdo extracorpdrea, por exemplo
(Vinten-Johansen et al, 2005). Durante episodios isquémicos, o
comprometimento celular torna-se ainda mais grave devido a exaustdo de
substancias antioxidantes, como glutatido, catalases e superéxido-dismutase

(Guarnieri et al., 1980).

2.3  Oxido nitrico

O oxido nitrico (NO) exerce importante agao regulatéria na fisiologia
renal, podendo influir no ritmo de filiragdo glomerular, transporte tubular e
secrecao de renina. Qualquer uma das trés isoformas do 6xido nitrico sintetase
(NOS) expressa-se constitutivamente no rim (neuronal - nNOS, induzivel -
INOS e endotelial - eNOS). A presenca de 6xido nitrico ndo se restringe tao-
somente ao endotélio vascular renal, mas ocorre também na méacula densa e
nas células mesangiais e tubulares. Sua agao, portanto, ndo é uniforme e varia
conforme a tenséo tecidual de oxigénio, a osmolaridade, o pH e a concentracéo

de ions calcio observada no tecido renal especifico (Beltowski et al., 2003).
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Doutro modo, a expressdo enzimatica (NOS) também é modulada por vias
sinalizadoras (transcricdo genética) da inflamacao, tais como o fator nuclear
kappa (NF-xB) e a proteina-cinase ativada por mitogénese (MAPKS) -
mecanismos com lugar reservado, principalmente, na fase mais tardia do pré-

condicionamento (“SWOP”).

2.4 Transporte idnico

O acumulo de (H*) durante a isquemia estimula o sistema de troca
Na*/H" do tipo 1 (NHE-1) que expulsa o H" da célula, mas favorece o acimulo
de Na*. Este acumulo de Na* no intracelular podera, por sua vez, favorecer o
acumulo de Ca™ devido a disfungdo da bomba Na*/Ca™ (Allen & Xiao, 2003).
Nakagawara et al. (1986), ha duas décadas, demonstraram propriedade
inibitéria do halotano e enflurano, de modo dose-dependente, sobre a
mobilizagao do Ca*™ em neutrdfilos e sua correlagdo com o aumento de radicais
livres de oxigénio. O ion Ca** atua como segundo mensageiro na ativagdo da
NADPH oxidase, fonte de radicais livres de oxigénio. Frohlich et al. (1998)
relataram que a ativacdo direta da proteina cinase C (PKC) resultava na
geracgao de radicais livres de oxigénio, e que esse processo nao era modificado
com a exposicao a anestésicos volateis. Neste mesmo ano, entretanto, Rehring
et al. (1998), ao estudarem o pH em preparacées de coragdes isolados de
ratos apds estimulo de PCI, observaram diminuicdo da acidose, possivelmente

dependente de PKC e troca de Na*/H".
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2.5 Pré-condicionamento isquémico — “classico”

A fase inicial do PC, ou “classica”, permanece por cerca de duas
horas apdés o evento pré-condicionante, porém esse primeiro estimulo ira
determinar uma nova fase do PC que pode permanecer por até 72 h e
denomina-se “second window of protection - SWOP”. Nessa fase, o processo
determinara resposta gendmica e sintese protéica especifica (Sergeev et al.,
2004).

Inicialmente, o PC isquémico (PCl) do miocardio foi o mais
estudado, entretanto logo surgiram evidéncias de que diversos outros érgaos
também seriam suscetiveis a mecanismo protetor semelhante, tais como
sistema nervoso central (Matsuyama et al.,, 1997), musculatura esquelética
(Pang et al.,, 1997), pulmdes (Du et al., 1996), figado (Kume et al., 1996) e
intestino (Hotter et al., 1996).

Em condigcbes de estresse e concentracdo de Ca™ aumentada,
poros nao-especificos, com permeabilidade transitéria da mitocdndria
(“mitochondrial permeability transition pore” — mPTP), localizados na parte
interior da membrana mitocondrial, tornam-se, na reperfusdo, permeaveis a
proteinas que usualmente ndo chegam ao interior da mitocdndria,
determinando edema mitocondrial, disfuncdo da cadeia de elétrons e, como
consequéncia, inibicdo da fosforilagdo oxidativa. Baines et al., (2003) admitem
que estes poros poderiam ser um dos possiveis alvos das vias sinalizadoras.
Muitas destas vias envolvem proteinas cinases C (PKC) que compdem o

sistema RISK (“reperfusion induced salvage kinases”). Sao onze as isoformas
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conhecidas (Hausenloy & Yellon, 2006), que podem ser ativadas, em sua
maioria, por Ca™ ou lipidios (diacilglicerol, fosfatidilserina). A importancia de
cada uma das isoformas, como agentes mediadores, ainda gera controvérsias
sobre sua acdo como mediador, ocorrendo, também, variacbes entre as
espécies e 6rgaos pesquisados. Outras proteinas cinases, como a G e A,
também estdo relacionadas ao processo de PC. Tirosina-cinases também
fazem contribuicbes ao PC de duas maneiras: como receptor de membrana
com acao de “gatilho” ativador de proteinas cinases C, ou como receptor no
citosol, atuando como mediador paralelo a PKC. Estes receptores de tirosina
parecem estimular proteinas cinases ativadas por mitogénese (“mitogen-
activated protein kinase” — MPAK), que possuem diversas fung¢des celulares,
dentre elas a de sinalizagdo intracelular (Erk1/2, p38, JNK, BMK1, séo
exemplos de MPAK). Também a cinase-fosfadil-inositol-3 (PlsK), estimulada
por hormdnio do crescimento e outros fatores, pode ativar vias sinalizadoras do
PC, principalmente a proteina serina-treonina cinase, denomianada Akt,
associada ao crescimento e sobrevivéncia celular. Tong et al. (2000)
demonstraram a ativacdo da cascata de PI3K-Akt em protocolo de PC,
entretanto Tsang et al. (2005) estudaram coragbes de ratos diabéticos e
observaram que este mecanismo encontra-se deprimido. Outros mecanismos
podem estar envolvidos, como o STAT-3 (“signal transducer and activator of
trasncription-3”), relacionado principalmente com SWOP e estimulo por TNF-a
(Lecour et al., 2005). Esta via pode ser ativada pela janus-cinase (JAK) em
uma cascata que conduz o sinal pré-condicionante até o nucleo celular e a

expressdo genética é entdo modulada. E interessante que, no SWOP, esse
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sistema promove a estimulagao do tipo “gatilho” (“upstream”) de 6xido nitrico
sintetase induzivel (iINOS) e cicloxigenase-2 (COX-2), conhecidos mediadores

e efetores de protecédo (Xuan et al., 2001; Xuan et al., 2003).

2.6 Pré-condicionamento anestésico (PCA)

Diversos mecanismos puderam ser delineados a partir da pesquisa
em cardiomiécitos, como, por exemplo, a agdo do halotano em receptores
rianodina do reticulo sarcoplasmatico, regulando o Ca™ intracelular, e nas
proteinas contrateis (Lochner et al., 1994; Siegmund et al., 1997). Kowalski et
al. (1997) utilizaram preparag6es de coragao isolado de cobaias (“Langendorff”)
submetidos a isquemia global e verificaram os efeitos da exposicao ao
halotano, isoflurano e sevoflurano, na adesdo de neutréfilos a circulagao
coronariana. Constataram que houve reducdo na adesdo dos neutréfilos
durante a isquemia.

Zaugg et al (2002) utilizaram, também em cardiomidcitos, técnica de
microscopia e autofluorescéncia em modelo simulado de isquemia celular.
Foram adicionados a preparagdo diversos agentes bloqueadores, e
estimuladores, de receptores de membrana sarcoplasmatica e mitocondrial,
além de moduladores de vias sinalizadoras. Concluiram que os anestésicos
volateis poderiam agir seletivamente em canais mitocondriais de Karp apos
estimulacao de proteina cinase C por diversas vias sinalizadoras (Esquema 1).
Esta concluséo, entretanto, ainda pode ser questionada quando se analisa o

estudo de Notsu et al. (1992), realizado em cardiomiocitos submetidos a
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reducdo de ATP intracelular, e verifica-se acdo bloqueadora de ambos o0s

canais K*atp (Quadro 1).

Quadro 1 - Agonistas e antagonistas dos receptores sK'atp € mK*arp (Hanley
et al., 2005) *5-HD (somente durante a isquemia - Notsu et al.

(1992)

Canais Agonistas Antagonistas
sK*atp Pinacidil, cromakalim, P1060, P1075, BMS- | 5-hidroxidecanoato*
e 191095, minoxidil, KRN239, sidenafil, glibenclamida
mK*atp desflurano, isoflurano, sevoflurano, aprikalim | glipizide

e levosimendan repaglinida
mK*atp diaz6xido e nicorandil 5-hidroxidecanoato
sK'atp P-1075 HMR1098

MCC-134 glimepiride

Mecanismo protetor intrinseco dos anestésicos volateis,
possivelmente relacionado a geracao de radicais livres de oxigénio (RLO),
também foi observado por Kevin et al. (2003) e Nakamura et al. (1999).
Novalija et al. (2003) evidenciaram que a produgcdo de RLO na cadeia de
elétrons durante a reperfusao pos-isquémica foi atenuada, entretanto ainda nao
€ possivel afirmar se tal fenébmeno ocorreu tdo-somente por PCA, ou por uma
acao antioxidante propria dos anestésicos volateis no tecido. Essa acao
antioxidante, entretanto, ndo parece provavel, pois, em preparacdes isoladas
de coragdbes, houve geracdo de RLO (Tanaka et al., 2002). Stowe et al. (2004)
sugerem que os RLO seriam o “gatilho” da cascata de sinalizagcdo para a
cardioprotegéo, por isso, entdo, a importancia de sua geracéo. A relagcéo entre

anestésicos volateis e RLO parece possuir duplo mecanismo, 0s mecanismos
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sendo antagbnicos entre si, que merecem ser mais estudados.

Sergeev et al. (2004) realizaram estudo comparativo entre PCI e
PCA e observaram a transcricdo genética em preparagdes “Langendorff” de
coracgdes de ratos Wistar expostos ao isoflurano. Esta alta tecnologia permitiu o
delineamento da expressdao genética em ambos os processos de PC e
demonstrou que ha muita similitude entre eles, principalmente em genes
ligados as defesas celulares. Entretanto, a expressao de muitos outros genes
(protetores, ou ndo) era regulada diferentemente.

Experimentos realizados em coelhos e apresentados por Millenhein
et al. (2003) demonstraram que beneficios de PCA podem ser aditivos aos
beneficios obtidos com o pré-condicionamento isquémico. Toller et al. (1999)
demonstraram que o sevoflurano, quando administrado continuamente antes
de isquemia coronariana, em caes, determinava reducao da area de infarto.
Além do sevoflurano, tem sido atribuida a administracao de isoflurano (Cason
et al.,1997), enflurano (Freedman et al., 1985) e halotano (Cope et al.,1997),
prévia aos eventos isquémicos, reducao de lesdo miocardica subseqtiente. A
utilizagdo prévia de isoflurano, em caes, demonstrou protegdo semelhante ao
pré-condicionamento isquémico, via ativagcdo dos canais de Katp (Kersten et al.,
1996). Toma et al. (2004), em experimentos em coragdo de ratos vivos
anestesiados com desflurano, observaram sinalizacdo extracelular e ativagédo
de proteina cinase C epsilon, sugerindo pré-condicionamento com este
anestésico. Weber et al. (2005a), em experimento que utilizou ratos
anestesiados com Xenbnio, tiveram, em seus resultados, atributos sugestivos

de PC cardiaco, entretanto, em outro estudo, Weber et al. (2005b) realizaram
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oclusdo coronariana em ratos anestesiados com o6xido nitroso e avaliaram a
area de infarto. Neste experimento ndo constataram efeito pré-condicionante
com o uso de 6xido nitroso isolado, contudo nao foi observada a inativagcao do

PC obtido com o isoflurano em uso concomitante.
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Esquema 1 - Possiveis locais de agdo dos anestésicos volateis.

AV - anestésicos volateis; TK - tirosina cinase; PKC - proteina cinase C; MAPK - “mitogen-
activated protein kinase”; PL — fosfolipase (Adaptado de: De Hert SG.Curr Opin Anaesthesiol
2004;17:59)

2.7 Glibenclamida

Meinert et al. (1970) alertaram sobre possiveis complicacoes
cardiovasculares relacionadas a glibenclamida, inclusive maior mortalidade
com seu uso continuo e prolongado em pacientes diabéticos.

Dentre seus efeitos farmacolégicos, a supressdao da migracao de

neutrofilos e a quimiotaxia foram observadas por Krause et al., 1990. Novalija
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et al. (1999) estudaram o comportamento da fungdo ventricular e do fluxo
coronariano em preparagdes que utilizaram coragdes isolados de cobaias e
puderam observar que tanto no grupo tratado com sevoflurano a 3,5%, quanto
naquele com aplicacao exclusiva de isquemia intermitente (dois periodos de 2
min) houve boa recuperacao de funcao (45 e 42%, respectivamente) e fluxo (77
e 76%, respectivamente). No grupo com glibenclamida ndo houve recuperacao
satisfatéria (apenas 20-24% da funcao, e 65-64% do fluxo, com sevoflurano e
isquemia, respectivamente). Coetzee et al. (2000) também observaram boa
recuperacao funcional em preparagdes com coragdes de ratos perfundidos com
sevoflurano, antes e depois da administracdo de solug¢ao cardioplégica, quando
se comparou ao uso de glibenclamida.

Com o surgimento das técnicas de clonagem molecular foram
possiveis estudos do tipo “unicanal’, fato que permitiu maiores avancos na
pesquisa da estrutura e fungao dos canais de superficie da membrana celular.
Em relacdo ao canal K* atp no sarcolema (sK™ atp), foi possivel a identificacao
de duas familias de subunidades: a Kir6.x (“inward rectifying”), que forma o
poro condutor propriamente dito, e a SUR (receptor de sulfoniluréia), com
carater modulatério e utilizado farmacologicamente. A combinagdo entre os
diversos tipos de ambas as subunidades ira determinar a composicéao
molecular dos canais K*ate . A identificacdo das caracteristicas de cada canal
ja permite o direcionamento da pesquisa na busca de maior seletividade
farmacologica (Stephan et al., 2006) e, por conseguinte, terapéutica mais
precisa e direcionada. Ja existem bloqueadores mais seletivos, como o HMR

1098 (Quadro 1), também sulfoniluréia, que parece favorecer o bloqueio
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seletivo nos cardiomiécitos (Gogelein et al., 2001). A ativagdo dos canais K* atp
localizados na bexiga, tubo gastrintestinal e vias aéreas produz relaxamento da
musculatura lisa e o possivel desenvolvimento de agonistas mais especificos
devera ser importante no controle de doencas desses 6rgaos e sistemas. Os
canais K" atp apresentam propriedades peculiares em cada sitio — na
musculatura esquelética, por exemplo, estdo inseridos no processo de fadiga e
recuperacao do exercicio, principalmente na absor¢ao de glicose e efluxo de K*
(Rodrigo & Standen, 2005); no metabolismo neuronal também parece que tém
papel relevante no metabolismo glicémico (hipotalamico). O receptor SUR1 é a
subunidade regulatéria do complexo transmembrana Kir 6.2 adenosina 5°-
trifosfato-sensivel (canal K'atp) das células beta pancredticas, sua ativagéo
sendo fundamental para a secre¢do de insulina (primeira e segunda fase -
Krentz & Bailey, 2005). A glibenclamida atua como bloqueador desse receptor
e estimula a liberacdo de insulina em pacientes com diabetes tipo 2. Outras
subunidades conhecidas sdo a SUR2A no miécito e SUR2B na musculatura
lisa (Gribble & Reimann, 2003). Beesley et al. (1999) estudaram a distribuicao
das isoformas dos receptores SUR no rim de ratos utilizando imunoensaios
com anticorpos anti-SUR e observaram especificidade para receptores SUR2B
nos segmentos distais do néfron. Na musculatura lisa vascular, os canais K*atp
sao regulados por vias sinalizadoras e levam a vasodilatagdo. Lima et al.
(2006) estudaram a agao da glibenclamida no rim e na aorta de ratas gravidas
hipertensas e constataram diminuicdo na expressao de mRNA da subunidade

Kir6.2 do receptor K'atp sem vasodilatagao.
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Do ponto de vista farmacocinético, a glibenclamida é considerada
hipoglicemiante oral de agao intermediaria, cuja principal via de eliminagéo é
biliar (Krentz & Bailey, 2005). A introdugao clinica da glibenclamida deve ser
gradativa e a dose inicial diaria em adultos é de 2,5 mg, podendo chegar a 20

mg.

2.8 Canais de potassio dependentes de adenosina trifosfatona ( K* atp)

Os canais K' atp apresentam, presumivelmente, a atribuicdo de
regular as respostas celulares a isquemia em fungcdo da concentracao
intracelular de ATP (Terzic et al.,, 1995), ou seja, sédo intrinsecamente ligados
ao metabolismo energético celular. Sdo 2 os tipos encontrados: sK* atp, NO
sarcolema, e mK" atp, Nn@a membrana mitocondrial, estes ultimos, de mais dificil
estudo (Esquema 2). Ainda existem controvérsias sobre a maior, ou menor,
importancia de cada um dos 2 tipos de canais K* atp  na mediacdo do PC —
quer isquémico, quer farmacoldgico (Hanley et al., 2005). Contudo, os sK* arp
parecem ter maior participacdo no PCI, enquanto os mK* aAtp estdo mais
relacionados ao PC farmacoldgico. Atualmente consideram-se trés os tipos de
mK*ate que podem estar envolvidos no PC e estes atuariam na regulagéao do
volume da matriz mitocondrial (Garlid et al., 2003), essencial ha manutengao
estrutural da organela por controlar o equilibrio osmoético entre o citosol e a
mitocdndria. Qualquer alteragdo no fluxo do K*, o principal ion intracelular, ira
provocar o desequilibrio. Na mitocéndria funcionante, o efluxo de K* parece ser

maior do que o influxo, de tal modo que a concentracdo intramitocondrial
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permaneca menor que no citosol (Kaasik et al., 2006). A atividade dos canais
mK*atp funcionaria na manutencdo do potencial interno da membrana
mitocondrial (Ag), necessario a fosforilagdo oxidativa, juntamente com um
contratransporte de K*/H" (em direcao oposta), que estabelece um gradiente de
prétons entre a matriz mitocondrial e a membrana interna, compensando, deste
modo, o influxo de K* (Nelson et al.,1990).

Possivel hipétese sobre o mecanismo de acdo do PC seria que a
ativagao dos canais mK*atp permitiria maior influxo de K* com conseqiiente
edema mitocondrial e alteragdo morfolégica do espago da dupla membrana
mitocondrial. Em sequéncia, haveria menor hidrélise de ATP induzida pela ATP
sintase e menor producado de H*; excesso de K" seria contrabalancado pelo
contratransporte de K*/H" e Ca*™ permaneceria no citosol (Carreira et al.,
2005).

A importancia da mitocdndria supera a simples regulacdo do
metabolismo energético, atua sobremodo nos mecanismos da morte celular,
seja no desequilibrio da producdo de radicais livres de oxigénio, seja na
mutacdo do DNA nuclear (Orrenius et al., 2007).

Na verdade, ainda ndo é categérico o papel dos canais mitocondriais
de K*atp, isto é, ndo se sabe se atuariam como “gatilhos” na fase inicial do PC
estimulando a geracao de radicais livres de oxigénio e ativacdo de PKCe , ou

como componentes do efetor final (Wang et al., 2001).
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ADENOSINA ANESTESICOS BRADICININA
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Esquema 2 - Apresentagcdo esquematica e resumida de alguns mecanismos
envolvidos na ativagdo dos canais K'arp no sarcolema e

mitocondria.

R - receptor; G - glicoproteina FLC; - fosfolipase C; PKC - proteina cinaseC; CTE - cadeia
transportadora de elétrons;DAG - diacilglicerol; RLO - radicais livres de oxigénio; 5-HD -
5hidroxidecanoato (Adaptado de: Hanley P & Daut J. J Mol Cell Cardiol. 2005;39:20)

A pesquisa de mecanismos que assegurem protecdo da funcao
renal, contra lesdo de isquemia-reperfusdo, deve ser direcionada a prevencao
do desencadeamento da cascata de eventos celulares decorrentes do estimulo
isquémico-reperfusional e a procura de processos bioldégicos que possam

amplificar os mecanismos enddgenos citoprotetores.
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O escopo desta pesquisa foi a avaliagcdo dos efeitos da
glibenclamida na funcdo e histologia renais de ratos sob anestesia com

sevoflurano e em cenario de franca agressdao aguda por hemorragia.
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O presente experimento foi previamente autorizado pela Comissao
de Etica em Experimentagdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu,
UNESP.

Trata-se de estudo no qual foram utilizados 20 ratos Wistar, com
peso superior a 250g, provenientes do Biotério Central do Campus de
Botucatu. A amostra foi aleatoriamente dividida em dois grupos de 10 ratos
cada:

¢ Grupo 1 (G1) - ratos (1 fémea, 9 machos) anestesiados com
sevoflurano e submetidos a hemorragia de 30% da
volemia;

¢ Grupo 2 (G2) - ratos (5 fémeas, 5 machos) anestesiados com
sevoflurano, tratados com glibenclamida por via
venosa e submetidos a hemorragia de 30% da
volemia.

Aplés pesagem, os ratos eram acomodados em campanula de
material inerte, transparente e volume adequado (3,4L), apresentando-se
satisfatéria para anestesia inalatéria em animais de pequeno porte. Contava
com orificio superior, para entrada da fonte de gases frescos, e orificio inferior
para exalacdo dos gases. Iniciava-se a anestesia com sevoflurano a 4% com
fluxo total de 1L.min" de oxigénio medicinal e 1L.min" de ar comprimido
medicinal. O vaporizador utilizado era da marca Ohmeda (USA), previamente
calibrado para o referido anestésico. Assim que o animal apresentava sinais de
narcose suficiente para sua manipulacédo, a concentracao do anestésico era

diminuida para cerca de 2,5% e a campanula retirada, quando, entéo,
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acoplava-se mascara apropriada ao formato do focinho do rato. Os ratos foram

mantidos em respiracdo espontdnea com a mistura oxigénio/ar/sevoflurano,

variando-se a concentracao anestésica conforme monitorizacdo da freqiéncia
respiratoria. A temperatura retal (T) foi monitorizada a intervalos de 5 min com
termémetro digital. O animal era coberto até a regiao cervical com uma

campanula transparente fenestrada em duas posi¢des, uma delas permitindo a

passagem do térax do rato, e a outra, a acomodacado da entrada de ar

aquecido a 40°C por um compressor-aquecedor que era desligado conforme a

necessidade de se manter a temperatura do corporal entre 35,5 e 37,5 °C.

Os procedimentos cirurgicos iniciavam-se imediatamente apds a
estabilizacdo da anestesia e constaram de incisdo transversal no pescogo com
dissecgéao suficiente para exposi¢éo e canulagao, com venocath 24 GA, de:

1) veia jugular interna, para manutencao da infusdo de solucdo de Ringer
com lactato (RL) 5 mL.kg™.h", para reposicdo de perdas de fluidos (Cheng
et al., 2003), e para a administracao de glibenclamida, para-aminohipurato
de sodio (PAH) e iotalamato de sédio (I0T);

2) artéria carétida, para monitorizacao da pressao arterial média (PAM) e da
frequiéncia cardiaca (FC), utilizando-se transdutor do aparelho de registro
Datex Engstron (Finland).

A dificuldade na obtencdo de urina, especialmente em ratos apés
periodos de hemorragia, ensejou utilizar-se o método para modelos
experimentais com ratos relatado por Rénnhedh et al. (1996).

Ambos os grupos recebiam, imediatamente apds a canulacdo da

veia jugular interna, solucdo prime de 1 mg de PAH (20%, Sigma, USA) e 0,5
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mg de IOT (70%, Mallickrodt, USA) em 0,5 mL de solugédo de NaCl a 0,9%
infundida em 1 minuto. Em seguida iniciava-se a infusdo continua de ambos os
agentes nas seguintes doses: 1 mg. h' de PAH e 0,25 mg.h' de 10T em
solucdo de NaCl a 0,9%. A infusdo de ambos os agentes permanecia até o
final do experimento & velocidade de 0,7 mL.h"', fazendo-se uso, para tal, de
bomba de infusdo Anne® (Abbott, USA). Em G2, logo apés a injecdo da
solugéo prime de PAH e IOT, administrava-se, por via venosa, a glibenclamida
(Glyburide® - Sygma, 0,1%) na dose de 1 mcg.g™” de peso corporal.

A partir da injecdo do prime e inicio da infusdo de 10T e PAH
aguardavam-se 60 min para equilibrio plasmatico de ambos os agentes
(Rénnhedh et al., 1996) e estabilizacdo do animal. Nesse momento (M1),
através da artéria caroétida, iniciava-se a sangria do animal em 3 etapas com
intervalos de 10 min, sendo que o total de sangue retirado correspondia a 30%
da volemia. Procedimento idéntico foi realizado também em G2. Estimava-se a
volemia de cada animal como correspondente a 6% do peso corporal (Ermni et
al., 1995). Em cada momento de hemorragia, a PAM e a temperatura retal
eram registradas. A freqliéncia cardiaca era monitorada pela curva da PAM,
mas seu registro ndo foi possivel devido as propriedades do monitor em limitar-
se a valores inferiores a 250 bpm, o que nem sempre ocorre em ratos. O
sangue arterial coletado foi utilizado como amostra para analise laboratorial do
hematdcrito (Ht), da concentracao do PAH e IOT, pela cromatografia liquida de
alta performance (high performance liquid chromatography - HPLC).

Apbs cada momento de hemorragia havia reposicdo com solucéo de

RL, 1,6 mL. kg"' caso a PAM alcancasse valores abaixo de 80 mmHg. Apds a
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ultima hemorragia, os ratos permaneceram anestesiados por mais 30 min,
quando, entdo, era realizada a nefrectomia bilateral e o sacrificio do animal
com dose pentobarbital sodico suficiente para tal. Ambos os rins, retirados,
eram imediatamente seccionados longitudinalmente em seu maior eixo e
armazenados em frascos separados, para analise histolégica, em solucao de
Dubosque Brasil (formol 120 ml, &cido acético 30 ml e &cido picrico 2g), na qual
permaneceram por um periodo minimo de 12 h e maximo de 36 h. Em seguida
os rins eram identificados por nimero codificado, de modo que o patologista
responsavel pela analise histoldgica e aplicacdo da escala de valores para 0s
critérios estudados néo teria como relacionar a pega examinada ao animal do
experimento.

Os atributos estudados foram: hematdcrito, temperatura retal,
pressdo arterial média, clearance de PAH, clearance de 0T, fragcdo de
filtragdo, fluxo sangtineo renal e resisténcia vascular renal e andlise histolégica
de ambos os rins.

Os momentos em que se estudaram os atributos das funcdes foram:

M1 - controle e coincidente com a 12 hemorragia;
M2 - obtido apds 20 min da 1.2 hemorragia e 10 min da 2.2, sendo
coincidente com a 3.2 hemorragia;

M3 - obtido imediatamente antes da nefrectomia e sacrificio do animal
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SEVO pay ! 5 ! NEFRECTOMIA
10T BILATERAL

l GLIB @ @ @ #
L : 10" | 10’ 30 min
cviI 60 min M1 M2 M3
CAC

Sequiéncia do experimento

SEVO - Inicio do experimento com sevoflurano 4%

CVJI/CAC - Dissecgao/Canulizagao veia jugular interna/artéria carétida
RL - Solucédo de Ringer com lactato

PAH/IOT - Bolus inicial/Infusado continua

GLIB — Glibenclamida nos ratos de G2

4.1  Analise histologica

O preparo das laminas contendo fragmentos de ambos os rins
constou, inicialmente, de fixacdo em parafina e posterior coloragcdo com
hematoxilina/eosina. A avaliagdo histolégica, toda ela realizada pela mesma
patologista, baseou-se na observacdo e analise de evidéncias dos seguintes
critérios: dilatagdo tubular, dilatacdo vascular, congestdo vascular,
vacuolizacao tubular, necrose e evidéncias de regeneracao tubular. Para o
diagnéstico de necrose tubular era necessaria a identificacdo de necrose
nuclear e debris citoplasmatico.

Aos achados, foram atribuidos valores correspondentes ao grau de
importancia de cada uma das possiveis lesdes, sendo zero (0) auséncia de
les@o, valor um (1) para lesées leves, dois (2) para lesbes moderadas e trés (3)

para lesdes intensas.
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4.2 Equipamento Laboratorial

O equipamento utilizado para a dosagem sanglinea de 10T e PAH
foi o Sistema HPLC Shimadzu® (Japan), que consiste de

¢ Auto-injetor SIL-10AF;

¢ Detector UV SPD-10 AV operado a comprimento de onda de
254nm,;

+ Sistema de controle SCL-10 A;

¢ Bombas (2) LC-10 AD - isocraticas com fluxo de 0,8mL.min™" para
liberacdo de solvente;

¢ Comunicador entre médulos CBM 10%;

¢ Desgaseificador modelo DGU2".

A coluna utilizada foi a OmniSpher C18 de 25cm (Varian®) com
respectiva pré-coluna.

Amostras de 20 pL foram injetadas a cada 30 minutos.

A fase movel foi metanol-tampao (18:82, v/v), sendo o tampao
preparado com 50 mM de fosfato monobasico de sédio com 0,5 mM de Pic A,
ajustado o pH para 4,11.

Para a extragdo, 250 yL de soro e 500 pL de acetonitrila, com
padrao interno (PABA) 20 uL.mL", foram colocados em tubo Eppendorff, entdo
agitados e centrifugados a 12.000 rotagbes por 4 minutos. O sobrenadante foi
injetado no cromatégrafo.

As determinacbes de iotalamato e para-aminohipurato de soédio

foram realizadas de maneira relativa — a curva de PAH, PABA e IOT versus
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amostra. Os tempos de retencao foram para PAH, 5,2 minutos, para PABA, 8,7
minutos, e para 10T, 11,2 minutos. A recuperagéo foi de 96,4%.

Obtidos os resultados das concentracdes saguineas de IOT e PAH
em mg.mL"', foram calculados os clearances (C) de iotalamato e para-
aminohipurato de sédio (Cior e Cpan) de acordo com o principio de Fick (Mather

& Runciman, 1985; Rénnhedh et al., 1996):

1 valor constante de infusdo (mg.min™)
C (mL.min™) =

concentragao arterial média (mg.mL™)

O Cpan foi utilizado para estimar o fluxo plasmatico renal efetivo
(FPRefetivo) e o Cior foi utilizado para estimar o ritmo de filtracdo glomerular
(RFG). A fragao de filtracao (FF) foi definida como a razdo RFG/FPRefetivo
(Ciot/ Cpan)-

Na determinacdo do hematécrito, foi utilizado o método do
microhematocrito (Wintrobe, 1967), utilizando-se o aparelho Fanem modelo

240 (Brasil), sendo o resultado expresso em porcentagem.
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4.3

Formulas utilizadas

4.3.1 Fluxo sangiiineo renal
CranH

FSR =
1 - Ht

Sendo:
FSR = fluxo sangiineo renal (mL.min™)
Cpar = Clearance de PAH (mL.min™)

Ht = hematécrito

4.3.2 Fracao de filtracao

Cior
FF -
Cran

Sendo:
FF = frag&o de filtragcéo
Cior = clearance de iotalamato de sédio (mL.min'1)

Cpan = clearance de PAH (mL.min™")

4.3.3 Resisténcia vascular renal

PAM
RVR =
FSR
Sendo:
RVR= resisténcia vascular renal (mmHg.min.mL™)
PAM= presséao arterial média (mmHg)

FSR= fluxo sangiiineo renal (mL.min™")

61
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4.4 Métodos estatisticos

O peso foi analisado pelo teste “t” de Student com o objetivo de

comparar ambos 0s grupos quanto a sua homogeneidade.

Para os atributos avaliados ao longo do tempo nos animais (M1, M2

e M3), foi efetuada Analise de Perfil (Morrison, 1967) com os testes de

1. Interacdo entre grupos e momentos, visando verificar se os perfis
médios dos 2 grupos podem ser considerados similares ao longo
do tempo;

2. verificagdo da igualdade dos 2 grupos no conjunto dos momentos
(diferenca entre os dois perfis), no caso de aceitacdo da
similaridade;

3. verificagdo da diferenga entre momentos no conjunto dos grupos,
no caso de aceitacado da similaridade;

4. verificacao da diferenca entre grupos em cada momento;

5. verificagdo da diferenca entre momentos dentro de cada grupo.

Em cada hipétese testada, foram calculadas as estatisticas F e p.

Para as variaveis histol6gicas anotadas como graus (0 a 3), em cada

rim, durante a analise histoldgica realizada, a comparagao entre os dois grupos
foi efetuada pela prova néo-paramétrica de Mann-Whitney para grupos
independentes (Siegel, 1975), com o célculo das estatisticas U e p. Os graus
atribuidos aos dois rins de cada animal variaram, para cada possivel alteracéo

histolégica, de 0 a 3 em grau crescente de comprometimento.
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Em todas as analises efetuadas, as estatisticas foram consideradas
significativas quando p < 0,05, sendo p a probabilidade de erroneamente se
concluir pela significancia (Curi, 1997). Quando 0,05 < p < 0,10 foi referida

tendéncia a significancia.



O RESULTADOS
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5.1 Peso

Tabela 1 - Média e desvio padrao do peso (g) dos animais utilizados nos

experimentos de ambos 0s grupos

Grupo Peso (g)/dp
G1 346 + 81
G2 338 + 62
Estatistica t=0,25; p>0,50
Comentario G1=G2

Figura 1 - Média do peso (g) dos animais em cada grupo.
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5.2 Temperatura retal (Tr)

Tabela 2 - Temperatura retal (°C). Média e desvio padrdo dos valores

observados em cada momento nos dois grupos experimentais

Momentos
M1 M2 M3
Grupos
G1 359+1,9 35,6 +1,7 36,0 +1,8
G2 37,014 36,2 +1,3 36,7 £0,7
38,0+
37,51

o Gt
m G2

Tr (°C)

M1 M2 M3
Momentos

Figura 2 - Médias dos valores da temperatura retal(°C) em cada momento nos
dois grupos experimentais.

Quadro 2 - Temperatura retal. Hipoteses testadas, estatisticas calculadas e

comentarios
Hipotese Estatistica Comentario
1. Interagao entre grupos e F=0,28; p>0,50 Perfis similares
momentos
2. Efeito de grupo F=1,87; p>0,10 Perfis iguais
3. Efeito de momento F=2,00; p>0,10 Momentos nao diferem
4. Efeito de grupo em cada M1: F=1,90; p>0,10 G1=G2
momento M2: F=0,81; p>0,10 G1=G2

M3: F=1,40; p>0,10 G1=G2
5. Efeito de momento em cada G1: F=2,33; p>0,10 M1=M2=M3
grupo G2: F=3,28; p>0,05 M1=M2=M3
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5.3 Pressao arterial média (PAM)

Tabela 3 - Pressao arterial média (mmHg). Média e desvio padrao dos valores

observados em cada momento nos dois grupos experimentais

Momentos
M1 M2 M3

Grupos
G1 96 + 25 89 +20 75 +20
G2 89 +20 79 £ 21 73 £15

=)

I

£

E @ Gt

= m G2

o

M1

M2 M3
Momentos

Figura 3 - Média dos valores da pressao arterial média (mmHg) observados em

cada momento nos dois grupos experimentais.

Quadro 3 - Presséo arterial média. Hipdteses testadas, estatisticas calculadas

e comentarios

Hipodtese Estatistica Comentario
1. Interagao entre grupos e F=0,28; p=0,50 Perfis similares
momentos
2. Efeito de grupo F=0,68; p>0,10 Perfis iguais
3. Efeito de momento F=7,06; p<0,05 Existe efeito de
momento
(M1=M2)>M3
4. Efeito de grupo em cada M1: F=0,41; p>0,50 G1=G2
momento M2: F=1,02; p>0,10 G1=G2
M3: F=0,06; p>0,50 G1=G2
5. Efeito de momento em cada G1: F=9,57; p<0,05 (M1=M2)>M3
G2: F=5,79; p<0,05 M1>M8;

grupo

M2 intermediario
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5.4 Hematocrito (Ht)

Tabela 4 - Hematécrito (%). Média e desvio padrao dos valores observados em

cada momento nos dois grupos experimentais

Momentos
M1 M2 M3
Grupos
G1 41 + 36 33+3
G2 37 % 34 + 31+
g
¥ o Gt
| G2

M1

M2 M3
Momentos

Figura 4 - Médias dos valores de hematécrito (%) em cada momento em

ambos 0s grupos.

Quadro 4 - Hematécrito. Hipoteses testadas, estatisticas calculadas e

comentarios

Hipétese Estatistica Comentario
1. Interagéo entre grupos e F=2,48; p>0,10 Perfis similares
momentos
2. Efeito de grupo F=2,70; p>0,10 Perfis iguais
3. Efeito de momento F=105,72; p<0,05 M1>M2>M3
4. Efeito de grupo em cada M1: F=4,70;p<0,05 G1>G2
momento M2: F=1,65; p>0,10 G1=G2

M3: F=1,10; p>0,10 G1=G2
5. Efeito de momento em cada G1: F=81,87; p<0,05 M1>M2>M3
grupo G2: F=45,27; p<0,05 M1>M2>M3
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5.5 Clearance de para-aminohipurato de sodio (Cpan)

Tabela 5 - Clearance de para-aminohipurato de sédio (mL.min".g™"). Média e

desvio padrdo dos valores observados em cada momento nos dois

grupos experimentais

Momentos
M1 M2 M3
Grupos
G1 0,068 £ 0,024 0,067 £ 0,026 0,054 £ 0,023
G2 0,083 + 0,024 0,096 + 0,016 0,096 £ 0,016
0,120
—~ 0,100 B ;/I l
TU)
"_::- 0,080
€ *r— ——G1
i 0,060 -
[= == G2
T 0,040 - )
S
0,020 -
0,000
M1 M2 M3
Momentos

Figura 5 - Médias dos valores do clearance de para-aminohipurato de sodio

(mL.min™".g".10%).

Quadro 5 - Clearance de para-aminohipurato de sddio. Hipdteses testadas,

estatisticas calculadas e comentarios

Hipétese Estatistica Comentario
1. Interagao entre grupos e F=4,35; p=<0,05 Existe interacao
momentos Perfis ndo similares
2. Efeito de grupo F=;p
3. Efeito de momento F=;p
4. Efeito de grupo em cada M1: F=2,09; p>0,05 G1=G2
momento M2: F=9,25; p<0,05 G1<G2
M3: F=22,79; p<0,05 G1<G2

5. Efeito de momento em cada G1: F=8,03; p<0,05

M2 > M3; M1 intermed.

grupo G2: F=3,43; 0,05<p<0,10 M1<(M2=M3)
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5.6 Clearance de iotalamato de sodio (Cior)

Tabela 6 - Clearance de iotalamato de sédio (mL. min™). Média e desvio padrao
dos valores observados em cada momento nos dois grupos

experimentais

Momentos
M1 M2 M3
Grupos
G1 0,992 + 0,050 1,002 + 0,042 0,924 +£ 0,169
G2 1,020 + 0,008 1,020 + 0,050 1,000 + 0,050
1,200 -
1,150 ~
1,100 ~
=~ 1,050
: 3
R = —a N
£ 0,950 - a2
‘.6’ 0,900 - -
o 0,850 -
0,800
0 Z
M1 M2 M3
Momentos

Figura 6 - Médias dos valores de clearance de iotalamato de sédio (mL. min™)
em cada momento nos dois grupos.

Quadro 6 - Clearance de iotalamato de sodio. Hipoteses testadas, estatisticas

calculadas e comentarios

Hipodtese Estatistica Comentario
1. Interagéo entre grupos e F=0,93; p>0,10 Perfis similares
momentos
2. Efeito de grupo F=4,16; 0,05<p<0,10 Tendéncia G1<G2
3. Efeito de momento F=2,42; p>0,10 M1=M2=M3
4. Efeito de grupo em cada M1: F=3,78;0,05<p<0,10 Tendéncia G1<G2
momento M2: F=1,83; p>0,10 G1=G2
M3: F=2,01; p>0,10 G1=G2
5. Efeito de momento em cada G1: F=6,09; p<0,05 M3<M2; M1 intermediario

grupo G2: F=0,20; p>0,50 M1=M2=M3
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5.7 Fracao de filtracao (FF)

Tabela 7 - Fracao de filtragcdo. Média e desvio padrdao dos valores observados

em cada momento nos dois grupos experimentais

Momentos
M1 M2 M3
Grupos
G1 0,052 + 0,030 0,053 + 0,029 0,060 + 0,030
G2 0,042 + 0,021 0,032 + 0,003 0,032 + 0,001
0,100
0,090 -
0,080 - T
0,070
0,060 -
’ L —— G
L 0,050 - L g G
0’040 b .\. >
0,030 - C
0,020 -
0,010 +
0,000
M1 M2 M3
Momentos

Figura 7 - Médias dos valores da fracdo de filtragdo em cada momento nos
dois grupos experimentais x 100.

Quadro 7 - Fragéo de filtracdo. Hipoteses testadas, estatisticas calculadas e

comentarios
Hipodtese Estatistica Comentario
1. Interagao entre grupos e F=3,71; p<0,05 Perfis ndo similares
momentos
2. Efeito de grupo F=;p
3. Efeito de momento F=;p
4. Efeito de grupo em cada M1: F=0,74;p>010 G1=G2
momento M2: F=5,30; p<0,05 G1>G2
M3: F=9,15; p<0,05 G1>G2
5. Efeito de momento em cada G1: F=8,63; p<0,05 (M1=M2)< M3

grupo G2: F=3,08; p>0,10 M1=M2=M3
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5.8 Fluxo sangtlineo renal (FSR)

Tabela 8 - Fluxo sangiiineo renal (mL.min".g™"). Média e desvio padrdo dos
valores observados em cada momento nos dois grupos

experimentais

Momentos
M1 M2 M3
Grupos
G1 0,114 + 0,040 0,106 + 0,042 0,080 + 0,035
G2 0,132 + 0,039 0,146 + 0,024 0,140 + 0,023
0,180 - ~
0,160 -
.,-; 0,140 B J
TE 0,120 ¢
€ 0,100 - ——Gf
E 0,080 - 1 - G2
o 0,060 -
2 0,040 -
0,020
0,000
M1 M2 M3
Momentos

Figura 8 - Médias dos valores do fluxo sangiiineo renal (mL.min".g")

observados em cada momento em ambos 0s grupos.

Quadro 8 - Fluxo sangulineo renal. Hipéteses testadas, estatisticas calculadas

e comentarios

Hipotese Estatistica Comentario
1. Interagéo entre grupos e F=0,42; p>0,50 Perfis similares
momentos
2. Efeito de grupo F=0,14; p>0,50 Perfis iguais
3. Efeito de momento F=0,39; p>0,50 Momentos nao diferem
4. Efeito de grupo em cada M1: F=1,10;p>0,10 G1=G2
momento M2: F=2,84; p>0,10 G1=G2
M3: F=0,08; p>0,50 G1=G2
5. Efeito de momento em cada G1: F=0,93; p>0,10 M1=M2=M3

grupo G2: F=1,51; p>0,10 M1=M2=M3
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5.9 Resisténcia vascular renal (RVR)

Tabela 9 - Resisténcia vascular renal (mmHg.mL".min). Média e desvio padrio
dos valores observados em cada momento nos dois grupos

experimentais

Momentos
M1 M2 M3
Grupos
G1 3,22 +2,57 3,10 £ 2,06 3,44 £2,25
G2 2,27 +1,30 1,64 + 0,40 1,58 £0,35
7,0
< 6,0 1 -
£
E 50-
—
E 4.0 ——Gi
:IE: 3,0 - *~— —i— G2
€501 '\!
= 7
e 1,0 4
0,0
M1 M2 M3
Momentos

Figura 9 - Médias dos valores da resisténcia vascular renal (mmHg.mL".min)
observados em cada momento em ambos 0s grupos.

Quadro 9 - Resisténcia vascular renal. Hipdteses testadas, estatisticas

calculadas e comentarios

Hipétese Estatistica Comentario
1. Interagéo entre grupos e F=1,86; p>0,10 Perfis similares
momentos
2. Efeito de grupo F=9,86; p<0,05 G1>G2
3. Efeito de momento F=1,32; p>0,10 M1=M2=M3
4. Efeito de grupo em cada M1: F=1,08;p>0,10 G1=G2
momento M2: F=4,80; p<0,05 G1>G2
M3: F=6,65; p<0,05 G1>G2
5. Efeito de momento em cada G1: F=2,79; p>0,10 M1=M2=M3

grupo G2: F=2,90; p>0,10 M1=M2=M3
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Analise histolégica

5.10 Dilatacao tubular

Tabela 10 - Grau de dilatacao tubular. Escores dos rins direito (D) e esquerdo

(E) de cada rato em ambos os grupos

Ratos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
G1 D 1 1 1 2 2 2 2 1 2 3

E 3 3 1 3 1 1 1 1 1 1

D 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
G2 E 0 1 1 1 1 1 0 1 1 0

4,

s

2

2370 1 I |

o OoG1-D
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ratos
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Figura 10 - Grau de dilatagdo tubular. Escores de dilatagdo tubular dos rins

direito e esquerdo de cada rato em ambos os grupos.

Quadro 10 -Dilatagdo tubular dos rins direito e esquerdo de cada rato em

ambos os grupos. Estatistica e comentario

Variavel

Estatistica

Comentario

Dilatacao tubular

p<0,05

G1>G2
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5.11 Dilatacao vascular

Tabela 11 - Grau de dilatagao vascular. Escores dos rins direito (D) e esquerdo
(E) de cada rato em ambos os grupos

Ratos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Gi D 1 1 1 1 1 2 1 1 1 3
E 1 1 1 2 1 1 1 1 0 1
G2 D 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 -
s
=
o
o 3 - _
& mGl-E
@ 2 a a
© mG2-D
© mG2-E
[}]
° 11
=
i
O T T T T T T T T T 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ratos

Figura 11 - Grau de dilatagdo vascular. Escores de dilatacao vascular dos rins
direito e esquerdo de cada rato em ambos os grupos.

Quadro 11 -Dilatagdo vascular dos rins direito e esquerdo de cada rato em

ambos os grupos. Estatistica e comentario

Variavel Estatistica Comentario

Dilatagao vascular p<0,05 G1>G2
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5.12 Congestao vascular

Tabela 12 - Grau de congestdo vascular. Escores dos rins direito (D) e
esquerdo (E) de cada rato em ambos os grupos

Ratos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
G1 D 1 1 1 0 0 2 2 0 0 0
E 1 0 2 2 0 0 0 0 0 0
G2 D 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

£ S 47

]

=

@

® 3 -

>

o OoG1-D

{3+

» mGi1-E

o 2 - a0 noon

2 mG2-D
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[}] 17
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Ratos em G1 e G2

Figura 12 - Grau de congestao vascular. Escores de congestao vascular dos
rins direito esquerdo de cada rato em ambos 0s grupos.

Quadro 12 - Congestéo vascular dos rins direito e esquerdo de cada rato em

ambos os grupos. Estatistica e comentario

Variavel Estatistica Comentario

Congestéao vascular p<0,05 G1>G2
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5.13 Vacuolizacao tubular

Tabela 13 - Grau de vacuolizagdo tubular. Escores dos rins direito (D) e

esquerdo (E) de cada rato em ambos os grupos

Ratos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
G1 D 0 1 0 1 0 0 1 1 1 2
E 2 1 0 1 0 1 1 1 0 0
G2 D 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0
E 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0
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Figura 13 - Grau de vacuolizagao tubular. Escores de vacuolizagédo tubular dos
rins direito e esquerdo de cada rato em ambos 0s grupos.

Quadro 13 -Vacuolizagao tubular dos rins direito e esquerdo de cada rato em

ambos os grupos. Estatistica e comentario

Variavel Estatistica Comentario

Vacuolizacao tubular p<0,05 G1>G2
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5.14 Necrose

Tabela 14 - Grau de necrose. Escores dos rins direito (D) e esquerdo (E) de

cada rato em ambos os grupos

Ratos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 D T 3 1 0 0 o0 2 2 2 3
E o 3 1 0 0 1 1 2 1 2
a2 D 2 1 0 0 0 3 0 1 0 o0
E 1 1 0 0 0 2 0 2 0 0
4,
85 '
§ oG1-D
2, ||l |mGi-E
S mG2-D
3 mG2-E
G1H m {W w
O T T T T T T T T 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ratos em G1 e G2

Figura 14 - Grau de necrose. Escores dos rins direito (D) e esquerdo (E) de
cada rato em ambos 0s grupos.

Quadro 14 -Necrose dos rins direito e esquerdo de cada rato em ambos os
grupos. Estatistica e comentario

Variavel Estatistica Comentario

Necrose p>0,10 G1=G2
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5.15 Regeneracao tubular

Tabela 15 - Grau de regeneragado tubular. Escores dos rins direito (D) e

esquerdo (E) de cada rato em ambos os grupos

Ratos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
G1 D 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0
E 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1
Go D 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Figura 15 - Grau de regeneragao tubular. Escores de regeneracao tubular dos
rins direito e esquerdo de cada rato em ambos 0s grupos.

Quadro 15 -Regeneracao tubular dos rins direito e esquerdo de cada rato em
ambos 0s grupos. Estatistica e comentario

Variavel Estatistica Comentario

Regeneracéo tubular p>0,10 G1=G2
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Figura 17 - Andlise histolégica de rim de rato de Gi.

vacuolizacao citoplasmatica. HE-40x.

Tubulos
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6.1 Modelo experimental

O presente estudo avalia a funcao e integridade morfologica renais
de ratos submetidos a estimulo potencialmente pré-condicionante, anestesia
com sevoflurano, e também submetidos a dois estimulos potencialmente
agressores renais, sevoflurano e hipovolemia. A diferenciar os dois grupos da
populacdo estudada, tdo-somente o pré-tratamento com glibenclamida, um
bloqueador dos canais K*arp.

O modelo experimental aplicado neste estudo para avaliar a fungéo
renal obedeceu a metodologia descrita por Ronnhedh et al. (1996), adequada
ao animal do experimento. A obtencao de urina para a realizagdo da medida do
clearance renal € problematica em pequenos roedores devido ao reduzido
volume, principalmente ap6s hemorragia. As estimativas do fluxo plasmatico
renal, a partir do clearance de PAH, e do ritmo de filtracao glomerular, com a
utilizagdo do clearance de IOT, j4 foram validadas anteriormente em ratos
Fisher 344 e Wistar (Jaquenod et al., 1998; Marangoni, 2005; De Souza Silva
et al., 2006). O método descrito satisfaz critérios de reprodutibilidade e garante
boa medida do clearance. Estes critérios sdo importantes quando € necessaria
a comparagdo das medidas de clearance renal no mesmo animal em
momentos diversos, antes e apos tratamento. O clearance de creatinina requer
coleta de amostras de sangue e urina, enquanto os de PAH e IOT podem ser

facilmente realizados pela cromatografia liquida de alta performance.
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6.2 Populacao da amostra

Os animais utilizados no experimento foram aleatoriamente
selecionados do Biotério Central da UNESP - Botucatu. Gerados e criados em
cativeiro, foram submetidos as mesmas condicdes ambientais e alimentares,
assim como a controles internos de idade e zoonoses. A captacao e selecao
apropriadas dos animais refletiram-se na homogeneidade da amostra, em
ambos o0s grupos estudados, em relagdo ao atributo peso corporal (Tabela,
Figura e Quadro 1). Em relagéo ao género dos animais, entretanto, ndo houve
distribuicdo normal entre os grupos. Em G1 havia apenas um animal fémea,
enquanto que em G2 houve uniformidade na distribuicdo (50% fémeas, 50%

machos).

6.3 Ventilacao espontanea

Annat et al. (1983), estudando os efeitos da ventilagdo com pressao
positiva (VPPI) em pacientes internados em unidades intensivas, concluiram
que este modo ventilatério resulta no aumento significante da renina
plasmatica, aldosterona e vasopressina. Entretanto, Payen et al. (1987),
também em estudo realizado em seres humanos, observaram que o0
mecanismo antidiurético da VPPl ndo estava associado ao aumento da
vasopressina circulante. A opcao por ventilagdo espontanea nos ratos de
ambos 0s grupos mostrou-se interessante, neste experimento, por duas

razbes: menor alteragdo na concentracdo plasmatica de substancias que
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comprometem a fungé@o renal e auxilio, com a observa¢do da amplitude dos
movimentos do térax e da freqUéncia respiratéria, para a monitorizagdo da

adequacao da anestesia.

6.4 Glibenclamida e hipoglicemia

A indicagao clinica da glibenclamida é o tratamento da diabetes
mellitus, em pacientes ainda sem indicagdo de insulinoterapia continua. Atua
nas células tipo B do pancreas bloqueando os canais de K*atp. Pompermayer et
al. (2005), ao utilizarem glibenclamida em ratos, puderam medir 0s niveis
glicémicos apo6s 4 h e 24 h e ndo observaram hipoglicemia na populagédo da
amostra, mas sim hiperglicemia; acreditaram que o0s niveis glicémicos
encontravam-se aumentados em decorréncia do estresse cirlrgico, no caso,
nefrectomia. No presente estudo, ndo se verificou a glicemia durante o
experimento por tratar-se de intervencdo aguda (< 4 h), fugindo do perfil
farmacocinético da glibenclamida em relagdo a capacidade secretagoga.
Evgenov et al. (2003) também ndo observaram alteragdes glicémicas, em
experimento de choque hemorrdgico em ratos, com outra sulfoniluréia
(glipizide), em contraste com o observado no grupo ndo submetido ao quadro

de choque.
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6.5 Temperatura

Os dados coletados (Tabela, Figura e Quadro 2) representam o0s
valores da temperatura retal nos trés momentos da pesquisa. Os valores
medidos nao variaram significantemente entre 0s grupos, nem entre 0s
momentos, refletindo, possivelmente, o controle da temperatura durante todo o
experimento com a utilizagdo da manta térmica. Hipotermia, em situagdes de
hipoperfuséo, poderia ser fator de protecao renal, enquanto a hipertermia, em
condicbes de isquemia, favoreceria 0 agravamento da lesdo renal
possivelmente por alterar a disponibilidade de ATP e promover aumento de

radicais livres de oxigénio (Zager & Altschuld, 1986).

6.6 Hematocrito

A realizacdo de sangrias, ao longo do experimento, determinou
diminuicdo progressiva dos valores do hematdcrito (Tabela, Figura e Quadro
4), muito embora, em episddios de hemorragia aguda, quedas abruptas de
seus valores ndo sejam habitualmente observadas, pois o deslocamento de
liquido do espacgo intersticial para o intravascular requer certo intervalo de
tempo. Contudo, pode-se atribuir a redu¢cao do hematocrito a reposigcao hidrica
de manutengdo, ao acréscimo do volume diluente das solu¢gées com os
agentes administrados (PAH, 10T) e a realizagao eventual de bolus de solugcéao
de Ringer com lactato que se fizeram necessarios apdés cada sangria, para

estabilizacdo hemodinamica. A populagdo do grupo controle (G1) apresentou
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valores iniciais maiores em M1, mas no decorrer do experimento 0s grupos
mostraram decremento similar, tornando irrelevante a diferenga inicialmente

observada.

6.7 Pressao arterial média

Débito cardiaco (DC), pressao arterial média e pressao de perfusao
renal sdo parametros que, prioritariamente, devem ser mantidos em seus
valores fisiologicos a fim de se evitar disfuncao renal. Anestésicos inalatérios
com radical éter em suas composicbes quimicas, como o sevoflurano,
comportam-se como potentes vasodilatadores, podendo favorecer, inclusive, a
manutengdo do DC. Também, o sevoflurano ndo aumenta a pressdo venosa
central, em contraste com outros anestésicos inalatérios. Cahalan (1996)
sugere, como hipétese possivel, menor pds-carga no ventriculo direito com o
sevoflurano.

Embora nao haja definicdo quanto aos limites ideais do DC para a boa
funcao renal, existe correlacao entre este parametro e perfusao renal (Kellum
et al., 2005), de modo que a diminui¢do do DC ir4 reduzir também o ritmo de
filtracdo glomerular. O cortex renal recebe 90% da fracao do DC (20-25%) que
chega ao rim e possui pressao parcial glomerular de oxigénio (PO.) em torno
de 95 mmHg, valores muito maiores do que aqueles encontrados na medula
renal (10 mmHg) (Vianna & Castiglia, 2004). O impacto da pressado arterial
média no ritmo de filtracdo glomerular é absorvido pela auto-regulagéo renal e,

em principio, ndo chega, — ainda que concomitantemente a administracdo da
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maioria dos anestésicos (Stoelting & Hillier, 2006), a abolir a filtracao
glomerular.

O leito capilar glomerular situa-se entre dois sistemas de elevada
resisténcia (arteriolas aferente e eferente), o que permite a manutencao da
pressao hidrostatica elevada ao longo de todo o leito. Considerando-se a
pressao oncoética do fluido capsular quase nula, pois em condicées normais
nao contém proteinas, além de constantes a permeabilidade hidraulica da
membrana e a area da superficie filtrante, tem-se que a pressdo de
ultrafiltragdo, ou seja, a diferenca entre a pressao hidraulica e oncética (mc) ao
longo da circulagédo glomerular ird determinar o ritmo de filtragdo gomerular. A
pressao média de ultrafiltragdo normal ao longo do glomérulo é estimada em 17
mmHg (Vander, 1995) e tem na pressdo oncética do capilar glomerular
importante componente regulador, capaz de influenciar sobremaneira o ritmo
de filtracdo glomerular.

No presente estudo, observando-se o comportamento da pressao
arterial média (Tabela, Figura e Quadro 3), verificou-se que nao houve, na
analise dos momentos, variacao significante entre os grupos. Ocorreu,
entretanto, queda gradativa de seus valores em M2 e M3, provavelmente
consequente as sangrias, que embora progressivas e seguidas de eventual
reposi¢ao volémica, sucederam-se, ainda, em curto espago de tempo.

A hipotensdo validou a hemorragia como estimulo suficiente para
ativacdo dos sistemas nervoso simpdtico e renina-angiotensina. Ambos o0s
sistemas atuam na tentativa de manter o volume intravascular e interagindo em

diversos sitios de acao. O sistema simpatico renal induz a liberacao de renina
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por estimulacdo de receptores B+, ja a angiotensina Il, ao estimular receptores
AT4, aumenta o tébnus simpdtico renal, por mecanismo central e periférico
(DiBona, 2001). Jackson et al. (2005) sugerem, ainda, que a estimulacdo de
receptores o, adrenérgicos por noradrenalina também pode determinar
ativacao da angiotensina Il

A ativagdo dos canais K'atp tem sido apontada como mecanismo
importante na regulacdo da pressao arterial em estados de choque por
vasodilatagdo (Landry et al., 2001). Salzman et al. (1997) observaram, em
porcos, melhora da pressao arterial sistémica apds injecao intravenosa em
bolus de glibenclamida (10mg.kg”), além de terem obtido melhor fluxo
sanguineo renal e maior concentracao cortical renal de ATP.

De Nicola et al. (1992) demonstraram, em ratos, antagonismo
fisiolégico entre 6xido nitrico e angiotensina Il. Estudo de choque hemorragico,
em porcos, mostrou associagdo entre canais K'atp ativados e éxido nitrico
(Musser et al., 2004), confirmando pesquisas anteriormente realizadas em
ratos, que evidenciaram a recuperacao da pressao arterial média em choque
hemorragico tratado com inibidores de canais K'atp (Md et al., 2003). Lange et
al. (2006), em estudo que utilizou protocolo de choque séptico em ovelhas,
observaram efeito benéfico de glipizide (sulfoniluréia) sobre a pressao arterial.
Também Evgenov et al. (2003) utilizaram glipizide, tanto por via venosa quanto
intramuscular, em ratos, em experimento de choque hemorragico, e
observaram que houve melhora no desfecho (menor disfuncdo organica e

maior sobrevida imediata pds-choque).
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6.8 Clearance de para-aminohipurato de sodio

O clearance de PAH permite a estimativa do fluxo plasmatico renal
efetivo (FPRefetivo), isto porque os tubulos proximais possuem um eficiente
mecanismo secretor, capaz de extrair integralmente o PAH do sangue
peritubular. O PAH é ativamente transportado para o interior das células do
tubulo contornado proximal através da membrana basolateral, e assim resulta o
gradiente intracelular que ira facilitar sua difusdo para o lumen tubular. Este
processo, entretanto, restringe-se ao cortex renal, mas permite que o clearance
de PAH possa estimar cerca de 90% do fluxo plasmatico renal.

Ao analisar-se o clearance de PAH em ambos os grupos, (Tabela,
Figura e Quadro 5) pOde-se constatar significante diminuicdo dos valores
obtidos, neste atributo, no grupo controle em M3. Os valores das médias em
M2 e M3 foram menores que os calculados em G2. Assim, esta diminuicao do
FPRefetivo em G1 sugere aumento da resisténcia na arteriola aferente.

Considerando-se os resultados do clearance de PAH em G2,
verifica-se que o FPRefetivo foi maior que em G1 a partir de M2. Como nao se
observaram alteragbes significantes no fluxo sanglineo renal, isto espelha
possivel vasodilatacdo da arteriola aferente e discreto aumento da resisténcia
da arteriola eferente. Estas respostas fisioldgicas favoreceram a manutencéo
do ritmo de filtragdo glomerular e também a elevagé@o do FPRefetivo, deixando
a resisténcia vascular renal estavel até o final do procedimento como
consequéncia do refinado equilibrio entre as resisténcias das arteriolas

aferentes a eferentes. A fracdo de filtragdo manteve-se igualmente estavel
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durante o experimento, entretanto verificou-se que as fragdes calculadas para
G2 foram menores do que aquelas deduzidas para o grupo controle. Estes
resultados foram consistentes com aumento, em G2, do FPRefetivo
proporcionalmente maior que o RFG, quando comparados com 0s mesmos
valores absolutos do grupo controle — definitivamente um viés —, pertinente as

fracoes.

6.9 Clearence de iotalamato de sodio

A estimativa do ritmo de filtragdo glomerular informa sobre a fungéo
renal com boa acuracia e pode ser obtida apds a verificagdo do clearance de
diversos agentes. A creatinina sérica seria um marcador muito util para este fim
caso nao sofresse influéncias outras (idade, farmacos, dieta, tempo, massa
muscular, etc.). Existem outros marcadores da filtracdo glomerular, como a
inulina e radionuclideos, ambos mais dispendiosos e de execugcao pouco
pratica tecnicamente (Adrogué & Madias, 1998).

Neste estudo, o clearance de IOT nao apresentou diferencas
significantes ao analisar-se o comportamento deste atributo em ambos os
grupos. Houve, apenas, tendéncia de G2 > G1 no momento controle, M1
(Tabela, Figura e Quadro 6). Entretanto, em G1 pbde-se observar efeito

significante em M3, indicativo de diminui¢c&o do ritmo de filtracdo glomerular.
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6.10 Fracao de filtracao

A elevacado da pressao oncética ao longo do capilar glomerular é
diretamente proporcional a fracdo do fluxo plasmatico filtrado (fracdo de
filtracdo - FF). Quando a pressao oncoética iguala-se a pressao hidrostatica, a
filtracdo deixa de ocorrer (ponto de equilibrio).

Calcula-se a fracao de filtracdo a partir dos clearances de IOT e
PAH, portanto, a observancia dos valores absolutos de ambas as variaveis
deve ser considerada ao se compararem os resultados de uma fragdo. Neste
estudo, o grupo controle apresenta FF maior que em G2, todavia, houve,
naquele grupo, diminuicdo dos valores absolutos dos clearances de 10T e

PAH.

6.11 Fluxo sangiiineo renal

Nao houve diferenga significante entre os grupos e momentos.
Entretanto, o fluxo plasmatico renal efetivo apresentou-se maior em G2,
conforme indicado pelo clearance de PAH. Valores menores de hematoécrito em
G2, comparativamente a G1, principalmente em M1, podem ter influenciado na
estabilizagdo do fluxo sanguineo renal de G2 em relacao a G1.

Fluxo sangiineo elevado determina aumento do ritmo de filtracao
glomerular, tanto por aumento da presséo capilar, quanto por valores menos
elevados da presséo oncética (n;) nas porgdes mais distais do capilar. Quando

ha vasoconstricio da arteriola aferente, observa-se redugcdo da filtracao
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glomerular por reducédo do fluxo sanguineo renal no glomérulo. De outro modo,
o0 aumento da resisténcia na arteriola eferente (Re) retarda a saida do fluxo
sangiineo do glomérulo e, quando ndo muito intenso, também aumenta a
filtragdo glomerular. A L-arginina, precursor do Oxido nitrico, determina
aumento do fluxo sanguineo renal e ritmo de filtracdo glomerular e, quando
administrada em infusdo continua em coelhos, houve melhor preservacao da
funcdo renal do que no grupo controle, durante experimento de pré-
condicionamento isquémico, em ambos os rins. A hipdtese plausivel seria a
ocorréncia de vasodilatagdo da arteriola glomerular eferente subjacente a acéao
direta de éxido nitrico (Dagher et al., 1995).

O aumento da produgcdo de angiotensina Il (sistema renina-
angiotensina) resulta em vasoconstricdo, preferencialmente de arteriola
eferente (aumento da resisténcia), e reducao do fluxo sangliineo renal, sem
comprometimento da filtracao glomerular (Wilson & Aronson, 2001; Vianna &
Castiglia, 2004). Maiores elevagdes da Re, entretanto, irdo determinar maior
fluxo plasmatico renal efetivo com conseqliente aumento gradativo da pressao

oncética (m;) e diminuicao do ritmo de filtragcdo glomerular.

6.12 Resisténcia vascular renal

Ao comparar-se a resisténcia vascular renal (RVR) calculada para
ambos os grupos, verificou-se que em G2 houve significante diminuicdo em
relacdo a G1, em M2 e M3, acompanhando a reducao da pressao arterial

média, paralelamente, de modo que nao se observou diminuicdo consistente
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do fluxo sanguineo renal. Rahgozar et al. (2003), em preparagdes de isquemia
em rim isolado de ratos, adicionaram glibenclamida e diazdxido
(separadamente e simultaneamente) ao perfusato e avaliaram a funcao renal
(clearance de inulina e excrecao fracionaria de sodio). Apos analise,
observaram que a glibenclamida diminuiu a resisténcia vascular renal de modo
significante, embora ndo tenha alterado o ritmo de filtracdo glomerular em
relacdo ao controle. O diazéxido nao provocou alteracbes significantes.
Preparagdes de rim isolado (ex-vivo) detém viéses importantes quando nao séo
utilizados neutroéfilos e outros leucécitos no perfusato, ja que um dos possiveis
mecanismos da glibenclamida seria em canais de K" atp dos neutrofilos.
Segundo Cahalan (1996), o sevoflurano deprime o débito cardiaco
em concentracdes que variam de 1 a 1,5 CAM, recuperando-se apos 2 CAM. O
volume sistélico sofre diminuicdo de até 30% dos valores normais, talvez por
nao haver resposta cronotrépica cardiaca que possa compensar a diminuicao
da resisténcia vascular sistémica observada. O tébnus vascular agrega, na
anestesia com sevoflurano, mais um fator dentre os muitos que tém
propriedades de modula-lo nos diversos tecidos organicos (ativacao do sistema
nervoso simpatico, idade, tbnus pré-existente, etc.). Todos os anestésicos
inalatérios diminuem a presséo arterial sistémica em fungéo da dose utilizada.
Enquanto halotano e enflurano tém propriedades farmacolédgicas que originardo
efeitos depressores por agdo preponderante na forga contratil, o sevoflurano,
assim como o isoflurano e desflurano, atua interagindo sistemicamente na
resisténcia vascular, o que aumenta a complexidade da compreensdao dos

resultados de suas acdes. No presente estudo, o sevoflurano foi o Unico
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anestésico utilizado, em ambos os grupos. Entretanto, efeitos endoteliais
aditivos dependentes do sevoflurano e  glibenclamida n&o podem ser

afastados.

6.13 Analise histologica

A disfuncdo renal determinada por lesdo de isquemia-reperfusdo
ocorre por dano glomerular e tubular, podendo resultar em insuficiéncia renal.
O glomérulo, a exemplo de outros leitos capilares, quando agudamente
agredido, ensaia alteragbes inflamatorias que, perpetuadas, poderéao
definitivamente comprometer a funcdo organica. A hipoperfusdo renal € a
causa mais comum de insuficiéncia renal aguda e, ainda que nao ocorra
acentuada hipotensdo arterial sistémica, a hipoperfusdo cortical pode
determinar azotemia pré-renal com redugdo do ritmo de filtragao glomerular.
Deste modo, podem-se considerar as lesdes isquémicas renais como
participantes de uma Unica sindrome, cujo grau de reversibilidade estara
inversamente subordinado a intensidade do estimulo agressor (Vianna &
Castiglia, 2004).

A inflamag&o aguda determina edema e hipercelularidade devido a
infiltracdo leucocitaria (neutréfilos e mondcitos) assim como degeneracao
hidrépica das células mesangiais e endoteliais (Jones, 1977). Este processo
resulta na obstrugdo do fluxo sangiiineo ao glomérulo e, consequientemente,
diminuicao na fracao de filtracdo, apesar de a funcao tubular ainda permanecer

eficaz. A necrose segmentar é irregular nas células tubulares, quase sempre
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acompanhada de ruptura da membrana basal tubular. O surgimento de
vacuolos claros nos tubulos renais, mais usualmente nos tdbulos proximais, é
normalmente associado a alteragdes hidroeletroliticas (Robins, 1974).

A instalagdo aguda da isquemia rapidamente pode determinar perda
da integridade do citoesqueleto, da polaridade celular e descamacéo da borda
em escova dos tubulos proximais (Mahon & Shorten, 2006).

A pars recta do tubulo contorcido proximal € a estrutura inicialmente
mais comprometida no cortex renal, enquanto na medula a alga de Henle, na
sua por¢cao mais larga, possui 0 maior risco de lesao hipoxica, possivelmente
devido ao seu alto consumo de oxigénio (Wilson & Aronson, 2001).

Oliguria torna-se, na maioria das vezes, o primeiro sinal clinico intra-
operatorio de hipoperfusdo renal, pois trata-se de mecanismo compensatoério
da hipovolemia aguda. Cerca de 60 minutos apds seu inicio, porém, ja se
podem observar sinais de necrose tubular aguda (NTA), caso persistam os
fendbmenos desencadeantes, principalmente em pacientes com doenca renal
pré-existente ou exposicao concomitante a agentes nefrotoxicos exégenos. Em
modelos experimentais, entretanto, sinais de lesdo em tubulos proximais
ocorrem mais precocemente, ou seja, em poucos minutos de isquemia (Wilson
& Aronson, 2001).

No presente estudo, como método comparativo das alteragdes
histolégicas entre os grupos, atribuiram-se escores a cada um dos achados
histolégicos (Rusafa Neto et al, 2006). Ambos 0s grupos apresentaram

diferencas estatisticas significantes em quatro dos seis atributos observados (p
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< 0,05), de modo que, tdo-somente em relagdo a presenca de necrose e
regeneracgao tubular, G1 e G2 nao se distinguiram.

O grupo pré-tratado com a glibenclamida, ao exame histologico,
apresentou menor repercussado, apesar de estresse similar (Figura 16). Ao
exame constatou-se que, apesar da presenca de dilatacao tubular em G2, suas
caracteristicas foram consideradas discretas em treze dos vinte rins
examinados (Tabela 10, Figura 10 e Quadro 10). Ao exame da vasculatura
renal a procura de dilatagdo e congestdo vascular, G2 sequer apresentou
alteracdes histologicas, diferenciando-se sobremodo de G1 que mostrou
evidéncias de dilatacdo (Tabela 11, Figura 11 e Quadro 11) e congestao
vascular, discretas e moderadas (Tabela 12, Figura 12 e Quadro 12). Em G1
foram observados sinais de vacuolizagdo tubular significantemente maiores
que em G2, grupo que apresentou esta alteragdo em apenas quatro rins
examinados que correspondiam a trés animais (Tabela 13, Figuras 13 e 17,
Quadro 13).

Os sinais de necrose celular em G2 (Tabela 13, Figura 13 e Quadro
13) foram considerados de discreta intensidade em ambos os rins de apenas
um rato, enquanto que, em dois outros animais, um dos rins apresentava
necrose moderada, e apenas em um dos animais havia sinais de intensa
necrose. Também no grupo controle, apenas um animal apresentou sinais de
necrose intensa, muito embora tivessem sido detectadas lesGes necroticas

discretas e moderadas em seis dos dez animais examinados neste grupo.
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Como ja esperado, devido ao curto intervalo de tempo entre a
agressao e o exame histolégico, os sinais de regeneracao tubular foram pifios
em ambos os grupos (Tabela 14, Figura 14 e Quadro 14)

Rahgozar et al. (2003), em preparacdes isoladas de rim de ratos,
quantificaram parametros histolégicos, também utilizando escores e adi¢do de
glibenclamida no perfusato e compararam com o grupo controle (sem isquemia,
sem adigdo de farmaco). A analise histolégica revelou a existéncia de
alteracées morfologicas renais nas preparagdes em que a glibenclamida foi
empregada, principalmente em al¢a ascendente de Henle. Os autores fizeram,
entretanto, a ressalva de que apesar da realizacdo completa do exame

histologico, os achados de lesdo foram modestos.
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6.14 Analise global dos resultados do experimento

Pompermayer et al. (2005) realizaram estudo com isquemia renal
(45 min) em ratos Wistar e observaram que a glibenclamida, quando
comparada ao diazéxido, inibiu o aumento da permeabilidade vascular
associada a reperfusao (renal e pulmonar), assim como levou ao aparecimento
de sinais de inflamacao (acumulo de neutréfilos e TNF-o). Nao encontraram,
porém, efeito supressor da hipotensdo arterial sistémica habitualmente
observada no inicio da reperfusdo. Os resultados mais expressivos que estes
autores obtiveram no experimento foram, também, na histologia renal do grupo
que utilizou a glibenclamida. Houve preservacao da arquitetura e citologia
renais, embora com discreta congestao vascular.

No presente estudo, o resultado do exame histolégico renal também
foi mais consistente que os achados funcionais, muito embora, quando da
analise mais refinada dos dados coletados, tenha se constatado que o grupo
submetido ao pré-tratamento com a glibenclamida apresentou comportamento
dos atributos relativos a fungdo renal mais favoravel a protegao, tal qual
Pompermayer et al. (2005) mostraram. Engbersen et al. (2005), em
preparacdes de células epiteliais de tubulos proximais, também concluiram
sobre a propriedade da glibenclamida em diminuir lesdes renais induzidas por
hipdxia. Alertaram, entretanto, para a observancia da dose conveniente (10
mcM, na preparagéo isolada).

Obal et al. (2006) realizaram estudo de pré-condicionamento

isquémico e farmacolégico em ratos comparando grupos controle, sham,
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isquémico e com sevoflurano e, ao analisarem funcdo e histologia renais,
concluiram que nao ocorreu pré-condicionamento, nem isquémico, nem
farmacoldgico (sevoflurano). Nao atribuiram este fato, entretanto, a toxicidade
do sevoflurano observada nos tubulos proximais de preparacdes isoladas
(Kharasch et al., 1993; Lochhead et al., 1997). Concluiram que as lesdes
constatadas em suas preparagdes de pré-condicionamento nao estariam
relacionadas a acgao nefrotdéxica do sevoflurano. Os argumentos que
apresentaram para este fato foram ndo terem utilizado absorvedor de CO- e
sevoflurano em concentragdes elevadas e por tempo prolongado.

Da Silva-Santos et al. (2002), em estudo de indugcéao farmacolégica
da inflamacao em ratos, observaram diminuicdo de exudacdo e migracao de
neutréfilos apds glibenclamida, caracterizando possivel acdo antiinflamatéria
renal. Células dos tubulos renais sdo capazes de produzir citocinas pro-
inflamatdrias, incluindo TNF-a e interleucina-6 (Bonventre & Weinberg, 2003).

A diminuicdo abrupta do ritmo de filtracdo glomerular pode
determinar disfuncdo renal como resultado de lesbes, quer nos tubulos
contornados, quer na vasculatura glomerular, ou em ambos, simultaneamente.
A alteragdo vasomotora pré-glomerular na diminuicao da filtracao glomerular, e
consequente lesdo renal, hd muito é conhecida (Oken, 1984). Entretanto, &
questionavel a real importancia deste mecanismo como principal responsavel
por estados de disfuncdo renal (Bonventre & Weinberg, 2003), principalmente
quando se considera a distribuicdo e o consumo de oxigénio no tecido renal
(menor fluxo medular). Estes mesmos autores ressaltam a importancia dos

mecanismos endoteliais mais recentemente revelados, tais como a expressao
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de substancias de adesdo celular e a ativagado leucocitaria, de modo que
mecanismos locais tubulares podem desencadear e perpetuar obstrugcdo ao
fluxo sanglineo com consequiéncias ao metabolismo celular, inclusive na
prépria auto-regulacao do fluxo sangliineo renal (Kwon et al., 2002).

Na analise global dos resultados do presente estudo, isto &,
considerando-se a interacdo entre os achados dos atributos funcionais e a
histologia, pode-se supor a existéncia de mecanismos outros — além da
regulacdo pré-glomerular do fluxo renal — que déem suporte a protecao
constatada histologicamente. Os mecanismos de protecdo sdao mudltiplos e
muitas vezes redundantes, interagindo entre si (Jackson et al, 2005). A
glibenclamida, como agente de intervengdo, também possui multiplas acoes,
atuando paralelamente em outros sitios, antagonizando receptores tromboxano
A; e inibindo a Na'/K™ ATPase (Ribalet et al., 1996). Adenosina é importante na
regulagdo do fluxo intra-renal e atua nos receptores A5 € Az, estimulando o
fluxo sangliineo medular e a oferta de oxigénio. Todavia, além destas acoes, a
adenosina atua como “gatilho” no pré-condicionamento. As endotelinas
também tém seu papel regulatério, revertendo, em algumas situagdes, acoes
do oxido nitrico (Vianna & Castiglia, 2004). Forbes et al. (2001) puderam
observar que a ativacdo de receptores de endotelina B consegue promover a
recuperacao tecidual pds-isquémica mais tardiamente (seis meses pos-
isquemia), interferindo em mecanismos de apoptose celular.

Oxido nitrico, prostaglandinas (PGE,), acetilcolina e bradicinina

apresentam propriedades vasodilatadoras e contribuiriam para a protecao
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renal, mitigando a resposta vasoconstritora, entretanto ainda faltam evidéncias
cientificas que justifiquem sua utilizagao.

Solez et al. (1974) foram precursores em determinar a presenca
leucocitaria, consequiiente a congestao vascular na medula renal, revelando sua
importancia no desencadeamento da insuficiéncia renal aguda. Considerando-
se a auséncia completa de congestao vascular nos achados histol6gicos em
G2 deste estudo, e a significante diferenca com o grupo controle, fica evidente
a colaboragcdo da glibenclamida no processo, o que torna mais robusta a
hipdtese de sua agdo protetora renal preponderante como bloqueadora da
migracao de polimorfonucleares.

Nao se deve esquecer, porém, que a ativacdo leucocitaria ocorre
localmente por diversos fatores, incluindo-se as citocinas e os radicais livres de
oxigénio. Kelly et al. (1996a) utilizaram camundongos normais e geneticamente
manipulados como nao produtores de ICAM-1, importante molécula de adesao
endotelial, e observaram que a auséncia de ICAM-1 promovia protecao renal.
Concluiram que ICAM-1 era um dos mediadores da insuficiéncia renal aguda e
potencializava vias de interacao entre neutrofilos e o endotélio.

Kelly et al. (1996b) apresentaram evidéncias que relacionam a
ativacdo da cascata da coagulagao a fisiopatologia da lesédo renal isquémica.
Utilizaram inibidor de ativacao plaquetaria (Ro-24-4736) antes de isquemia em
ratos e observaram protecao renal, por eles atribuida a diminuicdo da agao de
mieloperoxidases.

O surgimento dos conceitos de pré- e pés-condicionamento motivou

grande interesse cientifico sobre estes temas, principalmente a partir do
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momento em que varios experimentos laboratoriais confirmaram a eficacia de
diversos agentes farmacol6gicos, além do classico pré-condicionamento
isquémico. Evidéncias que selem a importancia destes agentes no desfecho
clinico encontram-se em variados estagios de pesquisa, mas ja ensejam um
futuro promissor.

Julier et al. (2003) foram pioneiros nos estudos de pré-
condicionamento renal em seres humanos. Apds estabilizagcdo da circulacao
extracorpérea, verificaram alteragdes nos valores das dosagens plasmaticas de
cistatina C e creatinina, utiizadas como marcadores da funcdo renal.
Concluiram que a preservacdo da filtracdo glomerular no periodo apds
circulacdo extracorpérea no grupo que utilizou sevoflurano, quando se
comparou com o grupo placebo, estaria relacionada ao fendmeno pré-
condicionante, embora nao tenha sido possivel, com este estudo, determinar
qgue o melhor desempenho da funcao renal ndo tenha ocorrido devido apenas a
melhora da condi¢cao cardiovascular. Outra hipétese a ser considerada como
determinante do pré-condicionamento seria a acdo do sevoflurano como
agente bloqueador da resposta inflamatéria, mecanismo diverso daquele
observado no miocito.

A natureza interativa dos mecanismos de protecdo tecidual
(intrinsecamente, celulares, inflamatorios, endoteliais, tubulares, etc.), muitos
dos quais mostram-se redundantes, apresenta entendimento e necessidade
fisioldgica ainda imprecisos (Jackson et al, 2005), o que torna dificil sua

distingéo.
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O desenho da maioria dos experimentos biomoleculares realizados
laboratorialmente — na tentativa de detectar um mecanismo especifico que
relacione causa e efeito de agente-fendmeno bioldgico — promove o isolamento
de muitas variaveis, na maioria das vezes muito afastadas da pratica clinica.
Experimentos que apresentem desenhos mais holisticos talvez possam trazer
mais rapidamente a anestesiologia hospitalar evidéncias da pesquisa basica
biomolecular.

Ao final deste estudo, pode-se inferir que a glibenclamida age em
processos de protecao renal por mecanismo pré-condicionante ainda ndo bem
estabelecido, havendo necessidade, portanto, de outros estudos que possam

vir corroborar estes achados.
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Nas condicdes metodolégicas agudas deste experimento, a
glibenclamida apresentou, no rato, indicios de protecdo renal mais ao exame

histologico do que na analise funcional.
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Tabela 16 - Resultados do exame histopatolégico dos rins dos ratos de G1

G1 - Controle
Dilatacao Dilatacado Congestao Vacuolizacao Necrose Regeneracao
tubular vascular vascular tubular tubular
Rat 1-D 1+ 1+ 1+ 0 1+ 1+
Rat 1-E 3+ 1+ 1+ 2+ 0 0
Rat 2-D 1+ 1+ 1+ 1+ 3+ 0
Rat 2-E 3+ 1+ 0 1+ 3+ 1+
Rat 3-D 1+ 1+ 1+ 0 1+ 1+
Rat 3-E 1+ 1+ 2+ 0 1+ 1+
Rat 4-D 2+ 1+ 0 1+ 0 0
Rat 4-E 3+ 2+ 2+ 1+ 0 0
Rat 5-D 2+ 1+ 0 0 0 0
Rat 5-E 1+ 1+ 0 0 0 0
Rat 6-D 2+ 2+ 2+ 0 0 0
Rat 6-E 1+ 1+ 0 1+ 1+ 0
Rat 7-D 2+ 1+ 2+ 1+ 2+ 0
Rat 7-E 1+ 1+ 0 1+ 1+ 0
Rat 8-D 1+ 1+ 0 1+ 2+ 0
Rat 8-E 1+ 1+ 0 1+ 2+ 0
Rat 9-D 2+ 1+ 0 1+ 2+ 0
Rat 9-E 1+ 0 0 0 1+ 0
Rat 10-D 3+ 3+ 0 2+ 3+ 0
Rat 10-E 1+ 1+ 0 0 2+ 1+

Escore: 1+ = leve; 2+ = moderado; 3+ = intenso.



Apéndice 125

Tabela 17 - Resultados do exame histopatolégico dos rins dos ratos de G2

G2 - Glibenclamida

Dilatacao Dilatacao Congestao Vacuolizacao Necrose Regeneracao

tubular vascular vascular tubular tubular
Rat 1-D 1+ 0 0 0 2+ 1+
Rat 1-E 0 0 0 0 1+ 0
Rat 2-D 1+ 0 0 0 1+ 0
Rat 2-E 1+ 0 0 0 1+ 0
Rat 3-D 1+ 0 0 0 0 0
Rat 3-E 1+ 0 0 0 0 0
Rat 4-D 1+ 0 0 0 0 0
Rat 4-E 1+ 0 0 0 0 0
Rat 5-D 1+ 0 0 0 0 0
Rat 5-E 1+ 0 0 0 0 0
Rat 6-D 1+ 0 0 1+ 3+ 1+
Rat 6-E 1+ 0 0 1+ 2+ 0
Rat 7-D 0 0 0 1+ 0 0
Rat 7-E 0 0 0 0 0 0
Rat 8-D 0 0 0 0 1+ 0
Rat 8-E 1+ 0 0 1+ 2+ 0
Rat 9-D 0 0 0 0 0 0
Rat 9-E 1+ 0 0 0 0 0
Rat 10-D 0 0 0 0 0 0
Rat 10-E 0 0 0 0 0 0

Escore: 1+ = leve; 2+ = moderado; 3+ = intenso.
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Tabela 18 - Peso (g) dos ratos do grupo controle (G1). Presséo arterial média
(mmHg) (PAM) e temperatura retal (°C) (T) dos ratos do grupo
controle nos trés momentos estudados

Peso PAM T

Rato M1 M2 M3 M1 M2 M3

1 300 55 70 59 371 37,0 37,2
2 330 111 106 57 36,6 37,0 35,4
3 300 120 100 108 37,8 36,9 38

4 310 118 61 55 37,4 37,1 38,5
5 280 95 85 87 37,8 36,3 33,5
6 280 114 94 87 36,6 35,0 34,0
7 340 76 112 53 33,1 33,7 34,5
8 330 116 114 96 34,4 33,0 36,0
9 500 55 59 59 36,1 36,5 36,8
10 490 95 85 87 32,5 33,0 36,0
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Tabela 19 - Peso (g) dos ratos do grupo glibenclamida (G2). Presséao arterial
média (mmHg) (PAM) e temperatura retal (°C) (T) dos ratos do
grupo glibenclamida (G2) nos trés momentos estudados

Peso PAM T

Rato M1 M2 M3 M1 M2 M3

1 480 58 63 60 38,6 37,6 37,9
2 370 84 70 72 352 34,5 36,8
3 310 67 58 64 36,1 35,0 36,4
4 300 122 115 83 37,4 36,8 36,2
5 270 96 106 41 34,9 350 36,2
6 360 109 88 87 37,3 34,8 36,0
7 340 86 81 69 38,9 38,1 37,8
8 370 101 84 87 356 355 36,0
9 280 68 47 87 38,0 374 37,1
10 300 98 81 78 37,9 37,0 36,3
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Tabela 20 — Valores de clearance de para-aminohipurato de sédio (mL. min™'. g
') (Cpan), clearance de iotalamato de sédio (mL. min™) (Cior) e
fracdo de filtracdo (FF) dos ratos do grupo controle (G1) nos trés
momentos estudados

Cean Cior FF

Rato M1 M2 M3 M1 M2 M3 M1 M2 M3

1 0,087 0,105 0,083 | 1,00 1,03 1,03 | 0,088 0,033 0,042
2 0,082 0,044 0,036 | 1,03 1,01 1,03 | 0,038 0,069 0,087
3 0,025 0,026 0,026 | 0,91 0,94 0,91 | 0,123 0,122 0,117
4 0,045 0,049 0,032 | 1,02 1,03 0,89 | 0,073 0,067 0,089
5 0,045 0,047 0,047 | 0,89 0,91 0,90 | 0,071 0,069 0,068
6 0,081 0,078 0,058 | 1,03 1,02 0,98 | 0,045 0,047 0,060
7 0,093 0,093 0,032 | 1,01 1,03 0,47 | 0,032 0,032 0,043
8 0,094 0,097 0,095 | 1,02 1,02 1,01 | 0,083 0,082 0,032
9 0,061 0,065 0,063 | 0,98 1,01 1,02 | 0,082 0,031 0,032
10 0,065 0,064 0,064 | 1,01 1,02 1,00 | 0,032 0,032 0,032
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Tabela 21 —Valores de clearance de para-aminohipurato de sédio (mL. min™'. g
') (Cpan), clearance de iotalamato de sédio (mL. min™) (Cior) e
fracao de filtracdo (FF) dos ratos do grupo glibenclamida (G2) nos
trés momentos estudados

Cean Cior FF

Rato M1 M2 M3 M1 M2 M3 M1 M2 M3

1 0,067 0,065 0,066 | 1,03 1,01 1,00 | 0,082 0,083 0,032
2 0,054 0,085 0,085 | 1,03 1,02 0,86 | 0,051 0,032 0,027
3 0,079 0,103 0,101 | 1,02 1,03 1,03 | 0,042 0,032 0,033
4 0,108 0,105 0,105 | 1,03 1,02 1,00 | 0,082 0,082 0,032
5 0,038 0,118 0,121 | 1,02 1,02 1,03 | 0,100 0,032 0,032
6 0,089 0,088 0,086 | 1,01 1,02 1,03 | 0,032 0,032 0,033
7 0,093 0,093 0,095 | 1,01 1,02 1,02 | 0,032 0,032 0,032
8 0,087 0,086 0,086 | 1,02 1,02 1,02 | 0,082 0,082 0,032
9 0,112 0,112 0,112 | 1,02 1,02 1,02 | 0,032 0,032 0,033
10 0,105 0,105 0,103 | 1,02 1,02 1,02 | 0,033 0,032 0,033
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Tabela 22— Valores de fluxo sangiiineo renal (mL. min™'. g") (FSR), resisténcia
vascular renal (mmHg. mL™". min) (RVR) e hematécrito (%) (Ht) dos
ratos do grupo controle (G1) nos trés momentos estudados

FSR RVR Ht
Rato M1 M2 M3 M1 M2 M3 M1 M2 M3
1 0,142 0,164 0,120 | 1,29 1,42 1,64 39 36 33
2 0,143 0,070 0,050 | 2,34 4,57 3,48 43 37 28
3 0,043 0,042 0,040 | 9,40 8,02 9,05 42 38 35
4 0,072 0,070 0,045 | 5,29 2,80 3,98 37 30 28
5 0,077 0,072 0,071 | 4,42 4,24 4,39 42 34 33
6 0,134 0,122 0,086 | 3,05 2,75 3,62 39 36 32
7 0,152 0,148 0,049 | 1,47 2,22 3,19 39 37 34
8 0,165 0,162 0,143 | 2,13 2,13 2,03 43 40 34
9 0,100 0,101 0,94 1,10 1,17 1,26 39 36 33
10 0,112 0,106 0,101 1,73 1,64 1,76 42 39 37
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Tabela 23— Valores de fluxo sangiiineo renal (mL. min™'. g") (FSR), resisténcia
vascular renal (mmHg.mL".min) (RVR) e hematécrito (%) (Ht) dos
ratos do grupo glibenclamida (G2) nos trés momentos estudados

FSR RVR Ht
Rato M1 M2 M3 M1 M2 M3 M1 M2 M3
1 0,109 0,101 0,098 | 1,11 1,30 1,27 38 36 33
2 0,089 0,135 0,128 | 2,55 1,40 1,50 39 37 34
3 0,125 0,156 0,151 | 1,73 1,20 1,36 37 34 33
4 0,193 0,175 0,160 | 2,11 2,19 1,73 44 40 34
5 0,061 0,181 0,180 | 5,81 2,17 0,84 38 35 33
6 0,150 0,139 0,128 | 2,02 1,76 1,89 41 37 32
7 0,133 0,128 0,128 | 1,91 1,86 1,58 30 28 26
8 0,144 0,134 0,128 | 1,89 1,69 1,83 40 36 33
9 0,168 0,165 0,158 | 1,45 1,02 1,97 33 32 29
10 0,152 0,148 0,140 | 2,16 1,82 1,86 31 29 26
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