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Resumo

Marques CD’O. Concentra¢cdes séricas e expressdo renal de IL-1 e TNF-o apés
hemorragia em ratos sob efeito de sevoflurano e glibenclamida. Botucatu, 2010. 61p.
Dissertacdo (Mestrado em Anestesiologia) — Faculdade de Medicina de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho™.

RESUMO

Introdu¢do - Choque hemorrégico reduz o fluxo sanguineo e a oxigenacdo teciduais,
bem como a remoc¢do de produtos de degradacdo. A hipdxia tecidual provoca alteragdo
na sintese e liberacdo de citocinas pré-inflamatérias. A glibenclamida, antagonista dos
canais Karp, em rins de ratos anestesiados com sevoflurano e que sofreram hemorragia,
preservou mais a histologia e a fun¢do renais. O objetivo deste estudo foi verificar se
houve alteracdes da concentracdo sérica e da expressao renal das citocinas IL-1 e TNF-a
em ratos que receberam sevoflurano e glibenclamida e que sofreram hemorragia, sem
reposicdo adequada da volemia. Método — Dois grupos de ratos Wistar (n=10)
anestesiados com sevoflurano: Gl, controle, e G2, com glibenclamida, 1ug/g iv,
submetidos a hemorragia de 30% da volemia (10% a cada 10 min), com reposi¢do por
Ringer lactato, 5ml/kg/h. Estudaram-se as concentra¢des séricas de IL-1 e TNF-a: na
primeira hemorragia (M1) e 50 min apds (M2). Em M2, estudou-se a expressdo renal
dessas citocinas. Resultados — Em Gl, TNF-a sérico (normal de 143pg/ml):
M1=178,6pg/mL = 33,5 e M2=509,2pg/mL * 118,8 e IL-1 sérica (normal de
158pg/mL): M1=148,8pg/mL * 31,3 e M2=322,6pg/mL = 115,4. Em G2, TNF-a sérico:
M1=486,2pg/mL = 83,6 e M2=261,8pg/mL * 79,5 e IL-1 sérica: M1=347,0pg/mL =
72,0 e M2=327,3pg/mL * 90,9. Houve expressdo de TNF-a e IL-1 nas células tubulares
e glomerulares renais, mais marcantes em G2. Conclusdes — A hemorragia e
glibenclamida aumentaram a concentra¢do sérica e a imunomarcagdo renal das citocinas
IL-1 e TNF-a, mas G2 enfrentou a hipotensdo conseqiiente @ hemorragia com
vasodilatacdo (provéavel acdo do TNF-o) e melhor perfusdo, resultando em alguma

protecdo.

Palavras-chave: Rim; Hemorragia; Sevoflurano; Glibenclamida



Abstract

Marques CD’O - Serum concentrations and renal expressions of IL-1 and TNF-a after
hemorrhage in rats under the effect of sevoflurane and glibenclamide. Botucatu, 2010.
61p. Dissertacdo (Mestrado em Anestesiologia) — Botucatu Medical School, Sdo Paulo

State University.

ABSTRACT

Introduction — Hemorrhagic shock reduces blood flow and tissue oxygenation, as well as
the removal of degradation products. Tissue hypoxia causes changes in the synthesis and
release of proinflammatory cytokines. Treatment with the Karp channel antagonist
glibenclamide in sevoflurane-anesthetized rats that suffered from hemorrhaging
preserved more renal function and histology. The objective of this study was to verify if
there were changes in the serum concentration and renal expression of the IL-1 and TNF-
a cytokines in rats that received sevoflurane and glibenclamide and had hemorrhaging
with inadequate volemia replacement. Methods — Two groups of sevoflurane-
anesthetized Wistar rats (n=10): G1 (control) and G2 (with glibenclamide, 1 ug/g i.v.)
were subjected to 30% blood volume hemorrhaging (10% every 10 min), with
replacement using Ringer’s lactate, 5 ml/kg/h. The IL-1 and TNF-o serum concentrations
were studied in the first hemorrhage (M1) and then 50 min later (M2). At M2, the renal
expression of these cytokines was also studied. Results — In G1, serum TNF-a (normal
range around 143 pg/mL) was M1=178.6 + 33.5 pg/mL and M2=509.2 * 118.8 pg/mL,
while serum IL-1 (normal range around 158 pg/mL) was M1=148.8 + 31.3 pg/mL and
M2=322.6 *115.4 pg/mL. In G2, serum TNF-o was M1=486.2 + 83.6 pg/mL and
M2=261.8 = 79.5 pg/mL, and serum IL-1 was M1=347.0 * 72.0 pg/mL and
M2=327.3 +£90.9 pg/mL. The expression of TNF-a and IL-1 in the renal glomerular and
tubular cells was more abundant in the G2 group. Conclusions — Hemorrhage and
glibenclamide increased the serum concentration and renal immunoreactions of the
TNF-a and IL-1 cytokines, but the G2 group experienced hypotension resulting from the
hemorrhage with vasodilatation, probably due to TNF-a, and better perfusion, resulting

in some protection.

Keywords: Kidney; Haemorrhage; Sevoflurane; Glibenclamide
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Introducao

Durante anestesia para cirurgia que rotineiramente ndo apresenta
sangramento, este pode ocorrer subitamente e até que se consiga repor o
volume deste sangramento, seja com solu¢des cristaldides e coldides ou com
derivados de sangue, pode transcorrer determinado periodo de tempo. O
consequente choque hemorragico provoca decréscimo no fluxo sanguineo para
os tecidos, reduzindo, assim, a oxigenacdo e a remoc¢do de produtos de
degradacdo. A hipdxia tecidual consequente ao choque hemorrégico tem papel
importante na produc¢do de alteracdes celulares e do metabolismo orgénico
(Chaudry et al., 1976).

Ertel et al., 1995, realizaram experimento em camundongos observando
que a hipoxemia na auséncia de qualquer perda sanguinea ou dano tissular induz
liberacdo de citocinas pro-inflamatérias, como interleucinas 1B e 6 (IL-1p e IL-6) e
fator de necrose tumoral a (TNF-a), no plasma e nas células peritoneais e de
Kupffer.

Mauriz et al.,, 2007, em revisdo sobre o choque hemorrégico, postulam
que a faléncia de multiplos 6rgdos, processo inflamatério sistémico que culmina
com a disfuncdo de diferentes 6rgdos vitais, é complicacdo freqiente apds
choque hemorréagico, determinando alta incidéncia de mortalidade. A
patogénese da lesdo organica secundaria a hipovolemia ainda nao foi
completamente elucidada, mas sabe-se que macréfagos sdo ativados por
translocacdo de bactérias/endotoxinas e pelo processo de isquemia/reperfusdo e
que células de Kiupffer ativadas liberam, entre outras, substéncias ativas, como as
citocinas inflamatérias.

A lesdo traumatica, que resulta de cirurgia, queimadura e lesdo tecidual,

também provoca profundas altera¢cdes, tanto da resposta imune quanto de
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funcbes organicas (Ertel et al., 1995). Sintese alterada e liberacdo de citocinas
pro-inflamatdrias, TNF-a, IL-18 e IL-6, foram implicadas na fisiopatologia e
mortalidade de lesdo traumatica e de queimadura. Choque hemorréagico sem
trauma tissular significativo também aumentou a secrecdo de mediadores pré-
inflamatdérios. O choque hemorrdgico produz mudltiplas anormalidades em
funcdes imunoldgicas, resultando em imunodeficiéncia e aumento da
suscetibilidade a sepse subsequiente, segundo Chaudry et al., 1990.

Yao et al.,, 1998, demonstraram que situacdes como trauma grave,
hemorragia e queimadura podem iniciar a cascata de eventos que determinam
complicagdes sépticas, incluindo a sindrome da disfuncdo e faléncia de multiplos
o6rgdos. A faléncia de multiplos 6rgdos é a maior causa de mortalidade dos
pacientes apds trauma/choque hemorragico, sendo que ela ocorre como
resultado de excessiva ativacdo dos mediadores inflamatérios (espécies toxicas
do oxigénio, enzimas proteoliticas, moléculas de aderéncia, citocinas), o que
resulta em aumento da permeabilidade e disfuncdo celulares.

Boucher et al., 1993, j& tinham postulado que TNF-a ndo estava presente
no rim humano normal, mas era detectado principalmente em macrdfagos
infiltrados. Células renais parenquimatosas poderiam produzir TNF-o. em vérias
condi¢cbes patoldgicas. Entretanto, os mecanismos que regulavam a producéo
dessa citocina, bem como seu papel na génese ou amplificacdo da lesdo tissular,
permaneciam sem elucidagéo.

Em 1996, Dinarello observou que estd bem estabelecida a fun¢do das
citocinas TNF-a e IL-1 na fisiopatologia da sepse, sendo evidenciado aumento dos
niveis sanguineos dessas citocinas em animais e pacientes com esta condicdo
clinica. Além disso, a infusdo dessas citocinas em animais ou seres humanos é
capaz de induzir a resposta inflamatéria, e o uso experimental de bloqueadores
de citocinas diminui a lesdo orgénica e a mortalidade que ocorrem na sepse.
Outros autores (Roumen et al., 1993; Bahrami et al., 1997) j& haviam postulado
que um dos importantes eventos ocorridos na inflamacdo apds trauma e choque
poderia ser a superproducdo das citocinas pré-inflamatdrias, especialmente TNF-

ae lL-1.
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A glibenclamida, sulfoniluréia de segunda geracdo utilizada no tratamento
de diabetes tipo I, é antagonista dos canais de potéassio ATP (Karp) (Cleveland et
al.,, 1997). Em 1995, Aguilar-Bryan et al. e Philipson & Steiner j& haviam
publicado que a glibenclamida atuava nos canais Karp, bloqueando-os. Desde
entdo, inimeros autores vém tentando desvendar se a acdo deste farmaco, nestes
canais, traz beneficios ao organismo, protegendo-o, no caso de agressdo, trauma
ou hemorragia, ou se, pelo contrédrio, ajuda a agravar o estado de choque
causado por essas condicdes morbidas. Por outro lado, alguns trabalhos
laboratoriais mostraram possivel relacdo entre sua acdo no canal Kurp e efeitos no
processo inflamatério (da Silva-Santos et al., 2002; Pompermayer et al., 2005).

Diego et al., 2007, estudaram a acdo da glibenclamida em rins de ratos
anestesiados com sevoflurano e que sofreram sangria de 30% da volemia,
entrando em estado de choque hemorréagico, uma vez que ndo houve reposicdo
adequada de fluidos. O volume coletado das sangrias foi utilizado para estudo
da func¢do renal. Ao final dos experimentos, que tiveram duracdo de 120
minutos, os animais foram submetidos a nefrectomia bilateral para estudo
histoldgico dos rins. Os autores demonstraram que a histologia e a fun¢@o renais
apresentaram-se com resultados melhores nos animais tratados com
glibenclamida, em relacdo ao controle. O fluxo plasmético efetivo renal, medido
pelo clearance de para-aminohipurato de sédio, foi maior no grupo tratado com
glibenclamida e a resisténcia vascular renal foi maior no grupo que nao recebeu
glibenclamida, o grupo controle. Este aumento da resisténcia possivelmente
aconteceu para manter o ritmo de filtracdo glomerular, que de fato foi igual nos
dois grupos. Histologicamente, os resultados demonstraram, no grupo controle,
escores mais altos de dilatacdo tubular e os vasos do parénquima estavam
dilatados e congestos apenas no grupo controle, o que pode ter ocorrido em
razdo do aumento da resisténcia vascular a jusante. A vacuolizacdo tubular
também ocorreu mais no grupo controle. A necrose foi observada nos rins de
oito ratos do grupo controle e de quatro ratos do grupo da glibenclamida. Desse
modo, para dar continuidade a este estudo, seria importante pesquisar a possivel

implicacdo de citocinas nestes resultados.
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As citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular, mensageiras do
sistema imunoldgico, relacionando-o com os outros sistemas do organismo. Sao
produzidas por popula¢des celulares distintas e atuam sobre muitas células. As
citocinas nd@o sdo armazenadas, tém curto periodo de secrecdo e sd@o
autolimitadas (exaustdo ou controle). Mostram multiplos efeitos sobre uma Unica
célula alvo, sendo seus receptores regulados por sinais especificos, e a resposta
celular muitas vezes envolve mecanismo de sintese protéica (transcricio do DNA)
ou regulacdo da divisdo celular. Influenciam, ainda, a sintese e a acdo de outras
citocinas. O TNF-a é uma citocina mediadora da imunidade natural, produzida
principalmente por macrdfagos. Quando em baixa concentracdo, regula
leucdcitos e células endoteliais no sitio da infeccdo, porém quando em grande
concentracdo, em nivel sistémico, induz febre, ativa outras citocinas (IL-1 e IL-6),
as proteinas de fase aguda (inflamac¢do) e os sistemas do complemento e da

coagulacdo (Abbas et al., 2007).
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Objetivo

O objetivo deste estudo foi verificar se houve alteragdes da concentracdo
sérica e da expressdo renal das citocinas IL-1 e TNF-a de ratos que receberam
sevoflurano e glibenclamida e que sofreram hemorragia de 30% da volemia,

sem reposicdo adequada de volume intravascular.
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Material e Método

O estudo foi aprovado pela Comissao de Etica em Experimentacdo
Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP (Protocolo n° 504 de 4
de novembro de 2005).

As amostras de rins de ratos e amostras sanguineas do estudo de Diego et
al., 2007, foram utilizadas na presente pesquisa.

A pesquisa foi desenvolvida em vinte ratos Wistar adultos, machos e
fémeas, com pesos superiores a 250 gramas, fornecidos pelo Biotério Central do
Campus de Botucatu da Unesp. A amostra foi aleatoriamente dividida em dois
grupos de 10 ratos cada:

¢ Grupo 1 (Gl) - ratos (1 fémea, 9 machos) anestesiados com

sevoflurano e submetidos & 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.

Apds pesagem, os ratos foram acomodados em campénula de material
inerte, transparente e com volume adequado (3,4L), que contava com orificio
superior, para entrada da fonte de gases frescos, e orificio inferior para exalacdo
dos gases. A anestesia foi iniciada com sevoflurano a 4% com fluxo total de
IL/min' de oxigénio medicinal e 1L/min' de ar comprimido medicinal. O
vaporizador utilizado era da marca Ohmeda (EEUU), previamente calibrado
para o referido anestésico. Assim que o animal apresentava sinais de que se
encontrava anestesiado, a campéanula era retirada e a concentracdo do anestésico

era diminuida para 2,5%, quando entd@o se acoplava mascara apropriada ao seu
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focinho. O rato era mantido em respiracdo espontdnea com a mistura
oxigénio/ar/sevoflurano, variando-se a concentracdo anestésica conforme o
comportamento da freqiiéncia respiratéria. A temperatura retal (T) era
monitorizada a intervalos de 5 min com term&metro digital. O animal era
coberto até a regido cervical com campanula transparente fenestrada em duas
posicdes, uma delas permitindo a passagem do térax do rato, e a outra, a
acomodac¢do da entrada de ar aquecido a 40°C que vinha de um compressor-
aquecedor que era desligado conforme a necessidade de se manter a
temperatura corporal entre 35,5 2C e 37,5 °C.

Apds a estabilizacdo da anestesia, o procedimento cirdrgico era iniciado
com incisdo transversal no pescoco e disseccdo suficiente para exposicdo e
canulacdo, com venocath 24 GA, de:

1) veia jugular interna, com imediatas manutencdo da infusdo de
solucdo de Ringer com lactato (RL) 5 mL/kg'/h", para reposicdo de
perdas de fluidos (Cheng et al., 2003; de Souza Silva et al., 2006;
Diego et al., 2007), e administracdo de glibenclamida (Glyburide®,
Sygma, 0,1%), lug/g™";

2) artéria cardtida, para monitorizacdo da pressdao arterial média
(PAM) e da frequiéncia cardiaca (FC), utilizando-se transdutor do
aparelho de registro Datex Engstron (Finlandia).

Sessenta minutos apds a administracdo da glibenclamida em G2 e o tempo
correspondente em G1, os animais dos dois grupos sofreram sangria de 30% da
volemia, pela artéria cardtida, realizada em trés momentos com tempo de 10
minutos entre eles. Em cada momento foram retirados 10% da volemia, a qual
foi calculada como sendo igual a 6% do peso corporal (Erni et al., 1995). O
sangue arterial coletado foi utilizado para andlise laboratorial do hematdcrito
(Ht) e das citocinas TNF-a e IL-1.

Em cada momento de hemorragia, a PAM e a temperatura retal foram
registradas. A frequéncia cardiaca foi monitorizada 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. Apds cada

momento de hemorragia havia reposicdo com solucdo de RL, 1,6 mL/kg?, caso a
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PAM alcancasse valores abaixo de 80 mmHg. Apds a Gltima hemorragia, os ratos
permaneciam anestesiados por mais 30 min, sendo, entdo, realizada a
nefrectomia bilateral e o sacrificio do animal com dose de pentobarbital sédico
suficiente para tal. Ambos os rins, retirados, eram imediatamente seccionados em
seu maior eixo e armazenados em frascos separados, para analise imuno-
histoquimica, em solucdo de Dubosque Brasil (formol 120 mL, acido acético 30
mL e acido picrico 2g), na qual permaneciam por periodo minimo de 12 h e
maximo de 36 h. Em seguida os rins eram identificados por nimero codificado.

Os atributos estudados foram: T, PAM, Ht, as concentracdes séricas e as
imunomarca¢des glomerulares e tubulares renais de TNF-a e IL-1.

Os momentos nos quais se estudaram T, PAM, Ht e concentracdes de
citocinas TNF-a e IL-1 foram:

M1 — controle e coincidente com a primeira hemorragia,

M2 — obtido apdés 30 minutos da terceira e Ultima hemorragia e
imediatamente antes do sacrificio de cada animal.

As imunomarca¢des das citocinas TNF-a e IL-1 foram estudadas nos rins
retirados dos animais.

Para a determinacdo do hematdcrito foi empregado o método do micro-
hematdcrito, através do aparelho Centremicro da Fanem (Brasil), sendo o
resultado expresso em porcentagem.

Para a obtencdo dos soros, as amostras de sangue das hemorragias
realizadas nos 20 animais foram coletadas em tubo seco e centrifugadas por 10
minutos a 1500 rpm. As aliquotas de soros obtidas foram estocadas em tubos de
plastico a -70°C, até o momento da dosagem das citocinas.

As concentragdes de TNF-a e IL-1 no soro dos animais dos dois grupos
estudados foram determinadas utilizando-se kit para ELISA e de acordo com as
especificacbes do fabricante (R&D Systems, Minneapolis, EEUU). Para a
determinacdo dos valores séricos das citocinas TNF-a e IL-1 considerados
normais, estudo piloto com ratos saudéveis foi realizado, anteriormente,
utilizando-se a mesma metodologia para a obtencdo das citocinas. Estes valores

sdo iguais as médias encontradas mais um desvio padrdo: TNF-a = 117 pg/mL =+
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26, ou somando-se um desvio padrdo, TNF-a0 = 143 pg/mL; IL-1 = 121 pg/mL *=
37, ou somando-se um desvio padrao, IL-1 = 158 pg/mL.

Na determinacdo das citocinas séricas, inicialmente, microplacas de 96
orificios foram sensibilizadas com anticorpo monoclonal antiTNF-a ou antilL-1 de
rato. A seguir, foram adicionados 50 pL dos soros testes (diluicdo 1:2) e dos soros
controles positivos e negativos, com posterior incuba¢do a temperatura ambiente
por 2 horas. Em seguida, foram realizadas 4 lavagens com solu¢do detergente
contendo 0,05% tween 20 em PBS, pH 7,4. Este processo foi repetido até a fase
anterior a adicdo do substrato. Posteriormente, as placas foram incubadas a
temperatura ambiente com anticorpos policlonais antiTNF-a ou antilL-1 de rato,
marcados com peroxidase. Apds o periodo de incubacdo, foi adicionado, aos
orificios da placa, o substrato formado por peréxido de hidrogénio (0,02%) e
tetrametilbenzina (2,0%). A interrup¢do da reacdo foi realizada a temperatura
ambiente, utilizando-se acido hidrocldrico. Os resultados foram avaliados pela
leitura da densidade &ptica (DO) em leitor automatico de ELISA (Titertek
Multiskan, EEUU) em comprimento de onda de 450 mm. As concentracdes de
TNF-a e IL-1 presentes no soro foram calculadas a partir dos resultados obtidos
na curva padrdo realizada com TNF-a e IL-1 recombinantes de rato. A dose
minima detectada foi de 5 pg/mL.

As reacdes de imuno-histoquimica seguiram o protocolo do Laboratério
de Imuno-histoquimica do Servico de Patologia Veterindria da Faculdade de
Medicina Veterinéria e Zootecnia, UNESP-Botucatu.

Os cortes de material incluido em parafina, com 4um de espessura, foram
colocados sobre lamina histolégica, previamente tratada com organolisano
(Sigma A 3648). Os cortes foram desparafinizados em 2 banhos de xilol por 30
minutos e 20 minutos, respectivamente, a temperatura ambiente, desidratados
em &lcool por 5 minutos e lavados com &gua destilada. Em seguida, os cortes
foram submetidos a recuperacdo antigénica em banho-maria a 96°C, com
solucdo pré-aquecida de TRIS EDTA pH 9,0 por 30 minutos. Ap&s este periodo,
os cortes foram lavados em &gua destilada, sendo, a seguir, tratados com
peréxido de hidrogénio (H, O,) a 10 volumes por 20 minutos para bloqueio da

peroxidase endégena. Os cortes foram lavados em agua destilada em 2 banhos



Material e Método 21

de TRIS pH 7,4 de 5 minutos e incubados com soro normal de coelho por 20
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foram incubados com anticorpos
primérios antigeno-especificos goat anti-rat TNF-o. (R&D Systems AF 510-NA) e
goat anti-rat IL-1 (R&D Systems AF 501-NA), diluidos a 1:100 em diluente
especifico para os anticorpos, com redutor de fundo (Dako Cytomation — $
3022) durante 18 horas a 4°C. As laminas foram lavadas em solu¢do tampéo, 2
banhos de 5 minutos cada. Apds esse periodo, foram incubadas com anticorpo
secundario biotinilado coelho anticabra (Southern Biotech 6160-08), diluido a
1:200, por 30 minutos a temperatura ambiente em cdmara Umida, e lavadas em
2 banhos de TRIS pH 7,4 por 5 minutos. As laminas foram incubadas com
complexo estreptoavidina peroxidase (Dako Cytomation K 0377), diluido a
1:200, a temperatura ambiente por 30 minutos em cadmara Umida, e lavadas em
TRIS (2 banhos) por 5 minutos. Para visibilizacdo da reacdo, os cortes foram
tratados com cromégeno DAB (DAB Dako Cytomation K 3468) durante 5
minutos e, em seguida, lavados em TRIS e agua destilada. Os cortes foram
contracorados com hematoxilina de Harris por 3 minutos e lavados em &agua
corrente por 10 minutos com posterior hidratacdo em &lcool, clareados em xilol
e montados sobre 1aminas com resina sintética Permount. A anélise foi realizada
em todo o corte, em aumento de 20 e 40 vezes, estabelecendo-se uma média
para a intensidade de marcacdo observada nas laminas dos rins de todos os
animais. Assim, a porcentagem de células marcadas para cada um dos tipos
histolégicos estudados foi determinada como:

sem marcacao,

até 25% do campo,

de 26 a 50% do campo,

de 51 a 75% do campo,

de 76 a 100% do campo.

Para controle negativo, foram omitidos os anticorpos primarios. A
marcacdo positiva foi detectada como coloragio marrom, de padrdo
citoplasmético e de membrana celular.

A andlise estatistica foi realizada com o teste de Goodman para a

verificacdo das freqiéncias de intensidade e porcentagem da marcacdo das
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citocinas estudadas nas células tubulares e glomerulares e o teste exato de Fisher
para a distribuicdo das freqiiéncias de intensidade e porcentagem da IL-1 nas
células glomerulares. O teste t de Student foi utilizado para a verificacdo da
homogeneidade dos pesos dos animais de ambos os grupos. Para os atributos
temperatura retal, pressdo arterial média, hematdcrito e citocinas séricas,
avaliados ao longo do tempo (M1 e M2), foi efetuada Anélise de Perfil 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)
verificacdo da igualdade dos 2 grupos no conjunto dos momentos (diferenca
entre os dois perfis), no caso de aceitacdo da similaridade; 3) verificacdo da
diferenca entre momentos no conjunto dos grupos, no caso de aceitacdo da
similaridade; 4) verificacgdo da diferenca entre grupos em cada momento; 5)
verificacgdo da diferenca entre momentos dentro de cada grupo. Em cada
hipotese testada, foram calculadas as estatisticas F e p. As diferencas foram

consideradas significativas quando p < 0,05.
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QUATRO

gy

Resultados

O peso dos animais ndo apresentou diferenca entre grupos e as médias e
desvios padrdao de Gl e G2 sdo, respectivamente: 346 g + 81 e 338 g + 62
(Tabela 1). A temperatura retal ndo apresentou diferenca significativa entre
momentos e grupos e para Gl e G2 foi, respectivamente: 35,9°C * 1,9 (M1),
36,0°C = 1,8 (M2) e 37°C = 1,4 (M1), 36,7°C *= 0,7 (M2) (Tabela 2, Quadro 1).
A pressdo arterial média comportou-se de modo igual nos dois momentos dos
dois grupos de estudo, tendo diminuido de modo significativo de M1 para M2 e
sendo, em Gl e G2, respectivamente: 96 mmHg = 25 (M1), 75 mmHg * 20
(M2) (representando queda de 22%) e 89 mmHg * 20 (M1), 73 mmHg = 15
(M2) (representando queda de 18%) (Tabela 3, Quadro 2). O hematdcrito
comportou-se de modo igual nos dois momentos dos dois grupos de estudo,
tendo diminuido de modo significativo de M1 para M2 e sendo, em Gl e G2,
respectivamente: 41% =+ 2 (M1), 33% * 3 (M2) e 37% = 5 (M1), 31% = 3
(M2) (Tabela 4, Quadro 3).

Com relagdo ao resultado sérico de TNF-a em GIl, no momento
correspondente a primeira hemorragia, M1, os valores j& eram maiores que o
normal (178,6 pg/mL = 33,5). Em M2, 50 minutos apdés M1, os valores
cresceram para 509,2 pg/mL * 118,8. A diferenca foi significativa (p<0,05). Em
G2, em M1, o resultado foi 486,2 pg/mL * 83,6 e, em M2, diminuiu para 261,8
pg/mL = 79,5, diferenca significativa, o0 mesmo acontecendo com a diferenca
entre grupos (Tabela 5).

Com relagdo ao resultado sérico de IL-1, em Gl, no momento
correspondente a primeira hemorragia, M1, os valores eram pouco abaixo do
normal (148,8 pg/mL = 31,3). Em M2, 50 minutos apés M1, os valores
cresceram para 322,6 pg/mL = 115,4, sendo diferenca significativa (p<0,05). Em
G2, em M1, o resultado foi 347,0 pg/mL *= 72,0, e em M2, diminuiu para 327,3
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pg/mL = 90,9. A diferenca ndo foi significativa, o mesmo acontecendo com a
diferenca entre grupos em M2. Em M1 a diferenca entre os grupos foi
significativa (Tabela 6).

Com relagdo a expressao renal da citocina TNF-a nas células tubulares, a
marcacdo, em porcentagem, esta expressa na Tabela 7a. Verifica-se que dentre os
20 rins estudados em Gl, 12 deles tiveram porcentagem de marcacdo de até
25% (p=0,03), o que foi estatisticamente significativo em relacdo ao restante
dos rins. Em G2, sete rins, dentre o total de 20, apresentaram marcacdo de 76-
100% (p=0,03), o que foi estatisticamente significativo em relacdo aos demais.
Nao houve diferenca significativa entre os grupos.

Com relagdo a expressao renal da citocina TNF-o nas células glomerulares,
a marcacdo, em porcentagem, estd expressa na Tabela 7b. Verifica-se que dentre
os 20 rins estudados em Gl, 10 deles tiveram porcentagem de marcacdo de até
25% (p=0,01), o que foi estatisticamente significativo em relacdo ao restante dos
rins. Em G2, 10 rins, dentre o total de 20, apresentaram marcacdo de 76-100%
(p=0,01), o que foi estatisticamente significativo em relacdo aos demais. Houve
diferenca significativa entre os grupos, e, na marcacdo de até 25%, G1 foi maior
que G2, e, na marca¢do de 76-100%, Gl foi menor que G2.

Com relacdo a expressdao renal da citocina IL-1 nas células tubulares, a
marca¢do, em porcentagem, estd expressa na Tabela 8a. Verifica-se que dentre os
20 rins estudados em G1 ndo houve diferenca significativa entre os seis rins que
ndo apresentaram marcacdo, Os cinco rins que apresentaram marcacdo de até
25%, os quatro rins que apresentaram marcacdo de 26-50%, e os cinco rins que
apresentaram marca¢do de 51-75%. Nenhum rim apresentou marca¢do de 76-
100%. Em G2, sete rins, dentre o total de 20, apresentaram marcacdo de 76-
100%, seis rins, de 51-75%, e cinco rins de até 25%. Estas marca¢des foram
iguais e significativamente maiores que a marcacdo de 26-50% dos dois rins
restantes. Nenhum rim ficou sem marcacdo (p=0,03). Houve diferenca
significativa entre G1 e G2 porque seis rins de Gl ficaram sem marcacdo
enquanto que nenhum de G2 ficou sem marcacdo, além disso, sete rins de G2
apresentaram 76-100% de marcacdo enquanto que nenhum rim de Gl

apresentou marcac¢ao.
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Com relacdo a expressdo renal da citocina IL-1 nas células glomerulares a
marca¢do, em porcentagem, estd expressa na Tabela 8b. Verifica-se que dentre os
20 rins estudados em Gl ndo houve diferenca significativa entre os trés rins que
ndo apresentaram marcacdo, Os seis rins que apresentaram marcacdo de até
25%, os trés rins que apresentaram marcacdo de 26-50%, os dois rins que
apresentaram marca¢do de 51-75% e os seis que apresentaram marca¢do de 76-
100%. Também n&o houve diferenca significativa entre os quatro rins, dentre o
total de 20 de G2, que apresentaram marca¢do de 76-100%, nove rins, de 51-
75%, trés rins, de 26-50%, e os quatro rins com até 25% de marcacdo. Nao

houve diferenca significativa entre Gle G2 (p=0,08).
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4.1 Peso

Tabela 1 - Peso (g). Média e desvio padrdo do peso dos animais utilizados nos
experimentos de ambos os grupos

Grupo Peso
Gl 346 = 81
G2 338 = 62
Estatistica t= 0,25; p>0,50
Comentério G1=G2

t de Student
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4.2 Temperatura retal

Tabela 2 - Temperatura (°C). Média e desvio padrdo dos valores observados em cada
momento nos dois grupos experimentais, Gl e G2

Momentos M1 M2
Grupos
G1 (n=10) 359 +1,9 36,0+ 1,8
G2 (n=10) 370+ 14 36,7 £ 0,7

Quadro 1 - Temperatura retal. Hipdteses testadas, estatisticas calculadas e comentérios

Hipbtese Estatistica Comentério

1. Interagdo 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 ndo diferem

4. Efeito de grupo em cada momento M1: F=1,90; p>0,10 G1=G2
M2: F=1,40; p>0,10 GI1=G2
G1=G2
5. Efeito de momento em cada grupo Gl: F=2,33; p>0,10 MI=M2
G2: F=3,28; p>0,05 MI1=M2

Anélise de perfil
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4.3 Pressdao arterial média

Tabela 3 - Pressdo arterial média (mmHg). Média e desvio padrdo dos valores

observados em cada momento nos dois grupos experimentais

Momentos M1 M2
Grupos
G1 (n=10) 96 + 25 75 + 20
G2 (n=10) 89 + 20 73 =15

Quadro 2 - Pressdao arterial média. Hipdteses testadas, estatisticas calculadas e
comentarios

Hipétese Estatistica Comentério
1. Interacdo 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
MI1>M2
4. Efeito de grupo em cada momento M1: F=0,41; p>0,50 G1=G2
M2: F=0,06; p>0,50 G1=G2
5. Efeito de momento em cada grupo Gl1: F=9,57; p<0,05 M1>M2
G2: F=5,79; p<0,05 MI1>M2

Anélise de perfil
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Tabela 4 - Hematdcrito (%). Média e desvio padrdo dos valores observados em cada

momento nos dois grupos experimentais

Momentos M1 M2
Grupos
Gl (n=10) 41 + 2 33+ 3
G2 (n=10) 37 £ 5 31+ 3

Quadro 3 - Hematécrito. Hipdteses testadas, estatisticas calculadas e comentéarios

Hipé6tese

Estatistica

Comentério

1. Interacdo entre grupos e
momentos

2. Efeito de grupo

3. Efeito de momento

4. Efeito de grupo em cada momento

5. Efeito de momento em cada grupo

F=2,48; p>0,10

F=2,70; p>0,10
F=105,72; p<0,05
M1: F=4,70;p<0,05
M2: F=1,10; p>0,10
G1: F=81,87; p<0,05
G2: F=45,27; p<0,05

Perfis similares

Perfis iguais
M1>M2
G1>G2
G1=G2
M1>M2
MI1>M2

Andlise de perfil
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4.5 TNF-a sérico

Tabela 5 - Valores séricos de TNF-a, em pg/mL, nos grupos G1 e G2. Médias e desvios
padrdo segundo momentos e grupos

Momento
Grupo M1 M2
Gl1(n=10) 178,6 = 33,5b 509,2 + 118,8a
B A
G2(n=10) 486,2 + 83,6a 261,8 = 79,5b
A B

Letras mindsculas comparam médias de momentos em cada grupo

Letras mailsculas comparam médias de grupos em cada momento
p<0,05 (andlise de perfil)
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4.6 IL-1 sérica

Tabela 6 - Valores séricos de IL-1, em pg/mL, nos grupos Gl e G2. Médias e desvios

padrdo segundo momentos e grupos

Momento
Grupo Mi M2
G1(n=10) 148,8+31,3b 322,6*+115.4a
B A
G2(n=10) 347,0+72,0a 327,3+90,9a
A A

Letras mindsculas comparam médias de momentos em cada grupo
Letras mailsculas comparam médias de grupos em cada momento
p<0,05 (andlise de perfil)
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4.7 TNF-a renal

Tabela 7a - Distribuicdo dos rins dos ratos dos dois grupos segundo porcentagem de

células tubulares marcadas por TNF-a

Gl (n=10) G2 (n=10)
Intensidade No % No %
de marcagdo
Sem marcagao 2 10,0 - 0,0
B B
até 25% 12 60,0 5 25,0
A AB
26 a 50% 2 10,0 2 10,0
B AB
51a 75% 3 15,0 6 30,0
AB AB
76 a 100% 1 5,0 7 35,0
B A
Total 20 100,0 20 100,0

Né&o houve diferenca entre os grupos em cada categoria dos resultados

Letras mailsculas comparam as categorias dos resultados em cada grupo

Percentuais seguidos de pelo menos uma letra em comum nédo diferem estatisticamente
p=0,03 (teste de Goodman)

Tabela 7b - Distribuicdo dos rins dos ratos dos dois grupos segundo porcentagem de
células glomerulares marcadas por TNF-a

Gl (n=10) G2 (n=10)
Intensidade No % No %
de marcagdo
Sem marcagdo 2 10,0a - 0,0a
AB B
até 25% 10 50,0a 5 25,0b
A AB
26 a 50% 2 10,0a 1 5,0a
B B
51a75% 5 25,0a 4 20,0a
AB AB
76 a 100% 1 5,0b 10 50,0a
B A
Total 20 100,0 20 100,0

Letras minUsculas comparam propor¢des dos grupos em cada categoria do resultado
Letras mailsculas comparam as categorias dos resultados em cada grupo

Percentuais seguidos de pelo menos uma letra em comum nédo diferem estatisticamente
p=0,01 (teste de Goodman)
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4.8 IL-1 renal

Tabela 8a - Distribuicdo dos rins dos ratos dos dois grupos segundo porcentagem de

células tubulares marcadas por IL-1

G1 (n=10) G2 (n=10)
Intensidade No % No %
de marcag¢do
Sem marcac¢do 6 30,0a - 0,0b
A B
até 25% 5 25,0a 5 25,0a
A A
26 a 50% 4 20,0a 2 10,0a
A AB
51a75% 5 25,0a 6 30,0a
A A
76 a 100% - 0,0b 7 35,0a
B A
Total 20 100,0 20 100,0

Letras minGsculas comparam propor¢des dos grupos em cada categoria do resultado
Letras mailsculas comparam as categorias dos resultados em cada grupo

Percentuais seguidos de pelo menos uma letra em comum néo diferem estatisticamente
p=0,03 (teste de Goodman)

Tabela 8b - Distribuicdo dos rins dos ratos dos dois grupos segundo porcentagem de

células glomerulares marcadas por IL-1

Gl (n=10) G2 (n=10

Intensidade No % No %
de marcagdo

Sem marcagdo 3 15,0 - 0,0
até 25% 6 30,0 4 20,0
26 a 50% 3 15,0 3 15,0
51a 75% 2 10,0 9 45,0
76 a 100% 6 10,0 4 20,0
Total 20 100,0 20 100,0

Né&o houve diferenca entre os grupos em cada categoria dos resultados
Né&o houve diferenca entre os resultados dentro de cada grupo
p=0,08 (teste exato de Fisher)
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Figura 1 — Imunomarcacdo (l) de rins de ratos com anticorpo primério antilL-1 e
antiTNF-a, técnica ABC, DAB e contracoloracdo hematoxilina de Harris, 400x: A - |
fraca, de IL-1, em glomérulo e tdbulos renais de rato do grupo Gl (sevoflurano); B - |
forte, de IL-1, em glomérulos renais de rato do grupo G2 (sevoflurano e glibenclamida);
C - | forte, de IL-1, em tubulos renais de rato do grupo G2; D - | fraco, TNF-a, em
glomérulo e tubulos renais de rato do grupo G2; E - | forte, de TNF-a, em glomérulo
renal de rato do grupo G2; F - | forte, de TNF-a,, em tubulos renais de rato do grupo
G2; G — controle negativo.
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CINCO

Discussao

A temperatura retal dos animais deste estudo mostra resultados
compativeis com hipotermia leve (35,5°C a 37,5°C). Estes resultados estdo de
acordo com o que foi buscado no trabalho experimental - mimetizar a préatica
clinica. Sendo assim, espera-se que paciente anestesiado e que tenha hemorragia
apresente estes patamares de temperatura, na melhor das hipdteses. Foi evitada
hipotermia importante, que seria fator protetor para a isquemia sofrida pelos rins
ap6s hemorragia, e hipertermia, que ajudaria a piorar a lesd@o renal, alterando a
disponibilidade de ATP e promovendo aumento nos radicais livres de oxigénio
(Zager & Altschuld, 1986).

Wu et al., 2003, estudaram ratos que sofreram choque
hemorragico e que permaneceram com temperaturas retais entre 33°C e 34°C.
Concluiram que a peroxidacao lipidica e as respostas inflamatodrias sistémicas ao
choque hemorragico foram minimamente influenciadas por este grau de
hipotermia, sendo que a sobrevivéncia dos ratos foi melhor que a do grupo de
temperatura normal (38 * 0,5°C).

A reducdo do hematdcrito, observada no final do experimento, pode ter
ocorrido pela hidratacdo basal oferecida aos animais mesmo apds a sangria. Em
choque hemorragico, constricdo arteriolar em 6rgdos menos essenciais, como a
musculatura esquelética, redistribui sangue para 6rgaos vitais e hd diminuicdo na
pressdao capilar, facilitando absor¢do de fluidos e ocorrendo hemodiluicdo
(Mazzoni et al., 1994).

A hipotensao arterial encontrada nos animais no final do experimento foi
consequente a hemorragia de 30% da volemia. Embora esta hipotensdo tenha
sido significativa em relacdo aos valores iniciais de pressao arterial média, seus

valores foram compativeis com diminui¢do moderada.
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As alteragcdes da microcirculacdo produzidas pela lesdo de isquemia e
reperfusdo sdo muito similares aquelas associadas com o processo inflamatério,
isto é, vasodilatacdo, invasdo tissular por células inflamatdrias e aumento da
permeabilidade microvascular (Duran & Dillon, 1989). A resposta inflamatéria
tem papel importante na fisiopatologia da lesdo por isquemia e reperfusdo. Em
muitos &rgdos, o periodo de isquemia seguido por reperfusdo associa-se a
inflamac@o aguda e liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias, mas a participacdo
exata dessas citocinas na mediacdo da lesdo ainda ndo estd clara (Frangogiannis
et al., 1998; Hill, 1998). Entretanto, quando grandes quantidades de TNF-a sdo
produzidas, a contratilidade do miocardio e o ténus da musculatura lisa dos
vasos sao inibidos, com vasodilatacdo, resultando em queda acentuada da
pressdo sanguinea, ou choque (Abbas et al., 2007).

Neste estudo, a isquemia que pode ter ocorrido no rim é devida a
hemorragia e hipotensdo e nao se constitui em perda total do fluxo sangiliineo a
este 6rgdo, como ocorre quando h& oclusdo de artéria responsével por
fornecimento de sangue. Contudo, h&d um grau de perda de fluxo, com posterior
reperfusdo, seja por reposicao externa de fluidos adequados, seja por mecanismo
intrinseco do érgao voltado a sua preservagéao.

O conceito de pré-condicionamento isquémico tem sido bastante
estudado desde a descoberta de que periodos prévios e curtos de isquemia de
um &6rgdo dariam protecdo subsequiiente ao 6rgdo se este sofresse, em seguida,
isquemia mais prolongada (Murry et al., 1986). Ou seja, a lesdo encontrada,
entdo, seria mais branda. Pesquisas clinicas e experimentais mostraram efeito
semelhante quando do uso de anestésicos volateis durante episédios de isquemia
e reperfusdo (Zaugg et al.,, 2002a; 2002b, Xiong et al.,, 2003). Estudos
demonstram que o anestésico volatil sevoflurano tem efeitos protetores contra
lesdo de isquemia e reperfusdo, no miocardio, por exemplo (Kowalski et al.,
1997), enquanto que, no rim, os estudos sdo controversos, provavelmente
porque ainda ndao houve uniformidade de modelos apresentados na literatura
(Obal et al., 2006; Curtis, 2008).

Nader et al., 2004, avaliaram o papel do sevoflurano na protecao

miocardica de pacientes submetidos a revascularizacdgo do miocardio e
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concluiram que este anestésico diminui a resposta inflamatéria apds o emprego
de circulacdo extracorpérea, como medido pela liberacdo de IL-6 e TNF-q, entre
outros fatores. Entretanto, de que maneira o sevoflurano age protegendo o
miocardio ou na resposta inflamatéria ndo pdde ser determinado com este
estudo. Igualmente, El Azab et al., 2003, j& haviam observado que o sevoflurano
reduz a producdo de TNF-a durante cirurgia cardiaca mais do que a anestesia
venosa com midazolam-sufentanil. Ou seja, o sevoflurano, enquanto anestesia o
paciente ou animal, participa da imunomodulacdo de seu organismo.

Em 2006, Kawamura et al., observando que os efeitos do sevoflurano
sobre citocinas proé-inflamatérias relacionadas com lesdo de isquemia e
reperfusdo ndo eram claras, formularam a hipdtese de que este anestésico
inalatério decrescia a lesdo de isquemia e reperfusdo por suprimir as citocinas
pro-inflamatdrias. Os participantes de seu estudo foram pacientes submetidos ao
bypass coronariano. Os autores concluiram que o sevoflurano suprime a
producdo de IL-6 e IL-8, mas ndo a de IL-10. Altera¢cbes no equilibrio entre
citocinas pré- e antiinflamatérias podem ser um dos mais importantes
mecanismos de protecdo miocardica determinados pelo sevoflurano.

Se o sevoflurano n&o inibe a producdo de IL-10 e esta citocina, sabe-se,
inibe a inflamagdo e a producdo de TNF-a (Abbas et al., 2007), entdo, em Gl, o
anestésico inalatério pode ter influenciado o resultado encontrado de TNF-a. A
hemorragia teria aumentado a produg¢do desta citocina, mas ndo tanto quanto
esperado, uma vez que o sevoflurano estava presente. O que foi observado nos
rins dos ratos de Gl, portanto, poderia ter sido pior ndo fosse a acdo protetora
desse anestésico inalatério.

No experimento de Obal et al.,, 2006, autores que nao encontraram
protecdo renal em ratos anestesiados com sevoflurano, nefrectomia direita foi
realizada 14 dias antes do experimento com isquemia renal esquerda e
reperfusdo (para prevenir compensacdo pelo rim contra-lateral). Entretanto,
apos a retirada de um rim, no rim remanescente ocorrem multiplas respostas que
sdo adaptagdes fisioldgicas. Entre as respostas mais precoces estdo as alteracdes
bioquimicas que precedem o crescimento celular do rim remanescente. Estas

alteracdes j& comecam a acontecer em questdo de minutos, como é o caso do
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aumento da incorpora¢do da colina, precursora do fosfolipideo da membrana
celular (Lowenstein & Toback, 1978; Toback et al., 1974). Em 14 dias, tempo
utilizado por Obal et al., 2006, para realizar isquemia e reperfusdo apos
nefrectomia, existe crescimento compensatdrio do rim remanescente de quase
40% (Dicker & Shirley, 1972). Estes autores, portanto, administraram
sevoflurano para animais com rins diferentes de rins normais e, além disso, por
apenas 15 minutos, aguardando, entdo, 10 minutos para realizar a isquemia
renal. Durante a oclus@o da artéria renal esquerda, os animais foram mantidos
anestesiados com administracdo de S(+)-cetamina. No experimento de Curtis,
2008, - isquemia e reperfusdo de rim esquerdo de rato (o rim direito tinha sido
retirado imediatamente antes) sob efeito de $(+)-cetamina e de sevoflurano -, o
grupo que foi anestesiado apenas com $(+)-cetamina teve o pior resultado de
histologia do 6rgao e aquele no qual se empregou o sevoflurano, o melhor
resultado.

Acredita-se que o sevoflurano tenha tido efeito na alteracdo encontrada
das citocinas séricas e na expressdo renal no grupo Gl e no grupo G2, da
glibenclamida. Com a experiéncia adquirida com o estudo de Curtis, 2008, com
as criticas ao de Obal et al., 2006, e com os relatos positivos a favor do emprego
do sevoflurano em cirurgias cardiacas, pode-se posicionar favoravelmente
quanto ao efeito, positivo, do sevoflurano nos ratos da presente pesquisa. Assim,
a escolha do anestésico a ser utilizado em um procedimento cirlrgico também
deve ser feita baseando-se na protecdo ou agressao imunoldgica que o mesmo
desencadeia.

A citocina TNF-a no soro dos ratos desta pesquisa j& se encontrava
aumentada em M1 — muito pouco em relacdo ao normal, nos ratos de Gl, os
quais ndo receberam a sulfoniluréia, e bastante em relacdo ao normal, nos de
G2, que receberam a glibenclamida. Neste momento, os animais estavam
anestesiados com sevoflurano e tinham sido operados para o estabelecimento do
modelo da pesquisa, o que deve ter suscitado a elevacdo da citocina. A
glibenclamida pode ter sido indutora da liberacdo desta citocina, o TNF-a.

Kentner et al., 2002, realizaram estudo com ratos nos quais retiraram

sangue em quantidade igual a 3 ml para cada 100 g e com amputa¢do da cauda.
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Apds hemostasia e ressuscitacdo com solucdo de Ringer, verificaram que a
temperatura de 34°C *= 0,5°C induziu resposta importante de citocinas pro-
inflamatorias séricas (TNF-a).

No momento M2, ja se haviam passado 50 minutos da primeira etapa de
hemorragia e 30 minutos da terceira e Gltima etapa. Esta hemorragia estimulou a
liberacdo de TNF-a porque em G1 seus valores séricos estdo muito elevados. Em
G2, este aumento foi atenuado e a concentragdo desta citocina é o dobro do
valor normal, porém é menor que a concentracdo observada em Gl, levantando
a possibilidade de que possa ter ocorrido exaustdao na producdao de TNF-a, ou
modula¢do imunoldgica protetora pelas citocinas IL-10 e/ou TGF-B. Por outro
lado, com a hemorragia, houve perda de quantidade sangliinea da sulfoniluréia e
o estimulo para a producdo de TNF-a estaria diminuido, vindo de encontro,
portanto, com a redu¢d@o dos valores da citocina observada em M2.

Logo, por esses resultados séricos pode-se inferir que a glibenclamida
induziu a formacdo de TNF-a (MIl) e esta citocina induz a formacdo de
receptores soltveis (Engelmann et al., 1990; Dinarello, 1996). Assim, pode ter
ocorrido, também, bloqueio de determinada quantidade, da anteriormente
produzida, de TNF-a, sendo a quantidade resultante medida e exibida na Tabela
5, em M2. O aumento de TNF-a ocorreu mais tarde em G1 (entre M1 e M2) e,
assim, este mecanismo proposto (protetor, uma vez que héa receptores para TNF-
a em praticamente todas as células organicas) deve ter ocorrido mais tarde e ndo
foi medido nesta pesquisa.

Receptores soltveis de TNF-o estdo presentes na circulacdo sangliinea de
seres humanos saudéaveis e podem agir como inibidores naturais da atividade do
TNF-o. Ha& dois receptores de superficie celular, o p55 e o p75 (Engelmann et al.,
1990; Dinarello, 1996). O préprio TNF-o induz a liberacdo desses receptores
soliveis (Jansen et al., 1995), os quais agiriam como “carregadores” de TNF-a
em certos modelos experimentais. Este fendmeno foi observado pela primeira
vez adicionando-se quantidades aumentadas de receptores soliveis de TNF a
células expostas ao TNF-a. A atividade biolégica do TNF-a aumentou frente a

baixas concentracdes molares de receptor solivel. Em concentracbes molares
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altas do receptor solivel do TNF-a, a atividade desta citocina diminuiu,
ocorrendo inibicdo dose-dependente dessa atividade (Aderka et al., 1992).

Com relacdo a expressao de TNF-a nos rins, a marcacdo é mais
homogénea em G2 — células tubulares e glomerulares — sendo que todas as
células estdo marcadas e os rins s@o encontrados em maior ndmero nas
marca¢des mais intensas. A inducdo do seu aparecimento foi grande, portanto,
mas a metabolizacdo desta citocina ndo parece ter sido pronta. A distribuicdo da
marcacdo de TNF-a em Gl ndo é homogénea e a maior parte dos rins tem
marcac¢ao fraca, sendo observados rins ndo marcados.

A deducdo que se faz em razdo desses resultados é que a glibenclamida, além
de induzir a forma¢do de TNF-a sérico, também induz a formag¢do de receptores
renais de TNF-a. Portanto, em G2, o que foi produzido de TNF-a foi tomado pelos
receptores tubulares e glomerulares, o que vale dizer que a glibenclamida
comportou-se como pré-inflamatéria, auxiliando a agdo de TNF-a.

Entretanto, em pacientes com diabetes mellitus tipo Il, Desfaits et al.,
1998, demonstraram que a administracdo de glibenclamida inibia o aumento de
adesdo de mondcitos a células endoteliais, assim reduzindo a produc¢do de TNF-a
por essas células. Em camundongos, Fukuzawa et al., 1999, investigaram efeitos
de sulfoniluréias hipoglicemiantes, glicazida e glibenclamida, e de uma
tiazolidinediona, a troglitazone, medicamentos antidiabéticos, administrados por
via oral, na produ¢do de TNF-a induzida por lipopolissacarideo. Encontraram
que a glibenclamida nédo teve efeito nem na producdo e tampouco na acdo desta
citocina.

Jiang et al., 1997, demonstraram que o TNF-a é a primeira citocina a
aparecer nos tecidos de ratos, seguida pela IL-1B, apds choque hemorrégico. Os
autores sugerem que a liberacdo de citocinas em &rgdos vitais pode representar
papel importante na lesdo dos mesmos apds choque hemorragico.

Sato et al., 2004, estudaram, no rato, o papel do TNF-a na disfuncdo
renal apds hemorragia de 16,5% da volemia, sem ressuscitacdo fluidica. Para
tanto, utilizaram o composto FR167653 que antagoniza uma via de sinal
intracelular com importante papel na expressao do mRNA de citocinas proé-

inflamatdrias, como TNF-a e IL-18. Apds uma hora de hemorragia, a expressao
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do mRNA de TNF-a no rim e as concentracdes séricas de TNF-a estavam mais
altas. O tratamento intraperitoneal prévio com FR167653 inibiu
significativamente o aumento de TNF-a. A infiltracdo de células inflamatdrias e a
lesdo celular tubular, induzidas pela hemorragia, foram suprimidas e a disfun¢ado
renal foi dramaticamente reduzida no grupo que recebeu o tratamento com o
referido composto. As alteracdes morfoldgicas também foram mais leves no
grupo tratado, quando se comparou este ao grupo néo tratado.

Trauma multiplo e lesdo por isquemia/reperfusdo sao situacdes que
iniciam cascata de citocinas e resultam em processos inflamatdérios sistémicos e
locais. Biologicamente, IL-1 e TNF-a sdo estreitamente correlacionadas embora
suas estruturas e seus receptores sejam distintos. Estas duas citocinas sdo
produzidas durante inflamacéo, lesdo, problema imunolégico ou infeccdo. Assim,
as propriedades de IL-1 e TNF-a suscitariam respostas do hospedeiro a essas
situacdes (Dinarello, 1997).

Bahrami et al., 1997, sugeriram que TNF-o induzido por choque
hemorrdgico é um importante mediador fisiopatolégico das alteracdes
cardiovasculares, do dano a multiplos 6rgaos e da letalidade em ratos.

O TNF-a é conhecido como a principal citocina pré-inflamatéria que leva
a faléncia de multiplos drgaos relacionada ao dano renal devido a hemorragia e
estd relacionado com piora no progndstico e morte (Sato et al., 2004). Os rins
sdo capazes de produzir TNF-o em resposta a lipopolissacarideos, ao préprio
TNF-0, ou a interleucina-1. Os oxidantes liberados durante a reperfusdo de um
tecido isquémico estimulam a transcricdo de fatores envolvidos na expressdo do
TNF-a. Além disso, o préprio TNF-o é capaz de aumentar a sua produgdo
através de um mecanismo de up-regulation (Donnahoo et al., 1999).

Os resultados da citocina sérica IL-1 dos animais do grupo controle, Gl,
deste estudo, estavam normais antes do inicio das sangrias e dobraram de valor
no final do experimento, ou seja, provavelmente a hemorragia foi o estimulo
para este aumento. No grupo G2, que recebeu glibenclamida, os valores de IL-1
estavam muito altos ja antes da sangria e assim permaneceram até o final do
experimento, ou seja, 30 minutos apds ter ocorrido a ultima sangria. Assim, do

mesmo modo que em relacdo ao TNF-a, é possivel que a sulfoniluréia tenha sido
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estimulo para o aumento de IL-1 sérica. No tecido renal, nas células glomerulares,
ndo se observa diferenca estatisticamente significativa entre os grupos na
marcacdo pela IL-1, porém todas as células tém marcacdo e a maioria dos rins
tem marcacdo mais intensa. Nas células tubulares, a marcacdo da IL-1 é maior no
grupo G2. Neste mesmo grupo, G2, todas as células estudadas estdao marcadas e
a maioria dos rins também tem marcacdo mais intensa.

Assim como acontece para o TNF-a, h& receptores soliveis para IL-1 e
estes inibem a a¢do desta citocina de modo dose-dependente (Dinarello, 1996).
Pode ser que a imunomodulagdo que ocorreu para o TNF-a, por meio dos
receptores sollveis, seja maior que para a IL-1, porque o TNF-a tem receptores
em variedade maior de células no organismo que a IL-1. Portanto, seu bloqueio
seria mais importante somente se estivesse em concentracdo muito alta.

A citocina IL-1 também é mediadora da imunidade natural. Produzida por
macréfagos, células endoteliais, fibroblastos e células do mdasculo liso, atua
regulando a maturacdo das células T e B e promovendo a sintese de outras
citocinas. E também conhecida como fator pirogénico, ja que induz o aumento
da temperatura. Tem ac¢do redundante junto ao TNF-a, porém, diferentemente
deste, ndo causa dano tecidual por si s6, ndo é letal, mesmo em altas
concentracdes, ndo causa lise ou necrose hemorragica de células tumorais, e é
mais potencializadora do que supressora em relacdo a medula &ssea (Seadi,
1998).

A glibenclamida é sulfoniluréia de segunda geracdo, utilizada por via oral
para tratamento do diabetes mellitus tipo ll, exerce sua a¢do induzindo maior
producdo de insulina pelas células B pancreéticas e diminuindo o clearance
hepéatico deste horménio. Sua meia vida é de 4*1h, diminuindo a condutancia
do canal de K, ou seja, bloqueando os canais de Karp (Aguilar-Bryan et al., 1995;
Philipson & Steiner, 1995).

Simard et al., 2009, observaram que a glibenclamida reduziu a inflamagdo
apds hemorragia subaracndidea em ratos. Este farmaco seria potente inibidor
farmacolégico dos receptores para sulfoniluréia 1 (SURIT) e, assim, teria
melhorado muitos efeitos patolégicos associados com inflamacdo consequente a

hemorragia subaracndidea. Os dados apresentados pelos autores apontam para
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o SUR1 como alvo terapéutico potencialmente importante para influir
positivamente no edema vasogénico e morte celular associados a hemorragia
subaracndidea. Embora em outro tipo de tecido, este estudo indica acdo positiva
da glibenclamida frente aos efeitos de acdo de citocinas, como o TNF-q,
marcador de inflamag&o.

As propriedades bioldgicas de IL-1 e TNF-o mimetizam as respostas do
hospedeiro a infec¢do, inflamacgdo, lesdo ou estimulo imunolégico. Em modelos
animais de inflamagdo sistémica, bloqueio especifico tanto de uma como da
outra citocina reduz a gravidade da inflamagdo. As duas citocinas agem de modo
sinérgico em quase todos os modelos in vitro e in vivo de inflamacao sistémica
ou local. Quando ambas sdo bloqueadas especificamente, a gravidade da

inflamacdo se reduz (Dinarello, 1996).
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Considera¢des Finais

Nesta pesquisa, a hemorragia e a glibenclamida mostraram-se indutoras de
elevacdo das citocinas estudadas, IL-1 e TNF-a, e o sevoflurano, fator que
atenuou este aumento. Em Gl, acredita-se que o resultado de alteracdes renais
poderia ter sido pior se os ratos ndo tivessem sido anestesiados com o
sevoflurano. Em G2, o aumento sérico de TNF-a e IL-1 é inicial, antes da
hemorragia e hipotensdo, mas ajudou o rim a enfrentar, com vasodilatacdo
(resultante da acdo do TNF-a) e melhor perfusdo, a isquemia conseqiiente a

hipotensao.
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SETE

Conclusao

Os resultados da presente pesquisa em ratos anestesiados com sevoflurano
e que sofreram hemorragia aguda sem reposicao fluidica adequada mostram que
houve alteracbes das citocinas TNF-a e IL-1. A hemorragia e a glibenclamida
aumentaram a concentracdo sérica e a imunomarcacdo renal dessas citocinas,
enquanto o sevoflurano pode ter diminuido. O sevoflurano e a glibenclamida,
por mecanismos diferentes, suscitaram melhores respostas nos rins dos animais,
sendo necessérios, entretanto, outros estudos para elucidar melhor os achados

desta pesquisa.
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Tabela 9 - Peso (g), pressdo arterial média (mmHg) (PAM) e temperatura retal (°C)

(T) dos ratos do grupo controle (G1) nos dois momentos estudados

Peso PAM T
Rato Mi M2 Mi M2
1 300 55 59 37.1 37,2
2 330 m 57 36,6 354
3 300 120 108 37.8 38
4 310 118 55 37.4 38,5
5 280 95 87 37.8 33,5
6 280 114 87 36,6 34,0
7 340 76 53 33,1 34,5
8 330 116 96 344 36,0
9 500 55 59 36,1 36,8
10 490 95 87 32,5 36,0




Tabela 10 -

(T) dos ratos do grupo glibenclamida (G2) nos dois momentos estudados

53

Peso (g), pressdo arterial média (mmHg) (PAM) e temperatura retal (°C)

Peso

Rato Mi M2 M1 M2

1 480 58 60 38,6 37,9
2 370 84 72 35,2 36,8
3 310 67 64 36,1 36,4
4 300 122 83 37.4 36,2
5 270 926 41 34,9 36,2
6 360 109 87 37.3 36,0
7 340 86 69 38,9 37.8
8 370 101 87 35,6 36,0
9 280 68 87 38,0 37,1

10 300 98 78 37,9 36,3




Tabela 11-

(Ht) dos ratos do grupo controle (G1) nos dois momentos estudados

Apéndice
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Valores séricos das citocinas TNF-a e IL-1 (pg/mL) e do hematdcrito (%)

TNF-a IL-1 Ht
Rato Mi M2 Mi M2 Ml M2
1 218 686 156 218 39 33
2 204 584 148 188 43 28
3 186 417 155 321 42 35
4 108 676 96 288 37 28
5 146 426 174 512 42 33
6 200 331 181 317 39 32
7 174 562 162 227 39 34
8 208 404 188 297 43 34
9 184 528 106 326 39 33
10 158 478 122 532 42 37
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Tabela 12-  Valores séricos das citocinas TNF-a e IL-1 (pg/mL) e do hematdcrito (%)

(Ht) dos ratos do grupo glibenclamida (G2) nos dois momentos estudados

TNF-a IL-1 Ht
Rato M1 M2 M1 M2 M1 M2
1 527 402 286 288 38 33
2 488 316 512 374 39 34
3 512 288 308 246 37 33
4 617 186 317 488 44 34
5 388 129 361 402 38 33
6 467 208 407 427 41 32
7 502 317 294 265 30 26
8 480 218 286 223 40 33
9 561 308 31 322 33 29
10 320 246 388 238 31 26
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Tabela 13 - Porcentagem de células tubulares marcadas pela citocina TNF-a nos rins dos

ratos do grupo controle (G1)

Ndmero do rim % células marcadas
1 1
2 0
3 0
4 1
5 1
6 1
7 1
8 1
9 1
10 1
1 1
12 1
13 1
14 3
15 1
16 2
17 4
18 3
19 3
20 2

Legenda

% células marcadas

0 — sem marcacao

1 — até 25% do campo
2 —de 26 a 50%
3-de51a75%

4 —de 76 a 100%
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Tabela 14 - Porcentagem de células tubulares marcadas pela citocina TNF-a nos rins dos

ratos do grupo glibenclamida (G2)

Nidmero do rim % células marcadas
1 4
2 1
3 3
4 1
5 2
6 1
7 4
8 4
9 4
10 1
11 3
12 4
13 3
14 3
15 2
16 3
17 3
18 4
19 4
20 1

Legenda

% células marcadas

0 — sem marcacdo

1 — até 25% do campo
2 —de 26 a 50%
3-de51a75%

4 —de 76 a 100%
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Tabela 15 - Porcentagem de células glomerulares marcadas pela citocina TNF-a nos rins

dos ratos do grupo controle (G1)

Nidmero do rim % células marcadas
1 1
2 0
3 0
4 1
5 1
6 1
7 1
8 1
9 1
10 1
11 3
12 1
13 2
14 3
15 1
16 2
17 4
18 3
19 3

20 3

Legenda

% células marcadas

0 — sem marcacdo

1 — até 25% do campo
2 —de 26 a 50%
3-de51a75%

4 —de 76 a 100%
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Tabela 16 - Porcentagem de células glomerulares marcadas pela citocina TNF-a nos rins
dos ratos do grupo glibenclamida (G2)

Nidmero do rim % células marcadas
1 4
2 1
3 4
4 1
5 3
6 1
7 4
8 4
9 4
10 1
11 3
12 4
13 4
14 4
15 2
16 3
17 3
18 4
19 4
20 1

Legenda

% células marcadas

0 — sem marcacdo

1 - até 25% do campo
2 —de 26 a 50%
3-de51a75%

4 —de 76 a 100%
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Tabela 17 — Porcentagem de células tubulares marcadas pela citocina IL-1 nos rins dos

ratos do grupo controle (G1.)

Nidmero do rim % células marcadas
1 0
2 2
3 0
4 2
5 1
6 3
7 0
8 0
9 1

T
A W N = O
- O = N O

15 3
16 2
17 3
18 3
19 3

N
o

Legenda

% células marcadas

0 — sem marcagdo

1 — até 25% do campo
2 —-de 26 a 50%
3-de51a75%

4 —de 76 a 100%
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Tabela 18 - Porcentagem de células tubulares marcadas pela citocina IL-1 nos rins dos

ratos do grupo glibenclamida (G2)

Nidmero do rim % células marcadas
1 2
2 1
3 3
4 2
5 2
6 1
7 3
8 4
9 3
10 2
11 2
12 2
13 3
14 3
15 1
16 2
17 3
18 4
19 3
20 4

Legenda

% células marcadas

0 — sem marcagdo

1 — até 25% do campo
2 —de 26 a 50%
3-de51a75%

4 —de 76 a 100%
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Tabela 19 - Porcentagem de células glomerulares marcadas pela citocina IL-1 nos rins dos

ratos do grupo controle (G1)

Ndmero do rim % células marcadas
1 1
2 4
3 1
4 3
5 1
6 4
7 0
8 1
9 2
10 1
1 3
12 1
13 0
14 0
15 4
16 2
17 4
18 4
19 4
20 2

Legenda

% células marcadas

0 — sem marcacao

1 — até 25% do campo
2 —de 26 a 50%
3-de51a75%

4 —de 76 a 100%
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Tabela 20 - Porcentagem de células glomerulares marcadas pela citocina IL-1 nos rins dos

ratos do grupo glibenclamida (G2)

Ndmero do rim % células marcadas
1 1
2 1
3 4
4 3
5 3
6 1
7 3
8 3
9 3
10 3
11 2
12 2
13 2
14 4
15 1
16 3
17 3
18 3
19 4

20 4

Legenda

% células marcadas

0 — sem marcagdo

1 — até 25% do campo
2 —de 26 a 50%
3-de51a75%

4 —de 76 a 100%
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=2t NEFRECTOMIA
l GLIB ® @ 6 BILATERAL
] S G
' RL ; 10" | 40 30 min
CcvII 60 min M1 M2
CAC

Esquema do Desenvolvimento do Modelo Experimental

CVJI = cateterizacdo da veia jugular interna
CAC = cateterizacdo da artéria cardtida
Sevo = sevoflurano

Glib = glibenclamida
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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