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BAZZANO, T S. Caracterizagcdo de um modelo animal de doenca renal produzida por

isquemia e reperfusdo, em Rattus norvegicus WISTAR

Com o objetivo de caracterizar um modelo animal de doenga renal, foram
utilizados oito machos e oito fémeas de ratos (Rattus norvegicus) da linhagem WISTAR,
entre 60 e 81 dias de idade, os quais foram submetidos a cirurgia para o clampeamento
do pediculo renal (artéria e veia) unilateral esquerdo por 10 minutos, para isquemia,
com restabelecimento do fluxo para reperfusdo. Foram avaliados os biomarcadores:
atividade urinaria da fosfatase alcalina (FAU) e da gama glutamiltransferase (gGTU);
glicose urinaria (GliU); proteina urinaria (PrU); creatinina urinaria (CrU); relagao proteina
urinaria e creatinina urinaria (PrU:CrU) as 24 horas, aos 5, 7, 14 e 21 dias. Péde-se
observar que a isquemia unilateral por 10 minutos, mostrou na avaliacdo da urina, as
24 horas, o aumento significativo da atividade enzimatica da gGTU e da FAU, além
do aumento da GliU, o que denota lesdo tubular aguda. Estas enzimas
apresentaram decréscimo de seus valores, apds as 24 horas, e equipararam-se aos
valores do grupo controle dos cinco aos sete dias. A partir do quinto dia observou-se
0 aparecimento da proteina (albumina), tanto na Urina tipo | quanto na
espectrofotometria. Aos sete dias, na avaliacdo do sedimento também apareceram
cilindros granulosos. Tanto a proteina e os cilindros granulosos se mantiveram na
urina até o 21° dia e, aliados a glicosuria, em valores com ascendéncia,
demonstraram que a lesao cronificou, como observado aos 21 dias, e que pode
evoluir para lesao tubular crénica. O modelo de isquemia por 10 minutos se mostrou
viavel, pois foi caracterizado pelas alteracbes dos parametros bioquimicos urinarios

analisados, e pela evolugao da doenca.

Palavras-chave: Isquemia, Reperfusao, Renal, Ratos



ABSTRACT

BAZZANO, T S. Characterization of an animal model of kidney disease produced

ischemia-reperfusion, in WISTAR Rattus norvegicus

In order to characterize an animal model of kidney disease, they were used eight
male and eight female rats (Rattus norvegicus) of the Wistar strain, between 60 and
81 days of age, who underwent surgery for clamping the renal pedicle ( artery and
vein) unilateral left for 10 minutes to ischemia with restoration of flow to reperfusion.
Biomarkers were evaluated: urinary alkaline phosphatase activity (FAU) and gamma
glutamyltransferase (gGTU); urinary glucose (GliU); Urinary protein (PRV); urinary
creatinine (CRU); relative urinary protein and urinary creatinine (PRU: Raw) at 24
hours, at 5, 7, 14 and 21 days. It was observed that the unilateral ischemia for 10 min
showed the evaluation of urine at 24 hours, a significant increase in enzymatic
activity of gGTU and FAU, besides increasing the GliU, which indicates acute tubular
injury. These enzymes showed a decrease of their values, after 24 hours, and
equated to the control group values from five to seven days. From the fifth day it was
observed the appearance of protein (albumin) in both the urine type | and in
spectrophotometry. Seven days in sediment assessment also appeared granular
cylinders. Both the protein and granular cylinders remained in urine until the 21st day
and, together with glucosuria in descent values demonstrated that cronificou injury,
as seen at 21 days, and can evolve into chronic tubular injury. The model of ischemia
for 10 minutes proved feasible, because it was characterized by changes in urinary

biochemical parameters analyzed, and the evolution of the disease.

Key words: Ischemia. Reperfusion. Renal. Rats
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a busca do entendimento de fatores etiolégicos,
mecanismos e tratamento das doencas tém levado ao desenvolvimento de
varios modelos animais (MONTEIRO et al., 2009). A escolha do modelo animal
€ imprescindivel para a obtencdo de resultados experimentais confiaveis e
deve ser feita de acordo com o protocolo experimental, com espécies
disponibilizadas com qualidade adequada e, em menor numero possivel
(FERREIRA et al., 2005).

A pesquisa animal conduzida com ética e responsabilidade oferece
sempre expectativas para o desenvolvimento de novos métodos de prevencéo,
tratamento e controle de doencgas, do sofrimento e da dor (American College of
Laboratory Animal Medicine - ACLAM, 2004).

O Rattus norvegicus € o animal de laboratorio mais usado como modelo
de doencga renal, porque apresenta facilidade de trabalho e adequabilidade ao
protocolo, além de sua constituicdo anatédmica visceral ser bastante similar a do
homem (RIBEIRO e YOSHIDA, 2005). Segundo Konopka (1998) os rins
isquémicos dos ratos, notadamente, simulam as lesdes observadas em
humanos, até mesmo nos menores detalhes, sendo este o fator decisivo na
escolha do rato como modelo. Bezerra et al. (2008) ressalta que os ratos da
linhagem Wistar apresentam maturidade funcional renal a partir de peso

corporal de 150g, que corresponde a idade de 35 a 40 dias.

A experimentacdo animal é fonte de referéncia para a busca de solugdes
de problemas renais, apesar da variabilidade de tipos de animais, do tempo de
Isquemia e Reperfusdo (I/R), dos parametros utilizados para avaliagdo das
variaveis e dos tratamentos utilizados (RIBEIRO e YOSHIDA, 2005).

Um dos modelos de I/R mais estudados € a oclusdo temporaria da
artéria renal (ARAUJO et al., 2002) e sdo caracterizados por, no minimo, duas
fases distintas: uma fase de isquemia, com oclusdo de um vaso ou dos vasos
nutridores de um determinado 6rgéo ou tecido a ser estudado e uma segunda

fase, a de reperfusdo, com a desobstrucdo do vaso previamente ocluido de
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forma a reperfundir adequadamente o tecido até entao isquémico (RIBEIRO e
YOSHIDA, 2005).

A perda do suprimento sanguineo por redugédo do fluxo arterial de um
tecido, em que ha comprometimento da oferta de substratos metabdlicos
refere-se ao termo isquemia (COTRAN et al., 2000), pelo fluxo sanguineo
arterial ser insuficiente as necessidades metabdlicas teciduais (CUNHA e
BANDEIRA, 2007), e se instala toda vez que essa oferta for menor do que as
necessidades basicas do 6rgao (CAZARIN e SARIDAKIS, 2007). Esta presente
em diferentes situagées como em cirurgias renais, vasculares e no transplante
renal, onde algum grau de lesdo por isquemia renal € inevitavel, como durante
o preparo do 6rgao antes do implante cirurgico (DE MENEZES et al., 2010) e
tem papel fundamental em muitas situag¢des clinicas perioperatorias (CUNHA e
BANDEIRA, 2007).

Quanto maior o tempo de isquemia, maior a repercussao clinica e pior o
progndstico (COSTA et al, 2003; CUNHA e BANDEIRA, 2007). As
consequéncias anatdbmicas, metabdlicas e fisiopatoldgicas da isquemia foram
investigadas desde a década de setenta e permanecem em foco até os dias de
hoje. Em casos mais graves, com tempos maiores de perfusdo reduzida, pode
haver necrose cortical (COSTA et al., 2003; CUNHA e BANDEIRA, 2007).

Sabe-se que as consequéncias da isquemia, em diferentes tecidos,
dependem de sua duragao, e que muitas das lesées sao desenvolvidas durante
o estagio de reoxigenacao decorrente da reperfusao tecidual (AALTO e RAVIO,
1993; ZHANG et al., 1994; SZABO et al., 1996). O tempo de isquemia talvez
seja a variavel mais Obvia de protegao, ou seja, quanto menor o tempo, menor
o0 dano isquémico. Na maioria dos processos patolégicos, porém, ndo ha o
controle do tempo de isquemia (BERNARDI, 2007). Assim, quanto maior o

tempo de isquemia, maior a repercussao clinica (COSTA et al., 2003).

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo caracterizar um
modelo animal de doencga renal produzido por isquemia de dez minutos de
clampeamento da artéria e veia renal, com analise em diferentes tempos da
reperfusdo, descrevendo as alteragdes relacionadas a bioquimica urinaria,

sérica e hematologia.
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2 REVISAO DE LITERATURA

21 Modelo Animal e Experimentagao

A experimentacdo animal nas pesquisas cientificas tem contribuido
sobremaneira para o desenvolvimento da ciéncia e tecnologia, e promover ao
longo dos anos descobertas de medidas profilaticas e tratamentos de
enfermidades que acometem os seres humanos (CHORILLI et al., 2007). Os
focos principais tém sido aprimorar o conhecimento acerca dos mecanismos
fisiopatolégicos de doengas, empreender ensaios terapéuticos com novos
farmacos, estudar marcadores bioldégicos e avaliar novas técnicas com
perspectivas de aplicabilidade na espécie humana (TARDINI et al., 2003;
CAVALCANTI et al., 2009).

Os modelos animais sao utilizados em todos os campos da pesquisa
biolégica (FERREIRA e FERREIRA, 2003) e tem sido importante, ndo sé para
o aperfeicoamento, comprovacido e desenvolvimento de novas técnicas e
procedimentos (FERREIRA et al., 2005), mas, principalmente, por garantirem
grandes descobertas biomédicas e acompanharem o desenvolvimento
tecnoldégico globalizado (SEELIG, 2007).

Cavalcanti et al. (2009) reportaram que a busca por modelos que
reproduzam condi¢des morbidas da espécie humana, fez com que a pesquisa
cirurgica em animais de laboratério tenha se expandido nas ultimas décadas.
Costa et al. (2009) afirmaram que com frequéncia se encontram vasta literatura
sobre intervengdes cirurgicas utilizando modelo animal no intuito de causar a
isquemia renal, dentre as quais sobressaem aquelas que preconizam
nefrectomias nos ratos em diferentes propor¢cées, com predomino de

ressecgoes 4/5 ou 5/6 e a obstrucao ureteral.

Ha dois tipos basicos de modelos, induzido e espontaneo, habitualmente
referidos na literatura cientifica. O modelo induzido refere-se a situagado na qual
a condigcdo/doenga a ser investigada é induzida experimentalmente, ao se
considerar como a unica categoria que teoricamente permite a escolha livre de
espécies (FAGUNDES e TAHA, 2004).
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A importancia do conhecimento e a divulgacdo dos valores de
parametros fisiolégicos dos animais de experimentagdo, considerando as
variagbes influenciadas por diferentes fatores, devem ser estimuladas nas
pesquisas experimentais (BRANCO et al., 2011). Para Andrade et al. (2002), o
controle do estado de saude de cada animal que fara parte de um experimento

€ essencial para prevenir falsa interpretagdo dos resultados experimentais.

Segundo Bittencourt et al. (2001) os experimentos com animais, muitas
vezes utilizam o grupo controle para confirmar os efeitos de fatores
independentes sobre os animais experimentais. Portanto, a avaliagdo da
condi¢dao normal de valores bioquimicos do sangue animal e as diferengas de

sexo e idade sao necessarias para experimentacdo animal.

2.2 Isquemia e Reperfusao Renal

Os rins exercem multiplas fungdes, como filtragao, reabsorgao, secrecao
e fungdes enddcrina e metabdlica. A funcdo primordial € a manutencdo da
homeostasia, regulando o meio interno pela reabsor¢géo de substancias e ions
filtrados nos glomérulos e excre¢ao de outras substancias, tudo isso regulado

por uma série de horménios (SODRE et al., 2007).

No interior do rim existem trés regides. A mais externa € denominada de
coértex, a intermediaria de medula e a mais interna € o seio renal (BENDER,
2006). O rim é revestido externamente pela capsula renal, a qual é facilmente
descolavel, em um rim doente (MOORE, 2001). O coértex renal € constituido
pelo néfron, o qual é a unidade morfofuncional do rim, ou seja, local onde
ocorre a filtragdo do sangue. O néfron é constituido pela arteriola aferente, pela
capsula glomerular e pela arteriola eferente. No glomérulo € onde ocorre o
fendmeno da filtracado (BENDER, 2006).

O cortex renal recebe aproximadamente 90% do fluxo sanguineo renal
e, a medular aproximadamente 10%, isto torna o cortex particularmente
vulneravel a toxinas circulantes na corrente sanguinea € a medular € mais
suscetivel a isquemia (GOBE e JOHNSON, 2007). No interior do cortex, as

células dos Tubulos Contorcidos Proximais (TCP) e o ramo ascendente
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espesso da Alga de Henle sdo mais frequentemente afetadas por lesdes
isquémicas e induzidas por toxicos em virtude de suas fungdes de transporte e
altas taxas metabolicas (GRAUER, 2005; LUNN, 2011).

A isquemia é a principal causa de insuficiéncia renal aguda (IRA) e
cronica (IRC) pés-operatéria renal em pacientes submetidos a cirurgia
poupadora de néfrons, para o qual nenhuma modalidade de tratamento médico
especifico esta desenvolvida até esta data. As consequéncias anatémicas,
metabdlicas e fisiopatoldégicas da isquemia foram e s&o intensamente
investigadas, e permanecem em foco até os dias de hoje. Quanto maior o
tempo de isquemia, pior o prognostico (CUNHA e BANDEIRA, 2007).

O intervalo de tempo para que ocorra a leséo irreversivel vai depender
das caracteristicas metabdlicas do tecido envolvido. A lesdo dos tecidos n&o
esta limitada a isquemia, mas estende-se ao processo de reperfusido
(PINHEIRO et al., 2000; ROBBINS, 2005).

Simmons et al. (2008), em revisao da literatura referente a lesdo renal
isquémica a quente no periodo de 1947-2007, compararam e avaliaram dados
relevantes de estudos clinicos em animais. Segundo os autores, estudos em
animais tém descrito a relagdo entre a duragdo da isquemia quente e a

magnitude da disfuncéo renal subsequente.

Segundo Secin (2008), existem trés mecanismos principais de les&o
renal isquémica, incluindo vasoconstricdo persistente com uma resposta
anormal de células endoteliais compensatorias, obstrugcao tubular com refluxo
de urina e lesdo de reperfusdo. A controvérsia persiste na tolerabilidade
maxima do rim a isquemia quente, a qual pode ser influenciada pela técnica

cirurgica, a idade do paciente e presenga de vascularizagao colateral.

A restauracdo do fluxo sanguineo em adigdo a reversdo da isquemia
pode resultar em um numero de efeitos deletérios. A reperfusdao é o termo
utilizado para definir o restabelecimento do fluxo apds um periodo de isquemia.
Os tecidos mantidos em isquemia, quando reperfundidos apresentam um
agravo da lesdao (CAZARIN e SARIDAKIS, 2007), pois, apesar da

revascularizagdo sanguinea a um 6rgao isquémico ser essencial para prevenir
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a irreversibilidade da lesao celular, a reperfusdo pode agravar as lesdes

produzidas na fase isquémica isolada (JUNIOR et al., 2002).

A isquemia seguida da reperfusao (I/R) pode ser considerada um evento
comum a diversas doencgas da pratica clinico-cirurgica; tem sido amplamente
reconhecida como uma fonte importante de danos e consequéncias deletérias
para 6rgaos (RHODEN et al.,1997; RHODEN et al.,1998; LEAL et al., 2001;
SILVA et al., 2002) e descrita na literatura em diferentes condigbes clinicas
como o infarto do miocardio, isquemia cerebral e isquemia renal (RHODEN et
al.,1997; RHODEN et al.,1998; SILVA et al., 2002). No rim, a lesao induzida por
isquemia e reperfusao € o principal fator etiolégico da insuficiéncia renal aguda
(IRA), que se caracteriza, dentre outros achados, por uma elevagéo transitoria

nas taxas séricas de creatinina (LEAL et al., 2001).

O entendimento dos mecanismos envolvidos nos danos da
isquemia/reperfusdo € essencial para definir estratégias terapéuticas e

minimizar suas consequéncias (DE MENEZES et al., 2010).

Konopka (1998) trabalhou com o objetivo de desenvolver um modelo
experimental para o estudo da isquemia renal crénica e caracterizar as
alteragdes funcionais, morfoldgicas e ultraestruturais presentes nos ratos como
modelo animal; afirmou que, apesar de outros modelos que tém sido utilizados
para examinar a progressao das doengas renais, ha grandes diferengas em

susceptibilidade entre as espécies animais.

Muller et al. (2002), em trabalho com ratos Wistar machos e fémeas,
relataram que a disfuncéo orgéanica pods-isquémica € influenciada pelo género e
esterdides sexuais. Para comparar a susceptibilidade dos rins a falha pés-
isquémica entre os sexos, o pediculo vascular esquerdo foi pingado por 50
minutos. A taxa de sobrevivéncia e hemodindmica sistémica e renal foram
medidas e 8% dos machos, em comparagdao aos 75% das fémeas,

sobreviveram por mais de sete dias.

A vasoconstricdo renal grave foi observada apds isquemia apenas em
animais machos, o que segundo Muller et al. (2002), Robert et al. (2011) e
Tanaka et al. (2013) indicam que a susceptibilidade isquémica renal varia entre

machos e fémeas, pois ha evidéncias que sugerem efeito protetor dos
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horménios sexuais femininos em diversos 6rgaos submetidos a lesdo de
isquemia-reperfusdo. Muller et al. (2002) reportam que ratas fémeas
demonstram relativa protecdo contra faléncia renal pods-isquémica, e
demonstram que o sexo tem impacto importante na lesao renal induzida por
isquemia, pois o0os hormodnios sexuais desempenham papel crucial nesta

diferenca.

Robert et al. (2011) submeteram ratos machos sexualmente maduros a
60 min de isquemia renal unilateral por clampeamento do pediculo renal com
nefrectomia contralateral. Concluiram que apds a isquemia e reperfusao
avaliada apdés um e cinco dias, a recuperagao da funcao renal e lesao tecidual
foi dependente do género, pois as fémeas foram mais resistentes aos efeitos
deletérios da reperfusado. Estas diferengas estdo associadas a uma modulacio
da producdo de horménios sexuais e uma modificacdo da remodelacdo de

tecidos e processos celulares proliferativos.

Para Tanaka et al. (2013) a disfuncéo renal e o dano renal histologico
foram observados um dia apds a reperfusdo em ambos os ratos machos e
fémeas, embora estas lesbes renais tenham sido mais marcantes nos ratos
machos do que em fémeas. Fekete et al. (2003) reportaram que os hormdnios
sexuais femininos melhoram a sobrevida e atenuam a leséo renal e que as
bases moleculares e celulares para essa diferenga entre os sexos necessitam

de mais pesquisas.

2.2.1 Tempos de Isquemia e Reperfusao (I/R)

O modelo de I/R renal consiste no clampeamento da artéria renal ou do
pediculo renal por um periodo variado de 15 a 60 minutos com subsequente
reperfusdo, reproduzindo o cenario clinico de um transplante renal (HEYMAN
et al., 2010).

No entendimento da fisiopatologia da isquemia e reperfusdo renal
percebe-se que existem varios mecanismos entrelacados que favorecem o
dano renal (BERNARDI, 2007). Os mecanismos da injuria isquémica sao

comuns para todos os 6rgaos solidos, mas existem algumas caracteristicas
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especificas para cada 6rgao. A insuficiéncia renal assume importancia no
transplante renal (PERCARIO, 2010).

A duracdo maxima de isquemia a quente permitida antes do inicio da
lesao renal irreversivel continua a ser um tema de debate, independentemente
da técnica cirurgica (SECIN, 2008), uma vez que o tempo de isquemia é

importante na determinacao da lesdo (BERNARDI et al., 2012).

A produgdo experimental de estenose em artérias renais para a indugao
de isquemia tem sido utilizada em varias espécies animais (KONOPKA, 2007).
O tempo de isquemia e o momento da reperfusao provocam a lesao celular que
podem abranger desde alteragdes bioquimicas, a necrose celular (CASTRO e
SILVA et al., 2002) até faléncia de 6érgdos (FRANCISCHETTI et al., 2010).

Dados clinicos descritos por Simmons et al. (2008), indicam que ha
limite de tempo seguro de isquemia quente por 30 minutos em pacientes com
funcao renal pré-operatoria normal. A elevacdo na creatinina e ureia sérica é
um sinal de deterioragdo da funcédo glomerular, que resulta em uma disfuncao

renal de acordo com esse tempo.

Segundo Meyer et al. (2011), medigdes inferiores a 20 minutos possuem
auséncia de resultados significativos em decorréncia de dificuldades técnicas.
Ressalta, em razao disso, ha necessidade de novos estudos para a definicao

do melhor parametro que mensure a lesao de isquemia/reperfusao.

Fekete et al. (2003) trabalharam em modelo de insuficiéncia renal
aguda (IRA) pds-isquémica, em ratos Wistar, fémeas sexualmente maduras
e peso de 240 + 30 g e machos com 300 + 35 g. A isquemia renal foi realizada
por pincamento da artéria renal esquerda e da veia durante 55 minutos; o rim

contralateral foi removido e a reperfusao analisada apds 2 e 16 horas.

Andrade et al. (2004) em trabalho com IRA isquémica observaram os
efeitos comparativos do Alopurinol e N-Acetilcisteina como antioxidantes
utilizando 14 ratos machos, Wistar, adultos, com peso de 294 + 54 g e
submetidos a I/R mediante clampeamento bilateral dos pediculos renais por 30

minutos.

Brito et al. (2005) utilizaram 18 ratos Wistar, fémeas, adultas, entre 90 e

120 dias de idade, pesando ente 200g e 250g, em trabalho para avaliar o efeito
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do o6leo de copaiba nos niveis séricos de ureia e creatinina em ratos
submetidos a sindrome de isquemia e reperfusdo renal de ambos os rins, por

50 minutos, seguida de reperfusao por 24, 48 e 72 horas.

Pompermayer et al. (2005) realizaram nefrectomia esquerda e isquemia
total no rim contralateral por 45 minutos e apds a reperfusao renal ser
restabelecida, retiraram, 4 e 24 horas apds, os rins e 0os pulmdes para analise

da permeabilidade vascular e acumulo de neutrdfilos.

Tucci Junior et al. (2008) avaliaram a influéncia da clorpromazina (CPZ)
na funcdo renal e na peroxidacdo lipidica num modelo de lesdo de
isquemia/reperfusdo renal em ratos, utilizando 48 exemplares de Wistar, os
quais foram submetidos a laparotomia para clampeamento da artéria renal
esquerda durante 60 minutos, seguido da reperfusdo e nefrectomia
contralateral. Destes, 22 animais foram considerados controle isquémico.
Realizaram dosagens de ureia e creatinina sérica no 1°, 4° e 7° dias pos-
operatério e concluiram que a clorpromazina conferiu protegcado parcial da
funcao renal aos rins submetidos a lesdo de I/R, aparentemente independente

da inibicdo da peroxidagao lipidica.

Bezerra et al. (2008) ao avaliarem o efeito renoprotetor da Vitis vinifera
sobre a funcdo renal de ratos com lesdo renal aguda isquémica (LRAI)
utilizaram ratos Wistar, adultos, machos, pesando entre 250 a 315 g, os quais
foram submetidos a isquemia renal por 40 minutos por meio do clampeamento

dos pediculos renais bilaterais e reperfusao espontanea.

Hosseini et al. (2009) em estudo sobre os efeitos do pré-tratamento com
betacaroteno na lesdo de I/R, utilizaram ratos machos com 250 g a 300 g
expostos a lesao de I/R, bilateral por 45 minutos; os resultados demonstraram
que a I/R causa elevacao do BUN, creatinina e subsequente reducdo da TFG

0s quais mostram deficiéncia da fungao glomerular.

Vinagre (2011) avaliou a protegcdo renal com antioxidante durante
isquemia e reperfusdo e hiperglicemia transitoria, mediante o clampeamento
temporario da artéria por 25 minutos, em 6 ratos Wistar machos (n=36), com
peso de 380,0£35,8 g, os quais também foram submetidos a nefrectomia direita

de todos os animais. Souza (2013), por sua vez, avaliou possivel protegcéo
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renal de altas doses de melatonina em modelo experimental de nefrectomia
direita, com I/R contralateral de 25 minutos; utilizou 44 ratos Wistar, machos,
com peso superior a 300g, destes, cinco animais foram para o grupo isquemia/

reperfusio.

Meyer et al. (2011) promoveram isquemia/reperfusdo do rim esquerdo
em dois tempos diferentes de clampeamento do pediculo renal: 30 e 60
minutos em 20 ratos Wistar, machos, com 90 dias e pesos médios de 250-300
g, com o objetivo de avaliar o fluxo sanguineo renal, por meio do fluxédmetro a
laser. Analisaram o fluxo sanguineo nos periodos de um, cinco e 20 minutos
apos o inicio da reperfusao renal e concluiram que rins submetidos a oclusao
renal por 30 minutos tém maior restabelecimento do fluxo que rins submetidos

a periodos de 60 minutos de oclusao.

Vattimo e Silva (2011) provocaram lesdo renal aguda isquémica induzida
com o objetivo de avaliar o efeito renoprotetor da Uncaria tomentosa sobre a
lesdo renal aguda isquémica. Utilizaram 35 ratos Wistar, adultos, machos, os
quais sofreram o clampeamento dos pediculos renais por 45 minutos. Em igual
tempo, Behera et al. (2012) induziram a isquemia por oclusado dos pediculos

renais bilaterais, seguida por reperfusédo de 3 horas.

Formiga (2011) reporta que o limite de tempo de isquemia renal sem
causar dano permanente a fungdo ainda é um questionamento pertinente na
pratica cirurgica urolégica. Algumas cirurgias requerem um campo cirurgico
com menor perda de sangue, e necessitam de interrup¢ao temporaria do fluxo
sanguineo para o parénquima renal por meio de clampeamento do pediculo.

Barreira-Chimal et al. (2011), avaliaram se a proteina HSP72 é um
biomarcador precoce e sensivel para detectar lesdo renal aguda, bem como
para monitorar estratégia renoprotetora, para isso, utilizaram 72 ratos Wistar
divididos em seis grupos submetidos a diferentes tempos de isquemia bilateral
(10, 20, 30, 45 e 60 minutos) e reperfusdo de 24 horas. Diferentes tempos de
reperfusao (3, 6, 9, 12, 18, 24, 48, 72, 96 e 120 h) também foram avaliados em
outros 30 ratos submetidos a isquemia por 30 minutos.

Teshima et al. (2012) investigaram a ag¢ao renoprotetora da sinvastatina

em modelo animal de isquemia/reperfusao e utilizaram ratos pesando entre 250
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a 300 g, mediante clampeamento dos pediculos renais bilaterais, por igual
periodo.

Ramalho et al. (2012) analisaram os efeitos da oxigenoterapia
hiperbarica no rim em modelo animal de isquemia e reperfusdo, mediante a
oclusao dos pediculos renais bilaterais em 38 ratos Wistar machos, durante 45
minutos, seguido de 48 horas de reperfusao.

Tanaka et al. (2013) induziram a lesdo renal aguda isquémica em ratos
machos e fémeas, mediante clampeamento da artéria e veia renal esquerda
por 45 e 60 minutos seguida de reperfusdo, duas semanas apés a nefrectomia

contralateral.

Todorovic et al. (2014) com o objetivo de analisar os efeitos agudos de
cloroquina (medicamento conhecido por seus efeitos antiinflamatorios,
anticoagulante e agdes vasculares), em modelo experimental de leséo de I/R,
submeteram ratos a isquemia renal bilateral por 45 minutos seguido de

reperfusao por quatro horas.

Si et al. (2014) realizaram trabalho experimental com o propdsito de
determinar o papel da dexmedetomidina em lesao renal I/R com ratos Wistar
machos, submetidos a isquemia renal bilateral durante 45 minutos. A isquemia
foi avaliada pela alteracdo da cor e o fluxo sanguineo renal foi medido por

Doppler antes e depois da isquemia as 0, 12, 24 e 48 h apos a reperfusao.

Gonullu et al. (2014), compararam os efeitos da dexmedetomidina
administrada em dois momentos diferentes para lesdo de isquemia/reperfusio
renal em 26 ratos machos adultos, Wistar, com peso 230-300 g, como modelo
de IR renal, e induziram a isquemia renal por oclusdo dos pediculos renais
bilaterais por clampeamento durante 60 minutos seguida por reperfusado

durante 24horas.

Para Schrier et al. (2004) a IRA é um grande desafio da medicina clinica,
pois na pratica clinica apresenta altas taxas de morbidade e mortalidade. A
insuficiéncia renal aguda (IRA) é definida como perda rapida da fungao renal,

com elevagéao dos valores séricos de ureia e creatinina (KELLUM, 2008).
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2.3 Insuficiéncia x Lesdao Renal Aguda

Existem mais de 35 definicbes na literatura para IRA. O termo Lesao
Renal Aguda tem sido sugerido em substituicdo a IRA por ser mais amplo e
abranger desde pequenas alteragdes na fungdo renal até mudangas que
necessitam de terapia de substituicao renal (TSR) (KELLUM et al., 2002). Na
tentativa de normatizagao da definicdo e classificacdo da IRA a Acute Dialysis
Quality Initiative (ADQI) desenvolveu o critério de RIFLE (Risk, Injury, Failure,
Loss, End-stage). Os trés estagios de gravidade séo baseados nas alteragdes
da creatinina sérica ou no volume urinario, sendo considerados os piores
resultados. Os dois critérios de evolugdo sao definidos pela duragéo da perda
de funcéo renal (BELLOMO et al., 2004).

A IRA resulta na inabilidade em excretar compostos nitrogenados
(MELCHERT et al., 2007; ROSS, 2009), acompanhada ou nao da diminui¢gao
da diurese (COSTA et al., 2003) que ocorre quando a reserva renal, ou seja, a
porcentagem de néfrons necessaria para manter a fungdo renal normal é
perdida, isto €, dois tercos a trés quartos dos néfrons de ambos os rins param
de funcionar (LUNN, 2011).

De acordo com Ross (2011) e Lunn (2011) a IRA possui quatro fases
distintas: a iniciagdo, extensdo, manutencdo e a recuperagao. Porém, nem
sempre é possivel distinguir clinicamente cada fase. A fase de iniciagcéo
comecga com o insulto renal e continua até que haja alteragdo detectavel da
funcao renal. Nessa fase, as medidas terapéuticas que reduzem a agressao
renal podem impedir o desenvolvimento e progressdo da IRA. Na fase de
extensdo, o insulto renal inicial € ampliado pela inflamacdo mediada por
citocinas e hipodxia renais continuas que produzem lesdo epitelial tubular e
endotelial, fatos que levam a necrose ou apoptose celular. Alteragdes clinicas

ou laboratoriais podem néo ser evidentes durante as duas primeiras fases.

A fase de manutencdo é caracterizada por lesbes tubulares e o
estabelecimento da disfungdo dos néfrons. E, por dultimo, a fase de
recuperacao, periodo de resolugdo das lesdes e melhora da fungao renal
(ROSS, 2011; LUNN, 2011). E importante evitar quaisquer outras injurias

renais durante a fase de recuperagao (ROSS, 2009).
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A IRA pode ser causada por desordens pré-renais que provocam
reducao da perfusao renal, desordens renais intrinsecas, como nefrotoxinas e
doencgas infecciosas parenquimais e desordens pds-renais como a obstrucio
do trato urinario (MELCHERT et al., 2007).

A IRA pré-renal é a etiologia mais comum e representa resposta
fisiolégica a hipoperfusao renal leve a moderada, onde nao ha defeito estrutural
nos rins (NUNES et al., 2010) e sim falta de perfusdo adequada no leito capilar
renal, portanto é definida como IRA isquémica. O diagndstico precoce €
extremamente importante, pois se a perfusao renal for restabelecida dentro de
pouco tempo o quadro sera reversivel, caso contrario os danos isquémicos
provocam Necrose Tubular Aguda (NTA). Para preservar a circulagdo em
orgaos vitais, como o cérebro e o coragao, niveis elevados de norepinefrina e
hormdnio antidiurético provocam vasoconstricdo e retencao de sédio, cloro e
agua, na tentativa de restabelecer o volume circulante efetivo (COSTA et al.,
2003).

2.4 Avaliagao Laboratorial da Lesao Renal

Os rins sao susceptiveis aos efeitos da isquemia e de agentes téxicos
em decorréncia das caracteristicas anatdmicas e fisiologicas unicas. O grande
fluxo sanguineo renal, aproximadamente 25% do débito cardiaco, resulta em
maior afluéncia de téxicos provenientes do sangue para os rins, quando
comparado com outros 6rgaos (LUNN, 2011). O estudo da funcdo e dos
processos patolégicos renais tem despertado o interesse de muitos
pesquisadores, principalmente no campo do desenvolvimento de testes que
auxiliem no diagndstico precoce, na classificagdo da doenga de base, na
obtencdo de prognostico seguro e no monitoramento terapéutico
medicamentoso (STEFFEN et al., 2010).

Para Sodré et al. (2007) a avaliagdo da fungdo renal é um dos mais

antigos desafios da medicina laboratorial.
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2.4.1 Parametros Urinarios

A analise laboratorial da urina é inquestionavelmente um importante
exame nao invasivo disponivel para estudo das diferentes patologias renais.
Quando bem executado e propriamente interpretado, o exame de urina auxilia
no diagndstico, tratamento e monitoramento de patologias que podem evoluir
para insuficiéncia renal (GONCALVES et al., 2007).

A funcdo mais importante dos rins é a filtracdo glomerular. Através da
ultrafiltracdo passiva do plasma pela membrana glomerular, o rim é capaz de
regular a quantidade total de sal e agua do organismo, assim como regular o
equilibrio eletrolitico e eliminar os produtos do metabolismo proteico
(SHOSKES, 2007).

Existem determinadas condigdes fisiologicas e sinalizadoras, como
exercicios e febre, que podem levar ao aumento da excrecdo de proteina na
urina (FICHBACH, 2002; MOTTA, 2003). A urina normal, formada e excretada
pelo sistema renal e trato urinario saudavel, ndo contém proteina ou contém

apenas vestigios desta (LIMA et al., 2001).

A avaliagao da funcao renal apresenta dados impressionantes desde a
filtracdo até a formacao final da urina. A cada minuto esses 6rgaos recebem
cerca de 1.200 a 1.500 mL de sangue, que sao filtrados pelos glomérulos e
geram 180 mL/min de um fluido praticamente livre de células e proteinas, e
essa membrana biolégica permite a passagem de moléculas de até 66 kDa
(SODRE et al., 2007).

O rim, por ser um o6rgdo compensatorio, ndo mostra mudangas na
proteinuria, ureia ou creatinina sérica, mesmo com 50% de perda da
capacidade funcional. As alteragdes dos valores de ureia sanguinea e
creatinina sérica ocorrem com a perda de dois ter¢os da funcéo renal. Devido a
relativa insensibilidade dos testes clinicos tradicionais de avaliagao da funcao
renal para a detecgdo de injuria precoce ou fungédo renal alterada, ha um
consideravel interesse sobre potenciais biomarcadores de efeito precoce de
injuria renal (GONCALES et al., 2008).
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Os tubulos proximal e distal, a algca de Henle e o ducto coletor se
encarregam de reabsorver e secretar ions e outras substancias, garantindo o
equilibrio homeostatico, tudo isso regulado por uma série de horménios,
destacando-se o0 sistema renina-angiotensina-aldosterona e o hormonio
antidiurético (ADH), além de outras substancias, como o 6xido nitrico (SODRE
et al., 2007).

Mais de 20 biomarcadores de IRA foram estudados e sdo extremamente
valiosos especialmente na lesao isquémica, tanto experimentalmente como em
cenarios clinicos em que a isquemia € comum como na sepse, derivacao

cardiopulmonar, dentre outros (CULLEN et al., 2012).

Estudos mostram, devido a diversidade etiologica, um painel de
biomarcadores para diagnosticar IRA que pode ser uma melhor estratégia do
que usar um unico biomarcador. No entanto, sdo necessarias analises de
custo-beneficio para se estabelecer um painel de biomarcadores com
reduzidos custos extras (PERES et al., 2013). Um biomarcador de IRA ideal
seria aquele que fosse facilmente mensuravel, sem interferéncia de outras
variaveis biolégicas e capazes tanto de detectar precocemente uma leséo

renal, quanto de estratificar seu risco (CULLEN et al., 2012).

Genericamente, os biomarcadores sao ferramentas que podem fornecer
alguma informagéo necessaria, especialmente quando usado em conjunto com
dados clinicos e laboratoriais (DE GRUTTOLA et al., 2001; MAGRO e
VATTIMO, 2007). Um biomarcador deve consistir em indicador de processos
bioldgicos, patogénicos ou resposta farmacolégica para um tratamento
terapéutico (DE GRUTTOLA et al., 2001).

Durante o curso da insuficiéncia renal, ha elevagbes progressivas da
ureia e creatinina e concentracdes normais, ou muito préoximas do normal, de
Na, K, Ca, P com queda progressiva principalmente do bicarbonato plasmatico,
e queda do pH menos evidente. Com a progressao da doenga, o P se eleva e
Ca mostra tendéncia a reduzir. Outros exames bioquimicos podem sofrer
alteragdes decorrentes do quadro etiolégico da insuficiéncia renal (DRAIBE e
CENDOROGLO, 2001).
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A presenca de quantidades elevadas de proteina na urina pode ser um
indicador de doencga renal, algumas vezes precede quaisquer outros sintomas
clinicos (GONCALVES et al., 2007). Assim, a proteinuria € um marcador de
doencga renal e constitui um fator de risco independente para a sua progressao.
Aumentos ou decréscimos no valor de proteindria (ou albuminuria) sao
importantes marcadores do prognéstico renal do paciente. Dessa forma, a
pesquisa de proteinuria constitui um elemento importante no diagnostico e no
acompanhamento de pacientes com doenca renal. A sua quantificacdo é
importante também para o diagndstico e indicagao terapéutica. Quanto maior
for a proteinuria mais rapida € a perda de funcao renal. Pode ser realizada em
urina de 24 horas ou em amostra isolada corrigida por creatinina urinaria
(ALVES, 2004).

Para Kirsztajn (2009), a presenca de proteinuria constitui fator preditor
muito relevante de presenca de nefropatia, se persistente e, conforme o tipo de

proteinuria, intensidade e duracao, pode evoluir para insuficiéncia renal crénica.

A mensuragao da albumina urinaria, por exemplo, permite uma detecg¢ao
precoce do dano renal em situagdes onde, muitas vezes, 0s niveis séricos de
creatinina permanecem inalterados, incluindo a nefropatia associada ao
diabetes (STEFFEN et al., 2010). Uma vez presente, na auséncia de infecgao
urinaria ou outras anormalidades renais, a albuminuria expressa fator de risco
de disfuncdo e lesdo endotelial na macro e microcirculagdo. E dividida em trés
estagios evolutivos: microalbumindria ou nefropatia incipiente (EUA <
20ug/min), macroalbumindria ou nefropatia clinica ou proteinuria (EUA =
20pg/min e < 199ug/min) e insuficiéncia renal terminal (EUA = 200pg/min)
(LAGRANHA, 2007; RODRIGUES et al., 2009). A utilizagdo clinica da
microalbumindria como marcador inicial de lesdo renal comecgou na década de
1980, apds o desenvolvimento de metodologias com melhor sensibilidade

analitica para a dosagem de albumina (STEFFEN et al., 2010).

A triagem de lesdes organicas pode ser feita por avaliacdo das enzimas
especificas de determinados tecidos como a mensuracdo das enzimas
liberadas na circulagao pelas células lesionadas. A concentragcdo das enzimas
urinarias liberadas por células lesadas do epitélio tubular € sensivel para

detecgdo da lesao tubular precoce. O aumento da atividade das enzimas
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urinarias é altamente especifico de doencga tubular renal. Estas enzimas
também tém o potencial de determinar o local primario de dano renal porque
secOes diferentes do néfron tém um complemento caracteristico de enzimas.
Aumentos em enzimas, incluindo gama glutamiltransferase e fosfatase alcalina,

foram associados com dano tubular proximal renal em caes (CLEMO, 1998).

As enzimas urinarias e as proteinas de baixo peso molecular (BPM) tém
sido usadas como biomarcadores de lesao tubular, sdo uteis na deteccdo de
pequenas alteracbes na funcdo da célula epitelial tubular. O aumento da
excrecao urinaria destes biomarcadores acontece precocemente e antes de
alteragcbes de marcadores renais classicos e consagrados, tal como a
creatinina plasmatica (VIANNA, 2006).

Heiene et al. (2001) demonstraram que os marcadores de enzima
urinaria de dano renal, fosfatase alcalina, gama glutamiltransferase e N-acetil-
B-glucosaminidase sao utilizadas para avaliar o estado renal em cédes com
piometra e que altos valores das enzimas urinarias refletem frequentemente

extensas lesdes dos tubulos renais proximal.

Rivers et al. (1996) reportaram que o potencial de diagndstico da gama
glutamiltransferase (gGT) urinaria e a relagdo com creatinina urinaria foi
avaliada em modelo experimental canino de nefrotoxicidade induzida com
aminoglicosideo e resultou em aumento duplicado dessa relagdo na urina

quando associado clinicamente com nefrotoxicidade significativa.

A funcgao renal de limpar, depurar, € conhecida como clearance de uma
substancia que seja livremente filtrada pelos glomérulos, que nao se ligue as
proteinas plasmaticas e que nao seja secretada ou reabsorvida pelos tubulos
renais € igual a filtracdo glomerular. Assim, a taxa de filtragdo glomerular pode
ser aferida calculando-se o clearance de algum produto ou substancia que se
encontra no plasma e é filtrado pelo glomérulo. O clearance é interpretado
como a quantidade de plasma que é purificado desta substancia por unidade
de tempo (RIELLA, 2003).

Algumas substancias tém sido usadas para estimar a taxa de filtragao
glomerular, como a inulina, um polissacarideo exdégeno que é 100% filtrado no

glomérulo (BERNARDI, 2007). Apesar de ser, a inulina, vista como marcador
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ideal de filtragcdo glomerular, seu uso n&o se destina a pratica clinica
(KIRSZTAIN, 2007). Outro método mais simples € a medida de substancias
plasmaticas que sdo marcadores de fungdo renal, como o clearance de
creatinina de 24h, é o método mais utilizado, por ser endégena e produzida de

forma constante, e varia menos de 10% em cada individuo (BERNARDI, 2007).

A creatinina, ao contrario da ureia, é filtrada livremente no glomérulo e
ativamente secretada em uma pequena parcela, mas o suficiente para
superestimar a TFG. A quantidade secretada ndo é constante e depende do
individuo e da concentracdo plasmatica desse analito, dificultando
sobremaneira a determinacdo de uma constante de secregdo. Em termos
gerais, 7%-10% da creatinina presente na urina é secretada (SODRE et al.,
2007). Em geral, os exames laboratoriais que avaliam a funcdo renal tentam
estimar essa taxa que € uma das mais importantes ferramentas na analise da
funcao renal; é também um indicador do numero de néfrons funcionais. Como
medida fisioldgica, ela ja provou ser o mais sensivel e especifico marcador de
mudancas dessa funcéo (SODRE et al., 2007).

Em relacdo a fracdo de excrecdo de sdédio (FENa), Costa et al. (2003)
afirmaram que esta, expressa a fragdo de sddio filtrado que escapa da
reabsorcao e, eventualmente, aparece na urina. Na IRA pré-renal, o rim esta
hipoperfundido; portanto, reabsorve ativamente sodio e a FENa é
frequentemente baixa (< 1%), e a concentragdo, geralmente, € menor que 20
mEqg/L. Ao contrario, quando ha lesdo do parénquima ou IRA pds-renal, a
FENa estd usualmente > 3% e a concentracdo acima de 40 mEg/L.
Infelizmente, ha uma faixa de valores intermediarios que, as vezes, nao

auxiliam no diagnéstico.

2.4.2 Parametros Bioquimicos

A determinacdo dos parametros bioquimicos fornece importantes
informacdes em relagdo ao estado clinico do animal, balangco nutricional,
situacbes deficitarias, monitoragbes de tratamentos e progndsticos

(GONZALEZ et al., 2001). O exame bioquimico tem a finalidade de avaliar as
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fungcdes metabdlicas desempenhadas pelos 6rgaos e tecidos, bem como
evidenciar patologias ocultas (FELDMAN et al., 2000). Na pratica clinica
avaliam as funcbdes renal, hepatica, pancreatica e cardiaca, bem como
evidenciam alteragdes no equilibrio hidrico, eletrolitico e de minerais e também
determinam alteracbes no metabolismo enddcrino e da atividade muscular
(BERGONSO, 2007).

Os perfis bioquimicos do sangue tém sido utilizados extensivamente em
medicina veterinaria ndo somente para a avaliacdo clinica individual, mas

também para avaliar populacdes de animais (GONZALEZ et al., 2001).

A ureia sérica € o principal metabdlito nitrogenado derivado da
degradacéao de proteinas pelo organismo, pois 90% excretados pelos rins e
corresponde a aproximadamente 75% do nitrogénio nao-proteico excretado. O
restante da ureia € eliminado basicamente pelo trato gastrintestinal e pela pele,
além de ser um fraco preditor da TFG, pois 40%-70% retornam para o plasma
por um processo de difusdo passiva, que €& dependente do fluxo urinario
(SODRE et al., 2007). Gerada no figado, é também utilizada para avaliar
funcgdes renais uma vez que é a principal fonte de excregdo do nitrogénio do
organismo, principalmente pela urina. Sua produgcdo e excregdo sao
extremamente variaveis e dependem de fator como estado de hidratacao, dieta
e lesdo tecidual, por isso ndo € um marcador definitivo de fungédo renal
isoladamente e deve ser analisada em conjunto com outros parametros
(BERNARDI, 2007; BURTIS et al., 2008). A principal utilidade clinica da ureia
parece estar na determinagdo em conjunto com a creatinina. A razao ureia
sérica/creatinina sérica pode indicar estados patoldgicos diferentes (SODRE et
al., 2007).

A creatinina plasmatica € o marcador mais usado de funcido renal.
Embora a creatinina seja produzida em uma taxa constante, existe uma
variacdo de individuo para individuo (SHOSKES, 2007). E um produto
nitrogenado nado proteico, resultante do fosfato de creatina, existente em
grande quantidade nos musculos (esquelético e cardiaco), figado e rins,
resultando na produgcdo de fosfato inorgénico e creatinina, e esta é
normalmente excretada pelos rins, principalmente por filtragcdo glomerular
(KERR, 2003; GUYTON e HALL, 2006). A transformac&o de creatina em
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creatinina acontece no tecido muscular, no qual 1% - 2% da creatina livre se
converte esponténea e irreversivelmente em creatinina todos os dias. Logo, a
quantidade de creatinina produzida € dependente da massa muscular e néo

apresenta grandes variacdes diarias (SODRE et al., 2007).

O aumento da taxa de creatinina no sangue ocorre em todas as
patologias renais em que ha diminui¢ao da filtracdo glomerular. A dosagem de
creatinina deve ser realizada em paralelo com a de ureia para uma melhor
avaliacdo da reversibilidade da lesdo (KERR, 2003). Animais jovens
apresentam concentracdes mais baixas enquanto individuos adultos, de massa
muscular desenvolvida, tendem a apresentar concentragdes séricas mais
elevadas (CHEW e CAROTHERS, 1989). A taxa absoluta vai depender da
massa muscular a qual é influenciada pela idade, sexo e massa corporea
(SHOSKES, 2007).

Em geral, como parametro de referéncia para a fungédo renal, a
creatinina sérica deve ser considerada com certa cautela, uma vez que as
concentragdes ndo se alteram até que uma quantidade significativa da fungéo
renal ja tenha sido perdida, quando ja ocorreu um maior grau de lesédo renal
com reducgao de pelo menos 30% da TFG, o que significa que a lesao renal ja
estava presente ou ocorreu antes que a creatinina estivesse elevada. Mesmo
assim, é o marcador sorolégico padrao utilizado para detectar IRA, pois sua
analise é muito barata e a molécula mostra boa estabilidade quimica na rotina

clinica, apesar das marcantes limitagcdes (PERES et al., 2013).

As proteinas totais sao encontradas em todos os componentes
celulares, pois sao fundamentais na estrutura e fungdes celulares. Elas sofrem
alteracbes de importancia clinica, principalmente nos processos inflamatérios

(bacterianos e imunoldgicos), parasitarios e metabdlicos (RAVEL, 1995).

A degradagao das proteinas inicia-se com o processo de protedlise que,
na maioria das vezes, € mediado enzimaticamente. Varias enzimas tém a
capacidade de degradar as proteinas, algumas delas com agbes bem
especificas, outras agindo em sitios comuns a todas as proteinas. Apds a lise
das proteinas em aminoacidos, a biossintese da ureia se da exclusivamente
em processo hepatico intracelular, no qual o nitrogénio contido no aminoacido é

convertido em ureia por um ciclo enzimatico (SODRE et al., 2007).
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A enzima alanina aminotransferase (ALT) é encontrada abundantemente
no figado, em quantidades moderadas no rim e em pequenas quantidades no
coragdo e na musculatura esquelética. Sua origem é predominantemente
plasmatica, o que faz com que se eleve rapidamente apds a lesdo hepatica
(SCHUMANN, 2002). A enzima aspartato aminotransferase (AST) é encontrada
em diversos 6rgaos e tecidos, incluindo coragao, figado, musculo esquelético e
eritrocitos. A sua avaliacdo mede as respostas as alteragcbes anatdbmicas ou
bioquimicas do figado (YEN et al., 2005) Esta presente no citoplasma e
mitocondrias, portanto sua elevacao indica um comprometimento celular mais
profundo (SCHUMANN, 2002). Em pequenos animais, o aumento desta enzima
é verificado em situagbes de desordens inflamatérias e degenerativas da
musculatura esquelética, bem como em cardiomiopatias, por exemplo,

isquemia, congestdo, necrose, neoplasia, trauma (COLES, 1986).

A fosfatase alcalina (FAL) € composta por um grupo de isoenzimas
associadas a membrana, localizada em varios tecidos, mas somente dois sao
importantes para o diagndstico, o tecido ésseo e hepatobiliar. Estdo presentes
no figado (células epiteliais do ducto biliar), ossos (osteoblastos), intestinos,
rins e placenta. Com excecdo dos animais em crescimento ou pacientes com
doencga éssea, a atividade sérica elevada de fosfatase alcalina tem origem
hepatobiliar, principalmente devido a colestase e necrose por obstrugao biliar
intra-hepatica (FELDMAN et al., 2000).

A enzima gama glutamiltransferase (gGT) esta presente no figado
(epitélio biliar e hepatdcitos), pancreas e rins (CARVALHO et al., 2011). Apesar
de muito sensivel para doenga hepatobiliar, € pouco especifica (FELDMAN et
al., 2000).

2.4.3 Parametros Hematoldgicos

A hematologia basica envolve a analise da concentracdo, estrutura e
fungdes dos elementos que compdem o sangue e seus produtos. Dentre os

trés maiores componentes do sangue estao glébulos vermelhos (eritrécitos,
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hemacias), glébulos brancos (leucdcitos) e plaquetas (trombdcitos) (LEWIS et
al., 2006).

O hemograma reflete 0 momento da sua coleta. Quando analisamos as
alteracdes nos leucocitos, percebemos que analisamos a producao, liberagao e
o transito destas células; sempre sera um dado complementar a interpretacao
clinica, muito util quando adequadamente realizado e corretamente
interpretado (HOKAMA e MACHADO, 1997).

Os parametros hematolégicos séo utilizados como biomarcadores, uma
vez que podem sugerir lesbes em outros 6érgaos ou tecidos e ainda, por
auxiliarem na criacdo animal, dado que as alteragdes neste perfil podem indicar
infestacbes e infec¢cdes ou até mesmo mudangas ambientais, auxiliando nos
diagnosticos (SHAHSAVANI et al., 2010).

Para Troiano et al. (2008) a caracterizagao correta destes parametros
como valores de referéncia deve considerar algumas caracteristicas proprias
da espécie como sexo, linhagem, idade, gendtipo, condigdes de saude,
estresse, dentre outros. O conhecimento dos valores sanguineos referentes a
parametros hematoldgicos e bioquimicos, segundo Almeida et al. (2008),
possibilita a caracterizagdo adequada do perfil de cada espécie e suas

variagdes genéticas.

Por meio da comparagao destes parametros obtidos de um individuo ou
de um grupo de individuos com o perfil estabelecido, é possivel diagnosticar
doencas no inicio do processo, mesmo antes do aparecimento dos sinais
clinicos das mesmas. Desta forma, as condicdes de saude e bem-estar dos
animais sao atestadas e permitem a obtencdo de resultados cientificos mais
consistentes e confiaveis. Neste contexto, a caracterizagdo desses parametros

permite correta validagao dos experimentos (TROIANO et al., 2008).

A massa de globulos vermelhos do sangue € mensurada por meio de
trés parédmetros: numero de globulos vermelhos (Hm), percentual de
hematocrito (Ht) e valor de hemoglobina (Hb) (HEDRICH, 2004). A relagdo
entre os parametros da série vermelha pode ser obtida pela analise dos indices
hematimétricos - volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular

média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) que
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irdo fornecer informacdes adicionais sobre as hemacias e hemoglobina (BAIN,
2006). Sua principal funcéo é o transporte de oxigénio aos tecidos e, toda a
energia acumulada € direcionada a manutengdo da forma das células, da
estrutura das membranas, das fungdes enzimaticas, da redugédo do ferro na
hemoglobina, dentre outras (HOFFBRAND, 2001). Os eritrécitos maduros de
ratos sdo arredondados, anucleados, com discos centrais bicbncavos, didmetro
médio em adultos entre 5 e 7 ym, espessura de 2,1 a 2,13 ym e volume
variando entre 40 e 50 fL (WEISS e WARDROP, 2010).

A hemoglobina é o principal componente dos eritrécitos e tem como
fungcdo o transporte de oxigénio (O2) dos pulmdes aos tecidos e o retorno do
dioxido de carbono (CO2) para os pulmdes. E responsavel também pelo
transporte de elétrons. A concentragdo de hemoglobina é mensurada pelo
volume total da mesma nos eritrécitos e todas as suas formas, funcionais ou
nao, sao incluidas na determinagao (TURGEON, 2005).

A hemoglobina corpuscular média (HCM) corresponde a média da
quantidade de hemoglobina em cada eritrocito. Por sua vez a concentragao da
hemoglobina corpuscular média (CHCM) mensura a concentragdo de
hemoglobina nos eritrécitos (WEISS e WARDROP, 2010). O volume
corpuscular médio (VCM) avalia a média do tamanho (volume) das hemacias,
que podem estar em seu tamanho normal (normociticas), diminuidas
(microciticas) ou aumentadas (macrociticas). O hematdcrito € mensurado por
meio do percentual relativo das hemacias no volume de sangue total (BAIN,
2006).

Segundo Monteiro et al. (2009), o termo anisocitose indica o grau de
variagdo do tamanho dos eritrocitos observado ao microscopio. Essa
expressdo € observada no hemograma automatizado por meio de dois
parametros: RDW-CV (Amplitude de Distribuicao dos Eritrécitos, medido como
Coeficiente de Variacdo) e RDW-SD (0 mesmo medido como Desvio Padrao),
que sado calculados a partir do volume corpuscular médio (VCM), que
representa a média do tamanho dos eritrocitos. Juntos, os dois pardmetros
RDW e o VCM podem auxiliar no diagndstico diferencial de diversas

enfermidades, em especial nas anemias.
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A amplitude de distribuicdo dos eritrécitos (RDW) representa, no
hemograma automatizado, a presenga de anisocitose ou variagdo do tamanho
dos eritrocitos, que pode ocorrer por causas variadas, desde anemias até a
presenca de doencgas crbnicas, leucemias e uso de medicamentos. O indice
RDW tem sido utilizado como ferramenta complementar no diagnéstico de

alguns tipos de anemias microciticas (ALMEIDA et al., 2006).

Os hemogramas automatizados avaliam a média do tamanho dos
eritrocitos (VCM) através da impedancia, impulsos elétricos emitidos pela
passagem de cada célula individualmente em um fluxo, cuja intensidade é
proporcional ao tamanho das células. Esses pulsos elétricos sao
posteriormente, convertidos em fentolitros (fL). O RDW é ent&o calculado como
coeficiente de variacdo em relacdo a meédia do tamanho dos eritrocitos (VCM).
Adicionalmente, o RDW-SD é calculado pela média dos tamanhos dos
eritrécitos distribuidos até 20% acima da base do histograma, do eritrograma
automatizado, onde se localizam todos os tamanhos de hemacias que foram
avaliados; logo, € na base do histograma que se encontra a maior variagao do
tamanho dos eritrécitos (VILLAS BOAS et al., 2003).

Os dois indices RDW sado dados matematicos e estatisticos que
contribuem de forma complementar a avaliacdo do VCM, por serem mais
precisos e menos subjetivos quando comparados as observagdes
microscopicas de anisocitose (NASCIMENTO, 2003).

Dentre os indices hematimétricos, o VCM (Volume Corpuscular Médio)
ainda € o mais largamente utilizado na avaliagdo das anemias, associado a
analise das alteragbes morfologicas das hemacias, que também pode fornecer
subsidios interessantes no reconhecimento de diversos tipos de anemia
(GROTTO, 2009).

Os leucotcitos sdo as principais células sanguineas envolvidas na
resposta inflamatdria, embora plaquetas e eritrcitos também participem. Sao
classificados em neutrofilos (40%-75%), linfécitos (20%- 50%), mondécitos (2%-
10%), eosindfilos (1%-6%) e basofilos (<1%). Destes, os neutréfilos s&o os
mais importantes na patogénese da inflamacéo. Sdo as células predominantes

nas primeiras 6 a 24 horas nas inflamagbes agudas. Medem de 12 a 18
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micrédmetros, duram de 7-10 horas na circulacido e sofrem apoptose em 24
horas (FERREIRA et al., 2012).

Os leucdcitos (Leuc) participam dos processos imunes e inflamatorios e
sua quantificagdo em roedores inclui a contagem total e diferencial. Geralmente
sua contagem esta entre 2 e 10 x 103/mm3. Os principais tipos de leucdcitos
avaliados durante a contagem diferencial séo linfécitos, neutréfilos, mondcitos,
eosindfilos e basofilos (HEDRICH, 2004; WEISS e WARDROP, 2010).

Os neutrdfilos (Neut) apresentam a primeira linha de defesa contra a
invasdo de microrganismos, trauma nos tecidos ou algum sinal inflamatério
como fagdcitos circulantes e moduladores da resposta imune. Eles tém como
mecanismo basico de ag&do a fagocitose e posterior destruicdo dos agentes
estranhos via mecanismos enzimaticos ou dependentes de oxigénio (SOUZA et
al., 2006). Juntamente com os macréfagos atuam de forma eficaz na ligagéo
entre a resposta imune inata e adaptativa (SCOTT e KRAUSS, 2011).

Os eosindfilos (Eo) sao células mediadoras da patogénese de muitos
processos inflamatorios juntamente com os basdfilos, incluindo as infecgbes
por helmintos e doengas alérgicas. Em resposta a estes diversos estimulos, os
eosinodfilos sao recrutados da circulagdo para o foco da inflamacao, onde
modulam as respostas imunes por meio de uma seérie de mecanismos
importantes na imunidade inata e também adaptativa (ROTHENBERG, 2006).

Os basdfilos (Baso) séo células idénticas aos mastdocitos com relagéo a
composicao e fungao; no entanto, funcionam de forma independente e sao
distintas imunofenotipicamente umas das outras, bem como de outras células
hematopoiéticas. Sdo granuldcitos polimorfonucleados que produzem citocinas
em defesa contra parasitos e também sado responsaveis pela inflamacéao

alérgica mediada pela imunoglobulina IgE (ABBAS et al., 2008).

Os mondécitos (Mono) juntamente com os macrofagos livres e fixados
nos tecidos e suas células progenitoras na medula 6ssea compdem o0s
fagdcitos mononucleares. Estas células séo responsaveis pela fagocitose e
destruicdo de bactérias. A aderéncia dos mondcitos a superficie bacteriana é a
primeira etapa da ativagdo dessas células e inicio da resposta imunoldgica.

Mondcitos de camundongos sdo similares aos de outras espécies e possuem
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nucleo pleomorfico, pode ser arredondado, recortado ou lobular e citoplasma

extenso, frequentemente contendo vacuolos (BRANDT et al., 2003).

As plaquetas (PLT) estado diretamente envolvidas em diversas patologias
importantes, sejam estas sindromes ou quadros trombéticos graves como a
trombose arterial (CASTRO et al, 2006). Sao células fragmentadas,
anucleadas, derivadas do citoplasma de megacariécitos. Além da funcéo
hemostatica, também possuem importante papel na manutengao da integridade
do endotélio, por meio da liberagdo de citocinas pré-angiogénicas e fatores de
crescimento (KAPLAN e JACKSON, 2011).

O processo de I/R tem efeito imediato na microcirculagdo. Os efeitos
iniciais incluem ativagcdo de plaquetas, ativacdo de células endoteliais e
ativacdo de células da musculatura lisa endotelial. As plaquetas ativadas se
aderem entre si e liberam mediadores pro-coagulantes levando a

vasoconstricao e trombose dos pequenos vasos (BERNARDI, 2007).

2.5 Histopatologia

As lesdes de isquemia e reperfusdo culminam em diversos efeitos
deletérios para os mais diferentes tipos de érgaos, mas, contraditoriamente, € a
reperfusdo a grande responsavel pelas principais lesdes nas células do 6rgao
isquemiado (BRITO et al., 2005; CAZARIN e SARIDAKIS, 2007). Francischetti
et al. (2010) em revisao retrospectiva realizada do periodo de 2000 a 2010,
descreveram que os eventos de isquemia-reperfusdao desencadeiam resposta
inflamatoria sistémica que pode levar a lesdes celulares e até faléncia de
orgaos.

Neste contexto, o exame histopatolégico é essencial para o diagndstico
definitivo da doenca. Permite conhecer a morfologia e a fisiologia do 6rgéo, e
pode-se somar tal conhecimento com outras informacgdes obtidas para definir o
diagnodstico (CARVALHO et al., 2010).

A aplicabilidade e a viabilidade dos modelos de isquemia/reperfusao
com oclusao temporaria da artéria renal (ARAUJO et al., 2002; HEYMAN et al.,
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2010) sao resultantes da similaridade da resposta inflamatéria, congestédo
medular e lesdo tubular apresentada quando comparados com dados obtidos

por meio de biopsia renal em pacientes com LRA (HEYMAN et al., 2010).

A resposta do rim a isquemia €& heterogénea, pois os efeitos séo
observados inicialmente nas regides mais vulneraveis a hipéxia (BONVENTRE
e ZUK, 2004). O que se poderia esperar apds a lesado isquémica de algum
orgao € que, com o restabelecimento do fluxo sanguineo, pela reperfuséo
(BRODSKY, 2002; MOLITORIS, 2004) e a adequada oxigenagao dos tecidos, o
dano fosse interrompido ou minimizado. As analises de estudos demonstraram
que, no momento da reperfusdo, pode haver uma extensao da lesao tecidual
com inicio de uma série de mecanismos deletérios ao tecido adjacente
(BONVENTRE e ZUK, 2004; MOLITORIS, 2004; BRITO et al., 2005).

A lesao tubular pode ser reversivel se a membrana basal tubular estiver
intacta e se células epiteliais viaveis estiverem presentes. Embora ndo possam
ser produzidos novos néfrons e aqueles irreversivelmente lesados também néao
possam ser reparados, a hipertrofia funcional e morfolégica dos néfrons
sobreviventes frequentemente pode compensar de forma adequada essa
reducao do numero de néfrons. Mesmo que a recuperagao da fungao renal seja
incompleta, o funcionamento adequado pode ser restabelecido (GRAUER,
2001).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar um modelo animal de doenca renal por meio de
clampeamento venoso e arterial, unilateral por dez minutos, como indutor da
lesdo produzida por isquemia, descrevendo as alteracbes Ilaboratoriais
relacionadas a bioquimica urinaria, sérica e hematologia, as 24 horas, 5, 7, 14

e 21 dias ap0s reperfusao

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar a isquemia de 10 minutos, seguida de reperfuséo as 24 horas, 5, 7,
14 e 21 dias e comparar as alteragdes laboratoriais com o grupo controle, por

meio dos:

e Parametros urinarios para a glicose urinaria, proteina urinaria (PrU),
creatinina urinaria (CrU), atividade urinaria da Fosfatase alcalina (FAU) e
Gama glutamiltransferase (gGTU), exame quimico e sedimentoscopia da

urina tipo | e histopatologia

e Parametros bioquimicos séricos, da atividade enzimatica no soro e dos

parametros hematologicos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Comissio de Etica no Uso de Animais

O projeto foi aprovado no Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul e aprovado sob o protocolo
CEUA/UFMS numero 358/2011 (anexo, pag. 107).

4.2 Formacao dos Grupos Experimentais

Foram utilizados 16 ratos (Rattus norvegicus), linhagem WISTAR de
padrao convencional, provenientes do Biotério Central-UT do Centro de
Ciéncias Biolégicas e da Saude da Universidade Federal do Mato Grosso do
Sul, Campo Grande, MS. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois
grupos: Controle (C) e Experimental-I/R (E), e subdivididos em fémeas (f) e

machos (m), conforme Tab. 1.

Tabela 1 — Formagéao dos grupos Controle e Experimental-I/R

Grupos
Controle (C) Experimental - I/R (E)
(n=8) (n=8)
Machos (Cm)  Fémeas (Cf) Machos (Em) Fémeas (Ef)
(60 dias) (60 dias) (60 dias) (60 dias)
n=4 n=4 n=4 n=4

I/R — isquemia e reperfusdo, n — nimero de animais.

Cada animal foi avaliado dos 60 aos 81 dias de idade, em cinco
momentos apdés o procedimento de isquemia e reperfusdo experimental: 24
horas, 5, 7, 14 e 21 dias.

Os animais foram distribuidos em gaiolas de polipropileno medindo
49x34x16 cm, com cama de maravalha. De acordo com a divisdo acima, cada
gaiola manteve quatro animais, até o momento do procedimento cirurgico no

grupo Experimental-I/R e/lou para as coletas de sangue e urina, nos dois
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grupos (Controle e Experimental-/R), momentos em que todos os animais
foram transferidos para gaiolas metabdlicas individuais, para coleta da urina de

24 horas, com jejum alimentar de 12 horas.

Todos os animais foram mantidos em estantes ventiladas com controle
de temperatura e umidade, mediante uso de termohigrometro. O fotoperiodo foi
controlado mediante uso de timer, respeitando o ciclo diario dos roedores de 12
horas/dia e 12 horas/noite. Para cada caixa foi fornecida ragdo comercial
balanceada CR-1 Nuvital/Nuvilab, prépria para a espécie, e agua “ad libitum”
sem horario de jejum alimentar ou hidrico, para obtencdo de amostra

sanguinea.

Os animais foram pesados antes do inicio de cada procedimento, em

balanga eletronica, de trés digitos da marca Gehaka®.

Apods o procedimento cirurgico, os animais foram mantidos no setor de
experimentacado do Biotério Central-UT do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude da Universidade Federal do Mato Grosso do SUL (UFMS).

Toda a rotina de higienizagdo do macro e microambiente, a manutencgéo
dos animais, assim como todos os procedimentos experimentais realizados nos
diferentes momentos obedeceram aos procedimentos operacionais
padronizados e estabelecidos pelo Biotério Central-UT/ CCBS/ UFMS, os quais
estdo de acordo com a Lei n.° 11.794, de 8 de outubro de 2008, as instru¢des
normativas do Conselho Nacional de Experimentacdo Animal - CONCEA e a
Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins
Cientificos e Didaticos - DBCA.

4.3 Procedimentos Realizados

4.3.1 Anestesia

Como protocolo anestésico utilizou-se a associagdo de Quetamina 10,0
mg/Kg e Xilazina 2,0 mg/Kg, por via intramuscular, com seringa descartavel de
1mL e agulha de 26 x 6mm. Os animais do grupo controle receberam a mesma

anestesia para a obtencdo de material biolégico. Os animais do grupo
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experimental-I/R foram submetidos a tricotomia da regido do flanco lateral

esquerdo com lamina de barbear, para possibilitar 0 acesso cirurgico.

4.3.2 Cirurgia: Isquemia e Reperfusdo Renal

Foi realizada sob a técnica cirurgica asséptica a laparotomia pelo flanco
esquerdo, para acesso do rim esquerdo em quatro machos e quatro fémeas do
grupo Experimental-I/R. Apos localizagdo do mesmo, foi exteriorizado para o
afastamento da gordura perirenal e isolamento do pediculo para o
clampeamento da artéria e veia renal com pingas nao traumaticas, com intuito
de minimizar ou impedir a lesdo da camada adventicia da artéria renal. O
clampeamento foi mantido por 10 minutos e a isquemia verificada visualmente
pela mudanca na cor do rim. Transcorridos os 10 minutos, a reperfusao foi
iniciada e confirmada, também visualmente, pelo retorno da coloracéo inicial do
orgao. Apos a verificagdo da hemostasia, o rim foi realocado e logo apos, feito
o fechamento por planos da laparotomia com fio mononylon 4.0. Os animais
foram monitorados individualmente até recuperacdo da anestesia, quando
comegaram a apresentar comportamento normal em relacdo a locomogao e

alimentagao.

4.3.3 Coleta das Amostras e Analises Laboratoriais

Para cada momento experimental (24 horas, 5, 7, 14 e 21 dias) os
animais do grupo controle que ndo foram submetidos a cirurgia e os animais do
grupo experimental-I/R, apdés o procedimento cirurgico de isquemia e
reperfusdo realizou-se coleta de sangue, sob anestesia para a realizagéo das
analises laboratoriais: bioquimicas urinarias (8 analitos), urinalise (19 analitos),
bioquimicas séricas (16 analitos), hematologicas (15 analitos), avaliagcéo
histopatoldgica dos rins, célculos das excre¢des de fragdo de sddio, potassio e
ureia (3 analitos), do fluxo urinario (1) e clearance de creatinina (1), além dos
calculos das médias das relagdes proteina urinaria (mg/dL) e creatinina urinaria
(mg/dL), sédio sérico (mEg/L) e potassio sérico (mmol/L) e gGT sérica (U/L) e
creatinina sérica (mg/dL). Assim, excluindo as relagdes, foram realizados 294

exames individuais totalizando para os 16 ratos (Controle e Experimento-I/R)
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4720 exames tabulados e analisados estatisticamente. O quadro abaixo

resume as analises realizadas de acordo com 0os momentos:

Tabela 2 — Quantitativo das analises laboratoriais realizadas para a avaliagdo do
procedimento de I/R, nos diferentes momentos, no grupo Controle e
Experimento—I/R

Analises Laboratoriais / Momentos

¥ v v v \ v v v
Bioquimica Fradgg)es Fluxo Necropsia N°
H . qul Bioguimica | Urinalise = Urinario e Andlise . .
ematologia Sérica Urinaria (19 Excrecao Clearence | macroscopi Histopato analitos
(15 analitos) (16 (8analitos) analitos) de Sadio, de ca dos logia avaliados
analitos) Potassio creatinina RINS / animal
e Ureia
v ¥ v ¥ v v v v v
58
24 horas
v v v v v v v v v
58
5 dias
v v v v v v v v v
58
7 dias
v v v v v v v v v
58
14 dias
v v v v v v v v v
62
21 dias
294
Total de Analitos / animal
4720
Total de analitos tabulados e analisados
4.3.3.1 Coleta de Urina

Para a coleta de urina, os animais foram mantidos em gaiolas

metabdlicas individuais. Apods jejum de 12 horas, os animais permaneceram por

mais 24 horas em gaiolas metabdlicas para a obtencdo dessa amostra e em

cada momento experimental semanalmente aos 7, 14 e 21 dias e apds o

procedimento experimental de isquemia/reperfusdo. Todas as amostras foram

devidamente identificadas.
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4.3.3.1.1 Urinalise

Apods a coleta da urina foi realizada a urinalise, onde 10 mL da amostra
(quando possivel) foram centrifugadas em tubos cénicos graduados a 2.000
rpm, por dez minutos em centrifuga de tubo (Fanen®). O sobrenadante obtido
foi utilizado para o exame fisico e para as dosagens bioquimicas. O sedimento
com quantidade aproximada de 0,3 mL de urina foi analisado em microscopia
de luz, no microscopio da marca Olympus®CX 41 e objetiva de 40x para a

contagem dos elementos figurados.

Foram utilizadas tiras reagentes Combur-Test da marca Roche® para a
as determinagdes do pH, nitrito, proteina, glicose, corpos cetdnicos,
urobilinogénio, bilirrubina, hemacias e hemoglobina, os quais foram
relacionados de forma semiquantitativa, tanto nos grupos controle e
experimental-I/R, nos diferentes momentos. Para a densidade foi utilizada a

técnica de refratometria com refratbmetro Atago.

4.3.3.1.2 Bioquimica Urinaria

ApoOs as urinas serem descongeladas a temperatura ambiente, as
analises bioquimicas urinarias foram realizadas com os Kits Labtest® de
bioquimica no aparelho da marca Bioplus 2000®. Foram avaliados os
parametros: proteina (PU), ureia (UrU) creatinina (CrU), glicose (GliU), sédio
(NaU), potassio (KU), fosfatase alcalina (FAU), gama-glutamiltransferase
(gGTU).

A atividade enzimatica na urina da fosfatase alcalina (FAU) e Gama
Glutamiltransferase (gGTU) foi determinada com os Kits comercial, de acordo
com Hennemann et al. (1997); Clemo (1998) e Borges et al. (2013).

Clearance de Creatinina

A filtragdo glomerular foi avaliada por meio do clearance de creatinina

(Clcr), a partir da dosagem das creatininas séricas e urinarias. O clearance de
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creatinina foi calculado pela férmula a seguir e os valores foram expressos em

ml/min: Cler=creatinina urinaria (mg/dL) x fluxo urinario (mL/min)/creatinina plasmatica (mg/dL)
Fluxo urinario

O fluxo urinario foi calculado dividindo-se o valor do volume urinario (24
horas) por 1440, que corresponde aos minutos em 24 horas (60 min x 24h =
1.440): Fluxo Urinario (ml/min) = Valor volume urinario (24h) / 1.440

Calculo das Fragdes de Excrecao

Em razdo de divergéncias observadas nas formulas dos artigos de

referéncia, optou-se por utilizar o site da Sociedade de Terapia Intensiva do

Estado do Rio de Janeiro: http://www.sotierj.org.br/\WebSite/Site/Calculos

e Excrecao Fracionada de Sdédio (FENa)

Para calculo da Fragcdo de Excrecdo de Sodio (FENa), foram utilizados
os valores das seguintes variaveis: Sodio urinario (mEq/L), Sdédio sérico
(mEq/L), Creatinina urinaria (mg/dL) e creatinina sérica (mg/dL).

FENa (%)= (Sédio Urinario / Sédio Sérico) / (Creatinina Urinaria / Creatinina Sérica) X 100

e Excrecao Fracionada de Potassio

Para célculo da Fracdo de Excregéo de Potassio (FEK), foram utilizados
os valores das seguintes variaveis: Potassio urinario (mEg/L), Potassio sérico
(mEq/L), Creatinina urinaria (mg/dL) e creatinina sérica (mg/dL).

FEK (%)= (Potassio urinario / Potassio sérico) / (Creatinina urinaria / Creatinina sérica) X 100
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e Excrecado Fracionada de Ureia

Para o calculo da Fragao de Excrecéo da Ureia (FEUr), foram utilizados
os valores das seguintes variaveis: Ureia urinaria (mEg/L), Ureia sérica
(mEq/L), Creatinina urinaria (mg/dL) e Creatinina sérica (mg/dL).

FEUr (%)= [(Ureia urinaria / Ureia Sérica) / (Creatinina urinaria) / Creatinina sérica)] x 100

Relacao Proteina urinaria / Creatinina urinaria

A relagao proteina urinaria (mg/dL) e creatinina urinaria (mg/dL) foi
calculada mediante a divisdo do valor da proteina urinaria pelo valor da

creatinina urinaria nos momentos 24 horas, 5,7,14 e 21 dias.

4.3.3.2 Obtengao de Amostra de Sangue

As amostras de sangue foram coletadas 24 horas pdés-procedimento
experimental de isquemia por 10 minutos e semanalmente aos sete, 14 e 21
dias apos a reperfusdo. Os animais do grupo experimental-I/R e do grupo
controle, foram contidos e sedados com associagao de Xilazina e Quetamina e,
apos pesagem, 1,0 mL de sangue foi retirado do plexo retrorbital, com o auxilio

de um tubo capilar de micro hematacrito.

Do volume total de sangue de cada amostra, 0,5 mL foram destinados a
realizacdo de hemograma, e colocadas em microtubo para centrifuga com
capacidade de 0,5 mL, contendo 1,2 mg/mL de anticoagulante EDTA K3. Os
outros 0,5 mL foram destinados a realizacdo da bioquimica sérica, e
acondicionados em tubos para centrifuga sem anticoagulante e com gel

acelerador, para obtencgao do soro.

As amostras referentes a hematologia foram encaminhadas
imediatamente para o laboratério. As amostras destinadas a realizagdo da
bioquimica sérica foram submetidas a processo de centrifugagcdo a 2000 rpm
(centrifuga FANEN®) durante 10 minutos. Apds a separagcdo do soro, as
amostras foram congeladas a -20°C, até a realizagdo dos exames, quando

foram descongeladas a temperatura ambiente.
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4.3.3.2.1 Hematologia

Os parametros leucocitos totais (Lt), hemacias (Hm), hematocrito (Ht),
hemoglobina (Hb), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
média (HCM), concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM),
plaquetas (PLT), RDW-SD, RDW-CV, volume médio de plaquetas (VMP),
neutrofilos (Neut), linfocitos (Linf), mondcitos (Mono), eosindfilos (Eo), basofilos
(Baso) foram quantificados com o aparelho da marca Sysmex XE 2100 do
Laboratério de Analises Clinicas/ NHU/ UFMS que utiliza a tecnologia de

citometria de fluxo fluorescente com laser semicondutor e foco hidrodinamico.

A contagem diferencial de leucécitos foi realizada em I&minas de 26 x 76
mm e corada pelo método rapido Pandtico, da marca Laborclin®. Para
observagédo dos elementos figurados do sangue como o microscopio 6ptico,
marca Olympus®CX 41 em objetiva de imersao, do Laboratério de Controle
Sanitario do Biotério Central-UT/ CCBS.

4.3.3.2.2 Bioquimica sérica

Os analitos séricos - albumina (Alb), proteina sérica (Ps), globulina
(Glob), relacdo albumina globulina (A:G), ureia (Ur), creatinina (Cr), glicose
(Gli), sodio (Na), potassio (K), fosfatase alcalina (FAL), gama-
glutamiltransferase (gGT), alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST) colesterol (Col), triglicérides (Trig) - foram
quantificados no aparelho de bioquimica da marca Cobas® Integras 400, do
Laboratério de Analises Clinicas/ NHU/ UFMS. O aparelho possui Kits
especificos para o seu funcionamento e tem a capacidade para 90 tubos de
cada vez (seis racks de 15) e a necessidade minima de 100 uL de soro. Como
principio utiliza a tecnologia de citometria de fluxo fluorescente com laser
semicondutor e foco hidrodindmico. Sistema randémico de acesso continuo
com amostra seletiva e integragcdo de quatro principios de leitura como

absorbancia, turbidimetria, fluorescéncia polarizada e ISE para eletrdlitos.
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4.4 Eutanasia

Ao término da avaliagdo dos cinco momentos (21 dias), os animais
foram submetidos a eutanasia com injegao na dose letal do barbiturico tiopental

sédico por via Intraperitoneal na dose de 150 mg/kg.

4.5 Analise Histopatologica

Apds a eutanasia dos animais, ambos os rins foram retirados para
pesagem e medi¢cao (comprimento e largura). Os rins foram encaminhados
para processamento histologico e coloracdo pela técnica de Hematoxilina
Eosina (HE), do Laboratorio de Histologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas e
da Saude/ UFMS.

As leituras das laminas foram realizadas no Laboratério de Patologia
Animal da Universidade Federal do Espirito Santo-UFES. As laminas
histologicas foram avaliadas com microscépio de luz Nikon Eclipse E 200. As
analises das laminas foram utilizadas para constatar a presenga ou auséncia

de lesdes renais e alteracgdes caracteristicas de lesdo renal.

Para a avaliacao histopatoldgica de todos os rins do grupo experimental-
I/R, foram consideradas as alteragcdes microscépicas renais encontradas, de
acordo com os estudo de Togoe et al. (2014), em que consta na tabela de
distribuicdo percentual com as seguintes alteragbes: congestdo, Infiltrado
linfoplasmocitario, degeneracdo tubular discreta e degeneracdo tubular
moderada, aumento do espago de Bowmann, retragdo glomerular, replecao

dos capilares glomerulares, atrofia glomerular e fibrose.

4.6 Analise Estatistica

Neste estudo, a avaliagao da distribuicdo normal das amostras de dados
foi realizada por meio do teste de Shapiro-Wilk. Como a maior parte das
variaveis passou no teste de normalidade (p>0,05), optou-se pelo uso de testes
parameétricos para a comparagao entre as amostras de dados. A comparagao

entre sexos, em cada um dos grupos experimentais, em cada momento de
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analise, foi realizada por meio do teste t-student. O mesmo teste foi utilizado na
comparagao entre os grupos experimentais (grupo Controle e Experimental-
I/R), em cada sexo e em cada momento de analise. A comparagéo entre os
momentos de analise, em ambos 0s grupos experimentais e em ambos 0s
sexos foi realizada por meio do teste ANOVA de uma via de medidas
repetitivas, seguido pelo pos-teste de Tukey. Os demais resultados das
variaveis avaliadas neste estudo foram apresentados na forma de estatistica
descritiva e na forma de tabelas ou graficos. A andlise estatistica foi realizada
utilizando-se o “Software” SigmaPlot, versao 12.0, considerando um nivel de

significancia de 5%.

Os dados apresentados neste estudo foram expressos em média e erro

padrao da média.
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5 RESULTADOS e DISCUSSAO

Os valores obtidos para os parametros bioquimicos urinarios estido
descritos nas Tab. 8 e 9 (Apéndice F e G, respectivamente) e serdo discutidos
aqueles que apresentaram diferencga estatistica e que caracterizaram o modelo

animal de doenca renal.

51 Fosfatase alcalina urinaria

Os valores da atividade urinaria da fosfatase alcalina aumentaram apos
a I/R em ambos os sexos (teste ANOVA de uma via de medidas repetitivas,
p<0,001), mais evidente as 24 horas e 5 dias (Tukey, p<0,05). No grupo
controle, para ambos os sexos, ndo houve alteragao da atividade da fosfatase

urinaria, em nenhum dos momentos avaliados (p>0,05), conforme Fig. 1.
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Figura 1: Valores Médios e Erro Padréo da Fosfatase Alcalina urinaria nos diversos momentos
de analise, em animais de ambos os sexos (F=fémeas; M=machos), de cada um dos
grupos experimentais (C=controle; E=experimental). Cada simbolo representa a
média e a barra o erro padrao da média.

O grupo experimental (EF e EM) apresentou aumento na atividade

urinaria de FAL ja as 24 horas apods a I/R. Os valores foram reduzindo até o



59

sétimo dia quando se igualaram aos valores dos animais controle (CF e CM), o
que concorda com Clemo (1998) para quem a concentragao das enzimas
urinarias liberadas por células lesadas do epitélio tubular € sensivel para
detecgao da lesao tubular precoce e tém o potencial de determinar o local
primario de dano renal como a gama glutamiltransferase e fosfatase alcalina,
que foram associados com dano tubular proximal renal em caes. Palacio et al.
(1997) acreditam que dosagem de enzima na urina sejam testes mais sensiveis
e fidedignos para avaliar dano renal, ja que aumentam sua concentragdo na
urina mais cedo que as concentragdes de creatinina e ureia sérica. Heiene et
al. (2001) relatam que altos valores dessas enzimas urinarias refletem
frequentemente extensas lesdes e, Vianna (2006) descreve que estas enzimas
devem ser usadas como biomarcadores de lesdo tubular, pois sdo uteis em
detectar pequenas alteracdes na funcdo da célula epitelial tubular. O aumento
da excregao urinaria destes biomarcadores acontece precocemente e muito
antes de alteragbes de marcadores renais classicos e consagrados, como a

creatinina plasmatica.

5.2 Gama glutamiltransferase urinaria

Os niveis de gGT urinaria aumentaram na urina dos animais submetidos
a I/IR, em ambos os sexos (ANOVA de uma via de medidas repetitivas,
p<0,001), sendo que este aumento foi mais evidente as 24 horas, 5 e 7 dias
(p<0,05), apods a reperfusao, principalmente nas fémeas. No grupo controle,
para ambos os sexos, ndo houve alteracdo na atividade da gGT urinaria, em

nenhum dos momentos avaliados (p>0,05).

Houve diferenga significativa entre os momentos do grupo experimental-
I/R fémeas (p=0,003) e machos (p<0,001), bem como entre os machos dos
grupos controle e experimental-/R as 24 horas (p=0,003) e aos 21 dias
(p=0,028), o que demonstra que os machos do grupo experimental=I/R
apresentaram maior grau de lesdo nas células tubulares renais que os outros
animais ap6s 24 h da I/R. Entre os sexos do grupo experimental-I/R, houve

diferenca as 24 horas (p=0,018). Entre as fémeas de ambos os grupos houve
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diferenca as 24 horas p=0,034), 5 dias p=0,021), 7 dias p=0,034) e 14 dias
p=0,043).
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Figura 2: Valores Médios e Erro Padrédo da Gama Glutamiltransferase urinaria nos diversos
momentos de andlise, em animais de ambos os sexos (F=fémeas; M=machos), de
cada um dos grupos experimentais (C=controle; E=experimental). Cada simbolo
representa a média e a barra o erro padrao da média.

Na Fig. 2 observa-se que os animais do grupo experimental-I/R
apresentaram tendéncia a redugdo nos valores de gGT, apos as 24 horas de
isquemia e chegaram aos 21 dias com valores menores do que O grupo
controle.

Recentemente Venial et al. (2013) obtiveram para Gama
glutamiltransferase (gGT) urinaria de trés grupos de sete ratos Wistar normais,
valores médios de 7,5+ 2,2 U/L, de 12,6 £ 6,1 U/L e de 11,7 £ 8,4 U/L, os quais
estao de acordo com os valores dos animais normais do experimento e aos 14
e 21 dias ap6s a I/R nos animais do grupo experimental-I/R, provavelmente
porque nestes ultimos tenha ocorrido regeneragao das células tubulares renais
dos ratos que sofreram I/R.

O que ocorreu com os valores da atividade da enzima gGT urinaria nos
animais experimentais indica que mesmo que tenha sido um procedimento de
I/R por apenas 10 minutos, foi tempo suficiente para lesar as células tubulares
renais, uma vez que houve aumento no valor da excre¢cdo enzimatica,

principalmente nas primeiras horas, como descreve Clemo (1998). Heiene et al.
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(2001) avaliaram a concentragao das enzimas urinarias liberadas por células
lesadas do epitélio tubular e reportaram que sdo mais sensiveis para detecgao
da lesdo tubular precoce; concluiram que o aumento da atividade das enzimas
urinarias é altamente especifico de doencga tubular renal, pois aumentos de
enzimas, incluindo gama glutamiltransferase e fosfatase alcalina, foram
associados ao dano tubular proximal renal em caes. Vianna (2006) e Palacio et
al. (1997) relatam que as enzimas urinarias aumentam sua concentragéo na
urina mais cedo que as concentragdes de creatinina e ureia sérica.

Vianna (2006) descreve que as enzimas urinarias e as proteinas de
baixo peso molecular (BPM) tém sido usadas como biomarcadores de lesao
tubular, pois sdo uteis na deteccao de pequenas alteragcdes na funcao da célula
epitelial tubular. Segundo Carvalho et al (2011), o aumento da excre¢do de
gGT urinaria fornece o diagndstico da lesdo da membrana da borda em escova
com perda da estrutura da microvilosidade do tubulo contorcido proximal e, a
lesdo dessa estrutura causa a diminuicdo da reabsor¢do e aumento da
excrecdo de proteinas, o que pode ser observado na Fig. 2, pois ocorreu
aumento abrupto das enzimas na urina apos 24 horas da I/R, provavelmente
porque nao foram reabsorvidas pela lesdo das células dos tubulos contorcidos
proximais renais, principalmente porque sao os mais proximos do local da I/R.

Cutrin et al. (2000) relataram que a elevada atividade enzimatica tem
sido observada em células que apresentam intensas funcbes secretoras e
absorcgao tais como células epiteliais do tubulo proximal, células do jejuno e do
trato biliar, e em ratos apos 25 minutos de isquemia unilateral, observaram que
a atividade de gGT aumentaram o dobro em ambas as zonas cortical e medular
do rim; concluiram que a isquemia renal a curto prazo (25 minutos) aumenta a
atividade da gGT e também aumenta peroxidacgao lipidica, o que sugere que a
injuria renal aguda pds-isquémica esteja relacionada a aumento da atividade de

gGT urinaria.

5.3 Glicose urinaria

Os niveis da glicose urinaria aumentaram nos animais submetidos a I/R,

em ambos os sexos (ANOVA, p<0,001), sendo o aumento significativo dos

valores entre os machos aos 7, 14 e 21 dias (p<0,05). No grupo controle, para
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ambos 0s sexos, ndo houve alteragcao dos niveis de proteinas, em nenhum dos
momentos avaliados (p>0,05).

Ao observar a Fig. 3, os valores de glicose na urina dos machos do
grupo experimental (I/R), apresentaram-se em ascendéncia a partir do 1° dia
apos a I/R até o 21° dia. Ao considerar que toda a glicose sérica é filtrada pelos
glomérulos renais é reabsorvida pelos tubulos contorcidos proximais, ha de se

considerar que nao houve 100% desta reabsor¢cédo, uma vez que apareceu na

urina.
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Figura 3: Valores Médios e Erro Padrao da Glicose Urinaria nos diversos momentos de analise,
em animais de ambos os sexos (F=fémeas; M=machos), de cada um dos grupos
experimentais (C=controle; E=experimental). Cada simbolo representa a média e a
barra o erro padrao da média.

Este fato se torna verdadeiro ao analisar os valores médios da glicose
sérica (Tab. 7, apéndice E), os quais apresentaram tendéncia a reducéo dos
seus valores no grupo experimental (Ef e Em) ao longo do tempo, o que infere
a sua nao reabsorcado e a sua eliminagcdo com aumento gradativo pela urina.
Este fato também confirma que houve lesdo dos tubulos proximais nos animais
submetidos a I/R experimental por 10 minutos. Estes resultados aliados aos
valores das enzimas urinarias e albuminuria reforcam que houve lesao tubular

apos I/R por 10 minutos.
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5.4 Proteina urinaria

Houve o0 aumento dos niveis de proteina urinaria nos animais
experimentais I/R, em ambos os sexos (ANOVA de uma via de medidas
repetitivas, p<0,001). Nas fémeas este aumento foi mais evidente aos 21 dias,
enquanto nos machos ocorreu aos sete dias (p<0,05). No grupo controle, para
ambos 0s sexos, nao houve alteragdo significativa dos niveis de proteina

urinaria, em nenhum dos momentos avaliados (p>0,05).

Estes resultados indicam que o efeito da I/R por 10 minutos, foi
suficiente para provocar aumentados graduais nos valores de proteina na
urina, principalmente nas fémeas, mas, com tendéncia a redugao nos valores

da proteinuria nos machos apos o sétimo dia, quando se observa a Fig. 4.

Ao considerar que a urina normal, formada e excretada pelo sistema
renal e trato urinario saudavel, ndo contém proteina ou contém apenas
vestigios desta, a presencga persistente de proteinuria é a indicagdo mais
importante de estados patoloégicos e de doencga renal (LIMA et al., 2001), o que
justifica 0 aumento da excrecdo de proteina pela urina dos animais deste
experimento que foram submetidos a I/R, mesmo que por 10 minutos. Segundo
Alves (2004) a presenga de proteindria em pacientes com doenca renal
(sintomatica ou assintomatica) deve ser investigada; entretanto, existem
determinadas condig¢des fisioldgicas e sinalizadoras, como exercicios e febre,
que podem levar ao aumento da excregao de proteina na urina (FICHBACH,
2002; MOTTA, 2003); essa possibilidade se descarta nos animais, apesar de

terem sido submetidos ao ato cirurgico.

Para Alves (2004), a avaliacéo de proteinuria em volume de 24 horas é
considerada o Padrdo Ouro para a quantificacdo de proteinuria e de
albuminuria, enquanto a razdo proteina urinaria/creatinina urinaria ou
albuminuria/creatininaria (mg/g), em amostra isolada, parece ser o método de

mensuragao menos sujeito a erros de coleta da urina de 24 horas.
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Figura 4: Valores Médios e Erro Padrédo da Proteina Urinaria nos diversos momentos de
analise, em animais de ambos os sexos (F=fémeas; M=machos), de cada um dos
grupos experimentais (C=controle; E=experimental). Cada simbolo representa a
média e a barra o erro padrao da média.

O grupo controle apresentou valores minimos de 8,20+0,52 mg/dL nas
fémeas a 15,11+4,56 mg/dL nos machos, semelhante ao controle de Castro et
al. (2014) que obtiveram para proteina urinaria de 24 horas, 8,8+5,3 mg/dL.
Venial et al. (2013) corrobora com estes valores, visto que para trés grupos de
sete ratos Wistar normais, obtiveram valores médios de 13,7 £ 0,9, 120+ 1,5 e
13,0 £ 0,6 mg/dL. Ramalho et al. (2012) apresentaram valores de proteina
urinaria para o grupo Sham de 7,5 0,7 mg/24h, abaixo dos valores obtidos no
grupo controle.

No grupo que sofreu I/R por 10 minutos, as fémeas apresentaram
valores de 49,38+1,76 mg/dL e os machos de 56,01+4,57 mg/dL, 24 horas
apos serem submetidos a I/R. Aos 21 dias os valores para fémeas foram de
106,16+£5,46 e para machos de 80,83+4,31 mg/dL; Ramalho et al. (2012)
obtiveram, em experimento sobre os efeitos da oxigenoterapia na fung¢ao renal,
proteinuria e bioquimica urinaria com |I/R de 45 minutos, valores de proteina
urinaria de 11,2+1,1 mg/24h.
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A presenca de proteina na urina, em vista de novos parametros para
classificagdo, como descrevem Zanella (2006) e Sodré et al. (2007) define a
microalbuminuria como a presenga de 30 a 300 mg de albumina na urina de 24
horas, ou uma taxa de excre¢cdo de 20 a 200 microgramas de albumina por
minuto. De forma mais especifica, Zanella (2006) considera que a
normoalbumindria ocorre com valores < 20 mg/mL, microalbumindria com
valores de 20 a 199 mg/mL e a macroalbuminuria com valores =2 200 mg/mL,
em amostras isoladas. Para amostras de 24 horas, os valores estédo
estabelecidos para normoalbuminuria < 30 mg, microalbuminuria de 30 a 299
mg e a macroalbuminuria com valores = 300 mg.

Por esse novo conceito, considera-se entdo que os animais do grupo
controle fémeas apresentaram valores de proteina na urina de 24 h, de
8,201£0,52 a 20,01+4,76 mg/dL e os machos de 13,45£2,20 a 23,35+4,89
mg/dL, considerados normoalbuminuricos, enquanto as fémeas do grupo
experimental-I/R apresentaram valores variando de 43,44+ 2,03 a 106,16+5,46
mg e, os machos valores de 56,01+4,57 a 127,80+3,01mg, portanto
classificados como microalbuminuricos. Estes valores indicam que houve efeito
da I/R por 10 minutos, sobre o aumento da taxa de excrec¢ao da albumina na
urina desses animais que ocorreu ja apos 24h. Sagiroglu et al. (2014)
corroboram com o presente estudo, visto que obtiveram para proteina em urina
de 24 h valores de 116,6 £ 10,2 mg, tdo alto quanto os valores das fémeas

experimentais aos 21 dias apos I/R.

5.5 Ureia urinaria

Os valores da ureia foram reduzidos no grupo experimental apés a I/R,
em ambos 0s sexos, as 24 horas e 5 dias, comparados ao grupo Controle, e
aumentaram a partir do 7° dia (ANOVA de uma via de medidas repetitivas,
p<0,001), sendo que nas fémeas esta redugado foi mais evidente aos 5 dias e
nos machos as 24 horas. Por outro lado o aumento em ambos os sexos foi
mais evidente aos 21 dias e com diferenga significativa entre os machos
(p<0,05). No grupo controle, para ambos os sexos, houve aumento dos niveis

de ureia urinaria, nos momentos avaliados de forma gradual (p>0,05).
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Observa-se diferenga significativa entre os momentos dos animais
machos do grupo controle (p=0,003) e nos momentos entre as fémeas do
grupo experimental (p=0,047) e nos machos do mesmo grupo (p=0,002).
Também houve diferenga entre as fémeas de ambos os grupos no 5° dia apds
a isquemia (p=0,001) e entre os machos de ambos os grupos as 24 horas
(p=0,018), 5 dias (p=0,010) e aos 21 dias (p=0,040).

Estas analises indicam que o efeito da I/R por 10 minutos, foi suficiente
para provocar alteragdes significativas dos valores de ureia na urina entre as
fémeas e machos testados e, nos machos do grupo experimental houve
aumento gradual e intenso da filtracdo de ureia, o que pode ser observado na
Fig. 5.
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Figura 5: Valores Médios e Erro Padrdo da Ureia urinaria nos diversos momentos de analise
em animais de ambos os sexos (F=fémeas; M=machos), de cada um dos grupos
experimentais (C=controle; E=experimental). Cada simbolo representa a média e a
barra o erro padrdao da média.

Sagiroglu et al. (2014) obtiveram valores de 7398 + 706 mg/24h para a
ureia, semelhante ao presente trabalho, quando comparado com os machos do
grupo experimental, apds 21 dias da I/R.

Apesar da ureia ser filtrada livremente pelo glomérulo e nao ser
reabsorvida nem secretada ativamente, ela € um fraco preditor da TFG, pois

40%-70% retornam para o plasma por um processo de difusdo passiva, que &
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dependente do fluxo urinario. Logo, a estase urinaria leva ao maior retorno de
ureia ainda nos tubulos renais e a TFG calculada é subestimada pelo clearance
de ureia (SODRE et al., 2007).

5.6 Creatinina urinaria

Os niveis de creatinina urinaria (CrU) foram reduzidos no grupo
submetido a I/R, em ambos os sexos (ANOVA de uma via de medidas
repetitivas, p<0,001), sendo que nas fémeas esta reducdo foi mais evidente
aos 5 dias, enquanto nos machos ocorreu as 24 horas e aos 5 dias (p<0,05),
conforme Fig. 6. No grupo controle, para ambos os sexos, ndo houve alteragéo

dos niveis de creatinina urinaria, em nenhum dos momentos avaliados
(p>0,05).
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Figura 6: Valores Médios e Erro Padrédo de Creatinina urinaria nos diversos momentos de
analise, em animais de ambos os sexos (F=fémeas; M=machos), de cada um dos
grupos experimentais (C=controle; E=experimental). Cada simbolo representa a
média e a barra o erro padrao da média.

Shoskes (2007) reporta que embora a creatinina seja produzida de
forma constante, existe variacdo entre os individuos. A taxa absoluta depende
da massa muscular a qual é influenciada pela idade, sexo, e massa corporea, e

que nao ha, portanto, um valor definitivo para o valor normal, o qual deve ser
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individualizado para cada caso. Sobre isso, ja havia relato de (CHEW e
CAROTHERS, 1989) que animais jovens apresentam concentragdes mais
baixas, enquanto individuos adultos, de massa muscular desenvolvida, tendem
a apresentar concentracdes séricas mais elevadas. Em vista do exposto e das
afirmacdes de que a constituicdo anatdbmica visceral do rato é bastante similar
a do homem (RIBEIRO e YOSHIDA, 2005) e de que rins isquémicos dos ratos,
notadamente, simulam as leses observadas em humanos, até mesmo nos
menores detalhes (KONOPKA, 1998), justificam os valores obtidos neste
trabalho os quais poderiam ser correlacionados com valores para outras
especies.

Andrade et al. (2004) obtiveram valores para creatinina urinaria (CrU) de
73 £ 68 mg/dL, de animais com peso médio de 294 + 54 g e que também
sofreram I/R, o que corresponde, apesar de peso semelhante, a cinco vezes do
valor obtido nas fémeas I/R aos 14 dias quando apresentaram o aumento do
valor desse analito. Da mesma forma Castro et al. (2014) obtiveram para
animais normais a CrU de 24 horas, sem jejum, o valor de 88,5+11,1 mg/dL.
Considera-se desta maneira, que os animais experimentais- I/R, as 24 horas e
5 dias apods I/R, apresentaram menor filtragao renal ou até mesmo menor TFG.
Do mesmo modo Venial et al. (2013) obtiveram para CrU de trés grupos de
sete ratos Wistar normais, valores médios de 77,2 + 41,2; 77,7 + 39,7 e 78,7 +
19,9 mg/dL.

Observa-se também no trabalho de Andrade et al. (2004) que utilizaram
14 ratos machos, Wistar, adultos, com peso de 294 + 54 g, submetidos a I/R,
mediante clampeamento bilateral dos pediculos renais por trinta minutos, o
valor de creatinina urinaria de 73 £ 68 mg/dL. Nota-se, que independente dos
modelos de I/R, os valores deste analito ndo diferiram; portanto, para este item,
o clampeamento unilateral ou bilateral dos pediculos renais, por 30 minutos
nao diferem dos animais normais; provavelmente se avaliar este analito com
menor espago de tempo, apods a I/R, haja um valor significativo na reducao da
filtragao renal de creatinina, assim como ocorreu no presente estudo.

Watanabe (2010) em trabalho sobre a intervengcao farmacoldgica na
lesdo renal aguda isquémica em ratos: protec&o funcional e histologica tempo
dependente, obteve valores de 19,6 + 2,7 de creatinina urinaria no grupo

isquemia 30 minutos e de 14,8 + 1,3 no grupo isquemia 45 minutos. Conforme
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a Tab. 8 (Apéndice F), estes valores sao semelhantes aos obtidos para os
animais machos e fémeas do grupo experimental com 10 minutos de isquemia
e reperfusdo, aos 14 dias no grupo dos machos e aos 21 dias no grupo das

fémeas.

5.7 Fracao de Excrecao de Potassio (FEK)

Os niveis da FEK apresentaram aumento no grupo experimental I/R, em
ambos os sexos (ANOVA de uma via de medidas repetitivas, p<0,001), sendo
mais evidente as 24 horas e 5 dias (p<0,05). No grupo controle, para ambos os
sexos, nao houve alteracdo desses niveis, em nenhum dos momentos
avaliados (p>0,05), conforme Fig 7. Esse parametro parece ser mais util do que
aqueles classicamente medidos, ou seja, a fracdo de excrecdo de sédio e a
fracao de excrecao de ureia. A FEK pode sinalizar redug¢des da taxa de filtracao
glomerular, antes mesmo de aumentos da creatinina sérica, sendo uma
intrigante linha de pesquisa que merece a pronta realizagdo de estudos
adicionais (MACIEL, PARK, MACEDO, 2014).

A avaliagao sequencial da fracdo de excrecado de potassio parece util em
pacientes graves em risco de lesdo renal aguda que esta relacionada a
gravidade e a duragdo da lesédo renal aguda. Seu aumento com a progresséo
da lesdo renal aguda é resultado de diminuigdes da TFG e da ativagdo da
aldosterona (em uma tentativa de manter a homeostase do potassio). A fragdo de
excrecdo de potassio (FEK) e a concentragado urinaria desse eletrolito séo
alteradas pela aldosterona e variam conforme a ingestao de potassio (MACIEL,
PARK, MACEDO, 2014).
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Figura 7: Valores Médios e Erro Padrdo da Fracdo de Excrecdo de Potassio nos diversos
momentos de analise, em animais de ambos os sexos (F=fémeas; M=machos), de
cada um dos grupos experimentais (C=controle; E=experimental).

Para Costa (2013), assim como o resultado da FENa, os valores nos
quais o grupo I/R atinge niveis significativamente maiores de excre¢ado de K*
em relagcdo ao grupo Sham (134,4+54,94 vs 7,5+2,9, p<0,05), reforca o
resultado do grau lesivo tubular, os quais foram semelhantes aos valores do

grupo experimental as 24 horas até os 5 dias.

Pompermayer et al. (2005) descreveram que apds o rim esquerdo de
ratos ser retirado, a isquemia foi realizada no rim contralateral com interrupcao
total da artéria renal por 45 minutos e analisados apos reperfusdo em 4 e 24
horas mais tarde; assim obtiveram para FEK de I/R valores de 15 a 20%, e o
grupo Sham apresentou valores de 3 a 3,5%. Ramalho et al. (2012) com o
mesmo tempo de isquemia apresentaram para a excrecgao fracionada de K (%)
174147, apods IR, enquanto que para o grupo Sham foi de 33%; estes valores
se aproximam mais do presente estudo nas primeiras 24 horas até o 5° dia

apos Isquemia.
5.8 Relacao Proteina urinaria / Creatinina urinaria (PU/CrU)
A relacdo PU/CrU nos animais experimentais-I/R apresentaram

valores mais significativos as 24 horas e cinco dias. Do 5° ao 14° dia, em ambos

0s sexos, houve um declinio dos valores; no entanto as fémeas apods os 14 dias
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demonstraram tendéncia a novo aumento (Fig. 8). Isso pode indicar que nestes
primeiros momentos houve excregao aumentada de proteina na urina, mas com
regeneragao subsequente, visto que o aumento da relag&o indica alteragdo mais

precocemente. O grupo controle n&o apresentou diferenga significativa.
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Figura 8: Valores Médios e Erro Padrao da Relagdo Proteina urinaria: creatinina urinaria nos
diversos momentos de andlise, em animais de ambos os sexos (F=fémeas;
M=machos), de cada um dos grupos experimentais (C=controle; E= experimental).

Venial et al. (2013) reportam que o valores da relacdo PU/CrU em 3
grupos de sete ratos controles foram de 0,16 + 0,02; 0,170,002 e 0,17+0,001;
assim como no presente trabalho, a relagcado ficou menor que 1, até mesmo
menor que 0,5, no grupo controle.

Menezes et al. (2010) descreveram que a avaliagao da relagao proteina
urinaria/creatinina urinaria (PU/CrU) e atividade da gGT urinaria sdo exames
mais sensiveis para detectar lesdo tubular aguda (LTA) que o exame de urina
de rotina, uma vez que estas variaveis apresentaram alteracdo mais
precocemente quando comparados aos resultados da ureia e creatinina
séricas.

Steffen et al. (2010) obtiveram valores maiores que 30 mg/g de
creatinina ou 3,4 mg/mmol, que sao indicativos de microalbuminuria. Mesmo

determinagdes em urina obtida durante periodos de 12 ou 24 horas levam a
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resultados mais fidedignos se expressos através da relagdo

albumina/creatinina, uma vez que é dificil fazer a coleta de forma perfeita.

De acordo com Khan et al. (2005), comparando-se a concentragao
urinaria de albumina e o indice albumina/creatinina com a excrecao urinaria de
albumina na urina de 24 horas, ambos os exames realizados em amostra
isolada sao capazes de prever satisfatoriamente microalbuminuria de 24 horas.
Outros estudos tém testado reprodutibilidade dos indices proteina/creatinina
em amostra isolada de urina, comparando-os com a excre¢cdo urinaria de

proteina em 24 horas.

5.9 Urinalise

O exame de urina de rotina é composto de trés etapas: o exame fisico, o
exame quimico e a microscopia do sedimento (COSTAVAL et al., 2001). Os
valores obtidos para a Urinalise estao descritos na Tab. 15 (Apéndice M) e Tab.
16 (Apéndice N).

No sedimento urinario analisado por microscopia de luz (Tab. 16,
Apéndice N), foram observados cristais, células de transicdo, hemacias com
presenca dentro da normalidade para a espécie, no entanto ao observar a
presenca de cilindros, observa-se que 0s mesmos comegam a aparecer no
sedimento em todos os momentos em que ha presenca de proteina na urina,
quando se considera a proteina quantificada tanto pela fita como por
espectrofotometria, o que indica proteinuria renal, pois foram visualizados
cilindros o que indica lesao tubular, nos animais experimentais, o que confirma
que 10 minutos de isquemia foram suficientes para que houvesse lesao tubular,
pois 0os amimais do grupo controle ndo apresentaram essas alteragdes.

De acordo com Grauer (2005), as alteragbes no sedimento urinario
podem ser indicativas de disfungao renal aguda, onde se observa aumento do
numero de leucdcitos, hemacias, células epiteliais renais e cilindros celulares
ou granulares. Para Reine e Langston (2005) o aumento do numero das células
epiteliais de transicdo na urina pode estar associado a infecgao, inflamacéo,

irritacdo e neoplasia de qualquer desses segmentos anatdbmicos. No presente
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estudo, foram observados cilindros granulosos, constituidos de células
tubulares que ja sofreram degeneragdo o que confirma a lesao renal, mesmo
com isquemia pelo periodo de 10 minutos.

As analises realizadas pelo método de tiras reagentes representam as
observacgdes principais do exame quimico da urina (HENRY, 2008) e por esta
analise verifica-se que a presenca de nitrito apareceu a partir do 5° dia nos
animais do grupo experimental-/R fémeas e machos e permaneceram
positivos para esse analito até os 21 dias. Sato et al. (2005) reportaram que
quando ocorre presenca de nitrito no exame quimico da urina, indica a
presengca de bactérias capazes de reduzir o nitrato a nitrito durante o seu
metabolismo, e por isso esta analise € sugestiva de infecgdo urinaria e que ha
precisdo e exatiddo nos testes rapidos por meio de tiras reagentes. No
presente trabalho este fato € confirmado pela presenca de leucdocitos nos
mesmos momentos do grupo de animais experimentais, de ambos 0s sexos, 0
que confirma a quimiotaxia dos leucdcitos no trato urinario devido ao processo
isquémico renal, durante 10 minutos nestes animais. Para Colombeli,
Falkenberg (2006), o exame de urina além de avaliar a fun¢do renal, de acordo
como o resultado torna possivel identificar doencas renais e do trato urinario.

A proteina na urina foi detectada na tira reagente em fémeas e machos
do grupo experimental as 24 horas apos a I/R, com valores que foram de
negativos a tragos até os 21 dias quando apareceu tragos a 1+ de proteina.
Sodré et al. (2007) descreveram que a identificacdo de proteina na urina deve
ser realizada por métodos mais precisos, visto que as tiras reagentes analisam
apenas a albumina urinaria e Cezar, Santos e Funchal (2012) reportaram que
urinas com pH alcalino fornecem resultados positivos falsos; em virtude destes
fatos, foram dosadas as proteinas urinarias do presente trabalho por técnica
espectrofotométrica para melhor precisao dos resultados, como pode ser visto
nas Tab. 8 (Apéndice F). No entanto, ndo se deve descartar a possibilidade de
ser proteinuria pés-renal provavelmente, porque ha inflamacao no trato urinario.

Quanto a pesquisa de glicose na urina, os animais em todos os
momentos experimentais ndo apresentaram positividade para a glicose. No
entanto ao observar a Tab. 8 (Apéndice F) que mostra a dosagem de glicose
por espectrofotometria, observou-se que no grupo experimental fémea a

glicosuria aos 21 dias foi de 37,00+29,69mg/dL e nos machos até
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97,75+£29,51mg/dL, o que deveria ser diferente, visto que a detecgao de glicose
nas tiras utilizadas é de 40mg/dL e nao citam interferéncia para este analito.
Este fato € importante para detectar disturbio na reabsorcao tubular, visto que a
presenga de glicosuria sem hiperglicemia esta relacionada com essa alteragao
(FUNCHAL et al., 2011).

Os outros parametros analisados, corpos cetdnicos, urobilinogénio,
bilirrubina, hemacias e hemoglobina ndo apresentaram altera¢gdées dignas de
nota em ambos 0s grupos, nos diferentes tempos experimentais.

O exame fisico da urina dos ratos do grupo controle e do grupo
submetido a I/R, apresentaram variagdo da cor da urina, de amarelo claro ao
amarelo escuro; quanto ao aspecto variou de limpido a levemente turvo, tanto
em machos quanto nas fémeas de ambos os grupos, na maioria dos momentos
de avaliagao.

O volume da urina de 24 horas do grupo controle fémea, variou de 2,5
mL/dia as 24 horas e 17 mL/dia, no momento zero e nos machos de 0,5 mL/dia
aos 7 dias e 30 mL/dia as 24 horas. No grupo experimental o volume urinario
nas fémeas foi 2,0 mL/dia as 24 horas e 14 mL/dia aos 21 dias, enquanto no
grupo dos machos foi de 1,0 mL/dia as 24 horas e aos 7 dias e de 17,0 mL/dia
aos 5 dias apos I/R.

A densidade na urina dos animais do grupo controle fémea variou de
1.000 a 1.010, enquanto dos machos variou de 1.000 a 1.030; no grupo
experimental-I/R fémea variou de 1.005 a 1.025 e nos machos variou de 1.000
a 1.025, na maioria dos momentos.

Em relagdo ao pH da urina, nos animais do grupo controle fémea o PH
foi de 6,0 a 9,0 e para os machos de 5,0 a 9,0, ambos no momento zero. Para
o grupo experimental fémea o pH variou de 6,0 a 8,0 as 24 horas, 7 e 14 dias e
para os machos a variacao foi de 5,0 nos momentos 5 e 14 dias a 8,0 as 24

horas e 21 dias.

Em resumo (Fig. 10), péde-se observar que a isquemia unilateral,
mediante clampeamento do pediculo (artéria e veia) por 10 minutos, mostrou
na avaliagdo da urina, as 24 horas, o aumento significativo da atividade
enzimatica da gGTU e da FAU, além do aumento da GliU, o que denota lesao

tubular aguda. Estas enzimas apresentaram decréscimo de seus valores, apés
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as 24 horas, e equipararam-se aos valores do grupo controle dos cinco aos
sete dias.

A partir do quinto dia, na Urina tipo |, com o uso das tiras reagentes,
observou-se o0 aparecimento da proteina (albumina) que é um indicativo de
lesao renal, uma vez que esta ndo é eliminada. A confirmacao da albuminuria
foi pela quantificacdo por espectrofotometria. Aos sete dias, na avaliagao do
sedimento, apareceram cilindros granulosos.

Tanto a proteina na urina |, por tira e espectrofotometria, e os cilindros
granulosos na sedimentoscopia, se mantiveram até o 21° dia. Aliados a
glicosuria em valores com ascendéncia, demonstram que a lesao cronificou, o
que pode evoluir para lesao tubular crénica como observado aos 21 dias, estas
observacgbes sugerem a necessidade de avaliagdo da reperfusdo apos esse

periodo.

Fesiuimo Resultados — Boqumica Lsinaria
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Figura 10: Esquema da evolucéo da les&o renal em relacédo as analises da urina.
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5.10 Avaliagdao macro e microscopica dos Rins

A analise macroscépica dos rins nao apresentou alteracdes
macroscopicas quanto ao aspecto e tamanho, tanto nos machos quanto nas
fémeas dos animais submetidos a I/R. No periodo da cirurgia, a mudanca de
coloracdo dos rins que sofreram isquemia foi nitida. Na Fig. 9, pode ser
visualizada a mudanca na cor do rim esquerdo, aos 5 e 10 minutos,
respectivamente, durante o procedimento cirurgico.

Konopka et al. (2007) reportaram que o grupo submetido a I/R
apresentou redugao progressiva no peso, volume e espessura cortical renal a
partir do 7° dia do experimento, atingindo grau maximo no 49° dia (p< 0.05), e
concordaram com o presente estudo, aos 21 dias, quando se observa que
houve valores menores do peso e comprimento de ambos os rins do grupo
experimental quando comparado com o grupo controle.

Para a avaliacdo histopatolégica, foram consideradas as alteragoes
microscopicas nos rins dos animais do grupo I/R e comparadas com o rim
contralateral do presente estudo. Quanto ao grupo Controle, ndo foram
observadas alteragbes dignas de nota. As alteragdes microscopicas seguiram o
modelo descrito por Togoe et al. (2014), conforme Tab. 3. Para Konopka et al.
(2007), o modelo de isquemia renal crénica em ratos provoca atrofia renal
progressiva, com preservagao da estrutura glomerular, o que, de acordo com o
presente estudo, depende proporcionalmente ao tempo em que 0s rins séo
submetidos a isquemia e aos efeitos deletérios da reperfusao.

Conforme Tab. 3 abaixo houve congestdo na regido cortical em 75% das
amostras dos rins esquerdo das fémeas que sofreram I/R, enquanto dos
machos o percentual de congestao foi de 50%. A degeneracao tubular discreta
ocorreu em 50% na regidao medular e 25% na regiao cortical do rim esquerdo
das fémeas e o inverso ocorreu para os machos. Em relagdo a degeneracéo
tubular moderada apresentou-se em 50% na regido cortical e medular nos rins
das fémeas, enquanto houve 75% na regido medular e 50% na cortical dos rins
dos machos. Nos rins contralaterais € no grupo controle foram observadas
somente congestdo leve na regido cortical quando comparado aos rins que

foram submetidos a I/R por 10 minutos.
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Tabela 3 — Distribuicéo percentual das alteragdes histopatoldgicas renais (rim esquerdo) dos
animais submetidos a Isquemia de 10 minutos e Reperfusao apés 21 dias.

Rim esquerdo

Alteragdes histopatologicas Medular Cortical Medular Cortical
Fémeas Fémeas Machos Machos
n=4 n=4 n=4 n=4
Congestao 0 75 0 50
Infiltrado linfoplasmocitario 0 0 0 50
Degeneracgao tubular discreta 50 25 25 50
Degeneracgao tubular moderada 50 50 75 50
Aumento do espago de Bowmann 0 0 0 0
Retracao glomerular 0 0 0 0
Replecao dos capilares glomerulares 0 0 0 0
Atrofia glomerular 0 0 0 0
Fibrose 0 0 0 0

Fonte: Togoe et al. (2014)

5.11 Parametros Bioquimicos Séricos

Os valores obtidos para os paradmetros bioquimicos séricos estao
descritos na Tab. 7 (Apéndice E).

Na analise dos resultados da bioquimica sérica observa-se diferenca
estatistica significativa na maioria dos parametros analisados, quando
comparado entre os momentos experimentais de machos e fémeas e entre os
grupos. No entanto, as maiores diferengas ocorreram nas primeiras 24 horas
apés os animais serem submetidos ao procedimento de isquemia renal
unilateral esquerda, por 10 minutos, mesmo assim permaneceram no intervalo
dos valores de normalidade. As alteragdes ocorreram mais nos machos, mas
as fémeas do grupo experimental também apresentaram menores variagoes.

Em relacdo aos valores médios obtidos para proteina sérica (Ps), ndo
ocorreu diferenga significativa entre os grupos. Os valores relativamente
menores dos animais aos 60 dias quando comparados aos 81 dias podem ser

explicados em razdo da idade dos animais, uma vez que animais jovens
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apresentam valores menores que animais adultos, que ja desenvolveram o
sistema imunoldgico, e assim as globulinas aumentam o valor total das
proteinas. Lima et al. (2014) observaram valores de proteina total (g/dL), para
machos 5,75 + 0,87g/dL e para as fémeas 6,07 + 0,83g/dL, semelhantes aos
valores obtidos no presente estudo, tanto para o grupo controle como
experimental, o que indica que o processo de I/R nao interferiu nos valores
deste analito.

Os valores de albumina apresentaram diferenga significativa entre os
grupos, nos machos aos cinco dias (p=0,009) e nas fémeas aos 14 dias. Este
resultado esta de acordo com Lima et al. (2014) que obtiveram para albumina
de machos o valor de 2,65 £ 0,30 g/dL (2,0 a 3,5) e, para fémeas o valor de
2,41 £ 0,76 g/dL, com variagdo de 1,3 a 3,8. Por outro lado, os valores obtidos
para globulina sérica foram menores que os descritos pelos autores acima, que
obtiveram para fémeas o valor de 3,69 + 1,47 g/dL (2,1 a 5,9). No entanto o
Charles River (2008) apresentou valores de 1,5 a 2,5 g/dL, que estdo de acordo
com este trabalho, tanto para o grupo I/R, quanto para o grupo controle, o que
indica que a submissao dos animais a I/R por 10 minutos n&o interferiu nos

valores de globulina sérica.

Na avaliacdo da ureia, no presente trabalho, as fémeas do grupo
experimental apresentaram peso de 157 a 178 g, portanto, com menor massa
muscular, o que pode ser considerado para que os valores de ureia tenham
sido menores (29,25+2,39 mg/dL a 54,75+3,47mg/dL), e nao diferirem dos
animais do grupo controle fémeas. Leal et al. (2001) descrevem os dados
bioquimicos dos grupos na 242 hora apos reperfusédo; para a ureia os valores
de 60,43+£11,32 mg/dL estdo proximos aos valores obtidos no presente estudo.
Em 24 horas apos reperfusdo, as fémeas apresentaram valores para ureia de
47,25+3,82 mg/dL e machos de 47,00+6,32 mg/dL. Todorovic et al. (2014)
observaram em ratos submetidos a isquemia renal bilateral por 45 min, e
depois de quatro horas de reperfusdo, aumento da ureia, devido a lesao I/R;
difere assim do presente trabalho por ser bilateral, o que pode justificar o
aumento. Bezerra et al. (2008) em trabalho com I/R de 40 minutos obtiveram o
valor de 23,8 mg/dL para a ureia. Os resultados demonstraram que o

procedimento cirurgico do grupo Sham (sem clampeamento renal) nao
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determinou comprometimento da funcdo renal desses animais quando
comparados com o grupo controle com 28 mg/dL de ureia e observaram que o
grupo “Sham” pode ser utilizado como controle para este estudo.

Variagdes das concentragdes de creatinina sérica, de acordo com Peres
et al. (2013), ocorre conforme o sexo, idade, massa e metabolismo muscular,
peso corporal, situagao nutricional e estado de hidratacao; este fato ocorreu no
presente estudo visto que a creatinina sérica dos 60 dias de idade (0,20+0,00
mg/dL) variou até os 81 dias de vida (0,48+0,03 mg/dL) nas fémeas e machos
do grupo controle, e de 0,331£0,03 a 0,55£0,03 mg/dL nas fémeas e machos do
grupo experimental com as mesmas idades; todos os animais com
metabolismo extremamente elevado. Esses valores médios estdo de acordo
com os resultados de Melo et al. (2012), os quais apresentaram valores de 0,44
+ 0,64 mg/dL, o que pode inferir que a I/R ndo afetou os valores de creatinina
sérica de ratos submetidos a I/R por 10 minutos. Sl et al. (2014) relatam que os
animais que foram submetidos a I/R renal, em seus estudos, apresentaram
elevagdo significativa de concentragdo de creatinina em 24, 48 h apos
Reperfusao; fato que ocorreu no presente estudo as 24 horas, apesar de

permanecerem dentro dos valores de normalidade.

Os valores médios de FAL nos animais experimentais foram
semelhantes aos descritos por Dantas et al. (2006) com 124 + 6,1 U/L.
Provavelmente os valores mais elevados da FAL tanto no grupo controle como
experimental, no inicio dos procedimentos, ocorreu pela presencga da isoenzima
Ossea, visto que os animais estdo em crescimento, uma vez que a fosfatase
alcalina é composta por um grupo de isoenzimas associadas a membrana,
localizada em varios tecidos, sobretudo no tecido 6sseo e hepatobiliar. A
tendéncia a redugao dos valores da atividade da fosfatase alcalina pode indicar
que os valores maiores foram apresentados pelos animais mais jovens ainda

em crescimento.

Os niveis de gama glutamiltransferase ndo se alteraram no grupo
submetido a I/R. As fémeas deste estudo apresentaram valores para atividade
sérica de GGT semelhantes a Barbosa et al. (2010) de 1,30 U/L; para os

machos os valores foram semelhantes a Lima et al. (2014) com valores de 3,47
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+ 1,74 U/L, o que demonstra que n&o houve interferéncia da I/R nos valores
deste analito.

Os machos do grupo experimental-I/R apresentaram niveis menores de
AST em relagdo ao grupo controle aos cinco dias e, maiores aos 7, 14 e 21
dias. Esses valores estdo semelhantes aos estudos de Lima et al. (2014) que
obtiveram para machos valores de 131,33 + 43,98 U/L e para fémeas de
107,87 £ 53,96 U/L. Segundo Muller et al. (2002), ratas fémeas demonstram
relativa protecao contra faléncia renal pdés-isquémica, o que para Tanaka et al.
(2013) e Robert et al. (2011) indicam que essa susceptibilidade isquémica renal
entre 0os sexos esteja relacionada ao efeito protetor dos hormdnios sexuais
femininos em diversos 6rgdos submetidos a lesdo de isquemia-reperfusdo. A
AST é encontrada em diversos 6rgaos e tecidos, incluindo coragao, figado,
musculo esquelético e eritrocitos. Assim, o fato de ndo ocorrer aumento da
atividade enzimatica sérica da AST sugere que nao ocorreu lesdo com
gravidade significativa em consequéncia da I/R na célula hepatica, tecido

muscular ou eritrocitos.

Os niveis de ALT tiveram aumentos significativos nas fémeas do grupo
I/R somente aos 5 e 7 dias (p<0,05) e nos machos somente as 24 horas. Apds
este periodo, houve tendéncia a diminuicdo. Behera et al. (2012) em trabalho
com |/R bilateral por 45 minutos seguido de reperfusdo durante 3 horas,
obtiveram valores médios de ALT de 70, 92 + 4,10 U/L, maiores que no
presente estudo, o que era esperado pelo tempo maior de isquemia. A ALT é
encontrada abundantemente no figado, em quantidades moderadas no rim e
em pequenas quantidades no coragdo e na musculatura esquelética. Sua
origem é predominantemente citoplasmatica, o que faz com que se eleve
rapidamente no sangue apdés a lesdao hepatica conforme descreve Schumann
et al. (2002). Assim, como n&o houve aumento desta enzima, sugere que a
lesdo provocada pelo ensaio de I/R nao foi suficientemente grave para

desencadear elevacio da atividade enzimatica de ALT no soro.

No presente estudo a glicose sérica reduziu no sangue apés 7 dias de
I/R e aumentou a glicosuria. Park et al. (2008) reportam que o tempo de
isquemia de 25 minutos, quando empregado, causam lesdes de graus leves a

moderadas; o presente estudo com apenas 10 minutos de isquemia, mostrou a
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presenca da glicosuria, que é fator para considerar lesdo nos rins. Vinagre
(2011), em estudo de isquemia e reperfusdo apds 25 minutos apresentou para
glicose, no momento da isquemia, o valor de 157,7 + 16,5 mg/dL; na retirada
do clamp apés 25min, o valor foi de 162,7 + 40,2 mg/dL e apds 24 horas o valor
aumentou para 189,0 £ 11,9 mg/dL, semelhantes ao presente estudo, mas que
apresentou redugao nos valores da glicemia em ambos os géneros igualando

ao grupo controle no final dos trabalhos.

Para os valores de colesterol, houve diferenga significativa entre os
momentos no grupo I/R fémeas (p<0,001), mas nao entre os machos. Lima et
al. (2014) obtiveram valores semelhantes, sendo para machos de 60,68 * 6,51
mg/dL com variagdo de 45 — 76 e para fémeas de 64,86 + 11,17 mg/dL com
variagao de 54 — 96. Desta forma pode-se inferir que a I/R por 10 minutos néo

alterou os valores de colesterol sérico.

Nao houve variagao significativa dos niveis de sédio sérico, em ambos
os sexos (ANOVA de uma via de medidas repetitivas, p<0,001) entre os
grupos. Ao comparar com Melo et al. (2012) que obtiveram valores de 135 —
144 mmol/L e Barbosa et al. (2010) com valor médio de 146,28 mEq/L,
observa-se que corroboram com os valores obtidos no presente experimento.

Os niveis de potassio sérico nao alteraram em ambos os sexos (ANOVA
de uma via de medidas repetitivas, p<0,001) no grupo submetido a I/R.
Sagiroglu et al. (2014) obtiveram, para machos, valores de 5,1+ 0,65 no grupo
controle e 5.9 + 0.21 mEg/L no grupo I/R de 45 minutos; este ultimo superior ao

encontrado no presente estudo, com isquemia de 10 minutos.

Este estudo provou ser uma ferramenta auxiliar de problemas renais em
condigdes de isquemia e reperfuséo (I/R), a ser utilizada pelos pesquisadores
em ensaios pré-clinicos e/ou experimentais, uma vez que possibilitara o uso

padronizado desse modelo estabelecido.
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5.12 Parametros Hematolégicos

Os valores obtidos para os parametros hematolégicos estdo descritos
nas Tabelas 4, 5 e 6 (Apéndice B).

Apesar de haver diferengca estatistica nos parédmetros hematologia
analisados, todos os animais do grupo experimental-I/R, machos e fémeas
permaneceram com o0s valores dentro da normalidade, quando comparados
com os valores obtidos para os animais do grupo controle, machos e fémeas.

No presente estudo o valor médio dos eritrocitos apresentou diferenca
entre os sexos dos grupos Ef e controle apés a indugao da I/R. Para Hedrich
(2004), a massa de globulos vermelhos do sangue € mensurada por meio de
trés paréametros: hemacias (Hm), hematdcrito (Ht) e hemoglobina (Hb). A
hipoxia sanguinea promove, nos rins, estimulo a produc¢ao de eritropoietina que
€ produzida pelo tecido intersticial renal, o que acontece fisiologicamente. Em
estado de desequilibrio da hemostasia e hipofungcédo do tecido renal, reduz a
producdo de estimulante eritropoiético o que pode ter levado a diferenga nos
valores do grupo experimental-I/R logo apds a cirurgia, este fato pode ser
observado nos momentos 5 e 7 dias apds a cirurgia, nas fémeas. No entanto,
apos esse periodo, os valores retornam a normalidade, o que indica que os rins
nao sofreram lesdo suficiente para inibir a produgdo de eritropoietina. De
maneira geral o comportamento dos valores das hemacias foi semelhante aos
valores do Hematdcrito e da Hemoglobina.

Houve uma constante nos valores de VCM em todos os momentos, em
ambos os grupos. BAIN (2006) refere-se a relagcdo entre os parametros da
série vermelha, os quais podem ser obtidos pela analise dos indices
hematimétricos, entre eles, o volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentragdao de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) que irdo fornecer informagdes adicionais sobre a fisiologia das
hemacias e hemoglobina, cujos valores, no presente estudo, ndo apresentaram
variagao para o grupo dos animais experimentais- I/R e controle.

Observa-se no grupo experimental-I/R uma tendéncia ao aumento dos
valores de RDW-SD a partir dos 14 dias nos machos e a uma diminui¢do dos
valores nas fémeas. Para Karnad e Poskitt (1985) e Evans e Jehle (1991)

valores aumentados do RDW refletem o aumento das variacdes de tamanho ou



83

eritrocitos, o que indica uma regeneragado eritropoiética, o que pode ser

observado a partir da primeira semana pés I/R.

Em relagcdo aos valores das plaquetas sanguineas, ndo houve alteragao
em ambos os sexos (ANOVA de uma via de medidas repetitivas, p<0,001).
Nota-se uma variagdo muito semelhante entre todos os animais dos dois

grupos, isto é, dentro dos valores padronizados durante todo o experimento.

Houve uma reducdo dos valores de leucdcitos totais, em ambos os
sexos no grupo I/R (ANOVA de uma via de medidas repetitivas, p<0,001),
sendo que nas fémeas esta reducao foi evidente aos 14 dias, enquanto que
nos machos ocorreu as 24 horas (p<0,05). Este fato pode indicar que houve
utilizacdo dos leucdcitos circulantes pelo processo inflamatério provocado pelo
ato cirurgico de I/R, cuja cicatrizagdo ocorre em torno de 14 a 21 dias, quando
0s animais ja apresentam Lt em numero préximo ao normal, indicando
recuperacao na homeostasia. Para essa diferenca significativa, justificada pela
reducdo de Lt e consumo destes, pelo processo inflamatério pds-cirurgico,
Francischetti et al. (2010) descrevem que os eventos de isquemia-reperfusao
desencadeiam resposta inflamatdria sistémica, onde os Lt sdo as principais
células sanguineas envolvidas nesta resposta, embora plaquetas e eritrocitos
também participem. Destes Lt, os neutrdfilos sdo os mais importantes na
patogénese da inflamagao, e sdo as ceélulas predominantes nas primeiras 6 a
24 horas nas inflamagdes agudas. Houve diferenca entre os sexos do grupo
controle aos 14 dias (p=0,027), apos I/R.

As fémeas do grupo experimental (EF) apresentaram maior variagao no
numero total de leucdcitos circulantes, com valores menores aos 14 dias e
retorno aos valores semelhantes aos animais controle com 21 dias. Os
leucdcitos participam dos processos imunes e inflamatdrios e sua quantificagcao
em roedores inclui a contagem total e diferencial (HEDRICH, 2004; WEISS e
WARDROP, 2010). Tanto os valores do grupo controle quanto o grupo
experimental encontram-se na faixa superior descrita, o que demonstra que a
I/R ndo interferiu no numero de Lt. Messias et al. (2010) obtiveram valores para
Lt de 4,63+1,03 x 103/mm?3 no sangue de fémeas de ratos, do grupo controle,

com 280 g, estes valores diferem do presente estudo, no entanto quando
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comparado como outros autores, encontra-se dentro dos valores de

normalidade.

A isquemia/reperfusédo reduziu os valores de neutrofilos (Tab. 14), em
ambos os sexos (ANOVA de uma via de medidas repetitivas, p<0,001), sendo
que nas fémeas este parametro apresentou maior reducdo aos 21 dias,
enquanto nos machos ocorreu aos 5 dias (p<0,05). A importancia dos
neutréfilos de acordo com Souza et al. (2006) é que representam a primeira
linha de defesa contra microrganismos, trauma nos tecidos ou mesmo sinal
inflamatadrio, pois atuam como fagocitos circulantes e moduladores da resposta
imune. Os neutréfilos segmentados ou maduros sado células moveis,
fagociticas, com a fungdo especializada de destruir microrganismos, e sao
produzidos e armazenados na medula éssea, liberados para o sangue
periférico através de mediadores quimicos produzidos pelo processo
inflamatério (HOKAMA e MACHADO, 1997). Pompermayer et al. (2005)
descrevem que a I/R renal € uma sindrome complexa mediada por neutrdfilos,
0 que se observa no presente estudo quando aos 5 dias apds I/R houve
reducdo do numero de neutréfilos, provavelmente por consumo no local da

lesdo, mediada por neutrofilos.

Houve variacdo do numero de linfocitos circulantes em todos os
momentos para todos os animais deste trabalho. Enquanto o grupo controle
apresentou elevacédo do numero de linfocitos as 24horas, o grupo experimental-
I/R apresentou a redugao dos valores, e o inverso ocorreu aos 5 dias. Aos 21
dias somente o grupo I/R fémeas apresentou valores menores que os outros
animais, os quais apresentaram valores semelhantes ao inicio dos trabalhos.

Houve aumento no numero de mondcitos, em ambos os sexos (ANOVA
de uma via de medidas repetitivas, p<0,001), sendo que nas fémeas este
aumento foi mais evidente as 24 horas, enquanto nos machos ocorreu aos 14
dias (Tukey, p<0,05). Hokama e Machado (1997) relatam que os mondcitos
sdao ceélulas mononucleares produzidas na medula 6ssea e quando
amadurecem, sao liberados para o sangue e, apds 36 a 106 horas em
circulagao se distribuem em diversos tecidos do organismo e se transformam

em macroéfagos teciduais.
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6 CONCLUSOES

O modelo de isquemia por 10 minutos se mostrou viavel, pois foi
caracterizado pelas alteracbes dos parametros bioquimicos urinarios
analisados, e pela evolugdo da doencga, dentre eles: glicose, proteina,
creatinina, atividade enzimatica de fosfatase alcalina e gama
glutamiltransferase urinaria, dos parametros da wurinalise, da relagéo

proteina/creatinina urinaria.

Os parametros bioquimicos séricos e hematolégicos analisados
permaneceram dentro dos valores de normalidade em todos os momentos
experimentais, mesmo com a continuidade da doenga até os 21 dias, conforme
as observagdoes realizadas dos parametros urinarios e pela analise

histopatoldgica do rim submetido a I/R.
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8.1 ANEXO A - Certificado CEUA/UFMS n. 378 / 2011

MINISTERIO DA EDUCAGAD
UNIERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSC DO SUL

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 358 da Pesquisadora Telma
Bazzano da Silva, “Caracterizacao das alteragdes
laboratoriais (bioquimica e urinaria) em modelo animal
(Rattus norvegicus, Wistar) portador de insuficiéncia renal
cronica induzida por isquemia”, estd de acordo com os
principios éticos adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), com a legislagdo vigente e
demais disposicées da ética em investigacdo que envolvem
diretamente os animais e foi aprovado pela COMISSAQ DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS/CEUA/UFMS, em reunido de 9 de novembro de

2011.

Campo Grande (MS), 21 de novembro de 2011.
Bl .‘plce Ste{n
Coordenadora da CEUA
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9.1 APENDICE A

Tabela 4 - Valores médios + Erro Padrdo dos parametros Hematologicos/ Série Branca de fémeas e
machos do grupo controle e fémeas e machos do grupo experimental submetidos a isquemia
unilateral esquerda por 10 minutos e analise da reperfusdo apos 24horas, 5, 7, 14 e 21 dias
apos experimento.

HEMATOLOGIA / Série Branca

) Grupo CONTROLE Grupo EXPERIMENTAL- IIR (eXﬁg)ggfpgs)
Variavel/
Momento Valor de Valor de
Fémeas Machos p (entre Fémeas Machos p (entre Fémeas Machos

SEexos) SEexos)

Leucécitos - LT (103/uL)
24h 10,23+0,53a  10,93%1,29a 0,639 6,11+0,98b 6,18+0,45a 0,95 0,01 0,013
5d 9,42+0,65a 10,59+0,60a 0,232  6,28+0,53abc 8,93+0,40a 0,007 0,01 0,061
7d 10,41+0,88 a 9,89+0,21a 0,587 8,96+0,68a 9,65+0,36a 0,4 0,237 0,581
14d 8,78t0,34a  10,00+0,88a 0,27 4,29+0,26c  10,49+2,11a 0,027 <0,001 0,838
21d 8,67+0,29 a 9,4040,31a 0,13 7,97+0,78ab 8,02+0,64a 0,962 0,43 0,098
Valor de p 0,215 0,57 0,002 0,117

Neutréfilos - Neut (%)
24h 1,30+0,27b 1,00+0,22a 0,409 3,17+0,46a 4,30+0,51a 0,149 0,012 0,001
5d 3,87+0,48 a 3,78+0,82a 0,926 0,84+0,17b 1,280,180 0,126 0,001 0,053
7d 1,38+0,22b 1,08+0,11a 0,264 1,20+0,19b  2,50+0,15ab 0,002 0,551 <0,001
14d 0,76+0,08b 1,02+0,07a 0,052 0,75£0,05b  2,56%0,74ab 0,05 0,879 0,084
21d 0,78+0,30b 0,980,132 0,558 0,55+0,06b 1,52+0,17b 0,002 0,477 0,043
Valor de p <0,001 0,001 <0,001 0,002

Linfécitos - Linf (%)

24h 6,15+0,69 a 6,85+0,40a 0,415 2,69+0,43b 2,82+0,79b 0,886 0,005 0,004
5d 4,010,29b 3,74+0,47b 0,642 6,22+0,77a 7,19+0,17a 0,264 0,036  <0,001
7d 6,48+0,10 a 6,98+0,90a 0,604 7,54+0,49a 6,95+0,25a 0,333 0,082 0,977
14d 5,68+0,29ab  6,52+0,13ab 0,036 3,20+0,33b 6,39+0,82a 0,011 0,001 0,876
21d 6,77+0,25a  6,3410,93ab 0,669 3,1740,73b  5,11+0,55ab 0,077 0,003 0,299
Valor de p 0,004 0,019 <0,001 <0,002

Monécitos - Mono (%)
24h 0,12+0,03 a 0,14+0,02a 0,618 0,22+0,03a 0,30+0,06a 0,237 0,067 0,03
5d 0,11£0,04 a 0,14+0,04a 0,579 0,15+0,02a 0,37+0,18a 0,314 0,309 0,289
7d 0,14+0,08 a 0,14+0,02a 0,951 0,19+0,05a 0,16+0,06a 0,769 0,625 0,683
14d 0,10£0,03 a 0,18+0,01a 0,083 0,15+0,03a 0,47+0,14a 0,063 0,306 0,084
21d 0,14+0,05 a 0,19+0,02a 0,369 0,18+0,01a 0,30+0,05a 0,055 0,485 0,101
Valor de p 0,925 0,381 0,491 0,494

Eosindéfilos - Eo (%)
24h 0,06+0,01 a 0,05+0,01a 0,134 0,03+0,01a 0,02+0,01a 0,458 0,014 0,028
5d 0,04+0,01 a 0,04+0,01a 0,58 0,05+0,01a 0,05+0,00a 0,816 0,57 0,153
7d 0,03+0,01 a 0,04+0,00a 0,331 0,02+0,00a 0,02+0,00a 0,62 0,413 0,013
14d 0,04+0,01 a 0,03+0,01a 0,267 0,19+0,11a 0,05+0,01a 0,275 0,243 0,175
21d 0,05+0,01 a 0,1410,11a 0,46 0,05+0,02a 0,03+0,01a 0,234 0,911 0,324
Valor de p 0,074 0,482 0,135 0,048
Basdfilos - Baso (%)

24h 0,03+0,01 a 0,02+0,00a 0,304 0,01+0,00b 0,02+0,00a 0,002 0,086 0,207
5d 0,01+0,00a 0,01+0,00a 0,097 0,02+0,00ab 0,05+0,02a 0,143 0,05 0,125
7d 0,02+0,01 a 0,02+0,00a 0,705 0,02+0,00ab 0,02+0,00a 0,705 1 1
14d 0,02+0,01 a 0,01+0,00a 0,67 0,01+0,00b 0,02+0,00a 0,356 0,468 0,537
21d 0,02+0,00a 0,02+0,00a 1 0,03+0,00a 0,07+0,04a 0,367 0,114 0,27
Valor de p 0,205 0,371 0,012 0,244

Letras diferentes nas colunas representam diferengas significativas entre os momentos no Pés-teste de Tukey
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Tabela 5 - Valores médios + Erro Padrdo dos parametros Hematologicos/ Série Vermelha de fémeas e
machos do grupo controle e fémeas e machos do grupo experimental submetidos a isquemia
unilateral esquerda por 10 minutos e analise da reperfusdo apds 24horas, 5, 7, 14 e 21 dias
apos experimento.

HEMATOLOGIA / Série Vermelha

Grupo CONTROLE Grupo EXPERIMENTAL-I/R Valor de p
(entre grupos)

Variavel/
Momento Valor de p Valor de p

Fémeas Machos (entre Fémeas Machos (entre Fémeas Machos

Sexos) Sexos)
Hemécia - Hm ( .10%/uL)
24h 8,14+0,10a 7,96+0,13a 0,324 7,94+0,15a 8,00+0,19a 0,809 0,306 0,013
5d 8,21+0,21a 8,07+0,08a 0,551 6,36+0,13c 7,50+0,19a 0,003 <0,001 0,061
7d 8,17+0,10a 8,62+0,22a 0,11 6,33+0,10c 7,78+0,40a 0,013 <0,001 0,581
14d 8,12+0,12a 8,32+0,25a 0,496 7,04+0,17b 7,38+0,15a 0,188 0,002 0,838
21d 7,69+0,07a 8,60+0,22a 0,02 7,43+0,14a 8,18+0,17a 0,015 0,154 0,098
Xa'or de 0,095 0,142 <0,001 0,095
Hemoglobina - Hb (g/dL)
24h 16,05+0,23a 15,55+0,25a 0,185 15,83+0,35a 15,28+0,43ab 0,355 0,606 0,596
5d 14,8310,11c 14,50+0,25a 0,287 12,55+0,20c 13,9310,23ab 0,004 <0,001 0,147
7d 15,10+0,18bc 14,43+0,17a 0,032 12,48+0,17c¢  12,93%0,22b 0,151  <0,001 0,002
14d 15,78+0,13ab 15,60+0,26a 0,568 14,68+0,29b 13,95+0,48ab 0,243 0,013 0,023
21d 15,50+0,33abc 15,35+0,45a 0,798 15,58+0,15a 15,38+0,43a 0,677 0,844 0,969
Xa"” de 0,009 0,027 <0,001 <0,001
Hematocrito - Ht (%)
24h 46,4010,42a 45,58+0,71a 0,356 46,30+0,81a 44,83t1,13a 0,33 0,916 0,595
5d 44,08+0,26b 43,68+0,63ab 0,576  38,23+0,70b  41,35+0,76b 0,023 <0,001 0,056
7d 45,18+0,40ab 42,73+0,45b 0,007 38,55+0,65b 38,73+0,75b 0,866 <0,001 0,004
14d 44,88+0,15b  45,28+0,36ab 0,341 44,28+0,87a 41,75+1,15ab 0,13 0,522 0,026
21d 45,33+0,32ab 45,13+£0,99ab 0,853 46,20+0,83a 45,60+1,05a 0,67 0,364 0,753
Xa"” de 0,003 0,023 <0,001 <0,001
Volume Corpuscular Médio - VCM (fL)
24h 57,05+0,30a 57,28+0,39a 0,661 58,25+1,01d  56,05+0,79a 0,137 0,297 0,214
5d 57,40+0,17a 57,45+0,26a 0,877 60,15£1,02c 55,18+0,47a 0,004 0,038 0,006
7d 55,28+0,35b 54,75+0,47b 0,406 60,93+0,83bc  55,05+0,68a 0,002 0,001 0,729
14d 55,95+0,56ab 54,40+0,11b 0,035 62,90+0,49a 56,55+0,52a  <0,001 <0,001 0,007
21d 54,70+0,50b 52,23+0,13¢c 0,013 62,25+0,66ab 55,75+0,30a  <0,001 <0,001 <0,001
Xa"” de <0,001 <0,001 <0,001 0,043
Hemoglobina Corpuscular Média - HCM (pg)
24h 19,75+0,37a 19,5310,22ab 0,619 20,05+0,35bc  19,10+0,12a 0,044 0,579 0,139
5d 19,65+0,18a 20,25+0,68a 0,425 19,75+0,29c 18,58+0,19ab 0,015 0,781 0,054
7d 19,58+0,18a 19,6310,17ab 0,844 19,73+0,24c  18,40+0,20b 0,005 0,628 0,004
14d 19,15+0,13a 18,90+0,18ab 0,303 20,88+0,41ab 18,90+0,32ab 0,009 0,007 1
21d 17,70+0,20b 17,98+0,41b 0,566 20,98+0,34a 18,80+0,22ab 0,002 <0,001 0,125
Xa"” de <0,001 0,011 <0,001 0,014
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média - CHCM (%L)

24h 34,60+0,49a 34,10+0,20a 0,384 34,15+0,17a 34,10+0,40a 0,913 0,42 1
5d 33,63+0,25a 30,60+2,38a 0,293 32,85+0,13ab  33,68+0,06a 0,001 0,031 0,243
7d 34,10+0,25a 34,13+0,20a 0,94 32,38+0,23b  33,38+0,17a 0,014 0,002 0,031
14d 34,63+0,35a 34,53+0,15a 0,804 33,33+0,53ab  33,40+0,30a 0,918 0,106 0,016
21d 31,63+0,17b 33,05+0,79a 0,128 33,75+0,40ab  33,70%0,22a 0,915 0,003 0,457
Xa'or de <0,001 0,164 0,021 0,279

Letras diferentes nas colunas representam diferencas significativas entre os momentos no Pés-teste de Tukey

Cont...
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Cont.. Tabela 5 - Valores médios + Erro Padrao dos parametros Hematoldgicos/ Série Vermelha, de

fémeas e machos do grupo controle e fémeas e machos do grupo experimental
submetidos a isquemia unilateral esquerda por 10 minutos e andlise da reperfusao apos
24horas, 5, 7, 14 e 21 dias apds experimento.

Grupo CONTROLE Grupo EXPERIMENTAL-I/R Valor de p
(entre grupos)
Variavel/ Valor Valor d
alor de p
Momento Fémeas Machos dep Fémeas Machos (entre Fémeas Machos
(entre sexos)
Sexos)
Amplitude de Distribui¢cao dos Eritrocitos / Desvio Padrao - RDW-SD (fL)
24h 25,20+0,91a 25,90+0,59a 0,541 22,08+0,27c 22,83+0,53b 0,257 0,016 0,008
5d 25,90+0,59a 24,90+0,86ab 0,375 27,83+1,24b 25,05£0,69b 0,099 0,23 0,897
7d 24,73+0,41a 25,68+0,45ab 0,172 28,48+1,21b 24,38+0,17b 0,041 0,026 0,057
14d 24,65+0,65a 23,53+0,59b 0,246 33,05+1,17a 30,53+1,57a 0,245 0,001 0,006
21d 23,35+0,38a 25,10+0,37ab 0,016 30,40+1,09ab 30,90+1,056a 0,753 0,001 0,002
Valor de p 0,054 0,04 <0,001 <0,001
Amplitude de Distribui¢ao dos Eritrocitos / Coeficiente de Variagao - RDW-CV (fL)
24h 13,58+0,79a 13,65+0,50b 0,939 11,40£0,18b 12,23+0,13b 0,01 0,037 0,06
5d 12,80+0,21a 13,43+0,45b 0,254 14,15£0,52a 13,80+0,32b 0,59 0,054 0,523
7d 12,75+0,44a 13,95+0,28b 0,06 14,45+0,58a 13,78+0,26b 0,328 0,057 0,662
14d 12,55+0,21a 13,9810,27b 0,005 15,05+0,55a 16,58+0,64a 0,122 0,015 0,01
21d 13,45+0,57a 15,88+0,19a 0,007 13,85+0,31a 17,48+0,46a 0,001 0,562 0,018
Valor de p 0,475 <0,001 <0,001 <0,001

Letras diferentes nas colunas representam diferencgas significativas entre os momentos no Pés-teste de Tukey
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Tabela 6 - Valores médios + Erro Padrdo dos parametros Hematoldgicos/ Plaquetas de fémeas e machos
do grupo controle e fémeas e machos do grupo experimental submetidos a isquemia unilateral
esquerda por 10 minutos e analise da reperfusdo apods 24horas, 5, 7, 14 e 21 dias apds

experimento.
Grupo CONTROLE Grupo EXPERIMENTAL-IR Valor de p
. (entre grupos)

Variavel/ Valor Valor de p

Momento Fémeas Machos de p Fémeas Machos (entre Fémeas Machos

(entre sex08)
Sexos)
Plaquetas - PLT (.10%uL)
24h 736,50+89,60a 672,25+43,33a 0,542  728,00+68,83a  798,50+22,85a 0,369 0,942 0,042
5d 778,75+46,46a  726,50+29,07a 0,377  757,00+50,88a  881,00+57,60a 0,158 0,763 0,054
7d 690,50+39,90a  602,75+22,71a 0,105 703,00+42,57a 736,00+151,26a 0,841 0,837 0,417
14d 764,00+19,72a 669,25+114,02a 0,444 575,00+88,11a  816,75+55,11a 0,059 0,081 0,288
21d 684,00+14,27a  606,75+38,04a 0,106 663,50+104,49a 757,25¢36,51a 0,429 0,852 0,029
Valor de p 0,399 0,595 0,552 0,641
Volume Médio de Plaquetas - VMP (fL)

24h 7,80+0,06a 8,03+0,06a 0,039 8,05+0,12b 7,85+0,06a 0,19 0,108 0,1
5d 7,85+0,12a 7,98+0,10a 0,458 7,60+0,08c 7,63+0,056b 0,801 0,134 0,022
7d 7,78+0,05a 8,10+0,08a 0,014 7,70£0,08¢c 7,5340,02b 0,086 0,458 0,001
14d 7,70+0,07a 8,08+0,05a 0,005 8,33+0,06a 8,03+0,11a 0,057 0,001 0,693
21d 7,75+0,10a 7,80+£0,04a 0,648 8,23+0,05ab 7,93+0,10a 0,039 0,004 0,303
Valor de p 0,688 0,112 <0,001 <0,001

Letras diferentes nas colunas representam diferencgas significativas entre os momentos no Pés-teste de Tukey
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9.4 APENDICED
Tabela 7 - Valores médios + Erro Padrdo dos parametros Bioquimicos Séricos de fémeas e machos do

grupo controle e fémeas e machos do grupo experimental submetidos a isquemia unilateral
esquerda por 10 minutos e andlise da reperfusdo apos 24horas , 5, 7, 14 e 21 dias apods

experimento.
BIOQUIMICA SERICA

Variavel Grupo CONTROLE Grupo EXPERIMENTAL-I/R (exsleoét(‘juepgs)
Momento Valor de Valor de

Fémeas Machos p (entre  Fémeas Machos p(entre  Fémeas Machos

Sexos) SExos)
Proteinas totais- PT (g/dL)
24h 5,13+0,37b 5,563+0,09¢c 0,364 5,23+0,53a 5,90£0,12ab 0,264 0,883 0,052
5d 5,60+0,16ab 5,77+0,09bc 0,389 5,25+0,13a 5,60+0,18b 0,166 0,141 0,44
7d 6,00+0,15a 5,91+0,16bc 0,709 5,68+0,05a 5,78+0,10ab 0,413 0,087 0,504
14d 6,30+£0,19a 5,81+0,35ab 0,533 5,45+0,28a 5,5040,24b 0,897 0,046 0,127
21d 6,38+0,08a 6,50+0,04a 0,194 6,10+0,12a 6,40+0,13a 0,143 0,104 0,488
Valor de p 0,001 0,002 0,229 0,006
Albumina- Alb (g/dL)
24h 3,80+0,36a 4,300,162 0,269 3,85+0,40a 4,13+0,13a 0,535 0,929 0,427
5d 3,94+0,27a 4,20+0,04a 0,405 3,93+0,09a 3,88+0,08a 0,675 0,967 0,009
7d 4,21+0,09a 4,28+0,06a 0,583 4,35+0,03a 4,10+0,11a 0,067 0,186 0,211
14d 4,38+0,05a 4,18+0,09a 0,087 4,05+0,10a 3,78+0,20a 0,264 0,023 0,117
21d 4,40+0,14a 4,38+0,05a 0,873 4,25+0,12a 4,13+0,09a 0,443 0,448 0,057
Valor de p 0,201 0,507 0,29 0,171
Globulina- Glob (g/dL)
24h 1,33+0,03b 1,23+0,07b 0,28 1,40£0,15a 1,80£0,11a 0,071 0,633 0,005
5d 1,60+0,14ab 1,67+0,19ab 0,777 1,33+0,05a 1,75+0,18a 0,09 0,112 0,756
7d 1,79+0,18ab 1,64+0,16ab 0,552 1,33+0,03a 1,65+0,18a 0,132 0,041 0,961
14d 2,13+0,13a 1,93+0,25ab 0,505 1,50+0,20a 1,80+0,18a 0,31 0,042 698
21d 1,98+0,16ab 2,13+0,06a 0,433 1,85+0,03a 2,2840,09a 0,003 0,471 0,207
Valor de p 0,022 0,002 0,051 0,096
Relagao Albumina/ Globulina — A:G
24h 2,85+0,31a 3,65+0,27a 0,096 2,72+0,09ab 2,60£0,17a 0,553 0,687 0,015
5d 2,5440,32a 2,62+0,30b 0,861 2,95+0,04b 2,2940,25a 0,076 0,252 0,425
7d 2,45+0,31a 2,70+0,31b 0,587 3,29+0,06a 2,60+0,35a 0,097 0,039 0,828
14d 2,0840,12a 2,28+0,29b 0,555 2,7940,32ab 2,1640,29a 0,2 0,088 0,787
21d 2,29+0,25a 2,07+0,08b 0,445 2,29+0,07ab 1,8240,07a 0,003 0,986 0,059
Valor de p 0,43 <0,001 0,018 0,204
Uréia - Ur (mg/dL)

24h 44,75+2,39b 44,25+4,03b 0,919 47,25+3,82ab  47,0046,32ab 0,974 0,599 0,726
5d 54,50+4,99a 52,50+5,07ab 0,788 29,25+2,39b 34,25+1,80b 0,146 0,004 0,015
7d 51,00+2,42ab 57,75+1,75ab 0,064 36,25+2,78ab 36,50+1,50b 0,939 0,007 <0,001
14d 57,75+2,59a 55,50+1,55ab 0,485 51,00+7,95a 61,50+7,10a 0,363 0,45 0,465
21d 58,75+3,12a 61,50+0,65a 0,447 54,75+3,47a 49,50+1,71ab 0,224 0,424 0,001
Valor de p 0,003 0,002 0,013 0,003

Letras diferentes nas colunas representam diferengas significativas entre os momentos no Pés-teste de Tukey

Cont...
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Cont... Tabela 7 - Valores médios + Erro Padrao dos parametros Bioquimicos Séricos de fémeas e
machos do grupo controle e fémeas e machos do grupo experimental submetidos a
isquemia unilateral esquerda por 10 minutos e analise da reperfusdo apos 24horas, 5,
7, 14 e 21 dias ap6s experimento.

Grupo CONTROLE

Grupo EXPERIMENTAL-I/R

Valor de p

Variavel/ (entre grupos)
Momento Fémeas Machos \;a(f,.r,tf: Fémeas Machos \ﬁfﬁﬁs Fémeas Machos
Sexos) Sexos)
Creatinina - Cr (mg/dL)
24h 0,20+0,00d 0,20+0,00c 1 0,33+0,03c 0,30+0,00b 0,356 0,002 <0,001
5d 0,33%0,02bc 0,33+0,02b 1 0,30+0,00c 0,33+0,02b 0,356 0,356 1
7d 0,30+0,00c 0,330,03b 0,391 0,30+0,00c 0,35+0,05b 0,356 1 0,67
14d 0,40+0,00ab 0,45+0,03a 0,182 0,40+0,00b 0,43+0,02ab 0,356 1 0,537
21d 0,48+0,03a 0,48+0,03a 1 0,55+0,03a 0,55+0,03a 1 0,097 0,097
Valor de p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Colesterol total- Col (mg/dL)
24h 50,75+5,14bc 64,00+3,08a 0,069 48,25+6,49c 67,25+4,21a 0,049 0,773 0,556
5d 46,50+7,24c 52,50+5,98a 0,546 60,50+3,52b 62,00+6,36a 0,843 0,133 0,318
7d 54,75+5,27bc 63,00£3,49a 0,239 58,00+2,86b 55,25+4,13a 0,604 0,607 0,202
14d 72,50+4,56ab 75,50+2,72a 0,592 77,00+4,36a 64,50+5,52a 0,126 0,502 0,124
21d 78,50+3,10a 60,00+10,21a 0,134 72,25+7,55ab 62,50+4,92a 0,321 0,473 0,833
Valor de p 0,002 0,14 <0,001 0,399
Triglicérides - Trig (mg/dL)
24h 40,5042,10bc 43,00+2,04b 0,426 33,75+6,02a 29,25+6,98b 0,643 0,354 0,142
5d 33,75+5,02c  61,25+14,17ab 0,117 32,75+4,52a  38,00+5,46ab 0,487 0,887 0,177
7d 46,25+2,17¢c 77,25+8,38a 0,012 54,50+8,65a 56,50+3,23a 0,836 0,39 0,06
14d 64,50+4,21a 74,50+4,92a 0,174 31,00+5,52a  47,50+8,77ab 0,162 0,003 0,036
21d 56,75+5,75ab 65,00+4,24ab 0,292 32,25+2,66a 39,50+2,66ab 0,102 0,008 0,002
Valor de p 0,003 0,03 0,05 0,042
Fosfatase alcalina - FAL (U/L)

24h 149,75+14,97a  199,75+23,03a 0,119 127,00+22,35ab 177,50+25,82a 0,19 0,43 0,544
5d 154,50+6,40a  172,75+10,59b 0,191 150,00+7,58a 101,25+13,69a 0,021 0,666 0,006
7d 85,0046,52b 145,25+10,08ab 0,002 101,25+13,69ab 159,00+38,74a 0,21 0,325 0,743
14d 60,75+6,57b  115,50+3,23ab  <0,001 87,50+3,38b  150,75+6,68a  <0,001 0,011 0,003
21d 73,75+£9,99ab  141,25+9,37ab 0,003 79,00+1,08b  128,25+2,02a  <0,001 0,637 0,224
Valor de p <0,001 0,007 0,012 0,168

Letras diferentes nas colunas representam diferengas significativas entre os momentos no Pods-teste de Tukey
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Cont... Tabela 7 - Valores médios * Erro Padrdo dos parametros Bioquimicos Séricos de fémeas e

machos do grupo controle e fémeas e machos do grupo experimental submetidos a
isquemia unilateral esquerda por 10 minutos e analise da reperfusdo apds 24horas, 5,
7, 14 e 21 dias apds experimento.

BIOQUIMICA SERICA

Valor de p

Grupo CONTROLE
(entre grupos)

Grupo EXPERIMENTAL-I/R

Variavel/
Momento \éae"?)r i \ézlgr i

Fémeas Machos (entre Fémeas Machos (entre Fémeas Machos

SEexos) Sexos)
Gama Glutamiltransferase — gGT (U/L)
24h 1,75+0,48a 2,00£0,41a 0,705 2,00+0,41a 2,25+0,48a 0,705 0,705 0,705
5d 2,50+0,29a 1,75+0,25a 0,097 2,00+0,41a 2,50+0,29a 0,356 0,356 0,097
7d 2,00+0,41a 2,25+0,48a 0,705 2,50+0,29a 2,00+0,00a 0,134 0,356 0,62
14d 2,25+0,48a 2,75+0,25a 0,39 2,25+0,25a 2,50+0,29a 0,537 1 0,537
21d 1,75+0,25a 2,25+0,48a 0,39 2,25+0,25a 2,25+0,75a 1 0,207 1
Valor de p 0,619 0,416 0,808 0,924
Aspartato Aminotransferase - AST (U/L)
24h 87,50+10,10ab 110,00+23,76a 0,417 105,25+8,50a 142,75+11,14a 0,037 0,227 0,259
5d 81,25+2,17b 121,50+12,04a 0,042 96,75+2,06a 85,25+1,18b 0,003 0,002 0,024
7d 132,50+13,11ab 73,00+4,56a 0,005 98,75+2,93a 87,00+1,91b 0,015 0,046 0,03
14d 138,25+16,50ab 82,50+1,44a 0,015 140,00+18,68a 163,25+3,33a 0,266 0,946  <0,001
21d 142,75+15,10a 79,75+£3,30a 0,007 116,75+11,05a 111,25+6,12b 0,678 0,214 0,004
Valor de p 0,013 0,047 0,085 <0,001
Alanina Aminotransferase - ALT (U/L)
24h 18,75+2,43a 21,75+3,52a 0,509 24,75+4,31b 39,25+4,59a 0,061 0,271 0,023
5d 22,50+1,55a 32,00+3,67a 0,075 37,50+5,81ab 37,003,032 0,942 0,047 0,334
7d 24,75+1,49a 40,75+2,95a 0,003 50,25+2,17a 44,50+3,93a 0,247 <0,001 0,474
14d 21,00+1,78a 32,25+1,65a 0,004 33,0046,16b 40,50+4,33a 0,358 0,111 0,125
21d 24,75+0,85a 31,25+3,54a 0,125 28,50+1,50b 35,00+4,95a 0,256 0,073 0,561
Valor de p 0,126 0,034 <0,001 0,63
Sodio -Na (mEq/L)
24h 135,50+3,12c  141,25+3,90a 0,294 137,75+#3,17b  139,75+0,75¢c 0,562 0,631 0,719
5d 142,75+1,49ab  139,50+3,80a 0,456 138,00+0,71b  138,75+0,63c 0,458 0,028 0,852
7d 131,50+1,94c  135,25+1,80a 0,206 139,75+0,48b  138,75+0,85c 0,356 0,006 0,129
14d 146,25+0,25a  146,25+0,75a 1 143,25+2,17ab  145,00+1,15b 0,504 0,22 0,399
21d 145,50+1,19a 146,50+0,87a 0,522 148,50+0,65a 149,00+0,58a 0,585 0,069 0,053
Valor de p <0,001 0,078 0,004 <0,001
Potassio - K (mmol/L)
24h 5,23+0,28a 4,80£0,50a 0,483 4,45+0,13a 4,60+0,20a 0,549 0,045 0,721
5d 4,10+0,11c 5,50+0,34a 0,008 4,30+0,04a 4,63+0,15a 0,089 0,134 0,058
7d 3,73+0,24c¢ 4,48+0,18a 0,048 4,38+0,13a 4,70+0,18a 0,186 0,053 0,414
14d 4,28+0,18bc 4,40+0,15a 0,61 4,13+0,18a 4,80+0,24a 0,064 0,572 0,207
21d 4,95+0,09ab 5,48+0,21a 0,057 4,78+0,33a 4,65+0,15a 0,744 0,629 0,018
Valor de p <0,001 0,08 0,267 0,804
Glicose- Gli (mg/dL)

24h 200,004+26,85a 313,25+41,10a 0,061 249,00+48,45a 262,75t+44,54a 0,841 0,41 0,437
5d 186,50+9,22a 289,25+30,68a 0,039 231,50+10,74a 224,50+32,78a 0,846 0,019 0,199
7d 175,50+10,94a 218,25+7,36a 0,018 190,25+11,66a 289,75+43,77a 0,07 0,392 0,158
14d 197,25+9,39a 251,50+22,40a 0,089 180,00+6,96a 183,25+19,55a 0,881 0,191 0,061
21d 185,75+13,68a 296,75+30,46a 0,016 173,5046,89a 216,75+11,24a 0,017 0,454 0,049
Valor de p 0,375 0,266 0,123 0,244

Letras diferentes nas colunas representam diferencas significativas entre os momentos no Pés-teste de Tukey
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9.5 APENDICEE

Tabela 8 - Valores médios + Erro Padrao dos parametros Bioquimicos Urinarios de fémeas e machos do

grupo controle e fémeas e machos do grupo experimental submetidos a isquemia unilateral
esquerda por 10 minutos e andlise da reperfusdo apds 24horas, 5, 7, 14 e 21 dias apds
experimento.

BIOQUIMICA URINARIA

Grupo CONTROLE Grupo EXPERIMENTAL (er\"t?f;fuepzs)
Variavel/ Valor Valor
Momento Fémeas Machos (gﬁt’r)e Fémeas Machos (gﬁtfe Fémeas Machos

Sexos) sexos)
PROTEINA Urinaria - PU (mg/dL)
24h 10,88+4,17a 23,354,892 0,1 49,38+1,76¢ 56,01+4,57c 0,225 <0,001 0,003
5d 8,20£0,52a 15,11+4,56a 0,183 43,44+2,03c 56,44+4,74c 0,045 <0,001 0,001
7d 8,28+0,53a 23,1547,69a 0,102 77,36£5,53b 127,80£3,01a <0,001 <0,001 <0,001
14d 13,81+1,94a 19,95¢7,92a 0,549 93,9247 91ab 88,37+¢10,17b 0,682 <0,001 0,002
21d 20,01+4,76a 13,45¢2,20a 0,276 106,1645,46a 80,83+4,31b 0,011  <0,001 <0,001
;’a'or de 0,097 0,218 <0,001 <0,001
UREIA Urinaria — UrU (mg/dL)
24h 774,89+84,06a  636,45t61,97a 0233  453,84+110,56a 42872+1857b 0,836 0,06 0,018
5d 1169,33£97,71a  897,91#5145a 0,062  405,56:92,39 504,80+92,27b 0,476 0,001 0,01
7d 1130,164£94,26a 1482,45+29457a 0,298 1514,25:276,08a  1855,89+370,21b 0,487 0,236 0,46
14d 1218,45:247,83a 1822,63+232,18a 0,126 1362,23+130,59a 3976,29+1099,78ab 0,056 0,626 0,104
21d 1096,24+142,55a 1753,23+34341a 0,128 2692,00+1154,12a  7490,74+217525a 0,099 0,219 0,04
Xa'or de 0,26 0,003 0,047 0,002
CREATININA Urinaria - CrU (mg/dL)
24h 45,12+7,28a 36,65¢3,10a 0,325 7,83+2,14a 4,424157b 0,245 0,003 <0,001
5d 37,60+6,98a 40,216,85a 0,799 3,3241,11a 4,42+0,90b 0,468 0,003 0,002
7d 36,18+3,98a 36,6245,26a 0,949 17,38+2,70a 22,3847,03a 0,531 0,008 0,156
14d 43,89+5,00a 35,57+4,31a 0,254 42,5021,70a 19,63+3,58a 0,338 0952 0,029
21d 40,59+7,64a 37,5545,72a 0,761 19,253 ,61a 17,50+2,50ab 0,704 0,045 0,018
Xa"’r de 0,666 0,019 0,109 0,003
FOSFATASE ALCALINA Urinaria - FAU (U/L)

24h 5,18+0,87a 7,2610,35a 0,069  112,85+13,3% 91,89+17,63a 0,38 0,004 0,003
5d 4,39+0,87a 6,6410,73a 0,094 95,44+11,84a 73,94+345a 0,132 0,004 <0,001
7d 8,36£1,61a 10,01¢1,45a 0,474 6,22+2,29b 3,11:0,87b 0251 0473 0,006
14d 5,80+0,48a 6,4410,67a 0,468 4,84+1,20b 547+¢1,86b 0,786 0,486 0,642
21d 6,4410,67a 7,90+1,66a 0,443 2,07+0,69b 4,90+1,69b 0,173 0,004 0,252
:)/a'“de 0,113 0,215 <0,001 <0,001

Letras diferentes nas colunas representam diferencas significativas entre os momentos no Pés-teste de Tukey
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Cont.. Tabela 8 - Valores médios + Erro Padréo dos pardmetros Bioquimicos Urinarios de fémeas e machos
do grupo controle e fémeas e machos do grupo experimental submetidos a isquemia unila
teral esquerda por 10 minutos e anadlise da reperfusdo apos 24horas, 5, 7, 14 e 21 dias

apos experimento.

BIOQUIMICA URINARIA
Grupo CONTROLE Grupo EXPERIMENTAL (erYtarL°;f'uep'gs)
Momento Vel Vel
Fémeas Machos (entre Fémeas Machos (entre Fémeas Machos
sexos) Sexos)
GAMA GLUTAMILTRANSFERASE Urinaria - gGTU (U/L)
24h 13,03+1,02a  35,54+16,70a 0,271 64,24+18,88a 143,98+15,76a 0,018 0,035 0,003
5d 11,19:0,55a  3539+1524a 021  43,98+10,52ab 56,986,550 0,335 0,021 0,241
7d 16,913,07a 20,64:8,91a 0,253 28,88+3,11ab 31,884515b 0,636 0,034 0,835
14d 23,03+6,82a 23,66+7,59a 0,953 5,47+0,83b 8,44t313c 0419 0043 0,113
21d 14,30+4,61a 24,436,892 0,267 3,6440,37b 420+146c 0,725 0061 0,028
Xa"’r de 0,277 0,403 0,003 <0,001
SODIO Urinario - NaU (mEq/L)
24h 31,50£9,91a 34,759,262 0,819 12,003,67b 4425:870a 0014 0115 0,483
5d 34,75+9,26a 42,75:2,56a 0,437 14,50+1,32b 32,00¢6,87a 0,046 0,074 0,193
7d 40,25+2,84a 40,00:893a 098  30,00+11,81ab 26,00£10,41a 0,808 0431 0,347
14d 42,75+9,19a 36,00£7,84a 0,596  50,00+10,84ab 67,00£19,05a 0467 0628 0,183
21d 37,00+3,67a 36,75:9,06a 0,98 69,50+10,37a 50,25¢19,10a 0,654 0,025 0,328
Xa"’r de 0,741 0,061 0,004 0,294
POTASSIO Urinério - KU (mmoliL)
24h 117,25¢9,73a  124,53+13.42a 0,676 82,43+32,08a 84,55:18,93a 0,956 0,339 0,136
5d 79,00+14,18a  123,3312,70a 0,059 45,95+7,29a 76,50+26,71a 0,312 0,084 0,164
7d 133,78+17,77a  110,80+11,01a 0,314 85,58+25,65a 72,63t21,56a 0,712 0,173 0,166
14d 129,83£20,90a  91,15:21,78a 0,247 94,50+19,77a 94,35:11,87a 0,995 0,265 0,902
21d 124,33+14,68a 71,25¢7,66a 0,018 96,03+7,04a 89,63t22,84a 0,804 0,133 0,475
:)/a'“de 0,182 0,115 0,308 0,053
GLICOSE Urindria - GliU (mg/dL)
24h 475:1,11a 3,501,502 0,528 23,25+7,11a 27,50£10,30b 0,746 0,079 0,061
5d 4,00£0,58a 3,251,038 0,555 13,504,97a 30,00+10,58b 0,208 0,107 0,085
7d 1,75+1,18a 0,750,252 0,439 10,006,38a 62,75¢19,15ab 0,04 025 0,018
14d 2,75+0,63a 3,251,112 0,708 26,50+9,85a 66,75:21,32ab 0,137 0,053 0,025
21d 2,75+0,48a 5,251,252 0,111 37,00+29,69a 97,75:29,51a 0,197 0293 0,02
Xa"’r de 0,175 0,198 0,594 0,006

Letras diferentes nas colunas representam diferencas significativas entre os momentos no Pés-teste de Tukey
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9.6 APENDICE F

Tabela 9 - Valores médios + Erro Padréo das fragbes de excregdo, volume e fluxo urinario e clearance de
creatinina de fémeas e machos do grupo controle e fémeas e machos do grupo experimental
submetidos a isquemia unilateral esquerda por 10 minutos e analise da reperfusdo apds 24horas, 5,
7, 14 e 21 dias apds experimento.

p . p Valor de p
Grupo Controle (entre Grupo Experimental (entre (entre Grupos
Fémeas Machos Sexos) Fémeas Machos sexos) Fémeas Machos
Fracdo de Excrecdo de Sdédio - FENa (%)
24h 0,0959+ 0,0162a 0,1364+0,3891a 0,373 0,5301+ 0,2989a 2,7556+0,6092a 0,017 0,197 0,005
5d 0,4208+ 0,1743a 0,269040,3778a 0,427 1,1853+0,2656a 1,9841+0,5984a 0,268 0,053 0,064
7d 0,277040,0442a 0,2638+0,0445a 0,841 2,3011+2,0704a 0,4385+0,2678a 0,407 0,366 0,544
14d 0,2708+0,0495a 0,3401+£0,0925a 0,534 0,6071+0,2428a 1,0589+0,2908a 0,278 0,224 0,057
21d 0,3656+0,1197a 0,3901+0,1647a 0,908 1,4723+0,3621a 1,3011+0,5212a 0,796 0,027 0,147
Valor de p 0,296 0,320 0,694 0,053
Fragéo de Excregdo de Potassio - FEK (%)
24h 10,5435+1,2560a  15,0229+2,7042a 0,184 115,3520+71,7208a 190,3053+69,2530a 0,481 0,194 0,045
5d 17,3556+3,5505a  19,9210+4,5825a 0,674 143,7500+41,2308a 143,5296+46,0116a 0,997 0,022 0,037
7d 31,237845,9191a  24,0426+5,5554a 0,410 36,4478+12,1515a  33,4435+15,8311a 0,885 0,713 0,596
14d 30,1706+7,9047a  25,9229+5,0526a 0,667 39,1868+13,9763a 42,9311+3,5202a 0,804 0,595 0,033
21d 34,5182+10,2301a  18,2756+3,6026a 0,185 71,0593+21,5461a 62,3750+18,09113a 0,768 0,176 0,054
Valor de p 0,138 0,490 0,204 0,060
Fragéo de Excregao de Uréia- FEU (%)
24h 8,1937+1,2346a 8,5332+1,8777b 0,885 55,2758+17,3034a  86,6558+16,8548a 0,242 0,035 0,004
5d 21,0699+3,8807a  15,6134+3,3450b 0,328 150,2657+44,3353a 133,2985+39,2230a 0,787 0,027 0,024
7d 19,6645+4,2619a 22,6906+2,6201ab 0,567  79,7351+19,3665a 96,2682+36,6763a 0,704 0,023 0,092
14d 19,1593+2,7425a  42,8379+7,2285a 0,022  49,3830+17,0199a 131,1127+16,1955a 0,013 0,130 0,003
21d 22,3078+2,6537a  37,8884+7,9061a 0,111 130,3985+33,1678a 297,8750+86,9703a 0,122 0,047 0,025
Valor de p 0,078 <0.001 0,055 0,070
Volume Urinario — VU (ml/24h)
24h 11,5000+1,2583%  19,000046,3377% 0,290 4,1250+1,0000a 4,0000+1,4288% 0,953 0,008 0,060
5d 7,0000+1,0000a  10,8750+1,80712 0,110 7,7500+1,88742 10,7500+3,3757% 0,467 0,737 0,975
7d 10,0000+1,17262 7,500043,4940° 0,523 6,1250+0,7465° 5,0000+1,62012 0,552 0,032 0,540
14d 8,8750+2,2114®  10,7500+2,8394* 0,622 6,3750+0,8003? 7,7500+2,4537% 0,613 0,329 0,455
21d 6,5000+2,0514° 7,75004£3,7052% 0,788 8,2500+2,1360° 9,2500+2,1360% 0,752 0,576 0,738
Valor de p 0,117 0,092 0,390 0,339
Fluxo Urinario — FU (ml/min)
24h 0,0080+0,00822 0,0133+£0,0043% 0,278 0,0028+0,0010% 0,0028+0,0009% 0,959 0,007 0,057
5d 0,0053+0,0007 0,0075+0,00112 0,161 0,0055+0,00122 0,0072+0,0024% 0,546 0,870 0,929
7d 0,0068+0,00072 0,0053+0,0024 0,610 0,0045+0,0006% 0,0038+0,00112 0,580 0,063 0,579
14d 0,0065+0,0015° 0,0073+£0,0018% 0,769 0,0045+0,000a 0,0053+0,0016% 0,679 0,267 0,456
21d 0,0045+0,0013° 0,0058+0,0026% 0,686 0,0055+0,00162 0,0062+0,0014% 0,744 0,654 0,873
Valor de p 0,146 0,097 0,428 0,429
Clearance de Creatinina — CLCr (%)
24h 0,5550+0,1181a 0,8875+0,2671a 0,298 0,0725+0,3146b 0,0275+0,0075b 0,213 0,008 0,018
5d 0,2200+0,0489a 0,7875+£0,1748a 0,020 0,0750+0,0419b 0,0975+0,0347b 0,694 0,066 0,008
7d 0,3575+0,0751a 0,6375+0,2329a 0,296 0,2375+0,0292b 0,240040,1096ab 0,983 0,187 0,174
14d 0,5600+0,1563a 0,6000+0,0974a 0,835 0,4925+0,2738ab 0,2375+0,0747ab 0,404 0,838 0,026
21d 0,2950+0,0290a 0,6800+0,3007a 0,250 0,2750+0,0987b 0,2375+0,0543ab 0,751 0,852 0,198
Valor de p 0,116 0,625 0,002 0,015

Letras diferentes nas colunas representam diferencas significativas entre os momentos no Pés-teste de Tukey
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Tabela 10 - Valores minimos e maximos dos Parametros Hematoldgicos de fémeas e machos do grupo controle e
fémeas e machos do grupo experimental submetidos a isquemia unilateral esquerda por 10 minutos e
analise da reperfusdo apos 24horas, 5, 7, 14 e 21 dias apds experimento.

2 5 . PARAMETROS HEMATOLOGICOS
) 2 % Valores

g S $ Min/Max Hm Hb Ht VCM HCM CHCM PLT Rgl\:l)v' Rg\vlv' VMP Leuc. Neut Linf Mono Eo Baso
= (A0%L) (grdL) (%) (L) (Pg) (%L) (MO%WL) gy @y (L) (10D (%) () (%) (%) (%)
Min. 7,89 15,4 457 56,6 19,1 33,7 502 23,6 12,4 7,7 9,54 0,71 4,21 0,02 0,04 0,01
cf Max. 8,32 16,3 474 579 20,8 35,9 926 27,8 15,9 7,9 11,82 1,93 7,43 0,17 0,07 0,05
o C om Min. 7,81 15 441 56,3 191 33,8 571 24,9 12,8 8 8,39 0,44 5,96 0,1 0,04 0,01
g Max. 8,34 16,1 47,5 579 201 34,7 771 27,2 14,7 8,2 13,40 1,5 7,87 0,18 0,06 0,02
§ Ef Min. 7,66 14,8 43,9 56,7 193 33,7 543 221 1.1 7,8 4,16 2,02 1,88 0,14 0,01 0,01
Max. 8,20 16,3 47,3 61,2 20 34,5 873 22,5 11,8 8,3 8,54 4,03 3,9 0,29 0,04 0,01
E Min. 745 141 425 53,7 18,9 33,2 756 21,8 12 7,7 5,20 3,13 1,31 0,23 0,01 0,02
Em Max. 8,27 15,9 471 57 194 35,1 840 24,3 12,6 8 7,06 3,89 4,48 0,47 0,04 0,03
Min. 787 146 436 56,9 19,2 33 655 24,9 12,3 7,7 7,52 2,59 34 0,04 0,02 0
cf Max. 8,81 15,1 448 57,6 20 34,2 879 27,2 13,2 8,2 10,43 4,91 4,65 0,21 0,06 0,01
C Min. 7,88 14 424 57 19,2 27,2 652 23,1 12,8 7,7 9,01 1,99 2,44 0,04 0,02 0,01
8 cm Max. 8,26 15,2 454 579 222 37,6 789 27,2 14,7 8,2 11,81 5,53 4,65 0,21 0,06 0,02
g Min. 6,11 12,2 36,8 59 19,3 32,8 636 25,5 13,1 7.4 5,44 0,5 4,48 0,11 0,03 0,01
Ef Max. 6,73 13,1 40 63,2 20,6 33,2 885 30,4 15,5 7,6 7,79 1,29 8,06 0,18 0,07 0,02
E Min. 7,11 13,5 40 541 18,1 33,5 782 23,5 13,1 7,5 8,05 0,83 6,71 0,01 0,04 0,02
Em Max. 8,00 14,5 43,3 56,3 19 33,8 1036 26,5 14,4 7,7 9,90 1,7 7,54 0,75 0,06 0,09
Min. 789 146 444 545 1972 33,6 636 23,9 12,1 7,7 8,89 0,76 6,3 0,02 0,01 0
cf Max. 8,31 15,4 46,3 56 20 34,7 809 25,7 14 7,9 12,89 1,8 6,68 0,36 0,06 0,03
C Min. 8,06 14,1 419 539 193 33,8 564 24,9 13,2 7,9 9,56 0,83 4,95 0,1 0,03 0,02
8 cm Max. 8,99 14,8 44 56,1 20,1 34,7 664 26,6 14,5 8,1 10,46 1,35 8,98 0,18 0,05 0,02
-,S Min. 6,14 121 36,7 598 194 31,9 620 25,8 12,8 7,5 7,26 0,83 6,17 0,08 0,01 0,01
Ef Max. 6,60 12,8 39,5 63,3 204 33 822 30,9 15,3 7,9 10,14 1,66 8,1 0,33 0,02 0,03
E Min. 712 12,3 36,7 53,6 18 33 291 23,9 13,3 7,5 8,85 2,1 6,28 0,02 0,01 0,01
Em Max. 8,85 13,3 40,3 56,6 18,8 33,8 949 24,7 14,4 7,6 10,30 2,76 75 0,31 0,03 0,03
Min. 788 154 446 544 1838 33,7 715 23,1 12,1 7,6 8,06 0,53 5,02 0,01 0,02 0,01
cf Max. 8,37 16 45,3 57 194 35,4 802 26,2 12,9 7,9 9,66 0,91 6,39 0,15 0,05 0,03
C Min. 7,61 15 444 542 186 341 340 22,5 13,2 8 8,43 0,9 6,34 0,15 0,02 0,01
8 cm Max. 8,71 16,2 46,1 54,7 194 34,8 851 24,9 14,4 8,2 12,08 1,22 6,89 0,2 0,04 0,02
g Min. 6,65 14,2 424 616 20,1 32,3 350 30,3 14,1 8,2 3,60 0,63 2,23 0,07 0,01 0
Ef Max. 7,43 15,5 46,6 63,8 22 34,4 750 35,6 16,2 8,5 4,80 0,83 3,7 0,21 0,45 0,02
E Min. 7,01 12,8 38,7 552 18,3 33,1 764 27,6 15,3 7,8 6,57 1,42 4,93 0,17 0,02 0,01
Em Max. 7,64 15,1 44 576 19,8 34,3 930 34,9 18,3 8,3 14,44 4,56 8,34 0,85 0,08 0,02
Min. 750 146 451 535 17,3 31,3 655 22,6 12,2 7,6 7,89 0,47 6,3 0,01 0,03 0,01
cf Max. 7,83 16,1 46,1 55,7 18,2 32 709 24,3 14,9 8 9,17 1,68 7,46 0,22 0,07 0,03
C Min. 8,06 148 428 519 175 32 497 24,5 15,4 7,7 8,52 0,61 4,95 0,13 0,03 0,01
8 cm Max. 8,99 16,7 476 52,5 19,2 35,4 668 26,1 16,3 7,9 9,91 1,2 8,98 0,24 0,47 0,03
; Ef Min. 717 15,3 44 60,9 20 329 356 27,5 13 8,1 6,18 0,42 1,24 0,15 0,02 0,02
Max. 7,74 16 47,8 63,7 215 34,8 820 32,7 14,5 8,3 9,52 0,7 4,76 0,2 0,1 0,03
E Min. 7,70 142 426 552 184 33,3 650 29 16,5 7,7 6,73 1,09 3,8 0,04 0,01 0,02
Em Max. 8,49 16,2 47,2 56,1 19,4 34,3 826 33,9 18,6 8,1 9,76 1,9 6,02 0,42 0,04 0,19
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Tabela 11 - Valores minimos e maximos dos parédmetros Bioquimicos Séricos de fémeas e machos do
grupo controle e fémeas e machos do grupo experimental-I/R submetidos a isquemia
unilateral esquerda por 10 minutos e analise da reperfusdo apos 24horas, 5, 7, 14 € 21 dias

apos experimento.

5

PARAMETROS BIOQUIMICOS SERICOS

]
E §- % Valores
S & o MnMax ps Ab. Glob 5 Ur FA gGT AST ALT Na K Gli
(9/dL) (g/dL) (g/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (UL) (UL) (UL) (UL) (mEqg/L) (mmol/lL) (mg/dL)
Min. 4,3 3,0 1,3 21 39 0,2 49 35 110 1 60 14 128 4,6 156
o Max. 58 4,5 1,4 3,4 50 0,2 60 45 182 3 105 25 143 59 202
c Min. 54 4,0 1,1 3,1 39 0,2 55 39 162 1 55 16 130 3,8 237
§ cm Max. 5,8 4,7 1.4 4,2 56 0,2 69 47 266 3 166 32 147 6,0 407
=
g Ef Min. 3,7 2,7 1,0 2,6 38 0,3 34 21 84 1 86 15 129 4,2 138
Max. 6,2 4,5 1,7 3,0 56 0,4 62 45 184 3 121 36 144 4,8 338
E Min. 5,6 3,9 1,6 2,2 35 0,3 59 17 125 1 118 30 138 4,2 160
Em Max. 6,1 4,5 21 2,9 63 0,3 79 45 246 3 167 49 141 5,1 377
Min. 5,2 3,5 1.4 1,7 41 0,3 27 25 145 2 82 19 140 3,8 165
o Méx. 59 4,5 2,0 3,2 65 0,4 62 48 173 3 85 26 147 4,3 210
c Min. 5,6 4,1 1.3 1.9 42 0,3 37 22 155 1 92 26 132 4,6 235
_g cm Max. 6,0 4,3 2,2 3,4 65 0,4 66 89 197 2 148 41 150 6,2 351
g Min. 4,9 3,7 1,2 2,9 25 0,3 50 27 139 1 92 26 137 4,2 208
Ef Max. 55 4,1 1,4 3,1 36 0,3 65 46 172 3 102 48 140 4,4 260
E Min. 5,3 3,7 1.4 1,8 29 0,3 50 25 7 2 82 29 137 4,2 163
Em Max. 6,1 4,0 21 2,9 37 0,4 79 48 139 3 87 43 140 4,9 317
Min. 5,6 4,0 1,3 2,0 44 0,3 45 42 74 1 113 21 128 3,3 153
o Max. 6,3 4,4 21 3,3 55 0,3 67 52 103 3 171 28 131 4.4 202
c Min. 55 4,1 1,2 2,2 54 0,3 55 58 125 1 62 37 130 4,0 202
'g cm Max. 6,3 4,4 1,9 3,6 62 0,4 71 98 172 3 84 48 138 4,9 237
E Min. 5,6 4,3 1.3 3,1 31 0,3 50 37 7 2 90 51 139 4.1 170
B Méx. 5,8 4,4 1,4 3,4 44 0,3 63 77 139 3 102 56 141 4,7 216
E Min. 5,5 3,9 1.3 1.9 33 0,3 49 52 74 2 82 33 137 4,4 187
Em Max. 6,0 4,4 2 3,4 39 0,5 67 66 262 2 90 50 141 5,1 377
Min. 5,8 4,3 1,9 1,7 53 0,4 60 55 43 1 115 18 146 4.1 184
o Max. 6,2 4,5 2,5 2,3 64 0,4 81 73 74 3 185 26 147 4,8 225
c Min. 59 4,0 1,5 1,6 53 0,4 7 63 109 2 79 30 144 4.1 205
_8 cm Max. 6,7 4,4 2,6 2,9 60 0,5 83 87 122 3 86 37 147 4,8 302
; Min. 4,9 3,9 1,2 2,0 36 0,4 72 18 79 2 90 25 137 3,7 164
B Max. 6,2 4,3 21 3,5 73 0,4 90 45 95 3 171 51 147 4,5 198
E Min. 4,9 3,2 1,3 1,5 48 0,4 53 35 133 2 155 30 143 4,4 136
Em Max. 6,1 4,1 21 2,9 70 0,5 79 73 162 3 170 49 147 55 231
Min. 6,3 4,0 1,7 1,7 52 0,4 73 43 51 1 114 23 43 4,8 167
o Méx. 6,6 4,6 2,3 2,7 65 0,5 87 70 92 2 185 27 148 5,2 225
c Min. 6,4 4,3 2,0 1.9 60 0,4 45 53 125 1 75 26 145 5,1 225
E cm Max. 6,5 4,5 2,3 2,3 63 0,5 90 73 168 3 89 41 149 6,0 374
; Ef Min. 5,9 4,0 1,8 21 49 0,5 50 28 76 2 95 24 147 4,2 159
Max. 6,4 4,5 1,9 2,4 63 0,6 83 40 81 3 140 30 150 54 190
E Min. 6,1 4,0 21 1,6 45 0,5 48 33 124 0 101 26 148 4,3 192
Em Max. 6,7 4,4 2,5 1.9 53 0,6 70 46 133 3 129 49 150 4,9 245
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Tabela 12 - Valores minimos e Maximos dos parametros Bioquimicos Urinarios de fémeas e machos do

grupo controle e féfmeas e machos do grupo experimental submetidos a isquemia unilateral
esquerda por 10 minutos e analise da reperfusdo apds 24horas, 5, 7, 14 e 21 dias apds
experimento

-% g o Valores PARAMETROS BIOQUIMICOS URINARIOS
= P .
é & & MinMax (n?g%L) (nl;Jgr/hJL) (n(w:gr/cLiJL) IZS/\S g(Cj/'[;J (n’:g%) (mlfnl;"/ L) ("C“;gl’l ‘E'JL)
Min. 2,90 541,2 29,3 2,8 11,4 13 100,2 2
cf Max. 22,60 934,8 63,4 6,9 15,7 57 141,4 7
® c cm Min. 11,50 527,6 29,5 6,9 2,9 15 101,8 2
g Max. 35,10 793,4 43,9 8,3 66,4 59 161,3 8
g Ef Min. 46,77 251,7 4,4 83,8 24,7 6 36,1 10
Max. 54,54 708,2 13,3 140,4 115,0 22 173,9 40
E Min. 48,08 386,3 2,2 62,6 101,1 32 35,0 7
Em Max. 66,66 4741 8,9 142,6 176,7 70 116,9 55
Min. 8,30 987,7 23,5 3,2 10,5 15 40,1 3
cf Max. 9,30 1383,8 55,7 6,9 12,9 59 108,2 5
c Min. 8,92 781,1 23,5 5,5 4,4 37 100,2 1
8 cm Max. 28,50 1020,2 52,9 8,6 67,9 48 148,9 5
B Ef Min. 39,09 240,0 2,2 73,8 16,2 12 26,1 5
Max. 48,89 620,4 6,6 124,4 62,5 18 59,2 24
E Min. 47,98 2519 2,2 66,3 451 21 43,3 11
Em Max. 68,58 673,1 6,6 82,9 75,6 52 156,4 55
Min. 6,80 848,7 25,7 4,9 10,5 34 84,7 0
cf Max. 9,28 1242,3 43,9 11,4 22,9 46 161,3 5
c Min. 8,70 989,5 23,5 7,2 12,9 20 87,0 0
_g cm Max. 44,88 2334,5 48,8 12,9 46,4 63 138,8 1
E Ef Min. 63,80 1058,0 12,5 1,4 20,0 7 40,1 0
Max. 88,61 2318,0 25,0 12,4 33,6 60 157,5 28
E Min. 122,14 1199,3 10,0 1,4 23,7 13 36,9 8
Em Max. 135,92 2614,0 42,0 55 46,4 57 134,3 92
Min. 9,60 889,7 34,4 4,6 12,9 20 85,0
cf Max. 20,30 1956,0 57,5 6,7 42,1 65 184,7 4
c Min. 7,90 1230,5 24,6 4,6 7.1 19 51,4 1
8 cm Max. 43,20 2348,0 45,5 7,8 42,9 57 145,0
; Min. 73,11 1076,3 17,5 2,8 3,7 28 48,9 15
Ef Max. 111,63 1703,6 107,5 8,3 7,3 76 141,4 56
E Min. 74,49 1753,9 13,5 2,8 2,7 20 69,6 5
Em Max. 118,34  6058,0 30,0 10,7 15,5 110 124,6 98
Min. 10,86 781,1 23,5 4,6 7,2 28 80,9 2
cf Max. 30,40 1383,8 59,5 7,8 27,9 46 143,6 4
c Min. 7,07 1020,2 23,4 4,6 12,9 13 57,0 2
.g cm Max. 16,90 2646,7 48,8 12,4 44,3 57 85,0 8
g Ef Min. 94,47 1058,0 10,0 1.4 2,7 43 83,0 4
Max. 118,45 6058,0 25,0 4,2 4,6 87 108,2 126
E Min. 69,29 1347,0 15,0 1,4 1,8 20 48,9 12
Em Max. 87,60 10983,9 25,0 8,6 8,4 105 140,7 147
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Tabela 13 - Urinalise das fémeas (Cf) do grupo controle.

Urinalise Controle Fémea

(Parametros) 24 horas 5 dias 7 dias 14 dias 21 dias
Exame fisico
Cor a. claro a. claro a. claro a. claro a. escuro
Aspecto limpido lig turvo lig turvo lig turvo turvo
Volume 15 ml 2ml 8 mi 16 ml 12 ml
Densidade(SG) 1000 1020 1005 1005 1005
pH 8 6 8,5 8 8,5
Exame Quimico
Leucécitos (Leu) ausente ausente ausente ausente ausente
Nitrito (Nit) negativo negativo positivo positivo positivo
Proteina (Pro) negativo negativo 1+ 1+ 1+
glicose (Glu) negativo negativo negativo negativo negativo
Corpos cetdnicos (cet) negativo negativo negativo negativo negativo
Urubilinogénio (Urub) normal normal normal normal normal
Bilirrubina (Bil) negativo negativo negativo negativo negativo
Hemacias (Hm) ausente ausente ausente ausente ausente
Hemoglobina (Hb) negativo negativo negativo negativo negativo
Sedimento
Bactérias raras raras (++) (++) (+++)
Hemacias ausente ausente raras ausente raras
Células descamacao ausente ausente vaginal vaginal vaginal
Leucdcitos ausente ausente ausente ausente ausente
Cilindros ausente ausente ausente ausente ausente
Outros ausente ausente ausente ausente ausente
Helmintos ausente ausente ausente ausente ausente

Cristais ausente ac urico  fosfato triplo fosfato triplo fosfato triplo
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Tabela 14 - Urinalise das fémeas (Ef) ) do Grupo Experimental- I/R submetidos a isquemia unilateral esquerda por 10 minutos e andlise da reperfusdo as 24 horas, 5, 7, 14

e 21 dias.
Experimento Fémea 1 Uringili Experimento Fémea 2
Urinalise 24horas 5 dias 7 dias 14 dias 21 dias (Parametros) 24 horas 5 dias 7 dias 14 dias 21 dias
(Parémetros)

Exame fisico Exame fisico

Cor a. claro a. claro a. claro a. claro a. claro Cor a.claro a. claro a. claro a. claro a.escuro
Aspecto limpido limpido limpido turva turva Aspecto limpido limpido limpido turva turva
Volume 75 7,0 6,5 75 14,0 Volume 2,0 7,0 55 4,0 5,0
Densidade(SG) 1005 1010 1010 1005 1005 Densidade(SG) 1015 1010 1005 1005 1005
pH 8 6 7 6 75 pH 6 6 8 7,5 8
Exame quimico Exame quimico

Leucdcitos ausente ausente ausente ausente ausente Leucdcitos ausente ausente ausente ausente ausente
Nitrito negativo negativo negativo negativo negativo Nitrito negativo negativo negativo negativo negativo
Proteina negativo 1+ 1+ 1+ 1+ Proteina negativo 1+ 1+ 1+ 1+
Glicose negativo negativo negativo negativo negativo Glicose ausente ausente ausente ausente ausente
Corpos cetodnicos negativo negativo negativo negativo negativo Corpos cetodnicos negativo negativo negativo negativo negativo
Urubilinogénio normal normal normal normal normal Urubilinogénio normal normal normal normal normal
Bilirrubina negativo negativo negativo negativo negativo Bilirrubina negativo negativo negativo negativo negativo
Hemécias ausente ausente ausente ausente ausente Hemécias ausente ausente ausente ausente ausente
Hemoglobina negativo negativo negativo negativo negativo Hemoglobina negativo negativo negativo negativo negativo
Sedimento Sedimento

Bactérias raras raras (++) (++) (+++) Bactérias raras raras (++) (++) (++)
Hemécias ausente ausente ausente ausente raras Hemécias ausente ausente ausente ausente raras
Cél. descamagéo ausente bexiga uretra uretra vaginal Cél. descamacéo bexiga e pelves  bexiga e uretra  bexiga e uretra  bexiga e uretra bexiga e uretra
Leucécitos ausente ausente ausente ausente ausente Leucécitos ausente ausente ausente 2 pc 2 pc
Cilindros ausente ausente Cil.granulosos Cil.granulosos Cil.granulosos Cilindros ausente ausente ausente  Cil.granulosos Cil.granulosos
Outros ausente ausente ausente ausente ausente Outros ausente ausente ausente ausente ausente
Helmintos ausente ausente ausente ausente ausente Helmintos ausente ausente ausente ausente ausente
Cristais fosfato triplo ausente acido urico acido urico fosfato triplo Cristais fosfato triplo ausente fosfato triplo fosfato triplo fosfato triplo
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Cont. Tabela 14 - Urindlise das fémeas (Ef) do Grupo Experimental- I/R submetidos a isquemia unilateral esquerda por 10 minutos e andlise da reperfusdo as 24 horas, 5,
7,14 e 21 dias

Experimento Fémea 3

Experimento Fémea 4

Urindlise Urinalise

(Parametros) 24 h 5 dias 7 dias 14 dias 21 dias (Parametros) 24 h 5 dias 7 dias 14 dias 21 dias
Exame fisico Exame fisico
Cor a.claro a. claro a. claro a. claro a.escuro Cor a.claro a. claro a. claro a. claro a. claro
Aspecto limpido limpido limpido turva turva Aspecto limpido limpido limpido lig turva turva
Volume 5,5 13,0 8,0 7,0 9,0 Volume 1,5 4,0 4,5 7,0 5,0
Densidade(SG) 1015 1005 1010 1010 1005 Densidade(SG) 1020 1005 1015 1005 1005
pH 6 7 7 6 8 pH 6 7 6 8 8
Exame Quimico Exame Quimico
Leucdécitos ausente ausente ausente ausente ausente Leucdcitos ausente ausente ausente ausente ausente
Nitrito negativo negativo negativo negativo positivo Nitrito negativo negativo negativo negativo positivo
Proteina negativo negativo negativo 1+ 1+ Proteina 1+ neg neg 1+ 1+
Glicose ausente ausente ausente ausente ausente Glicose ausente ausente ausente ausente ausente
Corpos cetdnicos negativo negativo negativo negativo negativo Corpos cetdnicos negativo negativo negativo negativo negativo
Urubilinogénio normal normal normal normal normal Urubilinogénio normal normal normal normal normal
Bilirrubina negativo negativo negativo negativo negativo Bilirrubina negativo negativo negativo negativo negativo
Heméacias ausente ausente ausente ausente ausente Hemécias ausente ausente ausente ausente ausente
Hemoglobina negativo negativo negativo negativo negativo Hemoglobina negativo negativo negativo negativo negativo
Sedimento Sedimento
Bactérias ausente ausente ausente (++) (++) Bactérias ausente ausente ausente (++) (++)
Heméacias ausente ausente ausente raras raras Hemacias ausente ausente ausente raras raras
Cél. descamagéo uretra vaginal e bexiga bexiga e uretra vaginal ausente Cél.descamagédo vaginal vaginal  bexiga e uretra bexiga bexiga
Leucécitos ausente ausente ausente ausente 2 pc Leucocitos ausente ausente ausente 1 pc 2 pc
Cilindros ausente ausente  Cil.granulosos Cil.granulosos Cil.granulosos Cilindros ausente ausente  Cil.granulosos  Cil.granulosos  Cil.granulosos
Outros ausente ausente ausente ausente ausente Outros ausente ausente ausente ausente ausente
Helmintos ausente ausente ausente ausente ausente Helmintos ausente ausente ausente ausente ausente
Cristais uratos fosfato triplo ausente acido urico fosfato triplo Cristais fosfato triplo fosfato triplo acido urico fosfato triplo fosfato triplo

amorfos
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Tabela 15 - Urinalise dos animais do grupo controle Machos (Cm)

Urinalise Controle Macho

(Parametros) 24 h 5 dias 7 dias 21 dias
Exame fisico
Cor a. Escuro a. Claro a. Claro a. Escuro a. Escuro
Aspecto lig turvo limpido lig. Turvo lig. Turvo lig. Turvo
Volume 20 ml 30 ml 13 ml 2,5 ml 10 ml
Densidade (SG) 1000 1000 1010 1025 1005
pH 9 8 5 6 8
Exame Quimico
Leucécitos (Leu) ausente ausente ausente ausente ausente
Nitrito (Nit) negativo negativo negativo negativo negativo
Proteina (Pro) negativo negativo negativo negativo 1+
Glicose (Glu) negativo negativo negativo negativo negativo
Corpos cetdnicos . . . . .
(cet) negativo negativo negativo negativo negativo
Urubilinogénio (Urub) normal normal normal normal normal
Bilirrubina (Bil) negativo negativo negativo negativo negativo
Hemacias (Hm) ausente ausente ausente ausente ausente
Hemoglobina (Hb) negativo negativo negativo negativo negativo
Sedimento
Bactérias raras raras raras raras raras
Heméacias ausente ausentes ausentes raras raras
Células descamacéao ausente ausentes uretra bexiga uretra
Leucdcitos ausente ausentes ausentes ausentes ausentes
Cilindros ausente ausentes ausentes ausentes ausentes
QOutros ausente ausentes sptz ausentes sptz
Cristais fosfato de fosfato triplo acido urico ausentes  fosfato triplo

calcio
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Urinalise Experimento Macho 1

(Parametros) 24 h 5 dias 7 dias 14 dias 21 dias
Exame fisico
Cor a. claro a. claro a. claro a. claro a.escuro
Aspecto limpido limpido limpido turvo turvo
Volume 7,5 15,0 4,0 6,5 6,0
Densidade(SG) 1015 1015 1015 1010 1015
pH 6 6 7 6 6
Exame Quimico
Leucécitos (Leu) ausente ausente ausente ausente ausente
Nitrito (Nit) negativo negativo negativo negativo negativo
Proteina (Pro) negativo negativo 1+ 1+ 1+
Glicose (Glu) negativo negativo negativo negativo negativo
Corpos cetbnicos (cet) negativo negativo negativo negativo negativo
Urubilinogénio (Urub) normal normal normal normal normal
Bilirrubina (Bil) negativo negativo negativo negativo negativo
Hemacias (Hm) 1+ ausente C ausente ausente
Hemoglobina (Hb) negativo negativo negativo negativo negativo
Sedimento
Bactérias ausente ausentes ausentes raras (++)
Hemacias ausente ausentes ausente ausentes raras
Células descamacéo ausentes bexiga uretra uretra uretra
Leucécitos ausente ausentes ausentes ausentes ausentes
Cilindros ausente cilindros granulosos  cilindros granulosos cilindros granulosos  cilindros granulosos
Outros sptz sptz sptz sptz sptz
Cristais acido urico ausentes fosfato triplo ac urico fosfato triplo

Tabela 16 - Urindlise de machos (Em) do Grupo Experimental- I/R submetidos a isquemia unilateral esquerda por 10 minutos e andlise da reperfusio
as 24 horas, 5, 7, 14 e 21 dias.

Cont..
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Cont... Tabela 16 - Urinalise de machos (Em) do Grupo Experimental- I/R submetidos a isquemia unilateral esquerda por 10 minutos e anélise da reperfusdo as 24 horas,

5,7,14 e 21 dias.

Urinalise Experimento Macho 2

Parametros 24 h 5 dias 7 dias 14 dias 21 dias
Exame fisico
Cor a. claro a. claro a. claro a. claro a.escuro
Aspecto limpido limpido limpido limpido turvo
Volume 4,0 17,0 8,5 4,5 10,0
Densidade(SG) 1010 1015 1010 1025 1005
pH 7 6 7 5 7,5
Exame quimico
Leucdcitos (Leu) ausente ausente ausente ausente ausente
Nitrito (Nit) negativo negativo negativo negativo negativo
Proteina (Pro) negativo negativo 1+ 1+ 1+
Glicose (Glu) ausente ausente ausente ausente ausente
Corpos cetbnicos (cet) negativo negativo negativo negativo negativo
Urubilinogénio (Urub) normal normal normal normal normal
Bilirrubina (Bil) negativo negativo negativo negativo negativo
Hemacias (Hm) ausente 1+ ausente 1+ ausente
Hemoglobina (Hb) negativo negativo negativo negativo negativo
Sedimento
Bactérias ausente ausentes ausentes ausente ausentes
Hemécias ausente ausentes ausente ausentes raras
Células descamacgao uretra uretra bexiga e uretra bexiga e pelves bexiga e uretra
Leucdcitos ausente ausentes ausentes ausente ausentes
Cilindros ausente ausentes cilindro granuloso cilindro granuloso cilindro granuloso
Outros sptz sptz ausentes sptz sptz
Cristais fosfato triplo ausente fosfato triplo fosfato triplo fosfato triplo

Cont...
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Cont... Tabela 16 - Urinalise de machos (Em) do Grupo Experimental- I/R submetidos a isquemia unilateral esquerda por 10 minutos e anélise da reperfusdo as 24 horas,
5,7,14 e 21 dias.

Urinalise Experimento Macho 3

Parametros 24 h 5 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Exame fisico

Cor a. claro a. claro a. claro a. claro a.escuro
Aspecto limpido limpido limpido limpido turvo
Volume 4,0 9,0 6,5 15,0 15,0
Densidade(SG) 1020 1015 1010 1005 1005
pH 6 6 7 6 8
Exame quimico

Leucécitos (Leu) ausente ausente ausente ausente ausente
Nitrito (Nit) negativo negativo negativo negativo positivo
Proteina (Pro) negativo negativo negativo 1+ 1+
Glicose (Glu) ausente ausente ausente ausente ausente
Corpos cetbnicos (cet) negativo negativo negativo negativo negativo
Urubilinogénio (Urub) normal normal normal normal normal
Bilirrubina (Bil) negativo negativo 1+ negativo negativo
Hemacias (Hm) ausente ausente ausente ausente ausente
Hemoglobina (Hb) negativo negativo negativo negativo negativo
Sedimento

Bactérias ausente ausente ausente ausente ausentes
Hemécias ausente ausentes ausente raras raras
Células descamagao ausentes ausentes bexiga uretra ausentes
Leucocitos ausente ausentes 2 pc ausente 1 pc
Cilindros ausente ausentes cilindros granulosos  cilindros granulosos cilindros granulosos
QOutros ausentes sptz sptz ausentes ausentes
Cristais ac urico ac urico oxalato de calcio ausentes fosfato triplo

Cont...



Experimento Macho 4

Urinalise

(Parametros) 24 h 5 dias 7 dias
Exame fisico
Cor a.claro a. claro a. claro a. claro a.escuro
Aspecto a.claro limpido limpido limpido turvo
Volume 0,5 2,0 1,0 5,0 6,0
Densidade(SG) 1025 1025 1015 1015 1005
pH 6 5 7 5 8
Exame quimico
Leucdcitos (Leu) ausente ausente ausente ausente ausente
Nitrito (Nit) negativo negativo negativo negativo positivo
Proteina (Pro) 1+ 1+ neg 1+ 1+
Glicose (Glu) ausente ausente ausente ausente ausente
Corpos cetbnicos (cet) negativo negativo negativo negativo negativo
Urubilinogénio (Urub) normal normal normal normal normal
Bilirrubina (Bil) negativo negativo negativo negativo negativo
Hemacias (Hm) 1+ ausente ausente ausente ausente
Hemoglobina (Hb) negativo negativo negativo negativo negativo
Sedimento
Bactérias ausente ausente ausente ausente ausente
Hemécias ausente ausentes ausente raras raras
Células descamacgao ausentes bexiga uretra bexiga bexiga
Leucdcitos ausentes ausentes aus 1 pc 2 pc
Cilindros ausentes ausentes cilindros granulosos cilindros granulosos cilindros granulosos
Qutros sptz sptz ausentes sptz sptz
Cristais ac urico ausentes fosfato triplo ausentes fosfato triplo
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Cont... Tabela 16- Urinalise de machos (Em) do Grupo Experimental- I/R submetidos a isquemia unilateral esquerda por 10 minutos e anélise da reperfusdo as 24 horas,
5,7, 14 e 21 dias.
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Figura 9 - Cirurgia de Isquemia e Reperfusdo Renal: A - Tricotomia e assepsia, B - Marcagéo
da incisdo, C - Inicio do ato cirtrgico, D - Incisdo lateral esquerda, E - Exposicédo
para clampeamento, F - Clampeamento de 5 minutos, G - Clampeamento de 10
minutos, H - Fim Isquemia e Inicio Reperfuséo, | - Sutura da incis&o.





