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Efeito da infusdo da solucao M&G na protecao
do tecido renal de ratos Wistar submetidos a
isquemia e reperfusao programada

Effect of infusion of M&G solution for protection of renal tissue in Wistar rats subjected
to programmed ischemia-reperfusion
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Resumo

Contexto: A isquemia e reperfusdo (I/R) renal estd envolvida diretamente com insuficiéncia renal aguda, ocorrendo
em casos como infarto por embolizagdo ou trombose, quadros de septicemia e transplante renal. Esse processo é
complexo, envolvendo respostas imunes inatas e adaptativas, presenca de infiltrado celular, produgio e liberagéo de
citocinas e quimiocinas. Também desencadeia respostas celulares e liberagdo de espécies reativas de oxigénio, além de
resultar em apoptose e, em alguns casos, necrose celular. Nesse contexto, é imprescindivel a avaliagdo dos mecanismos
de prote¢io ao tecido renal. Objetivos: O objetivo foi testar a solugdo desenvolvida M&G, avaliando sua capacidade
protetora no rim por meio de analise morfométrica e presenca e expressdo de citocinas inflamatérias (TNF-alfa, VEGF,
HIF e IL-8). Métodos: Foram selecionados 18 ratos Wistar, divididos em trés grupos: Sham (S), Controle (C) e Estudo
(E). O grupo S foi submetido ao processo cirdirgico sem o clampeamento arterial. No grupo C, foi clampeada a aorta
acima e abaixo da artéria renal esquerda, sem a infusdo de solugao preservadora. No grupo E, além do clampeamento,
realizou-se a pungdo da aorta e a infusdo continua da solugdo M&G por 20 minutos a 15 °C. Realizou-se a avaliagio
morfoldgica e imuno-histoquimica com os marcadores. Resultados: Identificaram-se diferencas morfologicas entre o
grupo S comparado aos grupos C e E. Na andlise dos marcadores, houve redugio na intensidade de expressao do TNF
e na expressao do VEGF no grupo E. Ndo houve diferencas com HIF e IL-8 entre os grupos. Conclusdes: A solucdo
M&G apresentou redugdo da presenca e expressao de TNF-alfa e tendéncia de redugao do VEGF.
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Abstract

Background: Renal ischemia-reperfusion (I/R) is directly associated with acute renal failure and can occur in conditions
such asinfarction caused by embolization or thrombosis, septicemia, and kidney transplantation. The process is complex,
involving innate and adaptive immune responses, presence of cellular infiltrate, and production and release of cytokines
and chemokines. It also triggers cell responses and release of reactive oxygen species, in addition to causing apoptosis
and, in some cases, cell necrosis. Against this background, evaluation of renal tissue protection mechanisms is essential.
Objectives: The objective of this study was to test the M&G solution, developed in prior research, evaluating its capacity
to protect the kidneys using morphometric analysis and by assaying the presence and expression of inflammatory cytokines
(TNF-alpha, VEGF, HIF, and IL-8). Methodes: Eighteen Wistar rats were divided into three groups: Sham (S), Control (C),
and Experimental (E). The S group underwent the surgical operation, but without arterial clamping. In group C, the
aorta was clamped above and below the left renal artery, without infusion of the preservation solution. In group E, in
addition to clamping, the aorta was punctured and M&G solution was infused continuously for 20 minutes at 15° C.
Morphological analysis and immunohistochemical assessment of markers were then conducted. Results: Morphological
differences were identified in group S compared with groups C and E. Analysis of markers revealed reduced intensity of
expression of TNF and of VEGF in group E. There were no differences in HIF or IL-8 between groups. Conclusions: The
M&G solution was associated with a reduction in presence and expression of TNF-alpha and a trend to reduced VEGF.
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INTRODUCAO

O rim ¢ o 6rgdo responsavel pela homeostasia do
organismo, regulando a reabsorcao tubular de agua, ions,
glicose e nutrientes e removendo produtos metabolicos
por meio da filtragdo glomerular. O processo de isquemia
e reperfusao (I/R) renal estd envolvido diretamente
com a insuficiéncia renal aguda, ocorrendo em casos
como infartos por embolizacdo ou trombose, quadros
de septicemia e transplantes renais. Caracteriza-se por
restri¢do no fluxo sanguineo disponivel ao 6rgao ¢ um
posterior restabelecimento do fornecimento de sangue.
Durante o processo, ocorre o disparo de diversos
mecanismos compensatorios e lesivos. Essas alteragdes
estdo associadas a elevadas taxas de morbimortalidade'~.

As alteragdes provocadas pela falta de sangue
e, consequentemente, de fornecimento de oxigénio
para as células produzem uma cascata de inflamacgao,
resultando na diminui¢do da producdo de adenosina
trifosfato (ATP) por meio de fosforilagdo oxidativa
mitocondrial e aumento da glicolise, o que caracteriza
0 processo anaerobio de obtencdo de energia®. Isso
envolve complexas alteragdes vasculares e celulares,
desencadeando mudangas estruturais e funcionais para
o tecido renal. As células tubulares proximais sdo mais
sensiveis a priva¢ao de ATP do que as células da al¢a
de Henle ¢ dos tabulos distais, por causa da alta taxa
de metabolismo requerido no transporte de ions e
limitada capacidade de trabalho em meio anaerdbio*”.

As citocinas sdo moléculas capazes de regular o
crescimento, a morte, a diferenciacao e a fungao das
células. Assim, a atividade metabdlica dos tecidos
renais pode ser avaliada por mediadores inflamatorios,
identificando a intensidade das reac¢des e, portanto, as
proporgdes das alteragdes encontradas no tecido em
decorréncia do processo de isquemia e reperfusao®.

Neste contexto, ¢ importante a avaliacdo das
solugdes preservadoras capazes de diminuir o grau
de lesdo provocada por esse processo. Ha diversas
solugdes que resultam em menores danos teciduais,
como a Solugdo de Collins, University of Wisconsin
(UW), Custodiol, associada ou ndo a hipotermia’®,
Na tentativa de aprimoramento, foi desenvolvida
a solugdo M&G, com caracteristicas extracelular
[ou seja, menor quantidade de potassio (K*)], buscando
ser menos lesiva. A solucdo foi desenvolvida no
laboratorio de Microprocedimento e Pesquisa Vascular
da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMPY’.

Os objetivos foram avaliar os possiveis efeitos
protetores da solucdo M&G (Figura 1) a baixa
temperatura (15 °C) no tecido renal de ratos Wistar
submetidos a isquemia e reperfusdo programada,
através da analise das seguintes citocinas: fator de
necrose tumoral alfa (TNF-alfa), fator induzido pela
hipoxia (HIF), fator endotelial de crescimento vascular
(VEGF) e interleucina 8 (IL-8).

Efeito da infusdo da solugdo M&G na protecao de tecido renal

Bicarbonato de sédio 0,84 g
Cloreto de potassio 1,12 g
Cloreto de sédio 74 ¢
Fosfato monobésico 2,05¢g
Glicose 385¢g
Agua destilada 1000 mL

Figura 1. Composicao da solugdo M&C.

MATERIAL E METODOS

Experimento

A solugdo M&G foi desenvolvida com caracteristicas
extracelulares, contendo maior quantidade de Na* e menor
quantidade de K*, como eletrolitos. Utilizou-se do fosfato
com tampao e da glicose como impermeabilizante,
apresentando um pH de 7,74 (Figura 1).

Para a avaliagdo da fungdo protetora da solugao,
foram selecionados 18 ratos machos Wistar, criados sob
condigdes convencionais, fornecidos pelo Biotério Central
da Universidade por meio de aprovacao no Comité de
Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA—n°. 4077-1). Eles
foram divididos em trés grupos: Sham (S), Controle (C)
e Estudo (E). Os animais foram submetidos a anestesia
com quetamina/xilazina por via intraperitoneal, ndo
ultrapassando a dose maxima de 80/10 miligramas por
quilograma, respectivamente. O experimento foi realizado
em condigdes de temperatura ambiente controlada
(23 °C). Seguiu-se com a tricotomia abdominal do
rato e antissepsia com alcool iodado a 2%.

A cirurgia teve inicio com laparotomia mediana e,
entdo, foi sorteado a qual grupo o animal participaria.
No grupo S, realizou-se dissecc@o das estruturas sem o
clampeamento e sem a infusdo da solug&o. No grupo C,
realizou-se o clampeamento da aorta acima e abaixo
da artéria renal esquerda, sem a infusdo da solugao.
No grupo E, realizou-se o clampeamento ¢ a infusao
de 1 mililitro da solu¢ao M&G a 15 °C, continuamente,
por um periodo de 20 minutos, através de pungao da
aorta. Apos a retirada da cateterizacao, foi necessaria
a sutura da aorta com mononylon 10.0. Procedeu-se o
fechamento da parede abdominal com mononylon 4.0.

Os ratos ficaram em observagao por 7 dias, durante
os quais foi reintroduzida a dieta e oferecido analgésico
via oral, e eles foram mantidos em um ciclo artificial
claro/escuro de 12 horas até a eutandsia em camara
de gés carbonico.

Avaliagao do tecido renal

Foram coletados os rins esquerdos dos referidos
grupos, apds eutandsia, e, entdo, foi feito o
processamento com a producao de laminas histologicas.
O avaliador ndo tinha conhecimento prévio do
grupo ao qual estava analisando, examinando de
forma aleatorizada as laminas do estudo. Os tecidos
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inicialmente foram avaliados em morfologia com a
coloracdo de Hematoxilina e Eosina. O objetivo foi
verificar as altera¢cdes morfologicas produzidas pela
I/R, observando mudangas como nticleos picndticos,
cariolise, acidofilia e perda do arcabougo tubular.
Para isso, foram coletadas as imagens com camera
digital Nikon, modelo 995, acoplada ao microscopio
(Axio Lab.Al, Zeiss). A analise histomorfométrica
foi realizada com ajuda do sofiware IMAGEJ®.

Na sequéncia, foram corados com reagdes
imuno-histoquimicas os seguintes reagentes: fator de
necrose tumoral alfa (TNF-alfa), fator induzido pela
hipoxia (HIF), fator endotelial de crescimento vascular
(VEGF) e interleucina 8 (IL-8). Utilizou-se o mesmo

S OB P o
Figura 2. Presenca de alteragbes morfologicas evidenciando

processo de necrose tubular aguda no grupo C. (A) acidofilia;
(B) nuicleo picnético; (C) perda do arcabougo tubular.

Efeito da infusdo da solugdo M&G na protecao de tecido renal

software nessa avaliacdo. A analise inicialmente foi
da expressdo dos marcadores, sinalizando uma razao
de positividade nos campos avaliados. Realizou-se a
conversao para a escala de cinza de 8 bits. Apos esses
passos, foi realizada uma segmentagao semiautomatica
através da ferramenta Threshold, corrigindo a
marcacao de interesse e diminuindo a marcagdo de
fundo. Assim, pode-se avaliar a quantidade de pixels
de cada imagem, fornecendo um valor numérico
correspondente a intensidade da marcagao'.

Para a comparag@o dos marcadores inflamatorios
e intensidade de reagdo entre os trés grupos de ratos
(S, CeE), foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis devido
a auséncia de distribuicdo Normal das variaveis e do
tamanho reduzido dos grupos. O nivel de significancia
adotado para os testes estatisticos foi de 5%, ou seja,
p<0,05. Para a andlise estatistica, foi utilizado o programa
computacional SAS para Windows (SAS Institute Inc.,
2002-2008, Cary, NC, EUA), versao 9.2.

" RESULTADOS

Avaliagdo morfologica

A analise em microscopia Optica das laminas
coradas com H&E dos grupos S, C e E evidenciou
alteracdes estruturais principalmente na regido do
cortex renal, pela ampla atividade metabolica dos
tubulos (Figuras 1 e 2). Nessa analise, identificou-se
diferengas estatisticamente significantes comparando
o grupo S com os grupos C e E (p = 0,006). Nao se
evidenciou diferengas entre os grupos C e E.

Figura 3. Estudo da imuno-histoquimica do tecido renal. (A) grupo Controle marcado com fator de necrose tumoral (TNF); (B) grupo
Estudo marcado com TNF (houve diferencas na intensidade de expressdo do TNF, menor com a solugéo preservadora); (C) grupo
Controle marcado com fator endotelial de crescimento vascular (VEGF); (D) grupo Estudo marcado com VEGF (evidenciou-se
tendéncia de diminuigdo da expressdo com o uso da solugdo preservadora).
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Tabela 1. Comparagdo dos marcadores inflamatérios e da intensidade de reagéo entre os trés grupos de ratos: Sham (S), Controle (C) e

Estudo (E).
GRUPO Variavel N Média DP Min Q1 Mediana Q3 Max Valor de p*
S TNF 6 11,05 12,19 0,00 0,00 9,75 13,70 33,10 p = 0,002 — S=E, S=C
IL-8 6 59,78 29,05 22,80 34,20 64,45 85,00 87,80 p =0,268
VEGF 6 29,82 13,19 12,40 18,90 30,15 39,50 47,80 p =0,038 — S=C
HIF 6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 p = 0,006 — S=E, S=C
IntensTNF 6 52,74 7,28 41,19 46,91 55,09 58,40 59,73 p < 0,001 — S=E, S=C, E=C
IntensIL-8 6 52,20 7,84 41,92 47,95 51,02 56,70 64,60 p = 0,003 — S=zE, S2C
IntensVEGF 6 55,96 13,65 32,10 50,63 57,83 67,67 69,73 p=0,751
IntensHIF 6 47,49 7,01 40,23 40,84 46,70 51,63 58,85 p=0,128
C TNF 6 94,55 9,58 76,50 90,80 100,00 100,00 100,00
IL-8 6 82,32 23,01 37,70 84,50 85,85 100,00 100,00
VEGF 6 47,25 10,66 37,10 39,60 42,90 60,10 60,90
HIF 6 15,97 8,90 0,90 10,70 19,05 22,50 23,60
IntensTNF 6 78,55 583 68,90 74,83 80,32 82,39 84,56
IntensIL-8 6 76,50 518 69,48 72,18 77,28 80,24 82,56
IntensVEGF 6 54,85 7,93 42,81 48,18 56,57 61,51 63,48
IntensHIF 6 45,06 532 40,67 40,71 42,92 50,70 52,44
E TNF 6 81,98 16,14 53,40 74,70 87,45 88,90 100,00
IL-8 6 82,63 14,93 67,00 70,00 79,40 100,00 100,00
VEGF 6 33,90 6,94 21,70 29,60 32,95 35,40 50,80
HIF 6 9,67 9,41 0,00 0,00 2,97 11,68 24,00
IntensTNF 6 67,46 4,12 60,37 65,35 68,29 71,08 71,36
IntensIL-8 6 73,28 7,05 65,50 65,89 72,73 80,76 82,06
IntensVEGF 6 57,12 9,76 44,20 46,87 59,72 64,45 67,78
IntensHIF 6 53,87 6,96 48,60 49,71 51,08 55,51 67,23

DP = desvio padrao; HIF = fator induzido pela hipdxia; IL-8 = interleucina 8; TNF = fator de necrose tumoral; VEGF = fator endotelial de crescimento vascular;
IntensHIF = Intensidade do HIF; Intens|L-8 = Intensidade da IL-8; IntensTNF = Intensidade do TNF; IntensVEGF = Intensidade do VEGF; N = néimero de ratos de
cada grupo; Q1 = percentil 25; Q3 = percentil 75; Min = valor minimo; Max = valor maximo. *Valor de p referente ao teste de Kruskal-Wallis para comparagéo das

variaveis entre os trés grupos.

Avaliagdao imuno-histoquimica

Na avaliacdo imuno-histoquimica, buscou-se as
presengas de coloragao e identificagao dos anticorpos
que se localizam principalmente no citoplasma
(Figuras 2 e 3). A Tabela 1, a seguir, apresenta as
comparagdes dos marcadores inflamatorios e das
intensidades de reacao dos marcadores entre os trés
grupos de ratos.

Verificou-se, pelos resultados estatisticos, que para
o TNF-alfa houve diferengas entre os trés grupos com
p < 0,05. Nao houve diferenca entre os trés grupos
quando comparados pela IL-8 nos valores totais,
mas houve diferen¢a no grupo S em comparagao aos
grupos C ¢ E na intensidade da citocina.

O VEGF evidenciou diferenga entre o grupo S e o
grupo C, estando mais presente no ultimo. Nao houve
diferencas entre os grupos S ¢ E ¢ os grupos C e E,

mas houve tendéncia de diminui¢ao da expressao dos
valores de VEGF no grupo E quando confrontado com
o grupo C. Nas intensidades de reagdo a expressao
do VEGF, nio houve diferenca.

O HIF ndo foi identificado no grupo S. Portanto,
quando comparado aos grupos C e E, houve aumento
significativo na expressdao do marcador quando
submetido a isquemia quente ou fria com protegéo.

DISCUSSAO

Os mecanismos de isquemia e reperfusio renal sdo
complexos e envolvem diversas vias como hipoxia,
liberacdo de espécies reativas de oxigénio, acimulo
de neutrdfilos, liberacdo de radicais livres de oxigénio
e enzimas liticas. As alteragdes morfofuncionais
resultantes desse processo estdo relacionadas ao
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tempo de isquemia e a capacidade do tecido de tolerar
a anaerobiose®”.

As andlises realizadas do tecido renal concentraram-se
principalmente nas alteracdes do cortex por 1a
encontrarem-se os tubulos proximais, que apresentam
ampla atividade metabodlica para a regulagdo
hidroeletrolitica. No processo de I/R, foram concentrados
esforgos para melhorar as técnicas ¢ diminuir as
lesdes provocadas. A hipotermia, por sua acdo de
lentificagdo do metabolismo celular e redugido do
estresse oxidativo e da inflamac¢do dos tecidos, tem
sido amplamente utilizada com esse fim!°. Ademais,
existem solugdes preservadoras que também tém por
objetivo melhorar os ambientes com caracteristicas
intra ou extracelulares®.

Na analise morfométrica, foi possivel identificar
diferencas significativas entre o grupo S (nao submetido
a I/R) e os grupos C e E. Nas lesdes provocadas
nesse segmento renal, ficam evidentes alteragdes que
representam necrose tubular aguda com critérios de
microscopia optica: nicleo picnético, cariorréxis e/ou
ruptura da membrana celular. Essas alteragdes sdo
amplamente corroboradas pela literatura e evidenciaram
a presenga de lesdes decorrentes do processo de
I/R. A isquemia fria associada a solugdo protetora
M&G, nesse quadro que ¢ considerado agudo pelo
tempo curto de isquemia (20 min), nao foi capaz de
impedir alteragdes estruturais no tecido renal quando
comparado ao grupo C. Esse tempo de isquemia
¢ reafirmado evidenciando injurias relativamente
discretas no tecido renal com a isquemia quente''.

As caracteristicas ideais para a solugéo preservadora
estdo vinculadas a menor atividade celular do parénquima
renal, menor antigenicidade, agentes osmaticos nao
toxicos, substratos energéticos e incorporadores de
peroxidos, os quais mantém mais estavel a membrana
celular. Além disso, a composi¢ao, a pressao e o
tempo de perfusdo sdo de extrema importancia para
a conservagio do tecido renal'?.

A produgio do TNF-alfa esta relacionada a disparos
produzidos pelas espécies reativas de oxigénio,
decorrentes da I/R. Os efeitos dessa molécula sobre o
rim estdo relacionados a diminuic¢ao do fluxo de sangue
glomerular e da taxa de filtracdo, além de induzir a
sintese de outros mediadores pro-inflamatérios, como
IL-1. Também aumenta a permeabilidade glomerular,
provocando o deposito de fibrina e estimulando a
infiltragdo celular por ativagao de moléculas de adesao,
como ICAM-1 e selectina, e promove a apoptose'*!4.

Quando se avaliou a imuno-histoquimica e, portanto,
a contagem de células positivas para a o marcador
TNF-alfa, identificou-se alteracdes entre o grupo
S e os grupos C ¢ E. Nao se observou diferengas entre os
grupos C ¢ E, mas, quando se avaliou a intensidade de

Efeito da infusdo da solugdo M&G na protecao de tecido renal

reagdo obtida pela andlise dos pixels, a intensidade foi
maior no grupo C comparado ao grupo E. Isso evidencia
uma menor intensidade do processo inflamatorio com
a solugdo preservadora M&G. Estudos avaliando o
uso de alopurinol na I/R renal também evidenciam
diminui¢@o dos niveis de TNF-alfa, semelhante ao
observado com a solu¢io M&G".

Durante o processo de isquemia e reperfusio,
ocorre a liberagao de VEGF que tem fungdo de
neovascularizagdo, com prolifera¢do, migragdo e
remodelamento endotelial'®. Esse processo ¢é reafirmado
por Hao'”, que avaliou a expressdo por testes de
RNA mensageiro da producdo de VEGF, elevada
apos I/R. No experimento realizado, essa elevagao
da expressdao do VEGF foi identificada comparando
os grupos S ¢ C. Na avalia¢do do grupo E com os
demais grupos, ndo houve diferenca estatisticamente
significante. Assim, ha uma tendéncia de diminuigdo
do processo inflamatdrio e uma menor expressao da
angiogénese com o uso da solucdo preservadora.
Normalmente, o endotélio ndo tem atividade mitdtica
exacerbada, mas, em decorréncia do estimulo
produzido pela isquemia e pela maior producao de
HIF, estimulando a producdo de VEGF, decorre a
angiogénese ¢ 0 aumento da permeabilidade dos vasos
sanguineos, regulando a vasculogénese'®.

Sabendo da importancia do processo de resposta
para a isquemia, foi avaliado o HIF que tem fungao
de regulagdo proteica, como adaptacdo tecidual.
A inibigdo do HIF durante a I/R mostra a intensificagao
da resposta deletéria, enquanto o acimulo ¢ protetor'®.
Nao houve diferencas na expressao e intensidade da
reagdo do HIF quando comparados os trés grupos.
Em avaliagdes anteriores da solugdo M&G na infusdo
durante processo de I/R de membros com varia¢des de
tempo de isquemia (180 min), a solucdo apresentou
certa protegdo aos tecidos perfundidos comparando
periodos maiores de exposi¢ao a isquemia na avaliagdo
do HIF e auséncia de diferencas entre os grupos
quanto ao VEGF®.

ATL-8 tem como principal fungdo a capacidade de
ativar o processo de ativacdo leucocitaria, favorecendo
as lesdes provocadas durante a I/R. Normalmente,
tem baixa expressao no organismo, mas, a0 minimo
estimulo, tende a se elevar durante esse processo?.
Nos resultados, ndo foram encontradas diferencas
na expressdo entre os grupos, mas evidenciaram-se
diferencas na intensidade de coloragdo, corroborando
a expressao baixa em periodos sem a agressdo da I/R
e mais elevadas em periodos de estresse metabolico.

As limitagdes do trabalho sdo vinculadas ao nimero
reduzido de organismos em cada grupo, ao tempo
de 20 minutos de isquemia e a ndo analise comparativa
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com outras solugdes preservadoras. O processo de
protecao renal necessita de mais estudos para ser validado.

CONCLUSAO

O processo de isquemia e reperfusdo renal ¢ uma
complexa cadeia de rea¢des que podem desencadear
alteragdes moleculares e estruturais. Nesse contexto,
identificou-se o efeito protetor da solugdo M&G a 15 °C
comparado com o efeito da isquemia sem infusao da
solucdo preservadora. Verificou-se uma reducgao da
presenga e expressao do TNF-alfa, além de tendéncia
de diminuicao do VEGF. Nao se verificou diferengas
nas avaliagdes de IL-8 ¢ HIF.
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