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RESUMO

A nefropatia isquémica constitui-se em uma nova entidade clinica, representando uma
causa potencialmente curavel de insuficiéncia renal crénica. Sua prevaléncia entre pacientes
em programa de dialise varia de 9 a 16 %, e sua ocorréncia est4 associada aos mais elevados
indices de mortalidade.

Embora a producdo experimental de estenose em artérias renais para a inducgdo de
isquemia crbnica tenha sido utilizada em vérias espécies animais, as alteragdes morfoldgicas e
ultra-estruturais resultantes a nivel do compartimento tdbulo-intersticial ndo tém sido
completamente caracterizadas. Além disso, a patogénese destas alteragcdes, bem como seu
papel no desenvolvimento da lesdo renal isquémica progressiva permanecem desconhecidos
até os dias atuais.

A fim de determinar o efeito do tempo de isquemia crbnica no tecido renal, e as
alteracdes funcionais resultantes, foi desenvolvido um modelo experimental do tipo Goldblatt
2 rins - 1 estenose. Utilizaram-se 168 ratos Wistar fémeas, divididos em 2 grupos iguais,
controle e isquemia. Os animais do grupo-isquemia foram submetidos a ligadura parcial da
artéria renal esquerda, com fio cirdrgico, sendo que 0s animais do grupo-controle
permaneceram com a artéria renal intacta. Em sete periodos de tempo sucessivos e iguais,
correspondendo a intervalos semanais, 12 animais de cada grupo foram novamente
analisados. Nesta ocasido, foram determinadas as pressdes arteriais sistolica, diastdlica e
média, através de cateterismo direto da aorta abdominal, e foi coletado sangue para
determinacdes da atividade de renina e concentracdo de creatinina. Apos foi realizada
nefrectomia bilateral, com determina¢Ges morfométricas e fixacdo dos rins para analise
histolégica.

Os resultados revelaram que (1) o modelo foi atil para o estudo dos efeitos da
isquemia em rins de ratos; (2) as pressdes arteriais elevaram-se precocemente no grupo-
isquemia; (3) o rim isquémico apresentou atrofia com o decorrer do tempo; (4) o rim direito
apresentou hipertrofia compensadora no grupo-isquemia; (5) os achados histologicos
predominantes consistiram na presenca de atrofia tubular e infiltrado intersticial; e (6) os

glomérulos renais mostraram-se intactos, inclusive sob anélise ultra-estrutural.
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Em face dos resultados obtidos, pode-se considerar satisfatorio e reprodutivel o

modelo experimental desenvolvido para o estudo da isquemia renal crénica em ratos.

1. INTRODUCAO
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1- INTRODUCAO

A doenca oclusiva das artérias renais, quando hemodinamicamente significativa, pode
produzir duas condicdes clinicas distintas e independentes entre si. Através da estimulagéo
progressiva do sistema renina-angiotensina-aldosterona, esta lesdo pode induzir ao
aparecimento de hipertensao renovascular, condicéo descrita inicialmente em 1934 a partir dos
trabalhos experimentais pioneiros realizados por Goldblatt e col. (%,

Separadamente e de modo independente, a doenca oclusiva critica pode também levar
a reducdo do fluxo plasmatico renal efetivo, com conseqiiente repercussdo sobre a funcédo
excretora do rim, e assim determinar o surgimento de insuficiéncia renal crénica .

Tradicionalmente, os estudos das seqlielas da doenca oclusiva renovascular tém sido
centrados apenas na fisiopatologia e no manejo da hipertensdo renovascular resultante,
influenciados certamente pelo consideravel interesse clinico na cura desta, que se constitui na
causa mais comum de hipertenséo secundaria (.

Em anos recentes, contudo, as atencdes tém sido dirigidas também para o papel do
comprometimento vascular na perda progressiva de funcdo renal, contribuindo para o
desenvolvimento de doenga renal terminal.

Estas observagdes fizeram surgir um renovado interesse sobre as repercussoes
funcionais da isquemia renal cronica e levaram Jacobson, em 1988, a criacdo do termo
nefropatia isquémica ). Por definicdo, como entidade clinica, a nefropatia isquémica reflete a
presenca de doenca oclusiva anatomicamente avancada de artéria renal extraparenquimatosa,

em rim Unico ou em ambas as artérias renais - sempre implicando isquemia renal global, em
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paciente portador de insuficiéncia renal excretora. Embora esta condigdo possa ser atribuida a
displasia fibromuscular, as embolias, a disseccdo adrtica e de artéria renal ou as vasculites
(como a arterite de Takayasu), a doenca oclusiva aterosclerdtica € a etiologia mais comum,
responsavel por 60 % a 97 % de todas as lesdes de artérias renais ¢ > ©.

Na literatura encontram-se dados incompletos quanto a prevaléncia, histdria natural,
apresentacao clinica e resposta da nefropatia isquémica ao tratamento. Até mesmo livros-
textos atuais sobre patologia renal raramente mencionam a isquemia renal crénica como
possivel etiologia de insuficiéncia renal, e quando o fazem dedicam apenas poucas linhas a
este tema.

A verdadeira prevaléncia da nefropatia isquémica € desconhecida, pois estudos
epidemiol6gicos na populacdo idosa aterosclerdtica ndo tém sido realizados. Evidéncias
circunstanciais sugerem que a aterosclerose representa uma importante causa de faléncia renal
inexplicada em pacientes idosos com rins Unicos ou com estenoses renovasculares bilaterais
(7,8).

As duas ultimas décadas testemunharam um crescimento exponencial consideravel e
progressivo no numero de idosos necessitando terapia de substituicdo renal, com taxas de até
8 % ao ano ‘?). Uma parcela significativa de recursos financeiros é dispendida na assisténcia a
estes pacientes. Nos Estados Unidos sdo gastos cerca de 37.000 dolares/ano para cada
paciente em dialise (*°). O entendimento da contribuicdo da nefropatia isquémica para a
doenca renal terminal na populacdo aterosclerética poderia sobremaneira influenciar uma
melhor distribui¢do dos recursos de satde publica.

Analises recentes assinalam que entre 5 % e 16,5 % dos pacientes acima de 50 anos de
idade em dependéncia de dialise apresentam isquemia renal crénica como origem de sua

(3 11, 12, 13 )

faléncia renal terminal . Estima-se que, nos Estados Unidos, devam existir
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atualmente entre 60.000 a 120.000 pacientes portadores de faléncia renal progressiva, causada
pela doenca renovascular bilateral, sendo que cerca de 5 % destes (3.000 a 6.000 pacientes)
evoluam anualmente para insuficiéncia renal avangada, necessitando de terapia de reposicao
renal ().

O desenvolvimento de nefropatia isquémica esta condicionado a evolugdo cronica da
lesdo vascular estendtica. A isquemia prolongada resultante determina gradualmente o
aparecimento de atrofia com perda da integridade estrutural renal. Clinicamente estas les6es
traduzem-se por elevacdes progressivas nos niveis séricos de creatinina, acompanhadas por
reducdes nas dimensdes renais, as quais, em um paciente com doenca renovascular conhecida,
devem primeiramente ser creditadas a isquemia renal crdonica. Como o0s rins sdo 6rgdos
elipsdides com polos achatados, a comprovagdo ecografica de uma reducdo de 10 % no
diametro bipolar (altura vertical) equivale a uma perda de 30 % na massa renal
funcionante ™.  Além disso, é notério o conceito de que a progressio da estenose
renovascular aterosclerética ocorre apesar do controle adequado dos niveis tensionais (**.

O prognéstico dos pacientes portadores de nefropatia isquémica em dialise cronica é
péssimo, tanto em qualidade de vida como em longevidade, com indices de mortalidade anuais
entre 20-30 % (). Nos altimos anos, os critérios para aceitacio de pacientes em programas
de dialise tornaram-se gradualmente menos restritivos, e, como resultado, muitos pacientes
idosos com co-morbidade vascular extensa iniciaram este tipo de tratamento. Tipicamente
estes pacientes sdo idosos com aterosclerose generalizada, ndo candidatos para transplante
renal, o que explica estes elevados indices negativos.

Mailloux e col. (*®) reportaram que a maior mortalidade nos pacientes em programa
de diélise ocorreu justamente entre os portadores de nefropatia isquémica, comparando-se

todas as outras causas de doenca renal terminal. Nesse estudo, o tempo médio de sobrevida
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apos o inicio de dialise foi de apenas 27 meses, com taxas de sobrevida em 5 e 10 anos de
apenas 18 % e 5 %, respectivamente.

A importancia clinica da nefropatia isquémica reside no fato de que a faléncia renal por
ela determinada pode ser prevenida ou revertida se o diagnostico e o tratamento corretos
forem instituidos precocemente durante seu curso evolutivo, enquanto ainda existir tecido
renal vidvel. Uma oclus&o total bilateral de artérias renais ndo necessariamente implica dano
parenquimatoso isquémico irreversivel, pois a viabilidade renal pode ser mantida por longos
periodos através da ativacdo da circulacdo colateral, proveniente dos vasos ureterais,

lombares, adrenais e capsulares % %)

. A reversdo da anuria e a recuperacdo da funcgéo renal
tém sido freqlientemente descritas apds a revascularizacdo de artérias totalmente ocluidas, em
casos selecionados, nos quais as respostas benéficas ocorreram dias ou até mesmo semanas

(21,22,23)

apos o estabelecimento da oclusdo . Desta forma, a viabilidade renal, em detrimento

da funcéo renal, mantém-se através da pressdo de perfusdo subfiltrante (24,

As experiéncias favoraveis com a cirurgia e a angioplastia, embora com respostas
individuais heterogéneas, justificam uma abordagem agressiva nesta patologia (2> 2272829,
%0.31) A revascularizacdo de um rim isquémico pode teoricamente resultar em recuperac&o
funcional e determinar a dramética suspensdo da necessidade de dialise. Morris e col. ¢*2),
ainda em 1962, foram os primeiros a relatar que a revascularizagdo renal cirirgica seguiu-se
de melhora surpreendente com recuperacdo de funcdo em 6 de um grupo de 8 pacientes
azotémicos em didlise. Neste contexto, a nefropatia isquémica € passivel de tratamento, e
constitui-se em uma causa potencialmente curavel de insuficiéncia renal.

Essas importantes observacdes fizeram com que paulatinamente a comunidade médica

reconhecesse essa condigdo como uma entidade clinica distinta. Consequentemente, enquanto

que ha uma década o controle da hipertensdo renovascular era o objetivo primario na
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avaliacdo de pacientes com doenga renovascular, atualmente a meta estd dirigida
principalmente para a estabilizacdo ou a melhora da funcéo renal, tendo em vista a eficacia da
terapia anti-hipertensiva moderna no controle dos niveis tensionais ¢3*3* 35 %) Desse modo,
progressivamente 0 manejo da nefropatia isquémica tornou-se a principal indicacdo das
revascularizaces renais.

Comparada com outras nefropatias de natureza evolutiva, a doenca renal isquémica de
origem aterosclerdtica tem um curso rapidamente progressivo, tanto em relacdo a leséo
estendtica em si quanto as consequentes alteracdes estruturais e funcionais renais. Alguns
estudos visando estabelecer o grau de progressdo de lesdes renais funcionais estimaram que a
nefropatia isquémica apresenta um declinio no clearance de creatinina de 4 ml/min/més,
enquanto que em outras causas de insuficiéncia renal este seria de apenas 0,5 ml/min/més 3"
38).

O clampeamento prolongado das artérias renais para a inducdo de isquemia cronica
tem sido utilizado em diversos modelos experimentais de hipertensdo renovascular. No
entanto, a maioria destes estudos tem abordado exclusivamente a fisiopatologia das alteracGes
hemodindmicas em nivel glomerular e da funcéo renal, com total negligéncia em relacéo as
alteracdes morfologicas e ultra-estruturais induzidas pela isquemia no compartimento tubulo-
intersticial.

Estudos clinico-patolégicos com correlacdo de estrutura e fungdo em nefropatias
inflamatorias e ndo-inflamatorias (amiloidose, glomerulosclerose diabética e hipertensiva,
glomerulonefrites membranoproliferativa, perimenbranosa, mesangioproliferativa, etc.) tém
demonstrado invariavelmente que as alteracOes intersticiais (fibrose) e tubulares (atrofia) se

correlacionam de melhor forma com a funcdo renal do que as proprias lesdes glomerulares per
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si. Surpreendentemente, as les6es glomerulares mais avancadas podem estar acompanhadas de
funcéo renal normal.

Entretanto, poucos estudos examinaram diretamente os efeitos estruturais e funcionais
da reducdo crénica da pressdo de perfusdo sobre o tecido renal, seguindo-se a uma estenose
vascular. Sabe-se que a estenose de artéria renal pode produzir doenca renal terminal, porém
0s passos intermediarios pelos quais esta lesdo ocorre ndo séo conhecidos. Os conceitos
desenvolvidos com o estudo exaustivo da isquemia renal aguda tém aplicabilidade limitada no
comprometimento renal crénico. A atrofia de tecidos e 6rgaos submetidos a isquemia cronica
é o resultado de alteracbes adaptativas, visando ao realinhamento entre a oferta e a demanda
de oxigénio, porém os seus limites, ou seja, até onde a atrofia é benéfica e protetora ou até
onde a atrofia é reversivel, ndo estdo estabelecidos.

Nesse contexto, onde certamente enquadram-se as alteracBes histopatoldgicas
produzidas pela nefropatia isquémica, varias questdes fundamentais permanecem sem
resposta, necessitando pesquisas adicionais: (1) A partir de qual reducdo no fluxo sangiineo
resultam alteraces na fungdo renal ? (2) A nefropatia isquémica é simplesmente a morte das
celulas renais devido a falta de oxigénio e de nutrientes, ou existem mecanismos renais mais
complexos de les@o celular, de adaptacdo e de possivel reparo, quando confrontados com a
isquemia cronica ? (3) Existem marcadores histologicos que condicionam (ou nédo) a
reversibilidade do quadro com a revascularizacao renal (angioplastia ou cirurgia) ?

Os estudos dos efeitos da isquemia cronica sobre os rins, baseados na analise
histologica de experimentos animais, servem de fundamento para as respostas a estas
questdes, as quais, uma vez esclarecidas, servirdo de base para o entendimento desta condicéo

em seres humanos.
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Claudius Galeno (século 2 a.D.), cientista médico em Roma, descreveu pela primeira
vez em seu “De Usu Partium”, embora de maneira confusa e imaginativa, que a funcdo dos
rins era a de secretar urina. A escola Galenista, que perdurou por cerca de mil anos, imaginou
0s rins como sendo compostos de duas cavidades, separadas pelo “colatorium” (filtro), que
permitia somente a passagem de liquidos serosos supérfluos e perigosos, purificando o
organismo de materiais nocivos 3.

A teoria do colatério foi aceita como verdadeira nos seculos seguintes, durante os quais
a profissdo médica, exercida entre as suposi¢cdes teoldgicas e o empirismo, era também
influenciada pela religido, que impedia novas descobertas cientificas através da préatica da
anatomia.

Foi somente com o aparecimento das primeiras universidades, entre os séculos XIII e
X1V, que a ciéncia médica iniciou a analise da estrutura renal. Mondino de’ Liuzzi fundou a
primeira cadeira de anatomia na Universidade de Bolonha - Italia e, com a pratica “de visu et
de tactu” (visdo direta e observagdo tatil), realizou inimeras dissecc¢Bes de rins, porém ainda
acreditando na presenca do colatério 39,

Berengario da Carpi, por volta de 1500, em seu “Commentarii Super Anatomia
Mundini”, embora desconhecendo a correta dire¢cdo do fluxo na circulagdo sangliinea, foi o
primeiro a contestar a teoria Galenista e Mondiniana, quando, ao descrever a anatomia das
veias renais, excluiu visualmente a existéncia do colatério (*%,

Andreas Vesalium, em sua obra “De Humani Corporis Fabrica” (Basiléia, 1453),
exp0ds a anatomia vascular renal estudando rins unilobares de cées, mas julgou incorretamente
seu funcionamento baseado na teoria da atracdo, retencdo e expulsdo de fluidos. Como
Berengario, Vesalium tambem acreditou que o sangue e a urina chegavam misturados até aos

rins através das artérias e veias *°).
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Em 1560, Gabriele Falloppio descreveu corretamente as papilas e os calices renais em
rins multilobares humanos. Todavia, considerou como um mistério o modo de funcionamento
dos rins %),

Coube a Bartolomeo Eustachio a descri¢cdo mais detalhada da estrutura tubular renal,
até os limites de visdo do olho humano. A maior parte de seus trabalhos, acompanhados por
desenhos anatémicos precisos, foi publicada 150 anos ap0os sua morte, na famosa “Tabulae
Anatomicae”, quando entdo se disse que “.... se Eustachio tivesse sido capaz de examinar a
estrutura dos rins ndo somente com o bisturi mas também com o microscépio, ele ndo teria
deixado nada para os outros descobrirem” (Malpighi).

A divisdo do parénquima renal em cortex e medula foi descrita por Nathaniel
Highmore, na metade do século XV, que, do mesmo modo que seus antecessores, também
considerou a producdo de urina obscura.

Na metade do seculo XVII, Galileo Galilei, através de seus estudos utilizando lentes,
permitiu que a ciéncia médica examinasse as menores estruturas do organismo humano.

Desta forma, Lorenzo Bellini, quando ainda estudante de medicina, foi o primeiro a se
beneficiar deste novo instrumento (denominado posteriormente de microscopio) e publicou
suas pesquisas sobre a estrutura do rim em “De Structura e Usu Renum” (Veneza, 1662). Ele
demonstrou de maneira inequivoca a presenca de ductos uriniferos contendo urina na medula
renal e afirmou que *“...a producéo de urina acontece pela filtragdo pura do sangue dirigido
para os rins pela forca das artérias ”* (39,

Alguns anos mais tarde, em 1687, o italiano Marcello Malpighi, considerado o mais
proeminente fundador da anatomia microscopica, descreveu a presenca de diminutos “corpos

glandulares” (glomérulos renais) e notou que, com a inje¢do de um liquido colorido (tinta da

india), estes corpos pendiam do término dos ramos vasculares *...como magés pendendo de
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ramos de uma arvore” e assim escreveu: “Para provar que as glandulas comunicam-se com
as extremidades arteriais é suficiente injetar um liquido colorido na artéria, e vé-se que suas
glandulas tomam uma coloracdo similar aquela dos vasos, e pode-se distinguir, sem
problemas, a continuidade dos vasos e glandulas”. Malpighi também explicou o
funcionamento dos glomérulos, como sdo conhecidos atualmente, afirmando que “...0 sangue
chega através das artérias e é nestas estruturas (glandulas) que a urina é separada e passa
para os tlbulos, enquanto as veias retornam o sangue ja filtrado para a circulacéo sistémica”
(40).

Foi atraves dos estudos de Bellini e Malpighi que se encerrou a longa e tortuosa
trajetéria do conhecimento sobre a estrutura e funcdo dos rins: a direcdo do fluxo sanglineo
foi definida, a presenca dos glomérulos e tubulos no parénquima renal foi descoberto, e o local
de formacé&o de urina foi determinado, dando inicio a nefrologia moderna.

No entanto, o mecanismo pelo qual a urina era formada (separada) a partir do sangue e
a relacdo precisa dos glomérulos com os tabulos renais permaneceram misteriosos, desafiando
a mente dos pesquisadores, e estimularam indmeros debates nos dois séculos que se seguiram.

Foi somente em 1842, ap6s William Bowman ¢ *' ), entdo com apenas 26 anos, ter
publicado um artigo intitulado “Sobre a estrutura e fungdo dos corpos de Malpighi do rim,
com observacdes sobre a circulacdo através daquela glandula”, que ficou estabelecida a
incontestavel relacdo entre a porcdo inicial dos tubulos e os glomérulos, através do que
atualmente se denomina espaco urinario (espago de Bowman). Entretanto, Bowman néo
especificou 0 mecanismo de separagéo.

No ano seguinte, Carl Ludwig (**) reconheceu a importancia da pressao hidrostatica no
processo de separacgdo, e descreveu pela primeira vez 0 mecanismo de ultrafiltragdo envolvido

no processo de formagéo de urina.
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Os primeiros estudos relacionando o papel do rim na homeostasia cardiovascular
datam de 1898, quando Tigerstedt e Bergman ¢**? reportaram que o extrato aquoso de rim de
coelho continha uma ““substancia pressora’, denominada por eles de renina, que poderia
elevar prolongadamente a presséo arterial.

Em 1905, foram conhecidos os trabalhos de Katzenstein (* que, pela primeira vez,
estudou experimentalmente a hipertensdo produzida pela ligadura de artérias renais em
animais. Foi observado que em cées a ligadura produzia elevacdo mantida de presséo arterial,
que cedia com a nefrectomia ou com a retirada da ligadura. Equivocadamente, a hipertensédo
arterial foi relacionada ao aumento da resisténcia periférica ocasionada pela constricdo da
artéria renal.

Carrel (), em 1909, também estudando experimentalmente os efeitos da ligadura de
artérias renais, observou pela primeira vez a ocorréncia de insuficiéncia renal produzida pela
reducdo do fluxo sangliineo aos rins.

As bases do conhecimento fisiopatoldgico da hipertensdo renovascular, validas até os
dias atuais, comecaram a ser estabelecidas a partir de 1934, quando Goldblatt e col. (1)
publicaram seus primeiros estudos experimentais em cdes. A brilhante descoberta de que a
isquemia renal com a colocacao de clampes nas artérias renais era o estimulo primario para a
liberacdo de renina, produzindo hipertensdo reversivel, alterou o sentido das investigagdes,
dando inicio ao chamado periodo moderno da hipertensédo arterial.

O pioneirismo de Goldblatt continuou nos anos seguintes com o relato em série de
suas pesquisas em animais, que culminaram com o desenvolvimento dos chamados modelos
experimentais de Goldblatt (%47,

A descoberta de Goldblatt, que inclusive motivou sua indicacdo ao Prémio Nobel de

Medicina, repercutiu rapidamente na pratica clinica e fez com que Butler ¢*®), j& em 1937,
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relatasse o primeiro caso na histdria médica de cura de hipertensao de origem renal, ao realizar
nefrectomia em paciente com rim pieloneftritico.

No ano seguinte, coube a Leadbetter e Burckland ¢*°” iniciarem o tratamento cirdrgico
da hipertenséo renovascular, ao observarem a cura da hipertensdo através de nefrectomia em
um menino com estenose de artéria renal.

Os componentes do sistema renina-angiotensina-aldosterona e suas participagcdes no
desenvolvimento da hipertensdo comecaram a ser elucidados com os trabalhos de Pickering e
col. em 1938 (%°). Esses autores publicaram seus esforcos no sentido da identificacido e
dosagem seérica da “‘substancia efetora” (renina) produzida pelos rins em resposta a
diminuicdo do fluxo sanguineo.

Braun-Menendez e col. (°*), em 1939, e Page e Helmer (%2), em 1940, identificaram a
natureza enzimatica da renina, até entdo considerada um “hormdnio pressor”, e descobriram
sua acdo sobre um substrato desconhecido para formar o verdadeiro agente pressor,
denominado hipertensina ou angiotonina. Posteriormente, este peptidio pressor foi renomeado
de angiotensina |. Naquela época, ficou estabelecido que a angiotensina | também sofria
degradacdo subseqliente por outra enzima presente no sangue, € que o produto final desta
degradacdo apresentava importantes efeitos vasoconstritores e de retencdo de sodio e agua.

Os préximos avangos maiores na histdria da renina-angiotensina ocorreram a partir de
1951, quando Skeggs e col. ¢ **) isolaram e determinaram a seqiiéncia de aminoacidos da
angiotensina | e purificaram sua enzima conversora, responsavel pela producdo do peptidio
vasoativo denominado entdo angiotensina Il.

Wylie e col. ¢>*) em 1952, anunciaram o primeiro caso de sucesso no tratamento da
hipertensdo renovascular sem nefrectomia, através da realizacdo de endarterectomia aorto-

renal.
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A angiotensina Il foi simultaneamente sintetizada em laboratério em 1957 por

Bumpus e col. (**) e Schwyzer e col. (*®), e neste mesmo ano foi identificado por Elliot e col. ¢
") que seu maior local de producéo era a circulacdo pulmonar.
Em 1962, Morris, DeBakey e Cooley ¢ **) surpreenderam a comunidade cientifica ap6s a
publicacdo de artigo no qual reportaram recuperagdo de funcdo renal e melhora dos niveis
tensionais em uma série de 8 pacientes dependentes de dialise, portadores de doenca
renovascular, seguindo-se a revascularizacao cirurgica. Esta foi a primeira publicacdo que
demonstrou o potencial de recuperacdo funcional dos rins, numa época em que as atengdes
estavam totalmente voltadas para o entendimento da fisiopatologia da hipertensdo
renovascular.

Em 1966, Gould e col. (*®) demonstraram pela primeira vez a presenca de renina nas
paredes das artérias e veias periféricas, criando o importante conceito de sistema renina-
angiotensina local ou tissular.

Finalmente, o desenvolvimento do radioimunoensaio para a determinacdo da atividade
de renina plasmatica, por Haber e col. ¢**), a sintese dos antagonistas da angiotensina 11, por
Marshall e col. ¢®°), a demonstracéo por Bakhle (®) de que os peptidios contidos no veneno
da cobra Bothrops jararaca eram inibidores potentes da enzima conversora da angiotensina
(ECA), a sintese do nonapeptidio ECA por Ondetti e col. (%2) e a purificacdo da renina de
vérias espécies animais ( ® ® % %) permitiram a um grande nimero de laboratérios de
pesquisa reexaminar mais precisamente o papel do sistema renina-angiotensina na patogénese
da hipertenséo renovascular.

Na década de 70, varios grupos de pesquisadores dedicaram-se a estudar

detalhadamente os modelos de HRV.
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Foi assim que Laragh e col. ¢ ¢")

, realizando experimentos com o0s modelos de
Goldblatt, associados a utilizagdo de inibidores da ECA, demonstraram existir dois
mecanismos fisiopatoldgicos diferentes na producdo da hipertensdo experimental. Os
mecanismos variavam dependendo da presenc¢a ou ndo do rim contralateral.

Desta forma, no modelo 2 rins-1 clipe, a hipertensdo estava associada a elevados niveis
de renina circulante e foi denominada renina-dependente, confirmada pela administracdo de
inibidores da ECA, que produziam reduc¢des dramaticas nos niveis tensionais. No modelo 1
rim-1 clipe, as drogas tinham pouco ou nenhum efeito, demonstrando que a hipertensdo nao
estava associada somente a ativagdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona, mas a
retencdo de sodio e agua, e foi denominada volume-dependente. Essas diferencas nos dois
modelos foram explicadas pela presenga do rim contralateral funcionante na eliminacdo de
sodio e agua (°%).

Gavras e col. ¢ ®) complementaram os trabalhos de Laragh, esclarecendo que, no
modelo volume-dependente (1 rim-1 clipe), os efeitos da renina estavam na verdade
obscurecidos pelo aumento do volume plasmatico. Neste caso, se 0s animais fossem mantidos
em dieta com restri¢do de sodio, os dois modelos se assemelhariam, com a presenca de niveis
elevados de renina circulante e com resposta hipotensora ap6s a administracdo de drogas
inibidoras da ECA.

Posteriormente, outros estudos ¢ % " 72 73 7% 75 ) esclareceram ainda mais os
mecanismos fisiopatoldgicos do sistema renina-angiotensina na hipertensdo renovascular e
permitiram a divisdo dos modelos experimentais em 2 fases, de acordo com o tempo de
evolucdo e o tipo de modelo. (1) Na fase aguda, imediatamente apds a colocagdo do(s)

clipe(s), surge hipertensdo, que é produzida por vasoconstricdo generalizada, comum nos dois

modelos. No decorrer dos proximos dias, a hipertensdo € mantida ou com o aumento
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dramatico nos niveis plasmaticos de renina, no modelo 2 rins-1 clipe, ou com o aumento do
volume plasmético no modelo 1 rim-1 clipe. Nessa fase, a retirada do clipe ou do rim
isquémico normaliza os niveis tensionais. (2) Na fase cronica, a hipertensdo é mantida por
outros mecanismos, como a nefrosclerose hipertensiva, e a retirada do clipe ou do rim
isquémico ndo mais reverte a hipertensao.

Na decada de 80, com o desenvolvimento e a sintese quimica dos inibidores da ECA e
seu uso disseminado para tratamento da hipertensdo e da insuficiéncia cardiaca congestiva,
houve uma explosao de interesse em relacdo ao sistema renina-angiotensina local ou tissular.
Acredita-se que este sistema local seja responsavel pelo ténus vascular, podendo estar
relacionado & génese da hipertensao (777 78.79.80.81 ),

Jacobson ¢3) | em 1988, foi o primeiro autor a chamar a atencdo da comunidade
médica para a ocorréncia de uma condigdo ja conhecida (% 8 84 8) mas até entéio pouco
valorizada, relacionada as lesdes renovasculares, porém distinta da hipertensdo renovascular.
Este autor observou que certos grupos especificos de pacientes, como hipertensos com
azotemia progressiva, idosos hipertensos que desenvolviam insuficiéncia renal apos terapia
com agentes inibidores da ECA, ou idosos ateroscleroticos com azotemia inexplicada, na
realidade apresentavam isquemia renal crénica como causa da diminui¢do de funcéo renal.
Jacobson criou uma nova entidade clinica e a denominou nefropatia isquémica. Desde entéo, a
nefropatia isquémica tem sido cada vez mais reconhecida como uma importante causa de
doenca renal terminal associada a elevados indices de mortalidade (6 18 34 8. 87. 88,89 ) ‘Eqtq
condicdo somente ocorre em situacBes nas quais todo o parénquima renal funcionante esta
submetido a isquemia, ou seja, lesbes bilaterais quando os dois rins estdo presentes, ou

unilaterais em rins solitarios.



36

A isquemia renal cronica, na quase totalidade dos casos, estd relacionada as lesdes
ateroscleréticas (* > %) Entretanto, outras condicdes associadas & estenose de artéria renal
também estdo implicadas em sua etiologia, como a displasia fibromuscular, estenose de artéria
renal em rim transplantado, doenca ateroembdlica e tromboembdlica, dissec¢cdo aortorenal,
vasculites, malformagdes arteriovenosas, traumas, neurofibromatose, tromboangiite
obliterante, doenca de Kawasaki e escleroderma ¢ & %0 9%.92.93)

Analises epidemioldgicas tém estabelecido que o diabetes e a hipertensdo sdo as
principais causas de doenca renal terminal. Na Gltima década, houve um aumento de 6 vezes
na freqiéncia de insuficiéncia renal atribuivel & hipertensdo, com indices mais recentes
proximos a 10 % /ano ( °’. No entanto, como a hipertenséo tem sido progressivamente
controlada em proporgdes cada vez maiores na populacéo, poderia se esperar como resultado
natural uma reducdo na incidéncia de nefropatia hipertensiva ¢**). Provavelmente muitos casos
de insuficiéncia renal atribuidos a nefrosclerose hipertensiva, na realidade, correspondem a
nefropatia isquémica, pois o diagnostico final de faléncia renal terminal costuma ser
eminentemente clinico (& 18 95 %.97.98)

Neste sentido, Zucchelli e Zuccala (*®) revisaram a verdadeira etiologia da lesdo renal
em 136 pacientes admitidos previamente como sendo portadores de nefrosclerose
hipertensiva, os quais apresentavam declinio rapido nos niveis séricos de creatinina ou na
depuragdo de creatinina endégena (> 5 ml/min/1.73 m?més). Quarenta por cento dos
pacientes foram submetidos a bidpsia renal, e os resultados do estudo claramente
demonstraram que, na realidade, o que clinicamente havia sido denominado nefrosclerose
hipertensiva benigna correspondia a 3 grupos de natureza heterogénea: nefroangiosclerose

benigna verdadeira (44,1 %), microembolizacdo de colesterol ( 29,4 %) e doenca renal

isquémica (26,5 %).
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Andlises prospectivas recentes indicam que a nefropatia isquémica é realmente uma
causa freqliente de doenca renal terminal, mas sua prevaléncia correta ainda nao esta

(12, 89)

claramente definida Relatos clinicos e registros de servicos de nefrologia sugerem

uma prevaléncia variando entre 5 e 16,5 %, entre pacientes ja dependentes de didlise,
colocando esta entidade como a terceira causa mais comum de doenca renal terminal ¢ " ** 8
99.100) Em estudo prospectivo realizado durante um periodo de 18 meses, Scoble e col. (#)
encontraram a nefropatia isquémica em 14 % dos pacientes iniciando terapia de substituicdo
renal.

Estenoses renovasculares significativas sdo frequentemente encontradas de modo
incidental, ndo sendo, portanto, suspeitadas clinicamente ¢ 2% 192 1%) " Como resultado, os
indices de prevaléncia na populacdo em geral sdo subestimados, e derivam primariamente de
séries retrospectivas de autopsias ou de angiografias obtidas na avaliagdo de hipertensdo ou
de doencas da circulacdo periférica. Alguns estudos estabeleceram uma alta prevaléncia de
estenoses de artérias renais diante de pacientes com a presenca combinada de doenca vascular
periférica e hipertensao (104 105 106.107)

Deste modo, Holley e col. {*%) numa grande série de 295 autopsias consecutivas,
encontraram uma prevaléncia geral de estenoses de artérias renais de 27 %. Schwartz e White
(109) "em outra série, relataram que 18 % dos individuos com idades entre 65 e 74 anos, e 42 %
daqueles com idades maiores que 75 anos tinham estenoses criticas de artéria renal. Quando
presente, a estenose critica foi encontrada bilateralmente em 50 % dos casos. Outro grande
estudo, que reuniu 5.194 autopsias consecutivas, revelou a presenca de leséo renovascular em
4,3 % dos casos examinados (%),

Os estudos angiograficos confirmam os achados das autopsias, e reforcam o conceito

de que as leses renovasculares ocorrem como manifestacdes de aterosclerose generalizada
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102,111 112, 113) * Assim, em uma série de 500 aortogramas, a doenca renovascular foi detectada
em 32 % dos pacientes normotensos e em 62 % dos hipertensos (**). Em uma série reunida de
varios autores, nas quais 1.384 pacientes foram submetidos a angiografia, 31,2 % tinham
estenose de artéria renal ¢ * ). Outros autores reportaram uma prevaléncia de estenoses

hemodinamicas bilaterais ocorrendo entre 27 % a 61 % dos casos examinados (88 95 9. 102,103,

115 ).

A deteccdo da doenca renovascular depende da demonstracdo da presenca de lesdes
estenoticas nas artérias renais, e, idealmente, da prova de que estas lesGes sdo responsaveis
pela reducdo de fungéo renal. Esta avaliagdo baseia-se na realizacdo de arteriografia, realizada
com a injecdo intra-arterial de meio de contraste iodado. Entretanto, seus custos, riscos e
complicagdes potenciais tornam sua aplicacdo inapropriada em grandes estudos populacionais.
Pacientes com diminuigdo de funcdo renal sdo comumente excluidos da realizacao de estudos
angiogréficos, devido ao risco de nefrotoxicidade pelo meio de contraste ¢ " #). Além disso, a
deteccdo de uma estenose anatbmica ndo implica necessariamente que aquela lesdo esteja
causando isquemia renal ¢ % %) Nao existe nenhum teste completamente satisfatorio para
determinar o significado funcional de uma les&o anatdmica ‘%,

A nefropatia isquémica resulta da natureza rapidamente progressiva das estenoses
ateroscleréticas de artéria renal, freqiientemente envolvendo a artéria renal contralateral (11"
118) De particular importancia é a observacéo de que uma alteracio indolente e aparentemente
leve da funcdo renal nestes pacientes ndo necessariamente é um achado benigno, devido a
histéria natural das lesdes ¢ **° 2% Wollenweber e col. (*?') no final da década de 60,
reportaram pela primeira vez esta evolugdo progressiva, associada a piora significativa de
funcdo renal e & redugdo nas dimensdes renais. Meaney e col. (**), Stewart e col. ( }2),

Schreiber e col. (***) e Dean e col. (**) relataram que um curso progressivo é de ocorréncia
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freqliente em aproximadamente 50 % dos pacientes, incluindo 16% que progridem para
oclusdo total (*?*) durante periodos médios de seguimento de 3 anos. Nestes estudos, a
evolucdo das lesbes ocorreu mesmo com o controle adequado dos niveis tensionais, sendo que
graus maiores de estenose correlacionaram-se com taxas mais rapidas de progressdo. A
maioria das lesdes progrediu dentro dos 2 primeiros anos a partir da avaliacdo inicial.

Zierler e col. (*?®) compararam a evolucdo de diversas nefropatias progressivas quanto
ao declinio médio no clearance de creatinina e relataram que, enquanto em outras nefropatias
este valor foi de 0,5 ml/min/més, na nefropatia isquémica o decréscimo atingiu 4 ml/min/més.

Recentemente, Tollefson e col. (1) e Zierler e col. ¢**) concluiram que a progressdo
da estenose aterosclerotica é relativamente comum, e estimaram uma taxa total de progressao
anual entre 5a 7 %.

Existem poucos marcadores clinicos ou laboratoriais para nefropatia isquémica, de
modo que a arteriografia é geralmente necessaria na fase precoce da avaliagcdo, para
confirmagéo diagnéstica ¢ ®® *2”). Na realidade, esta condicdo nio se refere a um Gnico grupo
de sinais e sintomas, mas relne varias apresentacdes clinicas e anatdmicas. Conduto, o
diagnostico torna-se provavel diante de pacientes idosos, hipertensos e com aterosclerose
sistémica, nos quais um aumento rapido na concentracdo de creatinina sérica esteja associado
a redugﬁes nas dimensdes renais (3, 68, 118, 125, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135, 136).

Esta claramente definido que a revascularizacéo renal através de cirurgia (2 3% 94137,

138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152 ) ou de angioplastia (125, 28, 153, 154, 155, 156, 157,

158, 159, 160. 161 ) hode resultar em recuperacdo e/ou estabilizagdo funcional na maioria dos

pacientes. Ambas as técnicas apresentam indices de morbidade e mortalidade semelhantes,

sendo que os resultados sdo mais duradouros com a cirurgia (162163 164)
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Uma oclusdo bilateral de artérias renais ndo necessariamente implica dano
parenquimatoso isquémico irreversivel. A reversdo da anuria e a recuperacdo dramética da
funcdo renal tém sido freqlientemente descritas apds revascularizacGes de artérias totalmente
ocluidas, nas quais as respostas benéficas ocorreram dias ou até mesmo semanas apos a
oclusio (21, 22, 26, 32, 85, 96, 134,136, 149, 165, 166, 167, 168, 169 ). Ramsay e col. (1166) descreveram um caso
tratado com embolectomia, que recuperou a funcdo renal 47 dias apds a oclusdo. Estudos
experimentais em cdes demonstraram que rins expostos a baixas pressdes de perfusdo, que
foram inadequadas para assegurar a fungdo renal, sobreviveram e recuperaram 0

(24.170) 1sto se

funcionamento apos varios dias, quando a pressdo normal foi restabelecida
deve ao fato de que a viabilidade renal pode ser mantida através da ativacdo da circulacéo
colateral, proveniente da arcada extra-renal (vasos periureterais, lombares, adrenais e
gonadais), plexos arteriais capsular e peripélvico e artérias intra-renais (% 20 24 171172, 173)
Muitos fatores determinam a velocidade e o grau de desenvolvimento destas colaterais, como
a localizacdo, o numero e a velocidade de progressdo das lesbes estendticas, o
comprometimento associado da aorta abdominal e a disponibilidade destas colaterais extra-
renais (2% 134 1% Desta forma, a viabilidade renal, em detrimento da funcéo renal, pode ser
mantida através da denominada presséo de subfiltragao (24 1% 171.174),

Morris e col. (*) e outros autores (*"*) demonstraram a influéncia protetora da pressdo
de subfiltracdo na resisténcia do tecido renal & isquemia cronica. Pressdes de perfusdo téo
reduzidas quanto 20 mm Hg fornecem protecdo contra a lesdo parenquimatosa isquémica,
mas tornam-se subo6timas para a producéo de urina.

A introducdo de agentes anti-hipertensivos potentes, particularmente inibidores da

ECA, tornou mais efetivo o tratamento medico da hipertensdo, e também ajudou no

entendimento da hemodinamica glomerular, especialmente em relacdo a definicdo de pressao
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de perfusdo renal critica ( ¥®). Os rins tém a capacidade de manter constantes o fluxo
sangliineo e a filtragdo glomerular, em resposta a amplas variagdes agudas na pressdo de
perfusdo, através de modifica¢fes na resisténcia vascular das arteriolas aferentes e eferentes, o

( 176 ) Este assunto tem sido

que se denomina fendmeno da auto-regulacdo renal
extensivamente estudado (*'" 1 179) Desde que a pressdo hidrostatica capilar glomerular seja
determinada pelo balangco entre o ténus vascular aferente (pré-glomerular) e eferente (pds-
glomerular), a constricdo arteriolar eferente mantém a pressdo de filtracdo efetiva, com
filtracdo glomerular, em momentos nos quais a pressdo de perfusdo encontra-se
substancialmente reduzida ¢ *® . Entretanto, estes parametros encontram-se reduzidos com
pressdes de perfusdo médias inferiores a 70 - 80 mm Hg (pressdo de perfusdo renal critica),
que correspondem a uma estenose = 70 % na artéria renal . Evidéncias em estudos
experimentais indicam que o sistema renina-angiotensina desempenha um importante papel
nesta auto-regulacdo do fluxo sanguineo, sendo a constricao arteriolar eferente dependente de

g (129,181, 182, 183, 184 )  Fote conceito esclarece a

angiotensina Il e outros moduladore
deterioracdo de funcdo renal em pacientes com hipertensdo renovascular em uso de agentes
inibidores da ECA. A perda de funcdo renal neste grupo parece intimamente relacionada a se
exceder os limites inferiores da pressdo de perfusdo critica. Poucos dados estdo disponiveis
com relacdo aos efeitos a longo prazo da reducdo cronica desta pressao de perfusdo sobre os
elementos celulares e estruturais do rim. No entanto, esta claro que, se a pressdo de perfusao
renal permanece abaixo dos limites da auto-regulagdo, os pardmetros funcionais sofrem
deteriorag&o.

A reducdo da filtracdo glomerular, caracterizando a insuficiéncia renal excretora, que

ocorre como resposta a diminuicdo da perfusdo renal, pode na verdade constituir-se em

mecanismo adaptativo dos rins & isquemia cronica ¢ '® 8 ) Qutra resposta consiste na
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redistribuicdo do fluxo intra-renal, a fim de prevenir-se a andxia medular, as expensas de
reducdo no fluxo cortical. Esta alteragdo no fluxo intra-renal também influencia a filtracdo
glomerular, sendo regulada por determinados agentes, como a prostaglandina E , , oxido
nitrico, urodilatina, endotelina, angiotensina I1 e adenosina (1% 187.188)

A adaptacdo renal a isquemia cronica encontra paralelismo no cora¢do. O miocardio
hibernante é definido como uma redugdo persistente da fungdo miocérdica e do ventriculo
esquerdo em repouso, devido a redugdo no fluxo sangiiineo coronariano (*®°). Esta situacéo
pode ser revertida se a relagdo entre a oferta e a demanda de oxigénio forem favoravelmente
alteradas. Deste modo, 0 coragdo recupera suas reservas de energia em face da isquemia
cronica através da limitacdo de sua contratilidade, diminuindo a demanda de oxigénio (%),
De forma similar, os rins também podem diminuir a demanda como forma de protecdo a
isquemia cronica.

O que acontece dentro do rim durante a hipoperfuséo crénica ? A “isquemia” per si
pode ndo ser o agente principal. Os rins apresentam alto fluxo em relacdo ao seu peso,
recebendo cerca de 20 % do débito cardiaco. Normalmente o oxigénio liberado excede em
muito as suas necessidades metabdlicas, devido ao alto fluxo necessério para a manutencéo da
filtracdo glomerular e do balanco de fluidos e eletrolitos. Estima-se que menos de 10 % do

oxigénio liberado é necessario para este propésito (*'")

, pois a diferenca artério-venosa renal
de oxigénio é muito pequena. Neste aspecto os rins sdo Unicos, e diferem de outros 6rgéos,
como 0 coracdo e O cérebro, que utilizam virtualmente todo o oxigénio liberado via
suprimento arterial. Medidas da tenséo de oxigénio nas veias renais de pacientes com doenga
renovascular ndo demonstram evidéncias de desaturacdo, a despeito da secrecdo lateralizante
de renina e rins assimétricos. Da mesma forma os niveis de eritropoetina ndo se encontram

elevados nos rins isquémicos (1°%1%2).
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Estas observacdes argumentam contra a simples liberacdo diminuida de oxigénio como
causa de disfungdo renal. O padrdo de lesdo isquémica encontrado nas analises
histopatoldgicas de tecidos renais é determinado pela variacdo regional na disponibilidade de
oxigénio dentro do rim e da variacdo de resposta a hipoxia em diferentes regides. O efeito da
hipéxia nos tecidos depende basicamente da capacidade metabdlica e da necessidade de
energia. Assim, células metabolicamente mais ativas, como os tubulos proximais, s&o mais
sensiveis, comparadas a células metabolicamente menos ativas, como 0s ductos coletores.
Deste modo, a porcdo externa da medula, junto a juncdo cdrtico-medular, que mesmo em
condi¢Bes normais apresenta menor oxigenacdo, dada a arquitetura vascular renal, € quase
universalmente reportada como o local de maior lesdo isquémica durante a hipoperfuséo renal
(193).

Neste contexto, a isquemia de duracdo indefinida pode representar apenas o evento
detonador das lesdes, pois em muitas formas de doenca renal a deterioracdo progressiva ocorre
mesmo ha auséncia da causa inicial da lesdo. Além da lesdo continuada de pequenos vasos,
mecanismos ndo-hemodinamicos, incluindo fatores genéticos, metabodlicos, lipidicos e da
coagulacdo podem atuar sinergisticamente, potencializando e promovendo a lesdo glomerular
continuada (***). Varias hip6teses est&o disponiveis. Molitoris e col. (** tém afirmado que a
isquemia cronica poderia levar a lesdo tubular proximal, que, por sua vez, levaria a reducdo na
filtracdo glomerular por obstrucdo de néfrons. Alternativamente, alteracbes na tensdo de
oxigénio ou na tensdo arterial na parede vascular produzidas por uma lesdo limitante ao fluxo
poderiam ativar ou lesar diretamente o endotélio glomerular, levando a liberacdo de peptidios
pré-coagulantes, mitogénicos ou quimiotaticos. Potencialmente, a ativagdo local de mondcitos
ou plaquetas aceleraria ainda mais esta cascata de eventos, terminando em fibrose glomerular.

Finalmente, a lesdo induzida pela isquemia das células mesangiais glomerulares ou epiteliais
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poderia levar a sintese aumentada de matriz extracelular, produzindo fibrose renal, como na
glomerulosclerose ¢**). Uma vez que estes eventos estejam em jogo, a filtracdo glomerular
continuaria a decair a despeito da correcdo da isquemia renal.

A discussao de doenca renovascular e isquemia renal passa pelo conceito de estenose
arterial critica ou significativa, que define o “ponto-chave”, a partir do qual ocorrem redugdes
progressivas na pressdo de perfusdo pds-estenotica. Em modelos experimentais, a redugdo do
didmetro luminar transverso da artéria renal em 50 % ou mais (que corresponde a reducdo na
area de secgdo transversa de 70 %) € necessaria para produzir diminuicdo de pressdo e fluxo
hemodinamicamente significativos através da estenose, acompanhados de ativacdo do sistema

0 (1197, 198, 199, 200, 201, 202, 203 ). COﬂtUdO, é muito

renina-angiotensina-aldosterona e hipertensa
menos conhecido o significado hemodindmico de graus similares de estenoses em humanos.
Clinicamente, existe um consenso de que uma estenose que reduza o diametro transverso da
artéria renal em pelo menos 70 % € considerada significativa, e estd associada com reducdes
importantes no fluxo plasmatico renal, na taxa de filtracdo glomerular, no débito urinario e na
excrecdo renal de sodio (204 205 206 207, 208, 209, 210, 211, 212, 213) - 5rays menores de estenose
podem estar presentes sem qualquer efeito hemodindmico evidente. Um outro critério clinico
para se definir uma lesdo vascular significativa consiste na demonstracdo da presenca de um
gradiente pressorico > 40 mm Hg medido através da lesdo (***). Taylor e col. (?*®), utilizando
radioisotopos, demonstraram ser necessaria uma reducdo de pelo menos 58 % no fluxo
sanguineo renal, em relagdo ao normal, para serem observados os primeiros efeitos na funcéo
renal.

A revascularizacgdo renal com o objetivo primério de salvar ou preservar a funcéo renal

€ um conceito relativamente recente, embora na pratica clinica ja esteja estabelecido ha

décadas o potencial das lesGes renovasculares em determinar danos renais irreversiveis (&8 3
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). N&o é raro o encontro de atrofia renal terminal diante de uma artéria cronicamente ocluida
ou de infarto renal em situa¢des agudas, como em casos de oclusdes traumaticas ou embolicas
de artérias previamente normais. No entanto, estas duas situacdes - atrofia terminal e infarto
agudo - diferem completamente da condicdo de perfusdo renal reduzida, mas néo
completamente interrompida que ocorre na isquemia renal crénica progressiva.

Os paradigmas associados com a isquemia renal aguda - onde a disfuncdo renal torna-
se irreversivel apds transcorridos 90-120 minutos devido & auséncia de colaterais - tem

(1120, 138, 216 ) " Os modelos

aplicabilidade limitada no comprometimento renal cronico
experimentais de oclusdo aguda, desenvolvidos no decorrer dos ultimos 20 anos, devido a alta
incidéncia e mortalidade da insuficiéncia renal aguda, permitem observar apenas os achados
de colapso glomerular, necrose tubular e fibrose intersticial com eventual formacdo de
cicatrizes corticais (?" 2% 219) Entretanto, os mecanismos da lesdo isquémica cronica sdo
diferentes daqueles da isquemia aguda ¢*%°.

Em modelos experimentais, os achados patoldgicos da isquemia renal crbnica sdo
vistos na sua forma mais pura nos modelos de Goldblatt de hipertensdo renovascular (19220,
No modelo 2 rins - 1 clipe, uma observacdo particularmente util refere-se aos efeitos da
isquemia no rim clipado e da hipertensdo no rim contralateral. O exame morfologico em tais
modelos mostra uma ampla margem de achados, variando desde rins essencialmente normais,
a rins com infarto grosseiro, dependendo do grau de oclusdo da artéria renal (18" 22 222)

A maioria destes estudos revela que os tubulos sdo a por¢do mais afetada na isquemia
renal cronica, sendo a atrofia tubular o achado mais evidente. O estudo de Cantin e col. (???)
fornece um quadro completo dos efeitos regionais da isquemia crénica e mostra uma

consisténcia de padrdes com graus diferentes de estenoses. A atrofia tubular desenvolve-se

rapida e progressivamente no cortex externo, mas ndo ¢ complicada com necrose significativa.
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Os tubulos localizados mais profundamente no cortex (justa-medular ou cértex interno)
também desenvolvem atrofia, porém com necrose focal de células individuais. A parte reta do
tubulo proximal é o segmento do néfron que demonstra a necrose mais extensa de células
epiteliais. Outro ponto importante deste estudo é a observacdo de que os tubulos apresentam
atividade regenerativa consideravel, uma vez restabelecida a perfuséo renal.

O estudo de Truong e col. ¢?*) indica que as lesdes tubulares podem estar associadas
com inflamac&o mononuclear e fibrose intersticial significativa. O significado deste infiltrado
inflamatério é incerto, podendo constituir-se em um simples mecanismo de limpeza e
cicatrizacdo de tecidos lesados, ou fazer parte do mecanismo de leso renal progressiva. Estes
autores observaram pela primeira vez a ocorréncia de tubulite, e sugeriram uma reacao auto-
imune como mecanismo de dano renal. Truong e col. produziram estenose acima de 90 %
em artérias renais de ratos, e realizaram necropsias aos 28 dias, considerado o pico das
alteracdes. Neste estudo as alteragdes glomerulares foram minimas, com predominio de atrofia
tubular com simplificacdo, espessamento de membrana basal, necrose de células tubulares,
dilatacdes, calcificacdes e presenca de cilindros. Yonezawa e col. ¢ 2 ) observaram
imunoglobulinas e depositos de complemento em areas de glomerulosclerose, suportando
também uma base imunolégica para as lesdes. Shanley (%) revisou os 3 mecanismos
distintos de perda de células epiteliais tubulares na lesdo renal isquémica - necrose,
esfoliamento e apoptose.

As lesdes glomerulares sd80 minimas nos estudos experimentais, com
glomerulosclerose presente apenas diante de estenoses pré-oclusivas ¢ *¥7). Os glomérulos
isquémicos, com subperfuséo, mostram inicialmente enrugamento, diminui¢do de tamanho e
espessamento do tufo capilar, sendo que em areas de isquemia avangada também ocorre

espessamento e duplicacdo da capsula de Bowman, com depdsitos de colageno preenchendo o
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espaco urinario (?**). A hiperplasia e a hipergranularidade do aparelho justaglomerular s&o
freqientemente reportados, e relacionam-se a participagdo da renina na patogénese da
hipertensdo (2%%2%6:227) _ A extensdo da glomerulosclerose fornece apenas estimativas minimas
da perda de néfrons, pois glomérulos aparentemente preservados podem na verdade serem

“atubulares” ¢ 228 229 )

, sem conexdo com os tdbulos proximais, possivelmente como
consequiéncia de fibrose na primeira porcdo destes tubulos. Neste caso podem ocorrer
verdadeiros “cistos” glomerulares.

As lesdes arteriais e arteriolares secundarias a hipertensdo estdo sistematicamente
ausentes no rim isquémico. Deste fato surgiu o conceito de “rim protegido”, pois a presenca da
estenose impediria a transmissdo da pressdo elevada ao rim com a consequiente auséncia de
lesGes na microcirculagdo (%% 2%0),

Eventualmente, a analise de rins humanos nefrectomizados por motivos diversos
mostra achados inespecificos, porém compativeis com isquemia crénica, incluindo colapso
glomerular e duplicacdo de membrana basal, esclerose glomerular, perda de integridade
tubular, ruptura celular, expansdo mesangial com incluséo de uma variedade de materiais,
fibrose intersticial e areas localizadas de infiltrado intersticial inflamatorio ( 2% 2%2) A
hipercelularidade do aparelho justaglomerular é um achado bem estabelecido que se
correlaciona com a liberacdo aumentada de renina ¢ ?**). A maioria destas alteragdes sio
inespecificas. Desde que a doenca aterosclerotica das artérias renais comumente se sobrepde a
hipertensdo de longa data, estes achados freqlientemente estdo misturados com as alteragdes

vasculares sugestivas de nefrosclerose. Ambos os processos podem ser complicados pela

coexisténcia de diabetes mellitus e alteracdes associadas com a idade ou o envelhecimento

234, 235, 236, 237 )
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Em humanos, os rins constituem-se num dos drgdos mais vulneraveis as alteracdes
estruturais e funcionais associadas ao envelhecimento ¢ ** %> 2%) Ocorre uma progressiva
perda de massa renal (atrofia renal) com o avanco da idade ¢%°’. O peso renal gradualmente
diminui de 250 - 270 g no adulto jovem, para cerca de 180 - 200 g na 82 década de vida (%),
A perda de massa renal ocorre principalmente no cortex, com redugdes relativamente
pequenas na medula. Na auséncia de hipertensdo e outras doencas, 0s rins mantém sua
superficie externa lisa. O numero de glomérulos diminui, e 0 mesangio, que corresponde a 8
% do volume glomerular total aos 45 anos, aumenta para quase 12 % aos 70 anos (4% 241),
Paralelamente, ocorrem também alteracGes funcionais, caracterizadas por declinio gradual no
fluxo plasmético renal, na taxa de filtracdo glomerular e na capacidade reabsortiva tubular
239, 242, 243, 244 ).

A atrofia, como conceito patoldgico, pode ser reversivel, e constitui-se em resposta
adaptativa caracterizada pela diminuicdo no tamanho celular, com involucdo funcional e
estrutural das células epiteliais tubulares (%*°). Esta reversibilidade tem sido enfatizada em
varios estudos clinicos e experimentais, que demonstram inclusive aumentos no tamanho renal
uma vez que a perfusdo renal esteja restabelecida (2% % 2%) Nestes casos o retorno da
pressdo de perfusdo para niveis normais seria capaz de estimular uma verdadeira e auténtica
regeneracao do epitélio tubular.

Clinicamente, o critério preditivo mais Gtil para a reversibilidade da atrofia renal é a
evidéncia histologica de glomeérulos viaveis intactos na bidpsia renal (pré ou intraoperatdria),
como reportado inicialmente por Zinman e Libertino (2 2% 247) A atrofia tubular extensa, a
fibrose intersticial e a esclerose arteriolar ndo parecem ter importancia prognostica maior.
Contudo, o achado de hialinizacdo glomerular difusa reflete a lesdo isquémica renal

irreversivel e deveria contra-indicar a tentativa de reconstrugéo vascular ¢ 2.
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Conclui-se que muito pouco é conhecido sobre a fisiopatologia da isquemia renal
cronica, em parte devido ao reconhecimento recente de sua importancia e incidéncia como
etiologia de doenca renal terminal. Muitos pacientes com nefropatia isquémica sdo candidatos
ruins a cirurgia revascularizadora, devido a coexisténcia de lesdes aterosclerdticas, fato que
enfatiza a necessidade do desenvolvimento de tratamentos ndo-cirdrgicos. Portanto, mais
pesquisas sdo necessarias para se esclarecerem os mecanismos fisiopatoldgicos, os mediadores

celulares e os possiveis mecanismos imunoldgicos para estas lesdes.
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3. OBJETIVOS

3 - OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

6 Desenvolver um modelo experimental em ratos para o estudo da isquemia renal
cronica e caracterizar as alteracdes funcionais, morfolégicas e ultra-estruturais

presentes neste modelo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

© Determinar o comportamento da pressdo arterial sistolica, diastélica e média nos
grupos-controle ( C) e isquemia ( 1), no decorrer do experimento.

0 Determinar a variagdo da atividade de renina plasmética nos grupos C e I, durante
os diferentes tempos do experimento.

6 Correlacionar a variacdo de pressdo arterial com a atividade de renina plasmética
entre os subgrupos do grupo I, nos diferentes tempos do experimento.

© Determinar a concentracdo de creatinina plasmatica nos grupos C e I, nos diferentes
tempos do experimento.

0 Identificar as alteracdes no peso e no volume dos rins direito e esquerdo nos grupos
I e C, nos diferentes tempos do experimento.

0 Identificar as alteragdes na espessura do cortex renal dos rins direito e esquerdo
nos grupos | e C, nos diferentes tempos do experimento.

0 Descrever as alteracBes renais histologicas (glomerulares, tubulares, intersticiais
e arteriolares) nos grupos | e C, nos diferentes tempos do experimento.

© Quantificar, através de escores semiquantitativos, as alteracdes renais histolégicas
nos grupos | e C, e correlacionar estes achados com os diferentes tempos do

experimento.
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© Correlacionar os escores histol6gicos semiquantitativos com a atividade plasmatica
de renina e a concentracdo plasmaética de creatinina nos grupos | e C.

6 Determinar o efeito da variagdo do tempo sobre o tecido renal isquémico.

© Descrever as alteragdes ultra-estruturais produzidas pela isquemia cronica nas
células tubulares proximais e nas células mesangiais e endoteliais dos glomérulos, e
correlacionar estes achados com o tempo de evolucdo da isquemia.

0 Identificar a presenga de um possivel pico para a ocorréncia das alteragdes
histoldgicas renais no grupo |I.

© Identificar a ocorréncia de alteracbes histolégicas produzidas pela elevacdo nos

niveis pressoricos no rim contralateral ndo-isquémico (rim direito), no grupo I.
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4. MATERIAL E METODO

4 - MATERIAL E METODO
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4.1 Delineamento do estudo

O estudo foi do tipo experimental, controlado e contemporaneo.

A fim de testar a habilidade da equipe do experimento no manuseio dos animais, na
anestesia, na disseccdo, utilizando-se lupa cirdrgica, e principalmente para averiguar a
efetividade da estenose arterial renal na producdo de isquemia, foi realizado um estudo-piloto
de 8 casos. Neste estudo-piloto, os animais foram analisados como planejado no projeto
inicial, procedendo-se a determinacao da pressdo arterial intra-aortica, a coleta e centrifugagéo
do sangue, a retirada e processamento dos rins, e, 0 mais importante, a analise histoldgica dos
mesmos, para verificar a repercussdo da isquemia no tecido renal. Deste modo, a viabilidade
do experimento foi assegurada, e foram corrigidas eventuais falhas técnicas e operacionais.

Os dados foram coletados apds a elaboracdo de um protocolo (“Protocolo para

Registro e Coleta de Dados”) conforme anexo 1 do apéndice.

4.2 Amostra

No experimento, foram utilizados 168 ratos (Rattus norvegicus, variedade Wistar) do
sexo feminino, virgens, procedentes dos Biotérios Centrais da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS) e da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), criados a partir
de matrizes préprias e destinados a realizacdo de pesquisas experimentais. Os animais foram
escolhidos aleatoriamente, com pesos minimos de 150g, correspondendo a idades entre 60 e
75 dias. No estudo ndo foram utilizados ratos do sexo masculino em virtude da maior

dificuldade na obtencdo dos mesmos.
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Foi considerado como critério de inclusdo dos animais no estudo apenas o exame
clinico com resultado normal, realizado pelo funcionario do biotério responsavel pela criacéo
de ratos. Critérios laboratoriais ndo foram considerados.

A partir do inicio do experimento, os animais foram transferidos para o biotério
setorial (ratario) do Laboratério Experimental do Departamento de Bioquimica da UFSM e
mantidos em gaiolas plasticas cobertas com tela de arame proprias para ratos, de 50 x 40 x 40
cm (P x L xA), comno méximo 6 animais por gaiola, numeradas e identificadas, e forradas
com casca-de-arroz seca. Neste setor, 0s animais recebiam atencdo diaria por funcionario
especializado, com limpeza das gaiolas trés vezes por semana Durante todo o experimento, 0s
animais tiveram livre acesso a 4gua e a dieta ( SupraLab ® - Racao peletizada para animais de
laboratdrio, Supra Industria de Alimentos Ltda.). A temperatura ambiente foi controlada entre
20 e 24 °C, com umidade relativa do ar entre 40 e 70 %, pela utilizacdo de condicionador de ar
da marca Consul ® de 18.000 BTUs, e foi respeitado o ciclo diario dos roedores de 12

horas/dia com luz e 12 horas/noite sem luz.

4.3 Variaveis em estudo

As variaveis estudadas foram:

o Pressdo arterial sistolica, diastolica e média em milimetros de mercirio (mm Hg) -
obtida pelo cateterismo sob lupa cirtrgica (Estereoscopic Microscope MST 131, Warszawa
PZ0O, Hungary) em 6,3 aumentos da aorta abdominal infra-renal com cateter de teflon 24 G
(Abbocath-T-Plus, Abbott Laboratérios do Brasil Ltda.), e determinada através da
utilizacdo de transdutor de pressdo Ohmeda (Ohmeda Medical Devices Division Inc., USA)

acoplado a monitor digital Hewllett-Packard (Hewllett-Packard Inc., USA).
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Atividade plasmatica de renina em nanogramas por mililitro de plasma por hora (ng/ml/h)
- determinada através de radioimunoensaio utilizando-se kit para renina Serono (Renin
Maia Serono - Biodata S.p.A., Italy), com equipamento automatizado Packard (Packard
Instrument Company, USA).

Concentracdo plasmatica de creatinina em miligramas por decilitro de plasma (mg / dl) -
determinada atraves de equipamento Selectra 2 (Merck Inc., USA).

Peso renal em miligramas (mg) - determinado através de balanca digital Sartorius 2662
(Sartorius-Werke GMBH) com carga maxima de 200 g, minima de 10 mg e divisdes de
1 mg.

Peso corporal do rato em gramas (g) - aferido através de balanca eletrénica Filizola
modelo E 1,5/1C, com carga méxima de 1,5 Kg, minima de 25 g e divisdes de 1 g.

Relacdo entre o peso renal e o peso corporal do rato em percentagem ( % ).

Volume renal em milimetros ctbicos ( mm 2

) - determinado através da formula
V = 0,523 x DBP x L x E, onde 0,523: coeficiente de correcdo, dado o formato elipsdide
dos rins com os polos achatados; DBP: diametro bipolar em mm; L: largura em mm; E:
espessura em mm (248249,

Espessura do cortex renal em milimetros (mm) - obtida atraves de régua milimetrada sob
lupa cirargica, com divisdes de 0,1 mm.

Histologia renal - com especimes fixados do cortex renal, corados com Hematoxilina-
Eosina (H-E), &cido periddico-Schiff (PAS) ou tricrbmio de Masson, para analise sob
microscopia optica ¢ ?° ). Esta foi realizada através de analise histopatolégica

semiquantitativa “cega” por professor de patologia do Departamento de Patologia Humana

da Faculdade de Medicina da UFSM, conforme anexo 2 e anexo 3 do apéndice. Todas as
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analises foram realizadas pelo mesmo patologista, que desconhecia a procedéncia do rim,
se direito ou esquerdo e se do grupo-controle ou grupo-isquemia.
As amostras de cértex renal processadas para microscopia eletrénica foram obtidas
aleatoriamente de 1 animal adicional representativo de cada subgrupo, apenas com finalidade
ilustrativa, ndo sendo Util portanto para fins de andlise estatistica, e por este motivo ndo foram

consideradas como variaveis no estudo.

4.4 Etica em cirurgia experimental

A utilizacdo de animais neste experimento foi conduzida sob as condigdes éticas e

cientificas regulamentadas pela lei federal n.° 6.638, de 8 de maio de 1979.

4.5 Logistica

Os animais eram alocados para 2 grupos de 84 animais cada, constituindo um grupo-
controle e um grupo-isquemia, e cada grupo era dividido em 7 subgrupos menores com 12
animais, perfazendo um total de 168 animais (84 + 84 animais).

O experimento era dividido em 7 periodos de tempo sucessivos e iguais, assim
constituidos: tempo O - inicio do experimento; tempo 1 - 7 dias apds o inicio; tempo 2 - 14
dias ap0s; tempo 3 - 21 dias ap0s; tempo 4 - 28 dias apds; tempo 5 - 35 dias apos; tempo 6 -
42 dias ap6s; e tempo 7 - 49 dias apos, final do experimento. Cada animal era submetido a 2
procedimentos cirdrgicos distintos, o primeiro no tempo 0 e o segundo no final de um dos
tempos restantes, dependendo de qual subgrupo o animal pertencia. A cada subgrupo de 12

animais correspondeu um periodo de tempo.
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45.1 Primeiro Procedimento

No tempo 0, marcando o inicio do experimento, os 84 ratos do grupo-isquemia e os 84
ratos do grupo-controle eram submetidos ao primeiro procedimento cirdrgico. Era realizada
anestesia intraperitoneal com tiopental sodico (Thionembutal ®, Abbott Laboratérios do
Brasil Ltda.) na dose de 20 mg/kg de peso. Apds a obtencdo de plano anestésico, verificado
atraves da aceleracdo da frequéncia respiratoria e do relaxamento da musculatura do abdémen
e da mandibula, o animal era posicionado em decubito dorsal em mesa cirdrgica para ratos
com fixagdo em extensdo dos 4 membros e da cabega. Era realizada laparotomia mediana, com
ampla exposicdo da cavidade peritoneal. ApoOs exploracdo das visceras para pesquisa de
eventuais anomalias ou les6es, procedia-se & inspecdo cuidadosa dos rins direito e esquerdo
sobre a transparéncia do retroperitdnio. Na eventualidade de se encontrarem lesGes, o0 animal
era automaticamente descartado e substituido por outro.

A seguir, mediante utilizacdo de lupa cirurgica em 6,3 aumentos, efetuava-se a abertura
do retroperitbéneo e procedia-se a dissec¢do microcirdrgica romba com o objetivo de isolar a
artéria renal esquerda, em uma extensao de 0,5 cm, junto a sua origem na aorta abdominal.
Durante este procedimento, eram observadas as devidas precaucdes para ndo haver a minima
manipulacdo direta do rim esquerdo. A confirmacdo da presenca de um tronco renal Gnico sem
a ocorréncia de artérias acessorias era verificada através do pingcamento delicado e gentil da
artéria em questdo, com observacao direta da coloragcdo do rim. Na presenca de mais de uma
artéria renal, ocasido em que uma parte do rim mantinha a coloracdo nao-isquémica original, o
animal era descartado e substituido por outro.

Nesta etapa, nos animais pertencentes ao grupo-isquemia, era produzida uma estenose
na artéria renal esquerda mediante a colocacao de ligadura Unica atraumética com fio cirdrgico

de polipropilene inabsorvivel nimero 5-0 (Prolene ®, Ethicon-USA), ao redor de estilete
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cilindrico com 0,26 mm de diametro, correspondendo a porcdo metalica de uma agulha 30 G.
Imediatamente apos, o estilete era removido, para permitir tdo somente uma ligadura frouxa da
artéria, com obstrucdo parcial do limen. Este procedimento permitia a reducdo em cerca de
80 % do didmetro inicial da artéria, produzindo-se uma estenose hemodinamicamente
significativa ¢ > %2)_ A seqguir a artéria renal era delicada e repetidamente pingada, com o
objetivo de desfazer o vasospasmo por vezes intenso, decorrente de sua manipulacdo. No final
do procedimento, a fim de assegurar-se de que a ligadura havia produzido apenas estenose, e
ndo oclusdo completa da artéria, a perfusdo renal era certificada através de 3 manobras: 12 -
presenca de “enchimento capilar” na superficie renal, testada através de leve toque com objeto
pontiagudo rombo; 22 - presenca de fluxo na artéria renal distalmente a ligadura, que ndo se
mostrava vazia; e 3% - pesquisa da direcdo do fluxo de sangue na veia renal, devendo ser
proveniente do rim em direcdo a veia cava inferior. Outro critério Util era a presenca de
discreta pulsatilidade na artéria renal além da ligadura, observada somente com a lupa em 20
aumentos, muito reduzida quando comparada a artéria proximal a ligadura.

A colocacédo da estenose na artéria renal esquerda produziu um modelo semelhante ao
do tipo Goldblatt 2 rins-1 clipe ).

Nos animais do grupo-controle, a artéria renal era apenas dissecada e manipulada, ndo
sendo produzida nenhuma estenose.

Antes do fechamento da incisdo abdominal, a cavidade era novamente revisada, com
retirada de eventuais codgulos sangliineos, e procedia-se a administragdo intraperitoneal
(intracavitéria) de antibioticoterapia profilatica (Cloranfenicol - Quemicetina ®, Carlo Erba
SA) na dose de 25 mg diluidos em 1 ml de solucéo fisiologica. A seguir, a cavidade peritoneal
era fechada em dois planos, mediante sutura continua com fio inabsorvivel, sendo o primeiro

plano (peritonio e aponeurose) com fio de seda 4-0 (Seda ®, Ethicon-USA) e o segundo plano
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(pele) com fio de nylon 5-0 (Mononylon ®, Ethicon-USA). Durante o procedimento cirargico,
ndo era realizada a reposicao de fluidos e eletrélitos. Ao término também néo era realizado
nenhum tipo de curativo. Os animais do grupo-isquemia eram adicionalmente identificados
através da realizacdo de entalhe “em V" na orelha esquerda, ainda com o animal anestesiado.
Ap06s o procedimento cirdrgico e ainda sob o efeito anestésico, os animais eram
mantidos aquecidos com ld&mpada incandescente a uma temperatura proxima a 30 °C. Com a
recuperacao da anestesia, verificada pelo retorno dos movimentos e da coordenagdo motora,
0s animais eram devolvidos as suas gaiolas de origem, com livre acesso a racdo e a agua. No
po6s-operatorio ndo era administrado nenhum tipo de medicacdo analgésica. Também néo se
procedia a retirada usual dos pontos da pele, devido a répida cicatrizacdo sem formacéo de

reacdo inflamatéria do rato (%3 %4),

452 Sequndo Procedimento

Transcorridos os primeiros 7 dias do inicio do experimento (tempo 1), 12 animais do
grupo-controle e 12 animais do grupo-isquemia (constituindo o 1° subgrupo-controle e 1°
subgrupo-isquemia) eram novamente anestesiados e submetidos a uma segunda laparotomia
mediana, como descrito anteriormente. A seguir, procedia-se a seguinte sequéncia de eventos:

1. Primeiro era realizada a dissec¢do da aorta abdominal infra-renal e introducdo na
mesma de cateter de teflon 24 G, conectado a transdutor de pressdo, com a finalidade de
determinarem-se as pressdes arteriais diretas sistolica, diastolica e média. O posicionamento
correto e livre de obstaculos da ponta do cateter na aorta era confirmado pela obtencdo de uma
curva de pressdo ampla, registrada no visor do monitor de pressdo. ApOs 0 registro das

pressdes, o cateter era retirado e era efetuada a ligadura da aorta abdominal com fio cirdrgico
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de seda 4-0, evitando-se, com isto, a ocorréncia de hemorragia através do orificio de entrada
do cateter.

2. Na seqliéncia do procedimento, e para a obtengdo do maior volume de sangue
possivel para as determinacfes laboratoriais de renina e creatinina, o0 animal era
sumariamente decapitado, utilizando-se guilhotina propria para esta finalidade. Deste modo,
obtinha-se um volume médio de sangue de 4,0 ml, coletado atraves de funil, diretamente
conectado em bureta de vidro pré-refrigerada (Vacutainer ®, Abbott Laboratorios do Brasil
Ltda.) contendo anticoagulante (acido etilenodiaminotetracético sédico - EDTA-Na, , 2
mg/ml de sangue).

Imediatamente apos a coleta e para a obtencdo do plasma, procedia-se a separacdo do
sangue em centrifuga refrigerada Janetzki K 24 a 4 °C em 3500 rpm (rota¢fes por minuto),
durante 3 minutos. O plasma assim obtido era transferido mediante pipetacdo para outra bureta
pre-refrigerada e imediatamente congelado e armazenado em freezer a 20 °C negativos.
Posteriormente, este material era encaminhado ao Laboratério Central de Bioquimica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA/UFRGS), para as determinagdes da atividade
plasmatica de renina e da concentracdo plasmética de creatinina. Era respeitado o prazo
méaximo de 30 dias para a armazenagem do plasma congelado.

3. Apoés a coleta de sangue, procedia-se a exérese dos rins esquerdo e direito, com
“limpeza” e retirada do excesso de gordura peri-renal. Nesta etapa 0s rins eram
cuidadosamente inspecionados, com anotacdo da aparéncia de sua superficie externa, da
coloracéo e da presenca de lesdes. A seguir era determinado o peso e 0s diametros renais
bipolar, transverso e anteroposterior. Apds a abertura sagital do rim na linha média em 2

metades iguais, era verificada a espessura cortical. A figura 1 demonstra um rim normal
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seccionado sagitalmente, sendo possivel a olho desarmado a nitida identificacdo do cortex, da

transicdo cortico-medular e da medula.

Figura 1. Rim esquerdo seccionado sagitalmente, com aparéncia
macroscopica normal. Observa-se 0 cortex, a transicdo cortico-medular e a
medula renal claramente definidos.

Realizadas as determinagdes morfométricas, os rins eram individualmente colocados
em recipientes de vidro separados e rotulados, contendo solucgdo alcodlica de Bouin para
fixacdo (alcool etilico 80 %, formalina 40 % e acido picrico), e armazenados em refrigerador a
4°C,

Os espécimes assim obtidos permaneciam cerca de 12 horas na solu¢do de Bouin,
sendo entdo transferidos para uma solucdo de alcool etilico a 50 % em &gua, e enviados para
processamento no Servico de Patologia do Departamento de Patologia Humana da Faculdade
de Medicina da UFSM com o objetivo de proceder-se a anélise histologica sob microscopia

Optica.
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A figura 2 ilustra a histologia renal normal, com o intersticio e os tibulos intactos,

corados pelo PASM, ampliados 100 vezes.
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Figura 2. Intersticio e tUbulos renais normais. Rim direito do sugrupo-
isquemia — 21 dias de evolucdo (PASM, 100 aumentos).

A figura 3 demonstra como exemplo um glomérulo intacto, corado também pelo

PASM e ampliado 400 vezes.
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Figura 3. Glomérulo e tabulos renais normais (PASM, 400 aumentos).

4. Para a obtencdo dos espécimes para anélise com microscopia eletrénica, um animal
adicional representativo de cada subgrupo era submetido a uma sequéncia de eventos diferente
da descrita acima. O cateter colocado na aorta abdominal era mantido em posicdo e fixado
com sua extremidade proxima & origem da artéria renal esquerda. A seguir era realizada a
disseccdo e ligadura da aorta supra-renal e da artéria renal direita. A veia renal esquerda era
ligada e aberta parcialmente junto ao hilo renal, para permitir a saida da solucdo de fixag&o.
Era entdo realizada a fixacé@o terminal com perfusédo seletiva do rim esquerdo, primeiramente
com solucédo salina heparinada e gelada durante 3 minutos, seguida pela solucdo de fixacao
tamponada e gelada de paraformaldeido a 2 % + glutaraldeido a 2,5 % durante 4 minutos.
Durante este procedimento, tomava-se o devido cuidado de manter a pressdo de perfusdo em
niveis fisiologicos (120 mm Hg), mediante interposicao no sistema de uma torneira de 3 vias

conectada a um mandmetro de pressao aneréide. Com o término da perfusdo, o rim esquerdo



65

era cuidadosamente retirado, e com a utilizacdo de lamina de aco ultrafina (Gillette ®, Gillette
do Brasil Ltda.), utilizando-se anteparo de placa de cera, eram obtidos 3 blocos cubicos do
cortex renal com 1 mm * cada, evitando-se a0 maximo qualquer tipo de trauma aos mesmos.
Estes blocos eram imediatamente colocados em um recipiente de vidro contendo novamente a
solugdo de perfusdo gelada, e armazenados em refrigerador a 4 °C durante 6 horas. ApGs este
periodo, o material era encaminhado ao Servico de Microscopia Eletronica da UFSM para
processamento.

A figura 4 é ilustrativa de um glomérulo visto ultraestruturalmente, com 4.725

aumentos, de aparéncia normal.

Figura 4. Fotomicrografia eletronica (4.725 aumentos) de glomérulo

renal com aparéncia normal. V: célula epitelial visceral (podécito), AC: alga
capilar, MM: matriz mesangial, E: célula endotelial, EB: espaco de Bowman, M: célula
mesangial.
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Subseqlientemente e ao término de cada tempo (tempos 2, 3, 4, 5, 6 e 7), 12 animais do
grupo-isquemia (subgrupos-isquemia) e 12 animais do grupo-controle (subgrupos-controle)
eram submetidos aos mesmos procedimentos descritos acima.

Todos os procedimentos cirurgicos eram realizados por 2 membros fixos da equipe do
experimento. Os dados assim obtidos eram entdo organizados para permitir a posterior

analise.
4.6 Analise estatistica dos dados

As médias, medianas, desvios-padrdes e variagdes maximas e minimas (estatisticas
descritivas) foram computadas para as variaveis discretas (ex.: pressdo arterial, peso e volume
renais, atividade de renina, etc.). As freqliéncias e freqliéncias relativas foram determinadas
para as variaveis categoricas (ex.: escores das alteragGes histologicas).

A distribuicdo normal das varidveis discretas foi testada pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov.

Os grupos-controle e isquemia foram comparados pelo teste de Mann-Whitney, para as
variaveis com distribuicdo ndo-normal, e pelo teste t de Student para as varidveis com
distribuicdo normal.

Para testar o efeito da variacdo do tempo dentro de cada grupo, foi realizada a analise
de variancia (ANOVA) para as variaveis com distribui¢cdo normal, e o teste de Kruskal-Wallis
para as varidveis com distribuicdo ndo-normal. Nestes casos, a fim de determinar-se a
diferenca do efeito do tempo nos casos onde houve significancia, foi utilizado o teste de
comparagdes multiplas. Em todos os testes, os resultados foram considerados significativos a

um nivel de significancia de 5 % (p< 0,05).
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5. RESULTADQOS

5 -

RESULTADOS
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5.1 PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA, DIASTOLICA E MEDIA

Os valores e o comportamento das pressdes arteriais sistélica, diastolica e média ao

longo dos diferentes tempos do experimento no grupo-controle e no grupo-isquemia estao

ilustrados nas figuras 5, 6 e 7.

Figura 5. Pressdo arterial sistélica nos grupos-controle e isquemia nos diferentes tempos
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' Média do grupo-controle: 102.2 mm Hg (DP: 1.97)

Média do grupo-isquemia: 124.6 mm Hg (DP: 5.67)
* Diferenga significativa entre os subgrupos-controle e isquemia aos 14, 21, 28, 35, 42 e 49 dias (p < 0.05).
“* Diferenga nao-significativa entre os subgrupos dos grupos-controle e isquemia (p > 0.05).

—o— Grupo Controle **
(n=84)

+- Grupo Isquemia **
(n=84)

Figura 7. Pressdo arterial média nos grupos-controle e isquemia nos diferentes tempos
do experimento.
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A pressdo sistélica no grupo-isquemia manteve-se elevada em relagdo ao grupo-
controle em todos os tempos do experimento, a partir da 12 determinagédo no 7° dia (1° tempo),
e esta diferenca foi significativa também no decorrer dos demais tempos do experimento. O
pico mais elevado de pressao sistolica observado ocorreu no subgrupo-isquemia ao 42° dia (6°
tempo) do experimento, com uma média de 149.7 mm Hg registrada para este subgrupo.
Como um todo, o grupo-isquemia apresentou pressao sistélica média de 137.4 mm de Hg,
variacdo minima de 98 mm Hg, méxima de 210 mm Hg e desvio-padrdo de 6.59 mm Hg. O
grupo-controle apresentou pressao sistélica média de 112.4 mm Hg, variacdo minima de 80
mm Hg , maxima de 139 mm Hg e desvio-padrédo de 1.32 mm Hg.

A diferenca de pressdo sistolica observada dentro do grupo-controle e do grupo-
isquemia (portanto nos subgrupos) nédo foi estatisticamente significativa.

A pressdo diastolica no grupo-isquemia também manteve-se elevada em relacdo ao
grupo-controle em todos os tempos do experimento, sendo a diferenca significativa em todos
0s tempos, exceto no 1° tempo (7 dias). O maior pico também correspondeu no 42° dia (6°
tempo). O grupo-isquemia apresentou pressao diastélica média de 118.2 mm Hg, minima de
75 mm Hg, méaxima de 172 mm Hg e desvio-padrdo de 5.37 mm Hg. O grupo-controle
apresentou pressao diastolica média de 97.1 mm Hg, minima de 64 mm Hg, maxima de 120
mm Hg e desvio-padrédo de 2.34 mm Hg.

A diferenca de pressdo diastolica observada entre os subgrupos-controle e isquemia
ndo foi estatisticamente significativa.

A pressdo arterial média observada nos dois grupos seguiu a mesma tendéncia das
pressOes sistolica e diastélica. A diferenga observada entre 0s dois grupos somente nao foi
significativa no 1° tempo (7° dia), sendo porém significativa no decorrer dos demais tempos. O

grupo-isquemia obteve valores médios de 124.6 mm Hg, minimo de 82.67 mm Hg, maximo
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de 184. 67 mm Hg e desvio-padrdo de 5.67 mm Hg. O grupo-controle apresentou média de
102.2 mm Hg, minima de 71.33 mm Hg, méxima de 122.33 mm Hg e desvio-padrdo de 1.97
mm Hg.

Entre os subgrupos-controle e isquemia, a diferenca de pressdo média observada ndo

foi significativa.

5.2 INSPECAO DA SUPERFICIE RENAL
A inspecdo grosseira da superficie externa permitiu observar alguns rins esquerdos
com lesdes focais (cicatrizes), a partir do 35° dia do experimento, que corresponderam a focos
de fibrose secundérios a infarto cortical reparado.

As figuras 8 e 9 ilustram estes achados macroscopicos.

Figura 9. Rins direito e esquerdo de animal do subgrupo-isquemia -
49 dias de evolugdo. Rim esquerdo com extensa area de fibrose na
superficie anterior.

5.3 PESO DOS RINS DIREITO E ESQUERDO
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Os valores registrados para o peso dos rins direito e esquerdo nos grupos-controle e
isquemia est&o ilustrados nas figuras 10, 11 e 12.

O peso do rim direito apresentou uma tendéncia progressivamente crescente ao longo
dos tempos do experimento em ambos 0s grupos, com valores médios mais elevados
registrados no grupo-isquemia aos 49 dias. Em relacdo ao grupo-controle, a diferenca foi
significativa somente no 2° e 5° tempos. O grupo-isquemia apresentou peso médio para o rim
direito de 805.6 mg, minimo de 516 mg, maximo de 1.362 mg e desvio-padrdo de 92.05 mg. O
grupo-controle apresentou peso médio para o rim direito de 763.1 mg, minimo de 504 mg,
méaximo de 1.145 mg e desvio-padréo de 88.51 mg.

A diferenca observada no peso do rim direito, entre os subgrupos do grupo-isquemia,
somente foi significativa quando comparados os pesos do 7° x 35° dia e 7° x 49° dia. Entre 0s
subgrupos do grupo-controle, esta diferenca foi significativa quando comparados os pesos do
7° x 14° dia e 7° x 49° dia.

O peso do rim esquerdo apresentou valores progressivamente decrescentes no grupo-
isquemia ao longo dos tempos, porém com valores crescentes observados junto ao grupo-
controle. Esta diferenca foi significativa entre os grupos aos 7, 21, 28 e 49 dias. O valor médio
mais elevado para o grupo-controle foi registrado no 49° dia (892.1 mg), e valor médio mais
reduzido para o grupo-isquemia foi registrado também no 49° dia (382.2 mg). O grupo-
isquemia apresentou peso medio do rim esquerdo de 557.8 mg, minimo de 107 mg, méximo
de 964 mg e desvio-padrdo de 97.64 mg. No grupo-controle estes valores corresponderam
respectivamente a 766.2 mg, 478 mg, 1211 mg e 86.57 mg.

Entre os subgrupos do grupo-isquemia houve diferenca significativa apenas entre o 42°

x 49°dia, e, no grupo-controle, entre 0 7° x 49° dia.
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PESO DO RIM DIREITO (n=168) *
(peso médio, mg) *
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Dias

' Média do grupo-controle: 763.1 mg (DP: 88.51)
Média do grupo-isquemia: 805.6 mg (DP: 92.05)
* Diferenca significativa entre os subgrupos-controle e isquemia aos 14 e 35 dias (p < 0.05).
** Diferenca significativa entre os subgrupos do grupo-controle de 7x14 e 7x49 dias (p < 0.05).
*** Diferenga significativa entre os subgrupos do grupo-isquemia de 7x35 e 7x49 dias (p < 0.05).

Figura 10. Peso do rim direito nos grupos-controle e isquemia nos diferentes tempos do
experimento.
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PESO DO RIM ESQUERDO (n=168) *
(peso médio, mg) '
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* Média do grupo-controle: 766.2 mg (DP: 86.57)
Média do grupo-isquemia: 557.8 mg (DP: 97.64)
* Diferenga significativa entre os subgrupos-controle e isquemia aos 7, 21, 28 e 49 dias (p < 0.05).
** Diferenga significativa entre os subgrupos do grupo-controle de 7x49 dias (p < 0.05).
= Diferenga significativa entre os subgrupos do grupo-isquemia de 42x49 dias (p < 0.05).

Figura 11. Peso do rim esquerdo nos grupos-controle e isquemia nos diferentes tempos
do experimento.
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Figura 12. Comportamento do peso dos rins direito e esquerdo nos grupos-controle e
isquemia durante o experimento.
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5.4 RELACAO PESO DOSRINS X PESO DO RATO

As figuras 13 e 14 ilustram a relacdo entre o peso dos rins direito e esquerdo e 0 peso

do rato observado ao longo do experimento.
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| ' Meédia do grupo-controle: 0.35 % (DP: 0.019)
| Média do grupo-isquemia: 0.40 % (DP: 0.021)
* Diferenca significativa entre os subgrupos-controle e isquemia aos 14 e 42 dias (p < 0.05).
- Diferenca significativa entre os subgrupos do grupo-controle de 7x42, 35x42 e 42x49 dias (p < 0.05).
} *** Diferenga néo-significativa entre os subgrupos do grupo-isquemia (p > 0.05).

& Grupo Isquemia ***
[

Figura 13. Relagao entre o peso do rim direito e 0 peso do rato nos grupos-controle e
isquemia ao longo do experimento.

Quanto ao rim direito, esta relacdo foi maior no grupo-isquemia em todos os tempos,
porém significativa comparativamente ao grupo-controle apenas aos 14 e 42 dias. A
percentagem média do grupo-isquemia foi de 0.40, com desvio padrdo de 0.021 %, e do
grupo-controle foi de 0.35, com desvio-padréo de 0.019.

Entre os subgrupos do grupo-isquemia ndo houve diferenca significativa.

Em relacdo ao rim esquerdo, observou-se no grupo-controle também uma relacéo

estavel e constante (média: 0.36 %, desvio-padrédo: 0.023 %). No entanto, no grupo-isquemia
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esta relacdo foi progressivamente decrescente, refletindo a reducdo progressiva do peso do rim
esquerdo submetido a isquemia crénica (média: 0.28 %, desvio-padrdo: 0.069 %, minima:
0.05 %, méaxima 0.53 %). Neste grupo a menor relacdo média observada foi registrada no 49°
dia do experimento (0.16 %). Entre os subgrupos-isquemia houve diferenca significativa entre

osdias 7x28,7x35,7x49 e 14 x 49.

RELAGAO PESO DO RIM ESQUERDO versus PESO DO RATO *
(percentagem meédia, %) *
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' Média do grupo-controle: 0.36 % (DP: 0.023)
Média do grupo-isquemia: 0.28 % (DP: 0.069)
* Diferenca significativa entre os subgrupos-controle e isquemia aos 21, 28, 35 e 49 dias (p < 0.05).
- Diferenca significativa entre os subgrupos do grupo-controle de 7x42 e 7x49 dias (p < 0.05).
*** Diferenca significativa entre os subgrupos do grupo-isquemia de 7x28, 7x35, 7x49 e 14x49 dias (p < 0.05).

.Figura. 14. Relagdo entre o peso do rim esquerdo e o peso do rato nos grupos-controle e
isquemia durante o experimento.

55 VOLUME RENAL
O volume renal direito e esquerdo em ambos 0s grupos estudados esta registrado nas
figuras 15 e 16.
No grupo-isquemia, o rim direito apresentou volume progressivamente crescente

(hipertrofia) ao longo do experimento, o que ndo foi observado no grupo-controle. A diferenca
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entre os dois grupos foi significativa aos 14 e 35 dias. No grupo-isquemia, o volume renal
direito médio foi de 648.1 mm®, minimo de 381 mm?, maximo de 1.450 mm?® e desvio-padréo
de 116.77 mm® . No grupo-controle, o volume médio correspondeu a 559.7 mm?®, minimo de

346 mm°®, maximo de 984 mm® e desvio-padréo de 61.56 mm®.

VOLUME DO RIM DIREITO (n=168)
(volume médio, mnT) *

1000
900 F
800 F
o TOT
R
S s0
400
300
m a
100
0
7 14 21 28 35 42 49 DIAS
525.1 498.2 568.1 592.8 495.9 566.7 671.4
552.9 575.6 554 608 702.1 663.9 880.2
‘ Grupo Controle (n=84) :] Grupo Isquemia (n=84)

Figura 15, Volume do nim direito nos grupos-controle e isquemia nos diferentes tempos
do experimento.
' Volume médio + desvio-padrdo do grupo-controle: 559.7 mm’ + 61.56.
Volume médio + desvio-padrdo do grupo-isquemia: 648.1 mm’ + 116.77.
* Diferenca significativa entre os subgrupos-controle e isquemia aos 14 e 35 dias (p <
0.05).
Diferenga nao-significativa entre os subgrupos do grupo-controle (p > 0.05).
Diferenca significativa entre os subgrupos do grupo-isquemia de 21 x 35 e 21 x 49 dias.
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VOLUME DO RIM ESQUERDO (n=168)
(volume meédio, mm~) *
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7 14
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(p < 0.05).

(p < 0.05).

21

:] Grupo Controle (n=84)
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ﬁ Grupo Isquemia (n=84)

Figura 16. Volume do rim esquerdo nos grupos-controle e isquemia nos diferentes

! Volume médio + desvio-padrio do grupo-controle: 593.9 mm® + 64.72.
Volume médio + desvio-padrdo do grupo-isquemia: 404.7 mm’ + 72.54.
? Diferenga significativa entre os subgrupos-controle e isquemia aos 14, 21, 28 e 49 dias

Diferenca ndo-significativa entre os subgrupos do grupo-controle (p > 0.05).
Diferenca significativa entre os subgrupos do grupo-isquemia de 42 x 49 dias

As figuras 17, 18 e 19 ilustram o aspecto macroscépico de aumento do volume

(hipertrofia) do rim direito em animais do subgrupo-isquemia com 14, 28 e 42 dias de

evolucdo, respectivamente.
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Figura 17. Rins direito e esquerdo de animal do subgrupo-isquemia -
14 dias de evolugdo. Observa-se o rim esquerdo com dimensoes
claramente reduzidas e o rim direito com hipertrofia.

Figura 18. Rins direito e esquerdo de animal do subgrupo-isquemia - 28
dias de evolugdo. Rim esquerdo com dimensdes aceniuadamente
reduzidas. Rim direito com hipertrofia.
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Figura 19. Hipertrofia acentuada do rim direito, com rim esquerdo
apresentando dimensdes muito reduzidas. Animal do subgrupo-isquemia - 42
dias de evolugdo.

Houve diferenca significativa entre os subgrupos-isquemia aos 21 x 35 e 21 x 49 dias

do experimento.

O rim esquerdo apresentou a mesma tendéncia progressivamente decrescente no
volume (atrofia) observada em relacdo ao peso renal. Houve diferenga significativa entre os
dois grupos aos 14, 21, 28 e 49 dias. No grupo-isquemia, o volume renal esquerdo médio foi
de 404.7 mm®, minimo de 94 mm®, méximo de 678 mm® e desvio-padrdo de 72.5 mm®. No
grupo-controle, estes valores corresponderam respectivamente a 593.9 mm?®, 307 mm?®, 941

mm?® e 64.7 mm°.

As figuras 20 e 21 ilustram a reducdo de volume observada no rim esquerdo, ao longo

do experimento.
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Entre os subgrupos-isquemia houve diferenga significativa aos 42 x 49 dias, e entre 0s

subgrupos-controle nao foi registrada diferenca significativa em qualquer dos tempos.

Figura 20. Rins direito e esquerdo de animal do subgrupo-isquemia —"F- dias
de evolugio. Observa-se o rim esquerdo com coloragdo levemente palida e
com dimensdes algo reduzidas. Rim direito de aparéncia normal.

Figura 21. Rins direito e esquerdo de anjmq.l do subgrupo-isquemia -
49 dias de evolugdo. Rim esquerdo com dimensoes acentuadamente
reduzidas. ndo sendo possivel a identificagdo do cortex.
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56 ESPESSURA CORTICAL
As figuras 22 e 23 demonstram os valores referentes a espessura cortical dos rins

direito e esquerdo observados no decorrer do experimento.

ESPESSURA CORTICAL DO RIM DIREITO (n=168) *
(espessura média, mm) * |
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* Média do grupo-controle: 2.21 mm (DP: 0.16) |
Média do grupo-isquemia: 2.47 mm (DP: 0.27) |
* Diferenca significativa entre os subgrupos-controle e isquemia aos 28, 35 e 49 dias (p < 0.05).
** Diferenga nao-significativa entre os subgrupos do grupo-controle (p > 0.05).
*** Diferenca altamente significativa entre os subgrupos do grupo-isquemia de 7x35, 7x49,
14x35, 1449, 21x35 e 21x49 dias (p = 0.0001).

Figura 22. Espessura cortical do rim direito nos grupos-controle e isquemia nos
diferentes tempos do experimento.

A espessura cortical do rim direito apresentou crescimento progressivo ao longo do
tempo nos dois grupos, com diferenca significativa entre ambos aos 28, 35 e 49 dias. O grupo-
isquemia apresentou valores médios de espessura cortical para o rim direito de 2.47 mm,
minimo de 1.5 mm, mé&ximo de 3.7 mm e desvio-padrdo de 0.27 mm. O grupo-controle
apresentou valores de 2.21 mm para o volume médio, minimo de 1.6 mm, méaximo de 3.2 mm

e desvio-padrdo de 0.16 mm.
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Houve diferenca altamente significativa (p = 0.0001) entre os subgrupos-isquemia aos
7 x 35,7 x49, 14 x 35, 14 x 49, 21 x 35 e 21 x 49 dias. Entre os subgrupos-controle ndo foi

observada diferenca significativa.

ESPESSURA CORTICAL DO RIM ESQUERDO (n=168) *
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Média do grupo-controle: 2.26 mm (DP: 0.17) |
Média do grupo-isquemia: 1.81 mm (DP: 0.18) !
* Diferenga significativa entre os subgrupos-controle e isquemia aos 7, 14, 42 e 49 dias (p < 0.05).

** Diferenga significativa entre os subgrupos do grupo-controle de 14x42 dias (p < 0.05). |
*** Diferenca néo-significativa entre os subgrupos do grupo-isquemia (p > 0.05). !

Figura 23, Espessura cortical do rim esquerdo nos grupos-controle e isquemia nos
diferentes tempos do experimento.

A espessura cortical do rim esquerdo apresentou valores progressivamente
decrescentes no decorrer do experimento, de maneira semelhante ao observado em relagdo ao
peso e ao volume renal esquerdo. Houve diferenca significativa entre os dois grupos aos 7, 14,
42 e 49 dias. O grupo-isquemia apresentou valores médios de espessura cortical para o rim
esquerdo de 1.81 mm, minimo de 0.7 mm, maximo de 2.8 mm e desvio-padrdo de 0.18 mm.
No grupo-
controle, estes valores corresponderam respectivamente a 2.26 mm, 1.6 mm, 3.4 mm e 0.17

mm.
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As figuras 24, 25 e 26 ilustram a reducdo progressiva na espessura cortical do rim
esquerdo, observada ja a partir do 1° tempo (7° dia) do experimento.
Somente foi observada diferenca significativa entre os subgrupos-controle aos 14 x 42

dias. Nos subgrupos-isquemia ndo houve diferenca significativa.

Figura 26. Mesmos rins da figura 5. Observa-se a espessura cortical
acentuadamente reduzida, com varios pontos esbranquigados,
correspondendo a focos de fibrose cortical.

E o

Figura 25. Mesmo rim das figuras 2 e 3. Nitida indefini¢do
cortico-medular.
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5.7 ATIVIDADE DE RENINA PLASMATICA

Os valores observados para a atividade de renina plasmética ao longo do experimento
nos grupos-controle e isquemia estdo ilustrados na figura 27.

Contrariando o que era esperado, 0 grupo-isquemia apresentou valores médios para a
atividade de renina inferiores aos do grupo-controle. Os valores mais elevados para a atividade
de renina foram observados no subgrupo-controle aos 14 dias (11.48 ng/ml/h), e os mais
reduzidos no subgrupo-isquemia aos 7 e 42 dias (4.66 ng/ml/h e 4.75 ng/ml/h,
respectivamente). O grupo-isquemia apresentou valores médios para a atividade de renina
plasmética de 5.65 ng/ml/h, minimo de 1.28 ng/ml/h, maximo de 26.80 ng/ml/h e desvio-
padrdo de 0.81 ng/ml/h. O grupo-controle apresentou valores médios de 8.28 ng/ml/h, minimo
de 2.18 ng/ml/h, maximo de 19.59 ng/ml/h e desvio-padrédo de 2.03 ng/ml/h.

A diferenca observada entre o grupo-controle e grupo-isquemia foi significativa aos
14, 28 e 42 dias.

Nos subgrupos-isquemia, ndo foi registrada diferenca significativa, porém nos

subgrupos-controle esta ocorreu aos 7 x 14 e 14 x 49 dias do experimento.
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ATIVIDADE DE RENINA PLASMATICA *
! (atividade média, ng/mli/h) *

12 11.48

1

10

Atividade

—— Grupo controle **
(n=84)

4 ~e- Grupo lsquemia
7 14 21 28 35 42 49 (n=84)

Dias

," \4‘75‘ .
e

e

' Media do grupo-controle: 8.28 ng/mi/h (DP: 2.03)

Média do grupo-isquemia: 5.65 ng/ml/h (DP: 0.81)
* Diferenga significativa entre os subgrupos-controle e isquemia aos 14, 28 e 42 dias (p < 0.05).
* Diferenca significativa entre os subgrupos do grupo-controle de 7x14e 14x49 dias (p < 0.05).
= Diferenga ndo-significativa entre os subgrupos do grupo-isquemia (p > 0.05).

Figura 27. Atividade de renina plasmatica nos grupos-controle e isquemia nos diferentes
tempos do experimento.

5.8 CONCENTRAGCAO DE CREATININA PLASMATICA

A figura 28 ilustra os valores observados em relagdo a concentragdo de creatinina
plasmatica nos dois grupos do experimento.

O grupo-isquemia apresentou concentracao de creatinina média de 0.34 mg %, minimo
de 0.2 mg %, méximo de 0.6 mg % e desvio-padrdo de 0.027 mg %. O grupo-controle
apresentou média de 0.33 mg %, minimo de 0.3 mg %, maximo de 0.4 mg % e desvio-padrao
de 0.019 mg %. Entre estes dois subgrupos a diferenca observada foi significativa aos 7, 21 e

35 dias.
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Entre os subgrupos-isquemia ndo foi registrada diferenca significativa em qualquer dos
tempos do experimento. Porém, nos subgrupos-controle, houve diferenga significativa aos 7 x

28 e 28 x 35 dias.

CONCENTRAGAO DE CREATININA PLASMATICA (n=168) *
(concentragao média, mg %) ' |
04

0.38

R 03 . .
O
] :
T [} .
[ Y/ P
£ o / \ e
6 : / l
032 I °ﬂ: \ :
0317 0.3 o.;{ \’/ —0— Grupo Controle **
(n=84) |
0 ~#- Grupo Isquemia *** |
7 w2 b B e a (n=84) ‘
Dias |

' Meédia do grupo-controle: 0.33 mg % (DP: 0.019)
\ Meédia do grupo-isquemia: 0.34 mg % (DP: 0.027)
. D‘(!erenga estatisticamente significativa entre os subgrupos-controle e isquemia aos 7, 21 e 35 dias (p < 0.05).
" Dr_ferenga estatislicamente significativa entre os subgrupos do grupo-controle de 7 x 28 e 28 x 35 dias (p < 0.05)
™ Diferenga nao-significativa entre os subgrupos do grupo-isquemia (p > 0.05). o

F‘igura 28. Concentragdo de creatinina plasmatica nos grupos-controle e isquemia nos
diferentes tempos do experimento.

5.9 ANALISE HISTOLOGICA
5.9.1 Microscopia Optica
As alteracGes histoldgicas semiquantitativas glomerulares, tubulares proximais,
intersticiais e arteriolares observadas no grupo-controle e no grupo-isquemia durante o

experimento estdo registradas nas tabelas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8.
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As alteracdes histologicas semiquantitativas no grupo-controle e no grupo-isquemia
em cada um dos tempos individuais do experimento estdo registradas nas tabelas 9, 10, 11,

12, 13, 14 e 15.

59.1.1 ALTERACOES GLOMERULARES

O grupo-controle ndo apresentou alteragbes histolégicas glomerulares em nenhum
tempo do experimento, tanto no rim direito quanto no rim esquerdo.

No grupo-isquemia, foram registradas lesdes glomerulares diferentes no rim direito e
no rim esquerdo. O rim direito apresentou como achado Unico somente a hipertrofia
glomerular, que ocorreu em 23 (27.4 %) dos 84 rins examinados. Esta hipertrofia foi
observada a partir do 14° dia, com um ndmero maior de registros no 49° dia. Houve diferenca
significativa apenas entre o 7° e 0 49° dia. No rim esquerdo, a hipertrofia glomerular nédo foi
observada.

A lesdo histolégica mais comum no rim esquerdo foi o colapso glomerular, registrado em 20
(23.8 %) das 84 andlises. Este foi parcial em 45 % (9 de 20) e total em 55 % (11 de 20) dos
registros. Observou-se colapso glomerular a partir do 7° dia, com diferenca nao-significativa
entre os subgrupos. A glomerulosclerose foi observada em apenas 2 rins: 1 rim de 14 dias
(moderadamente intensa, envolvendo 75 - 100 % do glomérulo, difusa no cortex) e 1 rim de
49 dias (intensa, envolvendo 75 - 100 % do glomérulo, difusa no cortex). Esta diferenca ndo

foi significativa.
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A figura 29 ilustra um exemplo de hipertrofia glomerular de espécime obtido de rim

direito do subgrupo-isquemia, com 35 dias de evolucéo.

Figura 29. Hipertrofia glomerular. Rim direito do subgrupo-isquemia - 35 dias de
evolu¢do (H-E, 200 aumentos).

A figura 30 é um exemplo de colapso glomerular total, em espécime obtido de rim

esquerdo do subgrupo-isquemia, com 21 dias de evolucao.

Figura 30. Colapso glomerular. Rim esquerdo do subgrupo-isquemia - 21 dias
de evolugio (PASM, 400 aumentos).
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59.1.2 ALTERACOES TUBULARES PROXIMAIS

O grupo-controle ndo apresentou alteracdes histoldgicas nos tibulos proximais em
nenhum tempo do experimento, tanto no rim direito quanto no rim esquerdo.

No grupo-isquemia, foi observada a ocorréncia de atrofia tubular em 75 (89.2 %) das
84 analises no rim esquerdo, e em 2 (2.3 %) das 84 andlises no rim direito. Esta diferenca
entre os dois rins foi altamente significativa aos 7 dias (p = 0.0009), 14 (p = 0.00001), 21 dias
(p = 0.0001), 28 dias (p = 0.00001), 35 dias (p = 0.00001), 42 dias (p = 0.00001) e 49 dias
(p = 0.00001).

A atrofia tubular no rim esquerdo foi classificada como leve em 32 % (24 de 75),
moderada em 48 % (36 de 75) e intensa em 20 % (15 de 75) dos registros. Em 90 % (68 de 75)
dos registros a distribuicdo da atrofia foi difusa pelo cértex, em 6.6 % (5 de 75) foi focal
superficial e em apenas 2.6 % (2 de 75) a atrofia foi focal justamedular. Ndo houve diferenca
estatisticamente significativa quanto a distribuicdo da atrofia tubular no rim esquerdo entre os
subgrupos-isquemia. No entanto, em relacdo ao rim direito, a diferenca na distribuicdo da
atrofia tubular foi altamente significativa aos 7 dias (p = 0.0009), 14 dias (p = 0.00001), 21
dias (p = 0.0001), 28 dias (p = 0.00001), 35 dias (p = 0.00001), 42 dias (p = 0.00001) e 49
dias (p = 0.00001).

A figura 31 ilustra um exemplo de atrofia tubular leve de localizacdo focal superficial.

As figuras 32 e 33 ilustram exemplos de atrofia tubular intensa.
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Figura 31. Atrofia leve focal superficial (a0 centro, abaixo). Rim esquerdo do
subgrupo-isquemia - 21 dias de evolugao (H-E, 100 aumentos).

Figura 32. Atrofia tubular e infiltrado intersticial intensos. Rim esquerdo do
subgrupo-isquemia - 21 dias de evolugdo (H-E, 40 aumentos),
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Figura 33. fdem a figura 32 (H-E, 100 aumentos).

5.9.1.3 ALTERACOES INTERSTICIAIS

O grupo-controle ndo apresentou alteracdes histoldgicas intersticiais em nenhum
tempo do experimento, tanto no rim direito quanto no rim esquerdo.

No grupo-isquemia, foi observada a ocorréncia de infiltrado intersticial em 83 (98.8
%) das 84 andlises no rim esquerdo, e em 10 (11.9 %) das 84 andlises no rim direito. Esta
diferenca entre os dois rins foi significativa aos 7, 14, 21, 28, 35, 42 e 49 dias (p=0.00001).

O infiltrado no rim direito foi considerado leve em 90 % (9 de 10) e moderado em 10
% (1 de 10) das observacdes. Em 33.3 % (2 de 6) dos registros a distribuicdo do infiltrado no
rim direito foi difuso pelo cortex, em 33.3 % (2 de 6) foi focal superficial e em 33.3 % (2 de 6)
o infiltrado foi focal justamedular. Esta diferenca entre os subgrupos-isquemia na distribuicéo

do infiltrado no rim direito ndo foi significativa.
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O infiltrado no rim esquerdo foi classificado como leve em 40.9 % (34 de 83),
moderado em 39.7 % (33 de 83), moderadamente intenso em 12.1 % (10 de 83) e intenso em
7.2 % (6 de 83) dos registros. Em 89.1 % (74 de 83) das observacGes a distribuicdo do
infiltrado no rim esquerdo foi difuso pelo cortex, em 6.1 % (5 de 83) foi focal superficial e em
4.8 % (4 de 83) o infiltrado foi focal justa-medular. Esta diferenca entre os subgrupos-
isquemia na distribuigdo do infiltrado no rim esquerdo ndo foi significativa. Porém, em relacdo
ao rim direito, a diferenca na distribui¢do do infiltrado intersticial foi altamente significativa
em todos os tempos do experimento (p = 0.00001).

A figura 34 constitui-se em exemplo da transicdo entre parénquima renal normal e

parénquima renal com atrofia tubular e infiltrado intersticial.

Figura 34. Transi¢do entre parénquima renal normal (esquerda) e parénquima com
atrofia tubular/infiltrado intersticial (direita). Rim esquerdo do subgrupo-isquemia -
7 dias de evolugdo (H-E, 40 aumentos).
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A figura 35 registra a presenca de atrofia tubular e infiltrado intersticial focais

superficiais (subcapsulares).

Figura 35. Atrofia tubular e infiltrado intersticial focais subcapsulares. Rim
esquerdo do subgrupo-isquemia - 49 dias de evolugdo (H-E, 40 aumentos).

A figura 36 é um exemplo de infiltrado intersticial leve, e a figura 37 de infiltrado

intersticial/atrofia tubular moderados, com glomérulos normais.
A figura 38 é um exemplo também de atrofia/infiltrado moderados, porém com
colapso glomerular.

As figuras 39 e 40 registram exemplos de infiltrados intersticiais intensos.
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Figura 36. Infiltrado intersticial leve. Rim esquerdo do subgrupo-isquemia - 35
dias de evolugido (H-E, 400 aumentos).

Figura 37. Atrofia tubular ¢ infiltrado intersticial moderados. Glomérulos normais.
Rim esquerdo do subgrupo-isquemia, 42 dias de evolugao (H-E, 100 aumentos).
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Figura 38. Atrofia tubular e infiltrado intersticial moderados. Glomérulos
colapsados. Rim esquerdo do subgrupo-isquemia - 28 dias de evolugdo (PASM,
200 aumentos).

Figura -39. Atrofia tubular ¢ infiltrado intersticial intenso. Rim esquerdo do
subgrupo-isquemia - 21 dias de evolugdo (PASM, 100 aumentos).
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Figura 40. Atrofia tubular moderada e infiltrado intersticial intenso. Rim esquerdo
do subgrupo-isquemia - 28 dias de evolugdo (PASM, 100 aumentos).

5.9.1.4 ALTERACOES ARTERIOLARES

As alteragdes histoldgicas semiquantitativas arteriolares ndo foram observadas nos rins
direito e esquerdo do grupo-controle em nenhum tempo do experimento.

No grupo-isquemia foi feito apenas 1 registro de arteriolosclerose de grau moderado
em espécime do rim esquerdo de animal no 14° dia (2° tempo). Este registro ndo foi
significativo.

A arteriolosclerose ndo foi observada em nenhuma das 84 andlises do rim direito do
grupo-isquemia.

A figura 41 demonstra a presenga de arteriolosclerose em espécime de rim esquerdo

do subgrupo-isquemia, com 14 dias de evolucéo.
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Figura 41. Arteriolosclerose. Rim esquerdo do subgrupo-isquemia - 14 dias de
evolugio (H-E, 400 aumentos).
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Tabela 7. Resultado da avaliacdo histologica semi-quantitativa para as
alteragoes arteriolares no grupo-controle (n=84).

Rim Direito Rim Esquerdo
Dias'
Arteriolosclerose Arteriolosclerose
i 0 0
14 0 0
2 0 0
28 0 0
35 0 0
42 0 0
49 0 0
Total” 0 (84) 0 (84)

Arteriolosclerose - 0: ausente.

! Cada periodo de 7 dias corresponde a um subgrupo de 12 animais.

? Os valores entre parénteses referem-se a freqiiéncia das observagdes, para
um total geral de 84 animais.

Tabela 8. Resultado da avaliagdo histologica semi-quantitativa para as
alteracgdes arteriolares no grupo-isquemia (n=84).

Rim Direito Rim Esquerdo’
Dias”
Arteriolosclerose Arteriolosclerose*

7 0 0

14 0 0an2

21 0 0

28 0 0

35 0 0

42 0 0

49 0 0

Total® 0 (84) 0(3) 2 (1)

Arterioloscierose - 0: ausente, 2: moderada.

! Os valores entre parénteses referem-se a freqiiéncia das observagoes, para um
total de 12 amimais.

2 Cadapaiodode?diascmrespondcaumsubgmpode 12 animais.

* Os valores entre parénteses referem-se a frequéncia das observagdes, para um
total geral de 84 animais.

* Diferenca nio-significativa entre os subgrupos (p>0.05)
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5.9.2 Microscopia eletronica
A andlise histoldgica ultra-estrutural através de microscopia eletrénica demonstrou a
presenca de varias lesbes nas células dos tubulos proximais, compativeis com a isquemia
renal prolongada. N&o foram observadas lesbes glomerulares, apesar da presenca de lesdes
tubulares intensas, demonstrando que os glomérulos encontram-se preservados e com sua

arquitetura intacta durante a lesdo isquémica cronica (tabela 16).

Tabela 16. Resultado da avaliacdo renal ultra-estrutural nos tubulos proximais.

Células tubulares com aparéncia indiferenciada
Invaginagtes baso-laterais simplificadas
Organelas intracelulares indiferenciadas e reduzidas em nimero
Perda da polaridade celular
Reducdo na altura celular

Diminuicdo em numero/altura das microvilosidades

Atrofia completa das microvilosidades

Duplicagao/tortuosidade da membrana basal

Presenca de autofagolisossomas

Debris celulares na membrana basal

Vacuolizagdo das células tubulares

Os achados da microscopia eletrénica podem ser vistos nas figuras 42, 43, 44, 45,
46, 47, 48, 49 e 50.
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Figura 42. Fotomicrografia eletronica (6.000 aumentos) de glomérulo do
rim esquerdo do subgrupo-isquemia - 7 dias de evolugao, demonstrando a
arquitetura glomerular preservada. Auséncia de lesdes ultraestruturais.
AC: alga capilar, M: célula mesangial, V: célula epitelial visceral, CB: capsula de
Bowman, EB: cspago de Bowman, Pd: pedicclos, *MB: membrana basal capilar

glomerular.
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Figura 43. Fotomicrografia eletronica (12.000 aumentos) de célula
tubular proximal do rim esquerdo do subgrupo-isquemia - 7 dias de
evolugdo, demonstrando perda de polaridade celular com distorgdo e
redu¢io na quantidade de organelas intracelulares, associadas a
diminui¢do moderada em numero e altura das microvilosidades (bordo-
em-escova). Observa-se a membrana celular com invaginagdes baso-
laterais preservadas. LT: lamen tubular, MV: microvilosidades, MB: membrana
basal, MBL: membrana baso- lateral.
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Figura 44. Fotomicrografia eletronica (3.750 aumentos) de tabulos renais
do rim esquerdo do subgrupo-isquemia - 21 dias de evolugdo,
demonstrando os achados tipicos da isquemia cronica no tibulo proximal
(abaixo). Tubulo distal (acima) com aparéncia normal. MV:
microvilosidades, LT: lamen tubular.
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Figura 45. Fotomicrografia eletronica (4.725 aumentos) de tubulo
proximal do rim esquerdo do subgrupo-isquemia - 28 dias de evolugdo,
demonstrando células epiteliais tubulares com aparéncia indiferenciada
associada a perda de polaridade celular. As mitocondrias e demais
organelas intracelulares encontram-se em numero reduzido. Observa-se
também simplicagio das membranas baso-laterais, juntamente com
diminui¢do da altura celular. As microvilosidades do bordo-em-escova

encontram-se marcadamente reduzidas. LT: limen tubular, MV:
microvilosidades. MB: membrana basal, MBL: membrana baso-lateral.
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Figura 46. Fotomicrografia eletronica (9.450 aumentos) de tubulo
proximal do rim esquerdo do subgrupo-isquemia - 28 dias de evolugdo. A
membrana basal encontra-se duplicada e acentuadamente tortuosa , com a
presenca de substincia moderadamente elétron-densa entre as duas
camadas. CET: célula epitelial tubular, AU: autofagolisossomas, MB: membrana
basal, LT: limen tubular. SD: substincia elétron-densa.
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Figura 47. Fotomicrografia eletronica (15.000 aumentos) de célula
epitelial tubular proximal do rim esquerdo do subgrupo-isquemia - 28 dias
de evolugdo, onde observa-se a presenca de debris celulares no interior da
membrana basal duplicada, indicando possiveis ciclos repetidos de
necrose/reparagdo celular. DC: debris celulares, MB: membrana basal duplicada.
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Figura 48. Fotomicrografia eletronica (15.000 aumentos) de tabulo
proximal do rim esquerdo do subgrupo-isquemia - 28 dias de evolugio,
demonstrando a presenga de corpusculos de autofagolisossomas de restos
de células tubulares necroticas condensadas, refletindo o fendmeno da
apoptose. Observa-se também a perda total da diferenciacdo celular com
atrofia completa do bordo-em-escova, associada a presenca de membrana
basal alongada e tortuosa. Membranas baso-laterais simplificadas. LT:

lumen tubular, AU: autofagolisossomas, MB: membrana basal, MBL: membrana
baso-lateral.
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Figura 49. Fotomicrografia eletronica (7.500 aumentos) de glomérulo do
rim esquerdo do subgrupo-isquemia - 49 dias de evolugdo.
Ultraestruturalmente o glomérulo encontra-se integro, com a arquitetura
glomerular totalmente preservada. AC: alga capilar, MM: matriz mesangial,
EB: espago de Bowman, C VISC: célula epitelial visceral.
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6. DISCUSSAO

6 - DISCUSSAO
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A doenca renal cronica de qualquer etiologia (hipertensiva, diabética, isquémica, etc...)
consiste em uma condicdo progressiva, composta de 4 fases clinicas sucessivas: (1) perda de
reserva funcional renal; (2) insuficiéncia renal; (3) faléncia renal crénica e (4) uremia, com
inicio da terapia de reposicdo para doenca renal terminal ®*®. Durante as 2 primeiras fases, 0
paciente € assintomatico, sendo a doenca renal clinicamente inaparente. A progressdo para o
terceiro estagio, faléncia renal cronica, cursando com a disfuncdo de multiplos Orgaos e
sistemas, estd associada a uma marcada reducdo na funcdo renal, porém ainda com sintomas
leves e inaparentes. Os pacientes podem, conduto, exibirem alteragcBes nos niveis séricos de
uréia, creatinina, célcio e fosforo, com ou sem anemia normocromica. O estagio final da
doenca renal cronica, a uremia, esta caracterizado pela sintomatologia franca de doenca renal.
Nesta fase o tratamento envolve tdo somente o inicio de diélise ou o transplante renal ®". A
taxa de filtracdo glomerular nesta situac&o costuma ser inferior a 25 ml/min 9,

Embora com uma prevaléncia relativamente baixa comparada com outras condigdes
crénicas - cerca de 200.000 pacientes nos EUA sofrem de DRT, a doenca renal crbnica
representa, em termos de morbidade, mortalidade e custos econémicos, uma das condigdes
crénicas mais severas, considerada a 122 causa de morte nos EUA ®9. Em 1991, os gastos
econdémicos com os cuidados diretos de saude destes pacientes totalizaram cifras de 6 bilhGes
de ddlares americanos, sendo que os gastos relacionados com dialise corresponderam a 33 %
deste valor (US $ 37 000/ano para cada paciente em dialise) @".

A importancia da nefropatia isquémica consiste no fato de que ela representa uma
causa potencialmente curdvel de DRT. Entretanto, dentro do armamentario da terapéutica
médica moderna, a revasculariza¢do renal com o objetivo primario de salvar ou preservar a

funcéo renal constitui-se em um conceito relativamente recente.
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A evolucdo do conhecimento meédico envolvendo a doenga renovascular e suas
consequiéncias - hipertensdo renovascular e nefropatia isquémica, iniciou a partir das
tentativas de demonstracdo da associacdo entre doenca renal e pressdo arterial elevada. Nas
primeiras décadas deste século, o fator limitante nesta questdo residiu na falta de evidéncias
de que a hipertensdo poderia ser produzida de modo consistente e duradouro pela inducéo
experimental de doenca renal. Goldblatt ®, em 1934, estabeleceu seus trabalhos pioneiros
baseado na hipotese incorreta de que as lesdes arteriolares observadas na hipertenséo essencial
eram a causa primaria da elevacdo de pressdo arterial, e ndo a sua conseqiiéncia. Entretanto, a
producdo de isquemia renal, através da colocacdo de clipes nas artérias renais em caes,
proporcionou uma maneira completamente reprodutivel de induzir hipertensdo. Os estudos
experimentais, desta forma, proporcionaram as bases para 0 entendimento e o
desenvolvimento de um importante conceito clinico.

O conhecimento médico em relacdo a nefropatia isquémica envolveu acontecimentos
muito mais recentes. Esses iniciaram em 1988, com Jacobson @, e passaram primeiro pela
defini¢do de nefropatia isquémica. Descrevendo uma circunstancia clinica e ndo uma entidade
patoldgica especifica ™, a nefropatia isquémica somente passou a ser entendida a partir da
reunido de certo grupo de situacdes clinicas, aparentemente pouco explicaveis, que tinham em
comum a presenca de isquemia renal global. A questdo principal, desde entdo, se tornou a
identificagdo daqueles pacientes com lesGes anatbmicas de artérias renais passiveis de
revascularizacéo.

O desenvolvimento de experimentos animais reveste-se de importancia potencial, pois
nestes modelos, controlando-se um certo numero de variaveis, pode-se determinar indicios em

relacdo aos efeitos diretos da isquemia sobre o tecido renal.
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Embora a producdo de estenose experimental em artérias renais tem sido realizada em
varias espécies animais, estudos morfologicos das lesdes estruturais resultantes ndo tém sido
relatados. Este fato certamente contribui para a falta de entendimento do mecanismo pelo qual

a isquemia produz lesdo do parénquima renal.

6.1 DISCUSSAO DA METODOLOGIA

O presente modelo foi realizado utilizando-se o rato (Rattus norvegicus, variedade
Wistar) como animal em estudo. Outros modelos animais também tém sido utilizados para
examinar a progressio das doencas renais, incluindo o porco-da-india, o camundongo, o
coelho, o cdo, o carneiro e o macaco “*®. Contudo, existem grandes diferencas em
susceptibilidade entre as espécies animais. Como exemplo, em relacdo a hipertensdo
experimental sabe-se que o carneiro e 0 rato sdo particularmente susceptiveis ao modelo 2-
rins 1-clipe, desenvolvendo niveis elevados de renina. O cdo e o coelho apresentam maior
resisténcia ao desenvolvimento de hipertensao neste tipo de modelo, com elevagdes menores
nos niveis de renina .

O fator decisivo que influenciou a escolha do rato foi baseado nas afirmagdes de
Heptinstall “®Y. Segundo este autor, os rins isquémicos dos ratos notadamente simulam as
lesbes observadas em humanos, até mesmo nos menores detalhes. Assim, os rins do rato
quando expostos a isquemia cronica também desenvolvem atrofia tubular difusa com
simplificacdo celular, pouca fibrose intersticial, e boa preservacdo dos glomérulos. O Unico
achado histopatoldgico freqiiente no rato e raro em humanos seria a inflamacdo (infiltrado)
intersticial.

Na escolha do rato também foi considerada a disponibilidade dos biotérios, a

simplicidade no manuseio com baixo custo financeiro, a facilidade na realizacdo da anestesia
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intraperitoneal e a resisténcia elevada as infecgbes °* 29 quesitos importantes em se
tratando de procedimento cirdrgico em um ndmero grande de animais (n = 168). Na literatura,
a escolha maior também recai sobre o rato (220 221225, 261, 262, 263, 264)

A opcdo pela utilizagdo do modelo Goldblatt 2 rins-1 estenose baseou-se no fato de
que este modelo animal possui maior analogia com a HRV humana “®*®, apresentando
elevacdes precoces e substanciais dos niveis tensionais. Além disso, este modelo permite o
estudo e a comparacao entre os efeitos da isquemia no rim estendtico e da hipertensdo no rim
contralateral (ndo-estendtico).

A estenose de artéria renal foi produzida através da colocacdo de uma unica ligadura
apertada de fio cirargico inabsorvivel ao redor de estilete metalico 30 G (= 0.26 mm),
conforme preconizado por Truong e col ??%. Este modelo de estenose foi empregado também
por autores diversos, com pequenas variantes, como Koletsky e Rivera-Velez ®*®, Grone e
col. ®®) ¢ Gobe e col ®®Y. Em alguns experimentos, foram utilizados estiletes metélicos
maiores (cilindro de didmetro 26 G), e em outros a variante consistiu na producgdo de duas
ligaduras distantes 0.9 cm uma da outra. Em todas as situagfes os resultados foram
satisfatorios, com estenoses proximas de 90 % na artéria renal %%,

Entretanto, muitos trabalhos empregaram clipes metalicos de prata 1000, pré-
moldados, com didmetro interno entre 0.20 a 0.25 mm (76 209 261, 264, 268) ' A majeapilidade
deste metal, juntamente com a auséncia de reacdo inflamatoria pela presenca do corpo
estranho, justificaram sua escolha por estes autores. Em nosso meio, a Unica referéncia a

utilizacdo do clipe de prata consistiu no trabalho de Shiba e col. %

, que relataram certa
dificuldade técnica para a producdo de hipertensdo renovascular, através de clipagem da aorta

abdominal. Outros relatos nacionais ndo foram apurados.
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A auséncia de técnica asséptica na realizagdo de cirurgias em ratos poderia de alguma
forma influenciar nos resultados. Entretanto, este fator foi testado por Truong e col. “*” em
estudo-piloto, no qual foi concluido por ndo haver diferenca entre a cirurgia estéril e a néo-
estéril, quanto a histologia do tecido renal.

O término do presente experimento ocorreu no 49 ° dia (7° tempo), pelo fato de que,
neste momento, o rim esquerdo estenotico apresentou-se completamente contraido, com
aspecto fibrotico, impossibilitando anélises adicionais (figura 21). Outros autores (Truong
220 " Cobe ®®) definiram o limite de tempo em 60 dias, a0 ndo observarem progressio

adicional das lesGes renais apos este periodo.

6.2 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

6.2.1 PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA, DIASTOLICA E MEDIA

Os trabalhos iniciais de Goldblatt estimularam as pesquisas para o esclarecimento da
relagdo entre o sistema renina-angiotensina e a HRV. O primeiro avanco foi a concluséo de
que dois modelos distintos de hipertensdo experimental poderiam ser produzidos: (1) um
modelo em que a artéria renal era estenosada e o rim oposto permanecia intacto - modelo 2
rins - 1 estenose, e (2) outro modelo no qual a artéria renal era estenosada, porém o rim
oposto era removido - modelo 1 rim - 1 estenose. Nestes dois modelos os animais tornavam-
se igualmente hipertensos, todavia com fisiopatologia diferente. No modelo 1 rim - 1
estenose, o volume plasmatico estava expandido, com secrecdo normal ou suprimida de renina
79 No modelo 2 rins - 1 estenose a atividade de renina plasmética e a secrecdo de
aldosterona estavam aumentados, as custas do rim isquémico * 2,

Modernamente, a contribuicdo do estudo da hipertensdo experimental para o

entendimento da HRV humana pode ser evidenciada pela magnitude dos artigos publicados
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em relacdo a este tema. Nos anos de 1987 e 1988, por exemplo, os dois maiores jornais
internacionais enfocando a hipertensdo, o “Hypertension” e o “Journal of Hypertension”,
publicaram 231 artigos clinicos e 274 trabalhos experimentais em hipertenséo 2.

Estudos da literatura ©8 7 182.273.274) niformemente assinalam que, no rato, aumentos
sustentados e precoces nos niveis tensionais sdo verificados facilmente através da constri¢do
da artéria renal, com ou sem a presenca do rim contralateral. As elevacdes das pressdes
arteriais sistolica, diastdlica e média observadas precocemente no presente experimento estao
em concordancia com estes relatos.

Nos estudos de Swales e col. @’¥, Heptinstall e col. % e Samani e col. \'® as pressdes
atingiram valores de pico entre a 3% e a 5% semanas. No presente experimento este pico foi
observado na 6% semana ( PAS 164.2 mm Hg na literatura contra 149.7 mm Hg no

experimento; controle 112.6 mm Hg).

6.2.2 INSPECAO DA SUPERFICIE RENAL

A presenca de areas cicatriciais ou de infarto na superficie renal foi observada
progressivamente a partir da 5% semana do experimento. Geyskes e col. ¢™ relataram, em
estudo clinico, a presenca constante destas lesGes em todos 0s casos de uma amostra de
pacientes (n=17) portadores de DRV avancada, de longa data, tratados com nefrectomia. No
tempo final do experimento (49 dias) a maioria dos rins apresentava-se com a aparéncia tipica
de “rim isquémico contraido”, de modo semelhante ao observado por estes autores em

humanos.

6.2.3 PESO DOS RINS DIREITO E ESQUERDO
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O peso dos rins isquémicos apresentou reducdo precoce e progressiva, a partir da 12
semana, atingindo valores proximos a 44 %, em relacdo aos rins controles, ao término do
experimento. Este achado também reflete a perda de parénquima renal funcionante (atrofia)
induzida pela isquemia cronica, conforme observado por outros autores %% 279 A este
propdsito, Jackson e col. ®® observaram reducdes de até 57 % no peso dos rins isquémicos

aos 12 meses de isquemia renal.

6.2.4 RELACAO ENTRE O PESO DOS RINS E O PESO DO RATO

Esta relacdo também confirmou a presenca de atrofia renal progressiva no rim
isquémico, atingindo 0s menores indices ao término do experimento (0.16 no rim isquémico
contra 0.38 no rim controle). O rim direito do grupo-isquemia apresentou 0s maiores indices
(0.43), justamente refletindo a ocorréncia de hipertrofia compensadora. Este achado foi

observado também por outros autores (" 220 276.277)

6.25 VOLUME RENAL
O volume renal (mm %) também refletiu a presenca de atrofia progressiva do rim

isquémico e a hipertrofia compensadora do rim contralateral 4 220 276.277),

6.2.6 ESPESSURA CORTICAL
A espessura cortical (mm) apresentou reducBes progressivas no rim isquémico ao
longo do experimento, confirmando as mesmas conclusdes em relagéo ao peso e ao volume

renais.

6.2.7 ATIVIDADE DE RENINA PLASMATICA
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As determinages da atividade de renina plasmatica no experimento ndo apresentaram
paralelismo com os niveis tensionais, tendo sido observados inclusive resultados inesperados,
nos quais a curva de renina para os animais do grupo-controle foi mais elevada do que os
animais do grupo-isquemia. Ambas as determinacdes, entretanto, foram elevadas em relagéo
aos valores normais para o rato (valor de referéncia: 0.75 ng/mi/h) ¢&9,

Estes achados n&o correspondem a literatura '®). Koletsky e col. ®®® observaram, em
ratos, que no modelo 2 rins - 1 estenose a secrecdo de renina aumentou imediatamente apos a
colocacdo da estenose, atingindo um pico nos primeiros dias, e entdo declinando para valores
normais apos a 22 semana. Neste mesmo estudo, a remocao do rim isquémico apos a 42 semana
ndo reduziu os niveis tensionais, sugerindo que outros mecanismos, que ndo a secrecdo
aumentada de renina, estariam envolvidos na producédo de hipertensdo nesta fase mais tardia.

A coleta de plasma para a determinagdo da atividade de renina periférica
freqUentemente € realizada de maneira incorreta, invalidando ou limitando a interpretacdo dos
dados. Por exemplo, sabe-se que a secre¢do de renina esta inversamente relacionada a ingesta
de sodio, devendo desta forma ser obrigatoriamente correlacionada com o balango de sddio.
Deste modo, em estudos clinicos, pacientes com as maiores ingestdes de sodio apresentam as
menores atividades de renina plasmatica, e vice-versa ®’®. No presente experimento, uma
possibilidade para os valores encontrados estaria na pequena quantidade de sodio presente na
racdo fornecida aos animais. (A quantidade de sodio presente na racao néo foi apurada).

Outra justificativa possivel poderia estar no fato de que, a medida que a pressao
arterial aumenta, seguindo-se ao clampeamento, ocorre um aumento paralelo na atividade de
renina periférica. Todavia, sabe-se que existe uma correlacdo maior entre a atividade de renina
da veia renal do rim isquémico e a pressao arterial, do que entre a atividade periférica e a

pressdo arterial .
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Nahman e col. ®", estudando pacientes com HRV, concluiram que niveis elevados de
atividade de renina plasmética ndo sdo nem sensiveis e nem especificos para a presenca de
estenoses significativas de artérias renais. Neste sentido, concluem os autores, estenoses
significativas ndo podem ser excluidas com base apenas na reduzida atividade de renina.
Somente 50 a 80% dos pacientes com HRV comprovada tem atividade de renina periférica
elevada 7% 280 281 282) ' Além disso, cerca de 16 % dos pacientes com hipertensdo essencial

apresentam atividade de renina elevada ®®* %, desta forma reduzindo seu valor preditivo.

6.2.8 CONCENTRACAO DE CREATININA PLASMATICA

A concentracdo de creatinina plasmatica, em todos os animais do experimento, esteve
dentro dos valores de referéncia ®*®. Estudos em pacientes com DRV unilateral sugerem que a
funcdo renal pode estar intensamente comprometida no rim estenético, enquanto aumentos
compensatérios na fungo renal ocorrem no lado normal 8% 2% |sto resultaria na manutencéo
da taxa de filtracdo glomerular total e em niveis estaveis de creatinina plasmaticos,

mascarando o comprometimento renal distal a estenose.

6.2.9 ANALISE HISTOLOGICA
6.2.9.1 MICROSCOPIA OPTICA
6.2.9.1.1 Alterac6es Glomerulares
A presenca de glomérulos renais surpreendentemente preservados, no decorrer e ao
término do experimento, confirmou os relatos da literatura 187220 221.222.230) ‘Tpong e col. #29
e Gobe e col. @, utilizando o modelo Goldblatt 2 rins - 1 estenose, examinaram 0 rim
isquémico apos varios intervalos de tempo. Estes autores observaram também a integridade

dos glomérulos, com o achado freqiente de colapso glomerular isquémico (colapso das
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paredes glomerulares, com enrugamento e encolhimento das alcas capilares e celularidade

reduzida).

6.2.9.1.2 Alterac6es Tubulares Proximais

A maioria dos estudos indica que os tabulos s@o a por¢do mais afetada na isquemia
renal cronica, sendo a atrofia tubular o achado mais evidente. O estudo de Cantin e col. ¢??
fornece um quadro completo dos efeitos da isquemia crbnica, no qual a atrofia tubular
desenvolveu-se de forma réapida e progressiva no cortex externo. O cortex justa-medular ou
cértex interno apresentou os mesmos achados, porém com a presenca associada de necrose
focal de células tubulares.

No experimento, o rim estendtico apresentou varias lesdes, como atrofia difusa, perda
do bordo-em-escova e necrose de células tubulares, conforme a literatura. Porem, um relato
freqliente na literatura e que ndo foi observado, foi a presenca de tubulite (células
mononucleares entre as células tubulares) ®®"). A tubulite foi descrita pela primeira vez por
Ooi e col. ®®) Qutras investigacdes indicaram que a tubulite ndo é exclusiva da DRV,
ocorrendo também em outras nefropatias, como nefropatia diabética, glomerulonefrite lGpica
e por |GA, etc (289, 290, 291, 292, 293).

A atrofia tubular difusa no experimento foi observada precocemente, a partir da 12
andlise, aos 7 dias de evolucdo da isquemia. Ndo houve a ocorréncia de nenhum pico para

(220)

estas lesdes, de maneira diferente dos resultados de Truong e col. , que concluiram pela

ocorréncia de um pico no 28° dia (42 semana).

6.2.9.1.3 Alterac0es Intersticiais
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As alteracOes intersticiais também predominaram no estudo, sendo o achado mais
frequente a presenca de infiltrado inflamatorio leve a moderado, exclusivamente mononuclear,

de distribuicdo difusa. Segundo Truong e col. ¢*%

, que relataram os mesmos achados, este
infiltrado inflamatorio teria significado incerto, podendo fazer parte de um simples mecanismo
de limpeza e cicatrizagdo de tecidos lesados, ou constituir-se em parte de uma leséo renal

progressiva. A presenca de tubulite, neste sentido, representaria a ocorréncia de reacdo

autoimune como mecanismo de lesdo renal.

6.2.9.1.4 AlteracOes Arteriolares
No experimento, as lesdes arteriolares estiveram sistematicamente ausentes no rim
isquémico. Contudo, alguns trabalhos citam a presenca de espessamento intimal focal leve

(arteriolosclerose) #2221,

6.2.9.2 MICROSCOPIA ELETRONICA

As alteragdes mais proeminentes foram observadas nos tubulos proximais, com células
tubulares assumindo uma aparéncia indiferenciada, caracterizada pela membrana celular sem
invaginacOes laterais e sem bordo-em-escova com organelas esparsas associadas a perda de
polaridade celular. Novamente a literatura ®®”. faz referéncia a presenca de tubulite, como um
achado comum, porém ndo observada neste experimento. A presenca de depositos elétron-
densos foram observados no experimento, e estdo relacionados a possiveis mecanismos
imunes para as lesdes. Este fato é confirmado em outros trabalhos pela presenca de complexos

imunes em estudos de imunofluorescéncia 29,
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A presenca de autofagolisossomas - fisiologicos, observados no estudo, estdo

relacionados a presenca de necrose de celular, constituindo-se no principal mecanismo para

degradacéo de proteinas e organelas celulares %4 2%,
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7. CONCLUSOES

7. CONCLUSOES

Com base nas observagdes do presente experimento, julga-se poder tirar as seguintes
conclusoes:

o O modelo desenvolvido mostrou-se reprodutivel e satisfatorio para a anélise das

alteracdes funcionais, morfoldgicas e ultra-estruturais nos rins isquémicos de ratos;

o As pressOes arteriais sistolica, diastolica e média apresentaram niveis elevados

precocemente nos animais do grupo-isquemia;

o Os rins isquémicos apresentaram lesGes focais (cicatrizes) progressivas, a partir do

35° dia do experimento;
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o No 49° dia do experimento 0s rins isquémicos apresentaram grau maximo de
fibrose, impossibilitando estudos adicionais;

o O peso, o volume e a espessura cortical do rim direito no grupo-isquemia
apresentaram aumento progressivo ao longo do experimento, devido & ocorréncia de
hipertrofia compensadora;

o O peso, 0 volume e a espessura cortical do rim esquerdo (isquémico) apresentaram
reducdo progressiva ao longo do experimento, devido a ocorréncia de atrofia;

o A atividade de renina plasmatica ndo mostrou-se elevada nos animais do grupo-
isqguemia em relacdo aos animais do grupo-controle, porém mostrou-se elevada em
relacdo aos valores normais para o rato;

o A atividade de renina plasméatica mostrou-se mais elevada nos animais do grupo-
controle;

o A concentracdo de creatinina plasmatica apresentou valores normais em todos os
animais do experimento e em ambos 0s grupos estudados;

o Os glomérulos do rim esquerdo no grupo-isquemia ndo apresentaram lesbes ao
longo de todo o experimento;

o Os glomérulos do rim direito no grupo-isquemia apresentaram hipertrofia
compensadora;

o A nivel glomerular, o achado mais freqtiente no rim isquémico foi a presenca de
colapso;

o As alteragdes histologicas predominantes no rim isquémico consistiram de atrofia
tubular e infiltrado intersticial;

o A presenca de glomerulosclerose ndo foi observada no experimento;

o O infiltrado intersticial no rim isquémico foi observado em praticamente todos 0s
animais, embora em graus diferentes, com aumento progressivo em intensidade ao
longo do experimento;

o A arteriolosclerose foi observada em apenas 1 rim direito em todo o experimento;
o Nenhum rim direito ou esquerdo do grupo-controle apresentou qualquer tipo de
lesdo ao longo de todo o experimento;

o A analise ultra-estrutural do tecido renal confirmou a integridade glomerular e os

achados tipicos da isquemia cronica a nivel tubular proximal.
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ANEXO 01

PROTOCOLO PARA REGISTRO E COLETA DE DADQOS

GRUPO........... Lo, DIAS CONTROLE/ESTENOSE RATO N°...........

| - PRESSAO ARTERIAL (mmHq):

A O] (o] ¢ Tor- o oSSR

162

111 - MORFOMETRIA RENAL:




163

RIM E

12. Peso......... mg 13. % Peso Rato.............. 14. Volume.............. mm3
15. Espessura Cortical.............. mm

IV - RENINA PLASMATICA: 16. ................. ng/ml/h

V - CREATININA PLASMATICA: 17............. mg %

VI - ALTERACOES HISTOLOGICAS:

RIM D:

A - Glomérulos:
18. Colapso Glomerular: ................... 19. Hipertrofia Glomerular:..............
20. Glomerulosclerose:........c.cccvveuv.... 21. indice de esclerose:.................

RIM E:

A - Glomérulos:
28. Colapso Glomerular: ................... 29. Hipertrofia Glomerular...............
30. Glomerulosclerose:...........cccc....... 31. indice de esclerose:..................

B - Tubulos Proximais:
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33. Atrofia Tubular:..................... 34. Distribuicdo da Atrofia:.........c.ccccv.ee.
C - Intersticio:
35. Infiltrado Intersticial:.................... 36. Distribuicdo do Infiltrado..................

ANEXO 02

AVALIACAO HISTOLOGICA SEMIQUANTITATIVA

|A) GLOMERULOS: 10 unidades glomerulares

1. Colapso Glomerular: C 0 - Ausente
C 1 - Parcial
C2-Total

2. Hipertrofia Glomerular: H 0 - Ausente
H 1 - Presente

3. Glomerulosclerose: G 0 - Ausente
G 1 - leve - Espessamento difuso minimo do mesangio
G 2 - Moderada - Espessamento moderado, com aumento da matriz
G 3 - Moderadamente Intensa - Hialinizacdo do mesangio e estrut. vizinhas
G 4 - Intensa - Hialinizacéo intensa completa do glomérulo

4. Indice de Esclerose: E 0 - Nenhuma lesdo
E 1 - Lesdo de até 25% do glomérulo
E 2 - Lesdo entre 25 - 50%
E 3 - Lesdo entre 50 - 75%
E 4 - Esclerose 75 - 100% do glomérulo

5. Distribuicdo da Glomerulosclerose: D 0 - Ausente
D 1 - Difusa - Generalizada no cortex
D 2 - Focal Superficial - Localizada no 1/2 externo do cortex
D 3 - Focal Justa-medular - Localizada no 1/2 interno do
cortex
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|B) TUBULOS PROXIMAIS:

1. Atrofia tubular: A 0 - Ausente - tlbulos normais
Al-Leve
A 2 - Moderada
A 3 - Intensa - Necrose/Perda da integridade tubular

2. Distribuicdo da Atrofia Tubular: L 0 - Ausente
L 1 - Difusa - Generalizada no cortex
L 2 - Focal Superficial - Localizada no 1/2 externo do cértex
L 3 - Focal Justa-medular - Localizada no 1/2 interno do cértex

|C) INTERSTICIO:

1. Infiltrado Intersticial: 1 0 - Ausente - Intersticio normal
I 1 - Leve - Infiltrado leve, edema/hemorragia leves no intersticio
I 2 - Moderado - Infiltrado/fibrose moderados, edema/hemorragia
moderados
I 3 - Moderadamente Intenso - Infiltrado/Fibrose intersticial marcados
I 4 - Intenso - Fibrose completa, indefini¢do do intersticio

2. Distribuicdo do Infiltrado: D 0 - Ausente
D 1 - Difuso - Generalizado no cdrtex
D 2 - Focal superficial - Localizado no 1/2 externo do cortex
D 3 - Focal justa-medular - Localizado no 1/2 interno do cértex

| D) ARTERIOLAS: 5 arteriolas seccionadas transversalmente

1. Arteriolosclerose: A 0 - Ausente - Nenhuma lesdo nas paredes arteriolares
A 1 - Leve - Hialinizacdo das paredes arteriolares envolvendo até 50% da
circunf.
A 2 - Moderada - Hialinizacdo das paredes arteriolares envolvendo 50 - 100%
da circunferéncia sem diminuicdo da luz
A 3 - Intensa - Hialinizacdo completa e espessamento da parede com
diminuicéo da luz
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ANEXO 03

REGISTRO HISTOLOGICO

|A) Glomerulos: (10 unidades)

1.Colapso Glomerular: 1.C..... 2.C..... 3.C.....4.C....5.C.....
6.C...7.C.... 8C....9.C..10C....
2.Glomerulosclerose: 1.G.....2.G.....3.G.....4.G....5G.....

|B) Tuabulos Proximais:

1.Atrofia tubular: A.....

2.Distribuicéo da atrofia tubular: L.....

| C) Intersticio:

1.Infiltrado Intersticial: 1I.....

2.Distribuicdo do infiltrado: D.....

| D) Arteriolas: (5 arteriolas seccionadas transversalmente)

1.Arteriolosclerose: 1.A..... 2.A.... 3A... 4A..... 5A....
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