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RESUMO:

Objetivo: Varios estudos tém demonstrado que Radicais Livres de
Oxigénio (RLO) contribuem para o dano celular decorrente da
isquemia e reperfusdo. Este estudo foi desenvolvido como o
objetivo de avaliar os efeitos da isquemia e reperfusdo renal em
ratos, tratados ou ndao com alopurinol, sobre a lipoperoxidagao
(LPO) das membranas celulares renais. Método: Foram usados
ratos Wistar distribuidos em 4 grupos e submetidos a periodos de
isquemia e reperfusdo renal ou ndo, dependendo do grupo.
Também foram submetidos ou ndo a tratamento com alopurinol na
dose de 50 e 150 mg/Kg por via intraperitoneal, 5 e 1 horas antes
do procedimento. Na avaliacao da lipoperoxidacao utilizou-se os
métodos do TBARS e QL.Resultados: Os resultados demonstraram
aumento da LPO nos animais submetidos a isquemia e reperfusao
renal. No entanto, estes efeitos deletérios foram reduzidos com o
pré-tratamento com alopurinol (p<0,05). Conclusdo: O dano
causado em animais submetidos a isquemia e reperfusao renal
pode ser demonstrado e quantificado pela LPO. Além disso, o
alopurinol demonstrou protecao renal contra o dano decorrente
desta sindrome, diminuindo a LPO nestes animais. Estes resultados
sugerem que a via da xantina oxidase é uma das mais importantes
rotas metabdlicas envolvidas na geracdo de RLO, estes
responsaveis em parte pelos danos funcionais do rim na sindrome
da isquemia e reperfusdo deste drgao.

Descritores: Radicais livres de oxigénio, Lipoperoxidagao,
Isquemia e reperfusao renal.

INTRODUCAO

A isquemia e reperfusdo de érgdos tem sido amplamente
reconhecida como fonte importante de EAO, com consequéncias
deletérias sobre estes 6rgdos devido a peroxidagdo de lipidios
existentes em membranas celulares (LPO)**?. Na literatura tém
sido descritas varias condicbes clinicas, nas quais as espécies ativas
de oxigénio (EAO) ou radicais livres de oxigénio (RLO) podem estar
implicadas como elementos fisiopatoldgicos, destacando-se entre
estes as sindromes isquémico-reperfusionais, tais como, infarto do
miocardio, isquemia intestinal, enterocolite necrotizante, isquemia
cerebral'”. A isquemia é referida, em certas circunstancias, como
menos lesiva aos tecidos do que o grande aporte de oxigénio que
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ocorre apos restabelecida a circulacdo arterial, o que leva a
formacdo das EAO e suas consequéncias*®*°. Durante o periodo
isquémico podemos observar dano tecidual em fungdo das
alteracdes idnicas do célcio e da protedlise (lesdo isquémica)®®.
Entretanto, apds restabelecida a reperfusdo sanguinea arterial g,
por conseguinte, afluxo de oxigénio aos tecidos, a oxidagdo da
hipoxantina e xantina é processada pela xantixa-oxidase e

consequentemente, altas proporcdes de EAO sdo formadas’®2>17-
19

O mecanismo de formacgdo das EAO neste processo é explicado pelo
fato da enzima xantina oxidase utilizar o oxigénio molecular (0,)
como um aceptor de elétrons e desta forma formaria o radical
superdxido (‘0,7)7?°%, Estudos experimentais diversos tém sido
efetuados no sentido de respaldar a teoria da xantina oxidase na
geracdo das EAO, assim drogas como alopurinol, pelo seu efeito
inibidor da xantina oxidase, tem sido testado em modelos de
isquemia tecidual, mostrando efeito protetor superior aos grupos
ndo tratados®®?7:?8,

Este estudo foi desenvolvido como o objetivo de avaliar os efeitos
da isquemia e reperfusdo renal em ratos, tratados e ndo com o
alopurinol, sobre a lipoperoxidacdo das membranas celulares
renais.

METODO

# Amostra:

Para este estudo foram utilizados 40 ratos Wistar machos, adultos,
pesando entre 250 e 350 gramas, criados no Biotério da Disciplina
de Farmacologia e Toxicologia da Fundacao Faculdade Federal de
Ciéncias Médicas de Porto Alegre (FFFCMPA). Os animais foram
mantidos em nimero maximo de 6 em gaiolas plasticas com
dimensdes de 47x34x18 cm, em sala com temperatura controlada
de 22+ 2°C g, ciclo claro de luz das 7 as 19h, recebendo racdo
padronizada (Purina, Nutripal, Porto Alegre, RS, Brasil) e dgua "ad
libitum". O estudo foi desenvolvido conforme a Declracao de
Helsinki.

# Procedimentos:

Suspengdo de alopurinol (Zyloric, 100mg por comprimido, Glaxo
Welcome, Brasil) 25 mg/ml, preparada em solucao fisioldgica e
administrada 5 e 1 horas antes do procedimento ciriirgico. A
solucdo controle foi a solucéo fisioldgica.

A solucdo anestésica utilizada compreendeu uma solugdo composta
por partes iguais (1:1) de Cloridrato de Xilasina 20 mg/ ml (Kensol,
Kdning, Industria Argentina) e Cloridrato de Quetamina 50 mg/
ml(Vetanarcol, Kéning, Industria Argentina), administrada por via
intraperitoneal (i.p.) na dose de 1ml/ Kg.

# Descricao da técnica cirirgica da isquemia renal:

Para realizagdo dos procedimentos cirurgicos os animais foram
anestesiados com a solucdo anestésica descrita na dose de 1ml/ kg.
Apos o estabelecimento de um nivel anestésico apropriado os ratos



foram colocados em decubito lateral direito sobre mesas cirlrgicas,
especialmente confeccionadas para animais de pequeno porte,
sendo suas 4 patas fixadas com borrachas elasticas. Imediatamente
efetuou-se uma lombotomia subcostal com aproximadamente 3 cm
de extensdo. O rim foi dissecado da gordura perirrenal e o pdlo
superior liberado da supra-renal, permitindo trazer o 6rgao, através
de manobras digitais delicadas, para uma situacdo bastante
superficial ao nivel da incisdo. O pediculo renal foi cuidadosamente
dissecado identificando-se artéria, veia, pelve e ureter proximal. A
artéria renal identificada e isolada permitindo o seu pincamento
através de pingas vasculares atraumaticas (EDLO- 7- 794),
conforme desejado ou ndo de acordo com o experimento proposto.

# Determinacao da lipoperoxidacao (LPO) das membranas
celulares através dos métodos de Substancias Reativas ao
Acido Tiobarbitarico (TBA-RS) e da Quimiluminescéncia

(QL):

Determinou-se a lipoperoxidagdo das membranas celulares dos
hepatdcitos causada pela formacgdo de radicais livres através do
método de substancias reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS)%, o
gual mede a quantidade de malondialdeido derivado da
lipoperoxidacdo, sendo seu valor expresso em nanomoles por
miligrama de proteina (nmol/mg de proteina) e Quimiluminescéncia
iniciada por hidroperéxido de tert-butil (CL)*® com valores baseados
e expressos em contas por segundo por miligrama de proteina
(cps/mg. de proteina) de energia luminosa emitida pelo retorno ao
estado fundamental de carbonilas excitadas e oxigénio singel
durante a LPO. O tecido foi homogeneizado em KCI 1,15% num
homogeneizador Ultra Turrax, na proporcao de 1g de tecido para 9
ml de KCl 1,15%, sendo centrifugado por 10 min. a 1000g>*. O
precipitado era desprezado e o sobrenadante utilizado para a
medida de LPO.

Para o método TBARS, o homogeneizado foi incubado com &acido
tiobarbiturico ( Sigma, St. Louis, MO, USA) em meio acido a 100 ° C
durante 15 min. e, apds, quantificava-se a formagdo de um
pigmento rosa espectrofotometricamente (535 nm). Para o método
de CL, o homogeneizado foi colocado em viais de cintilagdo com
tampao fosfato ( KCl 140 mM, 20 mM Pi - pH 7,4) na presencga de
hidroperdxido de tert-butil (3mM). A emissdo de luz foi medida em
um contador de cintilagdo ( LKB - Rack Beta - Liquid scintillation
Spectrometer - 1215, LKB Produkter, AB, Bromma, Sweden). A
concentracdo de proteina foi medida pelo método de Lowry e
colaboradores®, utilizando albumina bovina como padro.

Os animais foram distribuidos em 4 grupos de 10 ratos cada:

¢ GRUPO 1 (Controle): Estes animais foram submetidos a
anestesia e, imediatamente apds a lombotomia e dissecgdo do rim
direito, permanecendo assim por 50 minutos, ao final dos quais,
efetuou-se a nefrectomia direito.

¢ GRUPO 2 (Isquemia):

Neste grupo os animais foram submetidos a anestesia, e a seguir a
lombotomia direita e disseccao renal e interrpcdo do fluxo
sanguineo arterial para o rim direito, através do pincamento da
artéria renal por um periodo de 50 minutos em normotermia. Ao



final deste periodo de tempo, o rim foi imediatamente removido,
sem ter sido permitida a reperfusdo sanguinea, e acondicionado
conforme descrito na técnica para determinacdo da lipoperoxidagao.

e GRUPO 3 (Isquemia/reperfusao): Neste grupo os animais
foram submetidos aos mesmos procedimentos realizados no Grupo
2. Entretanto, foi permitida a reperfusdo sanguinea arterial por um
periodo de 1 hora, ao final da qual o rim direito foi removido e
acondicionado conforme descrito anteriormente.

e GRUPO 4 (Isquemia/reperfusao e alopurinol): Estes animais
receberam suspencao de alopurinol na dose de 50 e 150 mg/Kg de
peso por via intraperitoneal, 5 e 1 hora, respectivamente,
previamente ao procedimento cirdrgico conforme descrito no grupo
3.

# Analise estatistica:

Os parametros estudados neste trabalho foram os niveis de
lipoperoxidacao das membranas celulares das células do
parénquima renal através dos métodos do TBA-RS e da QL. Os
resultados foram analisados através da Analise de Variancia
(ANOVA), seguida pelo teste de Bonferroni considerando-se um
nivel de significancia de 95% (alfa = 5%).

RESULTADOS

Pelo método TBARS observamos uma maior formacdo de
malondialdeido no grupo submetido a isquemia e reperfusdo sem
pré-tratamento com alopurinol (grupo 3) que se diferenciou
estatisticamente quando comparado com os demais grupos de
animais (grupos 1, 2 e 4) (p<0,05). Além disso, a formagdo de
malondialdeido no grupo de animais pré-tratados com alopurinol e
submetidos a isquemia e reperfusao (grupo 4) foi menor quando
comparada com o grupo 3, no entanto verificamos uma maoir
formacao deste se comparados com animais controle (p<0,05). Os
resultados estdo expressos na tabela I.

TABELA 1.

Valores médios da concentracdo de malondialdeido
(lipoperoxidagdo) medidos pelo método das Substancias Reativas
ao Acido Tiobarbiturico (TBARS).

TBARS (nmol/mg de

proteina)
Grupo 1 (Controle) 0,743 £ 0,08
Grupo 2 (I) 1,063 + 0,23
Grupo 3 (I/R) 1,687 £ 0,21*

Grupo 4 (I/R+ alopurinol) 1,161 £ 0,16**

Diferenga estatisticamente significativa quando comparamos: * 3
em relacdo com 1, 2 e 4; ** 4 em relacdo com 1 e 3. ANOVA,
seguida pelo teste de Bonferroni (p<0,05). Grupo 1: controle;
Grupo 2: isquemia; Grupo 3: isquemia/reperfusao e Grupo 4:
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isquemia/reperfusdo + alopurinol. Cada grupo representa a média
de 10 animais + o desvio padrao.

Pelo método da QL, os resultados observvados foram semelhantes
aos obtidos pelo método TBARS, ratificando os resultados.
Observou-se aumento nos valores obtidos no grupo 3 se
comparados com os demais, valores estes, decorrentes do dano
tecidual devido a sindrome isquemia-reperfusdoque (p<0,05). No
entanto, estes valores foram menores nos animais tratados com
alopurinol (p<0,05) (tabela II). O perfil cinético da
quimiluminescéncia iniciada por hidroperéxido de tert-butil esta
expresso no figura 1.

TABELA 1I.

Valores médios da lipoperoxidacdo das membranas celulares renais
pelo método da Quimiluminescéncia (QL) iniciada pelo
hidroperdxido de tert-butil.

QLmax. (cps/mg de

proteina)
Grupo 1 (controle) 4334 +655
Grupo 2 (I) 7062 +1461
Grupo 3 (I/R) 9215 +1294*
Grupo 4 (I/R + alopurinol) 6860 +758%**

Diferenga estatisticamente significativa quando comparamos: * 3
em relacdo com 1, 2 e 4; ** 4 em relacdo com 1 e 3. ANOVA,
seguida pelo teste de Bonferroni (p<0,05). Grupo 1: controle;
Grupo 2: isquemia; Grupo 3: isquemia/reperfusao e Grupo 4:
isquemia/reperfusdo + alopurinol. Cada grupo representa a média
de 10 animais + o desvio padrao.
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Figura 1- Perfil cinético da quimiluminescéncia iniciada por
hidroperdxido de tert-butil. Diferenca estatisticamente significativa
quando comparamos: * 3 em relagdo com 1, 2 e 4; ** 1 em
relacdo com 2, 3 e 4; ° 3 em relagdo com 4. ANOVA, seguida pelo
teste de Bonferroni (p<0,05). Grupo 1: controle; Grupo 2:
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isquemia; Grupo 3: isquemia/reperfusao e Grupo 4:
isquemia/reperfusdo + alopurinol. Cada ponto representa a média
de 10 animais + o desvio padrao.

Em ambos os métodos, observamos diferenga entre os grupos
submetidos apenas a isquemia (grupo 2) e isquemia e reperfusao
(grupo 3) (p<0,05), demonstrando a importancia do aporte de
oxigénio na fisiopatologia da sindrome isquemia-reperfuséao.

DISCUSSAO

Vérios estudos tém descrito o envolvimento das EAO como um dos
mecanismos envolvidos na lesdo e morte celular, principalmente,
guando se trata da injuria decorrente da isquemia de tecidos e
drgdos® 1012132633 Estas EAO seriam formadas no periodo
reperfusional, sendo considerado por alguns autores®?%33-3* mais
deletério para a estrutura celular do que o periodo isquémico
propriamente dito***>7**3¢ Associado a este fendmeno ocorre a
elevacdo do célcio citosdlico, que possuem a propriedade de ativar
proteases capazes de converter a xantina dehidrogenase tipo D em
xantina oxidase tipo O, enzima ricamente distribuida nos tecidos
como o intestinal, pulmonar, hepatico e renal*®43>37,

O oxigénio fornecido pela reperfusdao sanguinea aos tecidos
previamente isquémicos, seria o substrato final para a ativacdo da
xantina oxidase, através de uma oxidacdo sulfidrilica ou
protedlise*®*2, A transformacgdo da hipoxantina em xantina é
consequéncia da ativacdo desta enzima propiciando a formacédo de
uratos e as EAQ**>11123638 'aAq EAQ, moléculas altamente reativas,
em funcdo de suas propriedades oxidativas podem agir diretamente
sobre os componentes lipidicos das membranas celulares*®*! com
tendéncia de gerar reagbes em cadeia para produzir espécies
radicais resultando em uma amplificagdo do processo que culmina
com um efeito destrutivo sobre a célula®. Este fendmeno também
pode se processar indiretamente através de radicais lipidicos
peroxidados, além de outros produtos da fragmentacéo lipidica que
por si sé sdo agentes oxidantes®.

O dano a membrana celular pode afetar o envelope celular por si
sd, mas também podem romper as membranas das organélas, tais
como das mitocondrias e lisossomas, cuja estrutura é bastante
semelhante a da celular’®” com a consequente liberagdo de
enzimas citotdxicas potencializando o dano celular induzido pelo
radical livre®. Portanto, a isquemia e reperfusdo de 4rgdos esta
associado a uma série de eventos complexos que envolvem a quase
totalidade dos componentes celulares, contudo, a evidéncia de qual
o(s) mecanismo(s) que finalmente tornam irreversivel a morte
celular ndo é clara e permanecem como fonte inexoravel de
pesquisa e estudos cientificos tendo em vista a importancia que
isso representa para a biologia organica e consequente aplicacdo
clinica®. A repercussdo dos fenémenos descritos podem ser
avaliados através da sua interferéncia sobre a funcdo do 6rgao,
assim como, pela determinacdo indireta de seus efeitos a nivel de
membranas celulares avaliados através da lipoperoxidagéo.

Estudos prévios em animais vivos tém demonstrado o envolvimento
fisiopatoldgico das EAO na injuria renal decorrente de situacoes
pés-isquémicas, entretanto, a fonte ou o sitio de geragao destas



espécies reativas a nivel renal ainda é controversa®.
Recentemente, estes mesmos autores, demonstraram,
experimentalmente, que o provavel sitio de mais alta produgdo das
EAO se situa a nivel das células do tubulo renal proximal. Além
disso, foi demonstrado que culturas de células do tubulo renal
proximal contém quantidades consideraveis da enzima xantina
oxidase, entretanto, outras células do parénquima renal como as
endoteliais e mesangiais apresentam concentragdes significativas
desta enzima®*. A alteragdo funcional caracteristica que se sucede
a isquemia e reperfusdo renal € a insuficiéncia renal aguda que se
caracteriza por uma elevacao transitéria na taxas séricas da
creatinina e uma reducdo da depuracdo endégena da mesma*’.

A possibilidade da existéncia de outros mediadores na injuria renal
oriunda da isquemia e reperfusdo devem ser considerados, como
por exemplo, a via do 6xido nitrico e do acido araquid6nico. Apds a
formacdo do radical superdxido através da via xantina oxidase é
convertido em perdxido de hidrogénio (H,0,) (reacdo de
dismutacdo) sob a acdo da superdxido dismutase e, este por sua
vez sob a acdo da catalase é transformado em agua (H,0) e
oxigénio molecular (O;). Entretanto, o H,O, em presenca de metais
de transicdo (ferro, hemoproteinas) pode dar origem ao potente
radical hidroxil (Reacdo de Fenton) , com grande atividade reativa,
o qual agindo diretamente sobre moléculas de acidos graxos das
membranas celulares ou através da ativacdo oxidativa da
fosfolipase origina mediadores inflamatorios (leucotrienos e fatores
de ativacdo plaquetaria, entre outros) (Via do Acido Araquidonico).
O 6xido nitrico, formado a partir da I-arginina pelo 6xido nitrico
sintase, ao nivel do endotélio microvascular, age como
detoxificador do radical superédxido formando nitrato (NOs’), a partir
da decomposicao de peroxinitrito (ONOQ7), produto de formacgao
transitoria ou através da formacgdo de 6xido nitroso (N,0s), em
presenca de oxigénio e 4gua do meio (Via do Oxido Nitrico)®%?
(Figura 2). Estudos experimentais tém claramente demonstrado
gue a cascata de ativagao leucocitaria e interacao leucocito-
endotélio, assim como, a liberagdo de componentes citotdxicos
pelos leucdcitos, promovem as manifestacées de injuria
reperfusional, aspecto evidenciado pelo fato de que a inibicdo com
anticorpos monoclonais de interagoes leucocitarias e da liberagdo
de seus mediatores citotoxicos atenua a injuria microvascular e
disfuncdo organica®**'. Além disso, autores***? utilizando
substancias antiinflamatdrias esteroidais e ndo esteroidais em
distintos 6rgaos submetidos a estresses produtores de EAO,
obtiveram resultados que demonstram a importancia da via do
acido araquidonico neste processo.

ISQUEMIA
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Figura 2-

Principais rotas metabdlicas envolvidas na geragdo de Espécies
Ativas do Oxigénio pela isquemia e reperfusdo. Radical superdxido
(05, peroxido de hidrogénio (H,0,), agua (H,0), oxigénio
molecular (O,). radical hidroxil ("OH) nitrato (NOj3’), peroxinitrito
(ONOQ), 6xido nitroso (N,O3), éxido nitrico (NO), superdxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT). 1- Via da xantina oxidase; 2-
Via do éxido nitrico e 3- Via do acido araquiddnico.

Ao analisarmos os resultados obtidos pelo método do TBARS, o qual
quantifica a substancia malondialdeido®®, produto final da oxidacdo
dos acidos graxos, como uma medida indireta da formacdo e agdo
de substancias altamente reativas e oxidantes, podemos observar,
a semelhanca do estudo desenvolvido por Hansson et al*® uma
elevacdo significativa de malondialdeido, nos animais ndo tratados
com alopurinol quando comparados com aqueles que receberam
esta substancia. Outro dado a ressaltar, e que confirma que o
periodo reperfusional se associa e é essencial na geragao das
espécies ativas oxidantes, é o fato de que naqueles animais nos
quais ndo foi permitida a reperfusao, a concentracao de
malondialdeido foi semelhante a do grupo controle.

Quando observamos os resultados obtidos pelo método da
guimiluminescéncia, o qual avalia a quantidade de energia luminosa
emitida pelas carbonilas excitadas quando as mesmas, formadas no
periodo reperfusional, retornam ao seu estado fundamental,
mostrou um aumento nos valores dos animais submetidos a
isquemia e reperfusdo e que ndo receberam previamente o
alopurinol quando comparados com demais grupos. Também
observou-se uma diminuicao destes resultados com o uso de
alopurinol e a importancia da reperfusdo para a formagao de EAO.
Estes dados denotam uma concordancia fundamental entre ambos
0s métodos utilizados no presente experimento. Estes dados
analisados isoladamente definem caracteristicas fundamentais na



sindrome isquémica reperfusional, ou seja, a geragdo de espécies
reativas oxidantes estdo pricipalmente associadas a reperfusao,
sendo a enzima xantina oxidase a fonte principal na geracao das
mesmas.

Podemos observar que o uso de alopurinol foi capaz de reduzir a
lipoperoxidacao dos acidos graxos das membranas celulares a nivel
renal, fato este devido a inibicdo da enzima xantina-oxidase.
Entretanto, a possibilidade da participacdo de outros mecanismos
envolvidos na sidrome isquémica reperfusional deve ser
considerada, tendo em vista a possibilidade de rotas metabdlicas
distintas, como a do éxido nitrico e da via do acido araquidonico e
possivelmente outras que ainda serdo definidas deve ser
considerada. Assim, uma melhor compreensao dos fendmenos
fisiopatoldgicos da sindrome isquemia-reperfuséo, permite
interferir, através de uma maneira racional, nas diferentes
situagles clinicas associadas a mesma com que nos deparamos
frequentemente.
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SUMMARY: Background:

Evidence has accumulated that oxygen free radical (OFR)
contribute to the cellular damage induced by ischemia-



reperfusion. This study was undertaken to determine the
effects of renal ischemia-reperfusion in rats, treated or not
with allopurinol evaluating the lipid peroxidation (LPO) of
renal cellular membranes. Method: Wistar rats were divided
into 4 groups (n=10) and submitted to 50 minutes of renal
ischemia and reperfusion and treated or not with allopurinol
(50 and 150 mg/Kg of body, 5 and 1 hour before ischemia,
respectively). The lipid peroxidation was assessed by TBARS
method (Thiobarbituric acid reactives substances) and CL
method (Chemiluminescence). Results:The results showed
that animals submitted to renal ischemia-reperfusion had
renal LPO damage. These effects of ischemia and reperfusion
were reduced by treatment with allopurinol (p<0,05).
Conclusion: These results suggest that xanthine oxidase is
one of the most important pathway envolved in the
generation of OFR and chemical reactives elements with
injury potencial at the renal cellular membranes due to
ischemia-reperfusion syndrome. At least, allopurinol showed
benefical effects preventing damage due to renal ischemia-
reperfusion injury.

Subject headings: Oxygen free radical, Lipid peroxidation,
Renal ischemia and reperfusion.
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