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Introdução: A isquemia renal é a causa mais importante de injúria renal aguda (IRA) 

hospitalar. A metilprednisolona (MP) tem se mostrado protetora contra a lesão de 

isquemia/reperfusão (I/R) em fígado e coração. Objetivo: Estudar o possível efeito 

protetor da MP na lesão de I/R renal. Métodos: Ratos machos Wistar foram tratados 

com 30mg/kg, por via intravenosa, de MP ou solução de NaCl 0,9%, 1 hora antes de 

isquemia renal (IR) unilateral de 30 min. Os animais foram divididos em três grupos (n 

de 8 em cada grupo): Sham (cirurgia sham sem IR), Veículo (Veic)-I/R (infusão de 

solução de NaCl 0,9% seguida por IR), e MP-I/R (infusão de MP seguida por IR). O 

RFG (depuração de inulina, ml/min/100g), a fração de excreção de sódio (FENa), a 

osmolalidade urinária e a análise histológica foram analisados dois dias após IR. 

Realizou-se também imuno-histoquímica (dois dias após IR) para quantificação de 

macrófagos (ED-1), neutrófilos (No), linfócitos (Lo) e fator-kapa-B nuclear (NFκ-B). 

Os resultados são expressos como média ± DP e foram comparados por ANOVA, 

seguido pelo teste de Bonferroni, com p < 0,05. Resultados: O RFG foi 0,92 ± 0,30 

ml/min/100g no grupo MP-I/R, 0,90 ± 0,27 ml/min/100g no grupo Sham e 0,47 ± 0,24 

ml/min/100g no grupo Veic-IR, (p < 0,05 vs. MP-I/R e Sham). A FENa foi semelhante 

nos grupos MP-I/R (0,19%) e Sham (0,35%, NS), e maior no grupo Veic-I/R (0,62%, p 

< 0,05 vs. MP-I/R). Volume e osmolalidade urinária foram similares entre os três 

grupos. Constataram-se alterações epiteliais degenerativas agudas e dilatação tubular 

significativamente mais intensas no grupo Veic-I/R em relação aos grupos MP-I/R e 

Sham. Apenas o grupo Veic-I/R apresentou focos de necrose tubular aguda. O número 

de Lo foi significativamente maior no grupo Veic-I/R comparado aos grupos Sham e 

MP-I/R no córtex (14,36 ± 3,32 vs. 6,75 ± 1,18 e 5,31 ± 1,63, respectivamente, p < 0,05 

Veic-I/R vs. Sham e I/R-MP) e medula externa (ME) (10,58 ± 3,04 vs. 4,51 ± 1,29 e 
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3,70 ± 0,62; p < 0,05 Veic-I/R vs. Sham e MP-I/R). O número de macrófagos também 

foi significativamente maior no grupo Veic-I/R (9,84 ± 3,18) comparado com Sham 

(4,65 ± 1,12; p < 0,05) e MP-/IR (4,06 ± 1,84; p < 0,05).  Da mesma forma, o número 

de No na medula externa foi 3,13 ± 2,09 em Veic-I/R vs. 0,74± 0,51 em Sham e 1,44 

±1,11 em MP-I/R (p < 0,05 Veic-I/R vs. Sham). A expressão de NFκ-B foi 

significativamente mais intensa na medula externa do grupo Veic-I/R comparada com 

os grupos Sham e MP-I/R (0,61 ± 0,33 vs. 0,03 ± 0,03 e 0,12 ± 0,11, respectivamente, p 

< 0,05). Conclusão: O pré-tratamento com doses elevadas de MP protegeu 

intensamente os animais contra a lesão de I/R renal. Este efeito protetor foi relacionado 

à modulação de mecanismos de inflamação e infiltração por células inflamatórias 

desencadeados pela I/R.  

 

 

Palavras-chave: Lesão isquemia/reperfusão; Insuficiência renal aguda isquêmica; 

Metilprednisolona; Rim. 

 



_____________________________________________________________________Abstract   xvi 
  

 

Introduction: Renal ischemia is the most important cause of acute kidney injury (AKI). 

Methylprednisolone (MP) has been shown to give protection against 

ischemia/reperfusion injury (I/R) in the liver and the heart. Objective: To examine a 

possible protective role of MP in renal I/R. Methods: Male Wistar rats were treated 

with 30mg/kg of intravenous MP or saline 1 hour before unilateral renal ischemia (RI), 

which lasted for 30 minutes. The animals were divided into 3 groups (8 in each group): 

Sham (sham surgery without RI), Vehicle (Veic)-I/R (saline infusion followed by RI), 

and the MP-I/R group (MP infusion followed by RI). The glomerular filtration rate 

(GFR) - which is inulin clearance in ml/min/100g, sodium fractional excretion (FENa), 

urinary osmolality, and histological analysis were assessed 2 days after RI. 

Additionally, immunohistochemical staining (2 days after RI) was performed to 

measure macrophages (ED-1 positive cells), neutrophils (No), and lymphocytes (Lo) 

and the nuclear factor-κB (NFκ-B). Results are expressed as mean ± SD, and were 

compared by ANOVA, followed by Bonferroni test, with p < 0.05. Results: GFR was 

0.92 ± 0.30 ml/min/100g in the MP-I/R group, 0.90 ± 0.27 ml/min/100g in the Sham 

group, and 0.47 ± 0.24 ml/min/100g in the Veic-I/R group (p < 0.05 vs. MP-I/R and 

Sham). The FENa was similar in the MP-I/R (0.19%) and Sham groups (0.35%, NS), 

and higher in the Veic-I/R group (0.62%, p < 0.05 vs. MP-I/R). Urinary osmolality was 

similar between the 3 groups. Acute epithelial degenerative changes and tubular 

dilatation were significantly more intense in the Veic-I/R group than the MP-I/R and 

Sham groups. Only the Veic-I/R  group presented with focal acute tubular necrosis. In 

the cortex, the number of Lo was significantly greater in the Veic-I/R group when 

compared with the Sham and MP-I/R groups (14.36 ± 3.32 vs. 6.75 ± 1.18 and 5.31 ± 

1.63, respectively, p < 0.05 Veic-I/R vs. Sham and MP-I/R) and in the outer medulla 
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(OM) areas (10.58 ± 3.04 vs. 4.51 ± 1.29 and 3.70 ± 0.62, p < 0.05 Veic-I/R vs. Sham 

and MP-I/R). The number of macrophages was also significantly greater in the Veic-I/R 

group (9.84 ± 3.18) when compared with Sham (4.65 ± 1.12, p < 0.05) and MP-I/R 

groups (4.06 ± 1.84, p < 0.05). Similarly, the number of No in the OM was 3.13 ± 2.09 

in Veic-I/R vs. 0.74 ± 0.51 in Sham group, and 1.44 ± 1.11 in the MP-I/R group (p < 

0.05). The NFκ-B expression was more intense in the OM in the Veic-I/R group 

compared with the Sham and in the MP-I/R groups (0.61 ± 0.33 vs. 0.03 ± 0.03 and  

0.12 ± 0.11 respectively, p < 0.05). Conclusion: The pretreatment with high doses of 

MP conferred striking protection against renal I/R. This protection effect was related to 

the modulation of I/R-induced inflammatory mechanisms and to inflammatory cell 

infiltration triggered by I/R.  

 

Keywords:     Ischemia/reperfusion injury; Ischemic acute kidney injury; 

Methylprednisolone;  Kidney 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

1. INTRODUÇÃO 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1. Injúria renal aguda 

 

A injúria renal aguda é usualmente classificada como pré-renal (resposta 

funcional à hipoperfusão de rim estruturalmente normal), pós-renal (obstrução do fluxo 

urinário) e renal intrínseca (dano estrutural ao parênquima renal).
(1)

 

Divide-se a injúria renal aguda intrínseca (IRA), quanto ao local de 

acometimento, em intersticial (nefrite intersticial aguda), glomerular 

(glomerulonefrites), vascular (doença renal ateroembólica, síndrome hemolítica 

urêmica) e tubular (de origem nefrotóxica, isquêmica ou mista).
(2)

  

O estudo da IRA foi dificultado durante muitos anos pela falta de uma definição 

precisa e uniforme.
(3)

 Isso ocorreu em função da IRA ser uma síndrome complexa, com 

múltiplos fatores causais e que pode ocorrer nas mais diversas situações clínicas. Além 

disso, a IRA apresenta manifestação clínica muito variada, que vai desde aumento 

mínimo, mas sustentado da creatinina sérica, até falência renal oligúrica.
(1)

   

Devido a essa falta de padronização, mais de 20 definições de IRA tem sido 

utilizada.
(4)

 Em 2004 foi proposto o critério RIFLE com o intuito de normatizar o 

diagnóstico e definição de IRA. Este critério utiliza o conceito de alterações porcentuais 

da creatinina sérica ou alterações absolutas do volume urinário para definir injúria renal 

aguda, que é estratificada de acordo com a sua gravidade (risco, injúria e falência) e o 

resultado (perda e estágio final).
(5)

 Em 2007 a “Acute Kidney Injury Network” propôs o 

critério AKIN, que define IRA como a redução abrupta (≤48 horas) da função renal 

evidenciada por meio do aumento do nível da creatinina sérica (absoluto, 0,3mg/dL; ou 
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percentual, 50% em relação ao basal) ou de diminuição da diurese (volume urinário 

menor do que 0,5mL/kg/h por mais de 6 horas).
(6)

 
 

A IRA aflige ao redor de 1% das admissões hospitalares, 7% dos pacientes 

hospitalizados e 25% dos pacientes em unidades de terapia intensiva – UTIs. Aumentos 

relativamente pequenos da creatinina sérica, de 0,5mg/dL em pacientes internados 

aumentam em seis vezes a chance de morte desta população em relação aos que mantém 

creatinina estável. Apesar dos grandes avanços no tratamento de doentes graves, a 

mortalidade da IRA ainda é extremamente elevada, entre 40 a 80%, dependendo do 

contexto em que ocorre. Vários estudos recentes identificaram a IRA como fator de 

risco independente para morbi/mortalidade elevada.
( 1-2,7-12)

  

 

1.2. Injúria renal aguda isquêmica 

 

1.2.1. Definição 

 

A IRA isquêmica, inapropriadamente denominada como NTA - necrose tubular 

aguda - é uma síndrome que se desenvolve após diminuição total ou parcial, súbita e 

transitória, do fluxo sanguíneo renal (FSR).
(13)

 Pode ter várias causas, como choque, 

sepse, cirurgias de grande porte, hipovolemia e transplante renal.
(2)

 Sua alta incidência e 

morbi/mortalidade, e a ausência de um agente farmacológico eficaz para a sua 

prevenção e tratamento,
(9) 

justificam a necessidade da investigação de novas opções 

terapêuticas que permitam evitá-la ou pelo menos diminuir os seus efeitos danosos.   
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1.2.2. Sítio de lesão e patogenia 

  

Em condições fisiológicas, os rins recebem aproximadamente 25% do débito 

cardíaco. O córtex renal recebe a maior parte deste fluxo, enquanto a medula renal 

recebe apenas 10% do seu total.
(14)

 Durante vasoconstrição renal, intensa e persistente, o 

FSR se reduz a aproximadamente 50% do normal.
(15)

 Esta redução não é uniforme, mas 

sim regional, sendo mais proeminente na faixa externa da zona externa da medula renal 

(Figura 1).
(16)

  

 

 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.  Local de lesão da IRA isquêmica: faixa externa da medula renal (seta 

contínua), segmento S3 do túbulo proximal (seta pontilhada). Adaptado do Atlas Netter 2000. 
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A vasa reta permite o mecanismo de contracorrente, que é vital para a 

manutenção da homeostase de sódio. O transporte tubular na porção medular do 

segmento espesso do ramo ascendente da alça de Henle (MEAAH) e o segmento S3 do 

túbulo proximal demandam alto consumo de oxigênio. Em situação de isquemia, o 

balanço de O2 é mantido por meio da redução do ritmo de filtração glomerular (RFG) e 

do transporte de solutos. Esse mecanismo protetor tem como efeito adverso, a produção 

de radicais livres, que diminuem ainda mais o FSR para a medula renal e aumentam a 

atividade MEAAH. A congestão vascular, efeito indesejado deste mecanismo protetor, 

agrava a hipóxia relativa presente nesta região, causando lesão e até mesmo morte 

celular nos segmentos tubulares vulneráveis. Clinicamente, isto se traduz como mais 

lesão durante a fase de reperfusão e persistência de congestão e hipoperfusão da medula 

externa, mesmo após melhora do FSR.
 (9,17)

 

 A agressão inicial leva ao dano endotelial, com consequente resposta 

inflamatória, que por sua vez também causa congestão vascular, aumentando a hipóxia e 

reduzindo a habilidade de eliminar os radicais livres. A vulnerabilidade da medula 

externa, causada pela sua baixa tensão de oxigênio, faz com que esta lesão se alastre e 

se perpetue.
(18)

 (Figura 2).     
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Figura 2. Cascata da patogenia da IRA isquêmica. 

  

O dano tecidual é ainda maior pelo fato da reperfusão causar agravo adicional, a 

chamada lesão de reperfusão, que contribui de forma importante para a disfunção renal 

após isquemia/reperfusão (I/R). Enxertos renais com isquemia quente ou fria 

prolongada são mais susceptíveis a este tipo de lesão.
(19-21) 

Este conceito também se 

aplica a rins nativos que sofram isquemia, independentemente da causa (cirurgias 

cardiovasculares de grande porte, sepses, etc). 
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1.3. Inflamação na IRA isquêmica 

  

Estudos experimentais e clínicos mostram que a lesão de isquemia/reperfusão é 

um processo inflamatório. A I/R inicialmente promove mudanças nas células do 

endotélio vascular e dos túbulos renais e em leucócitos, levando à perda do equilíbrio do 

sistema imune renal, seguido por inflamação, morte celular e IRA.
(17-18,22)

 A resposta 

inflamatória, maior fator na patogênese da lesão de I/R, é mediada por dois braços do 

sistema imune: a imunidade inata e a imunidade adaptativa. A primeira é precoce e 

genérica, não é antígeno específico e envolve neutrófilos, monócitos, macrófagos, 

células dendríticas e natural “killers”. A resposta adaptativa é tardia, responsiva a 

antígenos específicos e envolve apresentação de antígenos, maturação de células 

dendríticas, proliferação de linfócitos T CD4 e CD8 e interação linfócitos T e B.
(13,22-23)

 

O rim pós-isquêmico é tanto um alvo do sistema imune, quanto um sítio de inflamação 

local.
(23)

 

 

1.3.1. Ativação endotelial 

 

           Um dos eventos mais precoces na lesão de I/R é a ativação do endotélio 

vascular.
(24-25)

 Esta inflamação começa durante a agressão isquêmica e é acelerada pela 

reperfusão com a ativação do endotélio, promovendo em uma hora, aumento da 

expressão de múltiplas moléculas de adesão na superfície celular, tais como molécula de 

adesão intercelular (ICAM-1) e P-selectina,
(21-23,26-27)

 facilitando a interação da célula 

endotelial com os leucócitos e levando a liberação de citocinas. Este fenômeno causa a 

perda de células endoteliais da arteríola aferente e o rompimento da barreira endotelial, 

com consequente aumento da permeabilidade vascular, facilitando o extravasamento de 
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leucócitos para o tecido renal e a obstrução mecânica dos capilares sanguíneos.
(23,26,28)

 

Este fenômeno é chamado “backleak” ou vazamento e é caracterizado por diminuição 

do fluxo sanguíneo microvascular, diminuição da perfusão renal e hipóxia renal, que é 

mais expressiva na medula renal, piorando ainda mais o dano tubular causado pela 

agressão isquêmica inicial.
(25,29)

        

 

1.3.2. Ativação tubular 

 

A hipóxia, secundária à lesão de I/R, leva ao acúmulo do cálcio intracelular, a 

liberação de radicais livres, a ativação de proteases e a desorganização da actina do 

citoesqueleto – responsável pelo ancoramento das bombas Na-K-ATPase na membrana 

basolateral. Além disso, há perda da integridade dos complexos juncionais -“junções 

tight”- nas bordas ápico-laterais, mudança na localização das moléculas de adesão e na 

polaridade das proteínas de membrana (Crry) – que normalmente inibem a deposição do 

complemento na membrana basolateral. Este processo culmina com a deposição de C3 

no epitélio tubular e com ativação da via alternativa do sistema complemento, 

aumentando o vazamento do filtrado glomerular (fenômeno backleak) para o interstício 

renal e o reposicionamento da Na-K-ATPase, da posição basolateral para a membrana 

plasmática apical.
(17,29-30)

   

            Além disso, o epitélio tubular adquire papel pró-inflamatório, produzindo o fator 

de transcrição – IRF-1 (fator regulatório de interferon-1),
(31)

 Rho-kinase e KIM-1 

(“kidney injury molecule”),
(32-33)

 e citocinas pró-inflamatórias (IL-6, IL-1β, TNF-α e 

TGF-β) e quimiotáticas.
(28)

 Na fase de melhora da IRA, a depuração das células 

apoptóticas é realizada não só pelos macrófagos como também pelas células epiteliais. 
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Essas adquirem a propriedade de fagocitose por meio do reconhecimento de epítopes de 

células apoptóticas pelas proteínas de superfície KIM-1.
(32)

 

 

1.3.3. Células inflamatórias 

                   

1.3.3.1. Neutrófilo 

 

É importante mediador da imunidade inata. Adere ao endotélio, bloqueia a 

microvasculatura e libera grânulos com proteases e outras enzimas, gerando radicais 

livres e levando a destruição de células próprias no tecido inflamado.
(22-23)

 Facio et al
(34)

 

demonstraram recrutamento tecidual de neutrófilos 48 horas após reperfusão, que foi 

mais proeminente na medula externa renal e foi modulado pela infusão de anexina -1 

exógena. 

 

1.3.3.2. Macrófago 

 

Experimentos com modelos animais, que usam a depleção e repleção de 

macrófagos, demonstraram o seu envolvimento na patogênese da lesão de I/R.
(35)

 

Os macrófagos infiltram os rins logo após os neutrófilos, fazendo parte da 

primeira onda inflamatória pós-reperfusão. Realizam fagocitose, induzem apoptose, 

recrutam neutrófilos e produzem citocinas pró-inflamatórias, tais como IL-1α, IL-6, 

caspases e TNF-α.
(22-23)

. 

Os macrófagos são considerados “células diretoras”, atraindo a migração de 

outros macrófagos e estimulando a formação e multiplicação de fibroblastos. Além 

disso, são responsáveis pela eliminação de células indesejáveis, que é processo crucial 

para a eliminação do tecido destruído e remodelação tecidual.
(36)
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1.3.3.3. Células dendríticas 

 

Sua principal função é a indução da resposta adaptativa, sendo importante 

ligação entre a imunidade inata e adaptativa.   

A célula natural “killer” ativa induz a maturação das células dendríticas. Essa 

forma madura é caracterizada por alta expressão de MHC (complexo maior de 

histocompatibilidade) classe II e de moléculas coestimulatórias, e por baixa capacidade 

fagocítica.
(22)

 

Além de ser especialista na ativação das células T, a célula dendrítica é também 

responsável pela liberação de fatores pró-inflamatórios, tais como TNF, IL-6, IL-12, 

MCP-1 e RANTES.
(37)

 

 

1.3.3.4. Linfócito 

 

Os linfócitos são os mediadores mais importantes da fase adaptativa. Diante da 

apresentação do antígeno (Ag) pelas células apresentadoras de antígenos (APCs), na 

presença de coestimulação suficiente, ocorre ativação e expansão de células T com 

receptores específicos para o Ag apresentado. Os linfócitos B não requerem 

apresentação de Ag. Eles reconhecem Ag solúveis, os engolfam e processam, para 

apresentá-los com receptores específicos aos linfócitos T. Além disso, os linfócitos são 

produtores de interferon-gama (INF-γ), que recruta neutrófilos e macrófagos para a área 

danificada.
(22)

 Vários estudos recentes enfatizam a sua importância na lesão de I/R.
(38) 
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1.3.4. Citocinas e quimiocinas 

 

A tabela 1 lista as citocinas, quimiocinas, células inflamatórias e outras cascatas 

envolvidas na resposta inflamatória, incluindo citocinas pró-inflamatórias, tais como 

TNF-α, IL-6, IL-1β e TGF-β e citocinas quimiotáticas como a IL-8 e a proteína MPC-

1.
13

 O aumento da expressão da síntese de óxido nítrico induzível (iNOS) e da 

ciclooxigenase (COX-2), a formação de peroxinitrito e a ativação da enzima nuclear 

poli (ADP-ribose), polimerase (PARP) estão também associadas à lesão de 

isquemia/reperfusão renal.
(19)

 

 

Tabela 1. Relação de citocinas, quimiocinas e células envolvidas na resposta 

inflamatória desencadeada pela lesão de isquemia e reperfusão. 

Caspases Citocinas Quimiocinas  

  Caspase -1   INF-γ    CXCL1 (KC/IL-8)  

 Alpha MSH   TGF-β    CX3CL1 (fractalcina)  

Moléculas de adesão   TNF-α    CCR1 ligantes MIP-1α e 

RANTES 

 

   ICAM-1   IL-6    MCP-1 Linfócitos 

   P-seletin   IL-10    MIP-2 CD4 

   E-selectina   IL-18  CD8 

   CD147 TLRs Neutrófilos Células B 

Complemento    TRL-2 Macrófagos Tregs 

   Via alternativa   TRL-4 Células dendríticas Células NK 

   C3A   TRL-9   
 

 

É muito importante a compreensão de que a inflamação é componente central na 

fisiopatologia da lesão renal de I/R e que ocorre complexa conversação (“cross-talk”) 

entre células endoteliais, inflamatórias e o epitélio lesado, gerando e respondendo às 

citocinas e quimiocinas (Figura 3). O melhor entendimento destes mecanismos de lesão 

permitirá identificar terapias promissoras no tratamento da IRA. 
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Figura 3. Esquematização do “cross-talk” entre as células envolvidas na resposta à 

lesão de isquemia e reperfusão. (N=neutrófilo, L=linfócitos, M=monócitos, DC=células 

dendríticas). Adaptado de Akcay 2009. 

 

1.3.4.1. Citocinas  

 

A caspase 1 ativa a IL-18 e a IL-1β. A IL-18 é produzida por linfócitos, 

neutrófilos, macrófagos e pelas células tubulares. A sua ativação estimula a produção de 

citocinas e quimiocinas, a ativação de células T “helper” e a proliferação de linfócitos. 

Já a IL-6 estimula células alvo por meio da forma solúvel de seu receptor e promove 

trans-sinalização e ativação da STAT3 em células tubulares. A IL-10 inibe a cadeia 

citotóxica e inflamatória, a ativação de genes que causam acionamento e adesão de 

neutrófilos.
(28)
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1.3.4.2.  Quimiocinas  

 

As quimiocinas são um subgrupo de “citocinas-like”, divididas em quatro 

subfamílias: CXC, CC, C e CX3C, classificadas de acordo com o número de espaços e 

resíduos de cistina na sua sequência. Apresentam importante papel no recrutamento de 

leucócitos, na inflamação e na regulação da resposta imune T “helper” 1 e 2. Sua 

produção é induzida por citocinas, NFĸ-B, complemento ativado, radicais livres e 

receptores “Toll-Like” (TLRs).
(39)

  

A CX3CL1, também chamada de fractalcina é expressa em endotélio lesado, 

induz a migração e adesão de leucócitos e facilita a lesão celular induzida por 

monócitos. É potente quimioatraente e molécula de adesão para macrófagos que 

carregam seu receptor (CX3CR1).
(22,40)

  

A CXCL1, ou IL-8, é um quimioatraente de neutrófilos e linfócitos para o sítio 

de inflamação e sua inibição protege contra a IRA isquêmica.
(41)

 

 

1.4. Metilprednisolona  

 

A Metilprednisolona (MP) é um glicocorticóide sintético, amplamente utilizado 

clínica e experimentalmente por seu potente efeito anti-inflamatório agudo. Apresenta 

também ação antioxidante direta, previne a peroxidação dos lípides, radicais livres, e 

mantém o fluxo de Na+ e Ca++, mantendo a estabilidade da membrana celular.
(42)

 A 

MP reduz as citocinas anti-inflamatórias urinárias e pró-inflamatórias plasmáticas, 

sugerindo redução da atividade pró-inflamatória intra-renal. Esteróides aumentam a 

atividade do óxido nítrico endotelial, reduzindo a vasoconstricção vascular na isquemia 

miocárdica.
(43) 



_________________________________________________________Introdução 14 

1.4.1. Efeitos da metilprednisolona na lesão de isquemia/reperfusão 

 

Enc et al
(44)

 demonstraram que altas doses de MP (25mg/kg) aplicadas uma hora 

antes de cirurgia de “bypass” cardiopulmonar em humanos reduzem a lesão de I/R, 

sugerindo efeito de cardioproteção aguda da MP. Durante hepatectomia extensa, a lesão 

hepática secundária a I/R e alterações dos parâmetros homeostáticos são muito 

frequentes. Observou-se menor incidência de complicações, redução da lesão de I/R e 

manutenção da homeostase em pacientes que receberam 500mg de MP por via 

intravenosa no pré-operatório de hepatectomia, quando comparados ao grupo que não 

recebeu corticóide. Esta ação protetora foi atribuída à modulação da resposta 

inflamatória pela MP.
(45-46)

  

O transplante de fígado (TxF) está associado à significante lesão de I/R, que 

pode acometer outros órgãos, entre eles os rins. O uso de MP na dose de 10mg/kg na 

indução de pacientes que foram submetidos ao TxF protegeu contra a disfunção renal e 

hepática quando comparado ao grupo controle que recebeu solução salina.
(47)

 

Recentemente, Kotsch et al
(48)

 demonstraram proteção do enxerto hepático com a 

administração de 250mg de MP em “bolus” imediatamente antes do TxF, seguido por 

infusão contínua, até a captação do órgão, na dose de 100mg/hora de MP.  Estudos 

experimentais demonstraram atenuação da lesão de I/R quando a MP foi usada 

previamente a hepatectomia no rato doador
(49) 

e antes do TxF.
(50)

  

O uso de esteróides durante a oclusão coronária experimental aguda impediu a 

progressão da isquemia miocárdica e pré-tratamento com MP protegeu o coração de 

ratos contra a lesão de I/R.
(42,51)

  

Baker et al
(43)

 desenvolveram estudo em modelo de I/R renal em porcos, 

demonstrando proteção com pré-tratamento com MP (30mg/kg). Observou-se aumento 
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dos níveis de nitrato urinário, sugerindo aumento da síntese de óxido nítrico endotelial e 

redução dos níveis urinários de N-acetil-β-D-glucosaminidase, que indicam lesão 

tubular. Por outro lado, estudo prospectivo de Turner et al
(52)

 não demonstrou proteção 

renal com o uso de 10mg/kg de MP previamente ao clampeamento da aorta infra-renal 

para cirurgia vascular, apesar de ter havido diminuição de citocinas inflamatórias.   

A compreensão de que a inflamação é componente central na fisiopatologia da 

lesão renal de I/R com sua complexa conversação entre as células endoteliais, 

inflamatórias e epiteliais, permitirá identificar terapias promissoras no tratamento da 

IRA. 
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1.5. Objetivos 

 

Objetivo Geral: Avaliar o efeito da infusão prévia de metilprednisolona na lesão 

de isquemia e reperfusão renal. 

Objetivo Específico: Avaliar alguns dos possíveis mecanismos pelos quais a 

metilprednisolona altera a lesão de isquemia e reperfusão renal. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

2. MATERIAL E MÉTODOS 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1. Animais 

 

O experimento foi conduzido de acordo com as normas e princípios éticos do 

Colégio Brasileiro de Experimentação Animal – COBEA. Os procedimentos 

experimentais foram realizados no Laboratório de Fisiopatologia Renal da Faculdade de 

Medicina de São José do Rio Preto - FAMERP, após serem aprovados pela Comissão 

de Ética na Experimentação Animal – CEEA da Faculdade de Medicina de São José do 

Rio Preto – FAMERP – Processo nº 5656/2009 (Anexo A).  

Foram utilizados 24 ratos Wistar machos adultos, com peso entre 230 e 300 

gramas. Os animais foram fornecidos pelo biotério da Faculdade de Medicina de São 

José do Rio Preto (FAMERP). Foram mantidos em gaiolas coletivas antes do 

procedimento cirúrgico, quando foram alocados em gaiolas individuais. Em ambas as 

situações tiveram livre acesso a água e a dieta padronizada (normoproteica e 

normosódica). 

 

2.2. Pré operatório 

 

Após pesagem do animal foi realizada a indução anestésica com xilazina 

2g/100mL, associada a cloridrato de ketamina 50mg/mL, por injeção intraperitoneal na 

dose de 0,1mL a cada 100g de peso. Em seguida, os animais foram submetidos à 

tricotomia da região cervical e abdominal e posicionados em mesa cirúrgica aquecida 

(Braile-Biomédica, São José do Rio Preto, Brasil), em decúbito dorsal horizontal. A 
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temperatura corporal dos ratos foi controlada com o auxílio de um medidor de 

temperatura retal em 36,5 ± 1ºC. 

 

2.3. Técnica operatória (primeiro procedimento cirúrgico) 

 

Inicialmente os animais foram submetidos a uma pequena incisão na região 

cervical anterior, com dissecção da tela subcutânea, identificação, isolamento e 

cateterização da veia jugular direita com cateter (PE50), para infusão por via 

intravenosa de 30mg/kg de metilprednisolona (grupo MP-I/R) ou de solução de cloreto 

de sódio (SF) a 0,9% (grupo Sham e Veic-M/P), 60 minutos antes da obstrução 

mecânica da artéria renal esquerda.  

Após 60 minutos foi realizada dissecção abdominal mediana (xifo-pubiana) e 

realizada nefrectomia direita, em bloco. Neste momento, a artéria renal esquerda foi 

isolada e obstruída por 30 minutos (clamp vascular homeostático), provocando isquemia 

quente renal.  

Após liberação do clamp (reperfusão) renal, a restauração de perfusão renal 

adequada foi constatada por método visual e o animal foi imediatamente submetido à 

sutura da incisão abdominal, feita em duas camadas, muscular e pele com fio de 

Vicryl® 4.0. 

O grupo Sham foi submetido à canulação da veia jugular, infusão intravenosa de 

SF a 0,9%, abertura da cavidade abdominal e nefrectomia direita, porém sem 

clampeamento da artéria renal. O tempo cirúrgico foi igual ao dos grupos submetidos ao 

clampeamento da artéria renal.    

Os ratos foram mantidos na recuperação pós-operatória, com dieta padrão e água 

ad libitum.  
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2.4. Delineamento do estudo 

 

Os 24 ratos foram divididos em três grupos:  

 

• GRUPO I  

Controle (Sham): 

- Oito ratos com nefrectomia direita foram submetidos à cirurgia Sham 60 

minutos após a infusão de 1mL de SF a 0,9% por via intravenosa. 

   

• GRUPO II  

Veículo com isquemia /reperfusão (Veic-I/R):  

- Oito ratos com nefrectomia direita foram submetidos a 30 minutos de isquemia 

renal esquerda 60 minutos após a infusão de 1mL de SF a 0,9% por via intravenosa. 

 

• GRUPO III 

Metilprednisolona com isquemia (MP-I/R):    

- Oito ratos com nefrectomia direita foram submetidos a 30 minutos de isquemia 

renal esquerda 60 minutos após a infusão intravenosa de metilprednisolona na dose de 

30mg/kg peso
43

 diluída em 1mL de SF a 0,9%. 

    

Todos os animais foram mantidos com dieta padrão e água ad libitum por dois 

dias quando então foram medidas a fração de excreção de sódio (FENa) e a filtração 

glomerular por meio da depuração da inulina. Após esse procedimento foi realizada 

perfusão renal com solução salina tamponada com fosfato (PBS) e armazenamento do 

tecido renal para posterior estudo de células inflamatórias (macrófagos, neutrófilos e 
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linfócitos) e exame histológico. Os animais sofreram eutanásia com dose letal de 

tiopental por VI ao final de cada experimento (Figura 4).  

 

   

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Delineamento do estudo.  

 

2.5. Estudo da fração de excreção de sódio e da osmolalidade urinária  

 

Os ratos foram colocados em gaiolas metabólicas individuais (Nalgene, Nalge 

Company, Rochester, NY, EUA) por 24 horas antes de completarem o período de dois 

dias do primeiro procedimento cirúrgico. A diurese de 24 horas foi coletada antes do 

experimento para dosagem de sódio por meio do analisador de eletrólitos (Modelo 9180 

– Eletrocute Analyserv – AVL, EUA), determinação da osmolalidade urinária por meio 

do ponto de congelamento (Modelo Osmette A – Automatic Osmometer – Precision 

Systemas, INC, EUA), avaliação de volume urinário, e mensuração da creatinina 

urinária (método de Jaffé – espectrofotômetro – BTS 310 photometer Bio Systems, 

Barcelona, Espanha). 

n =24 

Sham 

(n=8) 

SF 0,9% 1 hora antes da I/R 

 (n=8) 

Metilprednisolona 1h antes I/R 

 (n=8) 

RFG 2 dias  

  (n=8) 

RFG 2dias  
  (n=8) 

 

(RFG 2dias 

   (n=8) 
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Após as dosagens urinárias e plasmáticas, foi calculada a fração de excreção de 

sódio (FENa). Para este cálculo os seguintes parâmetros foram usados: sódio plasmático 

(Nap; mEq/L) e urinário (Nau; mEq/L) e creatinina plasmática (Crp; mg/dL) e urinária 

(Cru; mg/dL). A FENa foi calculada pela fórmula usual: 

 

 

 

 

 

 

2.6. Estudo da função renal (segundo procedimento cirúrgico) 

 

Após a coleta da diurese de 24 horas, o animal foi anestesiado com tionembutal 

50mg/kg (0,1mL a cada 100g de peso) por via intraperitoneal. Foi então colocado em 

decúbito dorsal em mesa aquecida (Braile-Biomédica, São José do Rio Preto, Brasil) e 

mantido em temperatura controlada com o auxílio de um medidor de temperatura retal 

em 36,5˚ C ± 1ºC. 

 

A. Traqueostomia 

 

Foi realizada a dissecação dos músculos cervicais, com identificação e 

isolamento da traquéia e sua canulação, para garantir a livre respiração com tubo 

PE260. 

 

 

 

 

FENa (%) = [Nau x Crp x 100] ÷ [Nap x Cru] 
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B. Acesso vascular e cistostomia 

 

Após traqueostomia, foi realizada a cateterização da veia jugular esquerda, 

utilizada para infusão de soluções e a cateterização da artéria carótida direita para a 

medida contínua da pressão arterial e coleta de amostras de sangue. Em seguida, foi 

realizada incisão abdominal mediana, identificação e isolamento vesical para realização 

de cistostomia com cateter PE-160. A uretra permaneceu ligada com um clamp 

hemostático para evitar perda urinária. 

 

C. Depuração de inulina 

 

Os animais foram submetidos a uma dose inicial de 1mL de solução de inulina 

(Sigma, EUA), obtida pela diluição de 0,3mg de inulina em 12mL de solução de cloreto 

de sódio a 0,9% (SF a 0,9%), aplicada por via intravenosa. A próxima etapa foi a 

expansão com 5mL de SF a 0,9% por via endovenosa para repor as perdas de volume 

ocorridas durante a cirurgia, seguida pela infusão contínua da solução de inulina na 

velocidade de 0,06mL/min (bomba de infusão, Harvard, EUA). Após 50 minutos de 

estabilização, iniciaram-se as coletas do experimento. As urinas foram coletadas em 

tubos previamente pesados e identificados, durante três períodos consecutivos de 20 

minutos cada. Coletou-se 0,3mL de sangue em tubos com heparina, na metade de cada 

período da coleta de urina. O volume de sangue coletado era imediatamente reposto 

com o mesmo volume de SF a 0,9%. O plasma e a urina foram usados para dosagem de 

inulina pelo método da antrona (Espectrofotômetro BTS310-Biosystems, Barcelona, 

Espanha). 
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O volume urinário foi determinado pela diferença de peso dos tubos de coleta de 

urina (peso ao final do período de coleta menos peso inicial do tubo). Os dados da 

depuração da inulina foram calculados em mL/min/100g, representando a média dos 

três períodos de coleta.            

 

D. Aferição da pressão arterial 

 

A pressão arterial média foi aferida durante todo o procedimento a cada 10 

minutos. Essa mensuração foi feita por meio de um transdutor de pressão (Stoelting Co, 

Wood Dale, Illinois, EUA) acoplado a um amplificador (Blood Pressure Display Unit, 

Stoelting Co. Wood Dale, Illinois, EUA). 

 

2.7. Análise Imuno-histoquímica 

 

A. Perfusão renal e armazenamento 

 

Ao término da depuração de inulina, a aorta e veia cava inferior foram 

clampeadas acima do pedículo renal. Em seguida, a aorta abdominal foi ligada 

distalmente ao pedículo renal e canulada com P-50 para perfusão renal in situ com PBS 

(velocidade de 5 mL/min, por 12 minutos).  

Após remoção da cápsula renal, dois cortes transversais do rim (4-5mm) foram 

mergulhados em metacarn (60% metanol, 30% clorofórmio, 10% ácido glacial, 

preparado imediatamente antes do uso) para fixação por 24 horas, e então mantidos em 

álcool à 70% para posterior inclusão em parafina.  
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Outro corte transversal do rim (3-4mm) foi mergulhado em paraformaldeído a 

4% e deixado na geladeira por 4-5 horas; em seguida, mergulhado em solução de 

sacarose a 30% feita em PBS (NaCl 1,15M e tampão fosfato 0,01M). Este corte 

congelado foi armazenado para posterior quantificação de neutrófilos por análise 

imuno-histoquímica.  

 

B. Imuno-histoquímica 

 

O procedimento imuno-histoquímico foi realizado conforme técnica descrita 

anteriormente.
(53)

 As amostras foram submetidas à reação imuno-histoquímica para 

macrófagos (ED-1), neutrófilos, linfócitos e NFκ-B.  

Cortes de rins incluídos em parafina foram colocados em três banhos 

consecutivos de xilol, para eliminação da parafina e em seguida colocados em três 

banhos de álcool em concentrações decrescentes para a hidratação do corte. As lâminas 

foram então incubadas por 10 minutos em solução contendo 2mL de azedar sódica 10% 

e 2mL de água oxigenada 30%, diluídas em 200mL de água destilada, para bloqueio da 

atividade da per oxidase endógena. Logo após foram lavadas em banho de PBS, pH 7,4 

por 5 minutos e os cortes incubados com o anticorpo primário. 

Os anticorpos primários utilizados foram: anti-ED1 (reage com antígenos 

presentes no citoplasma de monócitos e macrófagos) (1/1000, monoclonal - Serotec, 

UK), anti-granulócitos (utilizado para a determinação de neutrófilos) (1/20, monoclonal 

- Serotec, UK), anti-linfócitos (1/200, monoclonal - Harlan Sera-Lab, EUA) e anti-NFκ-

B p65 (1/200, policlonal - Santa Cruz, EUA). 

 O período de incubação do anticorpo primário foi de 60 minutos em 

temperatura ambiente para ED1 e granulócitos, e “overnight” para os demais anticorpos. 
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Após a incubação e lavagem em PBS, os cortes foram incubados com anticorpo 

secundário biotinilado monoclonal produzido em camundongo (1/200) ou policlonal 

produzido em coelho (1/400) (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA), diluídos 

em solução de PBS + BSA (albumina de soro bovino) 1%, por 30 minutos em 

temperatura ambiente. Após incubação e lavagem em PBS, os cortes foram incubados 

em solução contendo Avidina-Biotina (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) em 

PBS + BSA 1% por 30 minutos em cuba úmida à temperatura ambiente. A cor foi 

desenvolvida pela adição de solução de DAB (3,3-diaminobenzidina, Sigma, St. Louis, 

MO, EUA) e cloreto de níquel na presença de H2O2. A contracoloração foi feita com 

“methilgreen” ou hematoxilina, de acordo com o anticorpo utilizado.   

 

C. Avaliação dos resultados de imuno-histoquímica 

 

Para avaliação de células positivas para ED1 (macrófagos/monócitos), 

granulócitos (neutrófilos) e linfócitos, foram contadas, em microscópico óptico, o 

número de células imunomarcadas por campo (aumento de 40X, área do campo: 0, 245 

mm
2
), em 30 campos consecutivos nos glomérulos e no interstício na região cortical, e 

em 20 campos consecutivos na região da medula externa renal. O número total obtido 

na contagem foi dividido pelo número de campos contados e foi determinado o número 

médio de células/campo analisado/animal.
(54)

 Esse procedimento foi realizado por um 

único avaliador. 

Para a avaliação da imunomarcação para NFκ-B foi considerada a área de córtex 

e medula externa renal, utilizando o modo semiquantitativo, por um único avaliador. No 

aumento de 40X (0,245 mm2), atribuíram escores de 0 a 4, que refletiram a extensão da 
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área marcada (não por sua intensidade), dependendo da porcentagem de campos 

afetados (coloração positiva), sendo:
(53-54)

  

0 = coloração ausente ou extensão menor que 5% do campo com marcação; 

1 = 5-25%; 

2 = 25-50%; 

3= 50-75%;  

4 = 75-100%.   

 

2.8. Análise Histológica  

 

Os cortes de 4μm de espessura dos rins dos animais de todos os grupos foram 

corados com hematoxilina-eosina e tricômio de Mason para análise do 

comprometimento do túbulo intersticial. 

As alterações encontradas no córtex e na medula externa renal foram analisadas 

de forma semiquantitativa (+ a 3+)
(55)

 e refletem a extensão da área com alterações. O 

critério para as análises semiquantitativas foram usadas para os seguintes indicadores 

histopatológicos de comprometimento do túbulo intersticial: dilatação da luz tubular, 

alterações degenerativas epiteliais agudas (ADEA), edema intersticial e necrose das 

células tubulares (NTA). Adicionalmente, foram avaliados espessamento dos vasos e 

retração de glomérulos.  

 

 

 

 

 

 



_________________________________________________Material e Métodos  28 

2.9. Análise Estatística 

 

Todos os resultados são apresentados como médias ± desvio padrão. Para a 

análise estatística sobre diferença de médias entre grupos, utilizou-se a análise de 

variância (ANOVA) para cada variável com a aplicação da correção de Bonferroni. 

Para a análise da variável peso antes e depois do procedimento, utilizou-se o 

Teste t de Student bi-caudal para amostra pareada. O nível de significância definido 

para esse teste foi de α = 0,05, sendo considerado estatisticamente significativo p-valor 

menor do que 0,05. 

Para as análises estatísticas foi utilizado o software estatístico livre R, versão 

2.11.1 e disponível em <http://cran.r-project.org/>. 
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3.  RESULTADOS 

 

 

3.1. Peso  

 

Não houve diferença do peso entre os grupos estudados, tanto do peso antes do 

primeiro procedimento cirúrgico, denominado peso inicial (Sham: 267 ± 7g; Veic-I/R: 

259 ± 14g; MP-I/R: 268 ± 21 g), quanto do peso final, ou seja, dois dias após a I/R 

(Sham: 251 ± 10g; Veic-I/R: 247 ± 19g; MP-I/R: 251 ± 30g). Quando avaliado de forma 

pareada (isto é, pré vs. pós no mesmo animal), o peso final (dois dias após primeiro 

procedimento) foi significativamente menor do que o peso inicial (Figura 5).            

 

         Sham Inicial       vs.  Sham 2 dias                     *p < 0,001 

Veic-I/R Inicial  vs.  Veic -I/R 2 dias             **p < 0,01 

MP-I/R Inicial   vs.  MP-I/R 2 dias              ***p < 0,05 

______________________________________________________ 

 

Figura 5. Histograma das médias de pesos dos ratos       
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3.2. Volume urinário de 24 horas 

 

Apesar de se observar diminuição no volume urinário de 24 horas do grupo 

Veic-I/R em comparação aos demais grupos, essa diferença não foi estatisticamente 

significante: Sham (14,9 ± 5,1 mL), Veic-I/R (10,9 ± 4,2 mL) e MP-I/R (14,3 ± 6,4 mL) 

(Figura 6). 

 

    

 

 

 

 

 

Figura 6. Histograma das médias dos volumes urinários dos ratos.  
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3.3. Pressão arterial 

 

A pressão arterial média avaliada a cada 10 minutos durante todo o segundo 

procedimento cirúrgico foi semelhante nos três grupos: Sham: 114 ± 11 mmHg; Veic-

I/R: 113 ± 14 mmHg e MP-I/R: 112 ± 13 mmHg, como mostrado na figura 7. 
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Figura 7.  Histograma das médias da pressão arterial média dos ratos.  
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3.4.  Filtração glomerular 

 

Dois dias após o primeiro procedimento cirúrgico, a filtração glomerular no 

grupo Veic-I/R foi significativamente menor (0,47 ± 0,24 mL/min/100g) quando 

comparada aos grupos Sham (0,90 ± 0,27 mL/min/100g) e MP-I/R (0,92 ± 0,30 

mL/min/100g). Não houve diferenças significativas entre os grupos Sham e MP-I/R 

(Figura 8). 
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Sham       vs.  Veic -I/R             p< 0,05 

Sham       vs.  MP-I/R                NS 

Veic-I/R  vs.  MP-I/R                p< 0,05     

______________________________________________________ 

 

Figura 8. Histograma representando as médias de taxa de filtração glomerular 

(Depuração de inulina – mL/min/100g).       

 

 



_________________________________________________Resultados  34 

3.5.  Fração de excreção de sódio 

 

A fração de excreção de sódio (FENa) do grupo Veic-I/R (0,62 ± 0,29 %) foi 

significativamente maior do que a do ao grupo MP-I/R (0,19 ± 0,12 %, p < 0,01) e 

similar a do grupo Sham (0,35 ± 0,21 %, NS) como pode ser observado na figura 9. 
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Sham       vs.  Veic –I/R                NS 

Sham       vs.  MP-I/R                   NS 

Veic-I/R  vs.  MP-I/R                   p< 0,01     

 

Figura 9. Histograma representando a fração de excreção de sódio (%).  
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3.6. Osmolalidade Urinária 

 

A osmolalidade urinária foi semelhante nos três grupos estudados: Sham 1198 ± 

235 mOsm/kg, Veic-I/R 1179 ± 304 mOsm/kg e MP-I/R 1151 ± 313 mOsm/kg (Figura 

10).   

 

 

 

Figura 10. Histograma representando a osmolalidade urinária.   
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3.7. Histopatologia 

 

A tabela 2 demonstra os achados histológicos, em escore, dos três grupos 

experimentais. 

No grupo Veic-I/R foram observados moderada dilatação tubular (2,00 ± 0,76) e 

alterações degenerativas epiteliais agudas-ADEA (1,63 ± 0,51) em 100% dos animais, 

associada à necrose tubular aguda focal - NTA (0,38 ± 0,50 em 37,5% dos animais), 

edema intersticial (0,63 ± 0,52 em 62,5% dos animais) e moderada retração de 

glomérulos em 37,5% dos animais e leve nos demais, com média de escore de 1,38 ± 

0,52 (Figura 12 - B e E). Não foi observada alteração vascular nesse grupo.       

No grupo MP-I/R foram observadas leve dilatação tubular (1,25 ± 0,89 em 75% 

dos animais), leve ADEA (1,50 ± 0,54 em 100% dos animais), edema intersticial (0,75 

± 0,46 em 75% dos animais) e leve retração de glomérulos (1,00 ± 0,00 em 100% dos 

animais). Nenhum animal desse grupo mostrava NTA. Um rato apresentou um pequeno 

foco de fibrose intersticial e três apresentaram leve espessamento da parede vascular 

(Figura 12 - C e F). 

O grupo Sham apresentou leve dilatação tubular (1,40 ± 0,55) e retração 

glomerular (1,20 ± 0,45) em 100% dos animais, associada à leve ADEA (0,80 ± 0,84, 

em 60% dos animais) e edema intersticial (0,40 ± 0,55 em 20% dos animais). NTA e 

alterações vasculares não foram evidenciadas em nenhum animal desse grupo (Figura 

12 - A e D). 

Apesar de não se observar diferença estatisticamente significativa entre os 

grupos, as alterações tubulares (ADEA, NTA e dilatação tubular) foram mais intensas 
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no grupo Veic-I/R quando comparadas aos demais grupos. Além disso, essas alterações 

estão atenuadas no grupo MP-I/R (Figura 11). 

 

Tabela 2. Histologia renal (escore) nos grupos Sham, Veic-I/R e MP-I/R. 

   Grupos experimentais 

Sham Veic-I/R MP-I/R 

Túbulo Dilatação tubular 

ADEA 

NTA 

1,40 ± 0,55 

0,80 ± 0,84 

0 

2,00 ± 0,76 

1,63 ± 0,51 

0,38 ± 0,52 

1,25 ± 0,89 

1,50 ± 0,54 

0 

Interstício Edema intersticial 0,40 ± 0,55 0,63 ± 0,52 0,75 ± 0,46 

Vasos Espessamento vasos 0 0 0,50 ± 0,76 

Glomérulos Retração glomerular 1,20 ± 0,45 1,38 ± 0,52 1,00 ± 0,00 

 

Valores=média ± DP. Sham - grupo controle; Veic-I/R - grupo isquemia; Veic-MP - grupo tratamento; 

ADEA - alterações degenerativas agudas; NTA - necrose tubular aguda. 0 -alteração não encontrada nesse 

grupo. 
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Figura 11.  Histograma representando os escores das alterações histológicas.   

(DT - dilatação tubuluar; ADEA - alterações degenerativas agudas; NTA - necrose 

tubular aguda; EI – edema intersticial; EV - espessamento vascular; RG - retração 

glomerular). 
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Figura 12. Fotomicrografias da medula renal ratos dos grupos Sham, Veic-I/R e MP-

I/R, respectivamente em HE 200x (A,B,C) e em HE 400x (D,E,F).   Necrose tubular 

aguda (NTA) focal - setas (B), moderada dilatação tubular e alteracões degenativas 

epiteliais agudas (ADEA) (E) no grupo Veic-I/R. Discreta ADEA e dilatação tubular no 

grupo MP-I/R (C, F). Ausência de NTA nos grupos Sham e MP-I/R (A,C). 
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3.8. Imuno-histoquímica 

 

A mensuração quantitativa das células inflamatórias foi realizada em 30 campos 

consecutivos nos glomérulos e no interstício da região cortical, e em 20 campos 

consecutivos na região da medula externa renal. 

 

3.8.1. Neutrófilo 

 

O grupo Veic-I/R apresentou maior infiltrado de neutrófilos medulares (3,13 ± 

2,09 células/campo) comparado ao grupo Sham (0,74 ± 0,51 células/campo; p < 0,01). 

O grupo MP-I/R (1,44 ± 1,11 células/campo) mostrou tendência à menor marcação 

comparada ao grupo Veic-I/R (Figura 17 - D, E e F). 

Houve maior acúmulo de neutrófilos no interstício do córtex renal do grupo 

Veic-I/R (2,38 ± 1,26 células/campo) comparados aos grupos Sham (1,15 ± 0,63 

células/campo, NS) e MP-I/R (1,70 ± 1,12 células/campo, NS), no entanto, sem 

diferença estatisticamente significante. O número de neutrófilos glomerulares foi similar 

nos três grupos (Tabela 3 e Figura 13). 
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Tabela 3. Análise quantitativa de células positivas para granulócitos na medula externa,  

interstício e córtex renal 

 Células positivas para granulócitos/campo  

Sham Veic-I/R MP-I/R 

Medula externa 0,74 ± 0,51 3,13 ± 2,09* 1,44 ± 1,11 

Córtex 1,15 ± 0,63 2,38 ± 1,26 1,70 ± 1,12 

Glomérulos 2,37 ± 1,58 2,44 ± 1,20 2,92 ± 1,45 
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Sham       vs.  Veic-I/R     *p < 0,01               NS                      NS 

Veic-I/R  vs.  MP-I/R       NS                         NS                     NS 

Sham       vs.  MP-I/R       NS                         NS                     NS   

______________________________________________________ 

 

Figura 13. Histograma da média de células positivas para neutrófilo na medula externa, 

glomérulos e interstício do córtex renal.   
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3.8.2. Macrófago 

 

Ocorreu acúmulo estatisticamente significante de macrófagos na medula externa 

renal no grupo Veic-I/R (9,84 ± 3,18 ED-1
+
/campo) quando comparado aos grupos MP-

I/R (4,06 ± 1,84 ED-1
+
/campo; *p < 0,01) e Sham (4,65 ± 1,12 ED-1

+
/campo; 

†
p < 

0,001) (Figura 17 - A, B e C). 

Houve maior acúmulo de macrófagos no interstício do córtex renal e nos 

glomérulos no grupo Veic-I/R comparados aos demais grupos, porém estas diferenças 

não foram estatisticamente significantes (Tabela 4 e Figura 14). 

 

Tabela 4. Análise quantitativa de células ED-1 positivas na medula externa, interstício 

e córtex renal 

 Células ED-1 positivas/campo  

Sham Veic-I/R MP-I/R 

Medula externa 4,65 ± 1,12 9,84 ± 3,18*
†
 4,06 ± 1,84 

Córtex 6,68 ± 1,56 9,89 ± 1,61 7,20 ± 2,73 

Glomérulos 4,66 ± 1,06 5,45 ± 1,08 4,39 ± 1,65 
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p < 0,001              NS                      NS 
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______________________________________________________ 

 

Figura 14. Histograma da média de células ED-1 positivas na medula externa, 

glomérulo e interstício do córtex renal.      
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3.8.3. Linfócito 

 

Observou-se aumento estatisticamente significante de linfócitos na medula renal 

externa do grupo Veic-I/R (10,58 ± 3,04 linfócitos/campo) quando comparado ao grupo 

Sham (4,51 ± 1,29 linfócitos/campo; *p < 0,001), e ao grupo MP-I/R (3,70 ± 0,62 

linfócitos/campo, †p < 0,0001) (Figura 17 - G, H e I).  

No córtex renal também houve aumento estatisticamente significante de 

linfócitos no grupo Veic-I/R (14,36 ± 3,32 linfócitos/campo) quando comparado ao 

grupo Sham (6,75 ± 1,18 linfócitos/campo; *p < 0,0001), e grupo MP-I/R (5,31 ± 1,63 

linfócitos/campo, †p < 0,0001). 

O número de linfócitos foi similar nos glomérulos dos três grupos analisados 

(Tabela 5 e Figura 15). 

 

Tabela 5. Análise quantitativa de linfócitos na medula externa, glomérulos e interstício 

do córtex renal. 

 Linfócitos/campo  

Sham Veic-I/R MP-I/R 

Medula externa 4,51 ± 1,29 10,58 ± 3,04* 3,70 ± 0,62† 

Córtex 6,75 ± 1,18 14,36 ± 3,32* 5,31 ± 1,63† 

Glomérulos 2,06 ± 0,69 1,53 ± 0,81 1,55 ± 0,55 
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______________________________________________________ 

 

Figura 15. Histograma da média de linfócitos na medula externa, interstício e 

glomérulos do córtex renal.      
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3.8.4. Fator nuclear Kappa – B (NFĸ-B) 

 

O escore de extensão da área da medula externa renal marcada para NFĸ-B foi 

significativamente maior no grupo Veic-I/R (0,61 ± 0,33) comparado à do grupo Sham 

(0,03 ± 0,03; *p < 0,001) e do grupo MP-I/R (0,12 ± 0,11, †p < 0,001) (Figura 17 - J,K 

e L).  

No córtex renal observou-se aumento no escore do grupo Veic-I/R (1,15 ± 0,39) 

quando comparado à do Sham (0,14 ± 0,28, *p < 0,001) e do grupo MP-I/R (0,84 ± 

0,45, NS) (Tabela 6 e Figura 16). 

 

Tabela 6. Análise da média de escores para NFĸB na medula externa e córtex renal 

 Escore para NFĸB 

Sham Veic-I/R MP-I/R 

Medula externa 0,03 ± 0,03 0,61 ± 0,33* 0,12 ± 0,11† 

Córtex 0,14 ± 0,28 1,15 ± 0,39* 0,84 ± 0,45 
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______________________________________________________ 

 

Figura 16. Histograma das médias dos escores para NFĸB na medula externa, no córtex 

renal.      
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Figura 17. Preparação imunohistoquímica, dos grupos Sham, Veic-I/R e MP-I/R, com     

anticorpo anti-ED-1 (A,B,C), anti-granulócitos (D,E,F), anti-linfócitos (G,H,I) e anti-

NFĸ-B (J,K,L), na medula externa renal.  
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4. DISCUSSÃO 

 

 

Isquemia isolada ou associada à nefrotoxicidade é atualmente a etiopatogenia 

mais frequente de IRA hospitalar.
(10)

 Apesar de terem ocorrido grandes avanços no 

tratamento de doentes graves ainda não existe um agente farmacológico eficaz na 

prevenção e tratamento da IRA isquêmica.
(9)

 Assim, o estudo de drogas com potencial 

papel protetor contra a lesão de I/R, como a metilprednisolona, tem grande relevância 

clínica.  

O modelo animal escolhido foi o de isquemia por 30 minutos por oclusão 

completa da artéria renal (OAR) pois, apesar das suas limitações, é o que apresenta 

melhor potencialidade para transposição dos resultados na IRA isquêmica em seres 

humanos. Hipotensão prolongada e/ou grave no rato não mimetiza IRA humana, pois a 

OAR prolongada (60 minutos ou mais) provoca dano renal permanente e OAR acima de 

30 minutos limita a recuperação metabólica e estrutural renal.
(17,20,34)

  De fato, Ko et 

al
l(56)

 demonstraram que OAR por 50 minutos causa fibrose intersticial e atrofia tubular 

renal após 4 e 8 semanas, respectivamente. 

 A OAR é um modelo de isquemia quente diferente do que ocorre no transplante 

renal, onde breve isquemia quente é seguida por isquemia fria prolongada. A isquemia 

quente, que é mais deletéria do que a isquemia fria, ocorre em situações clínicas como 

cirurgias de grande porte (cardíaca e aórtica), traumas, hipovolemia grave, queimaduras 

e choque séptico.
(57) 

A diminuição significante da filtração glomerular encontrada no 

grupo Veic-I/R atesta que o modelo de I/R utilizado foi apropriado para o propósito do 

estudo. Os dados do presente estudo são consistentes com os achados de Facio et al,
(34)

 



_________________________________________________Discussão  51 

aonde o RFG foi avaliado 2 e 7 dias após 30 minutos de OAR em ratos. Como cuidado 

adicional o presente estudo foi precedido por estudo piloto (Apêndice) que confirmou 

diminuição no RFG dois dias após a lesão de I/R, com normalização do RFG em sete 

dias. Estes achados orientaram a escolha do tempo usado no presente estudo. 

A depuração da inulina, parâmetro padrão ouro para a mensuração do RFG, 

demonstrou que o pré-tratamento com MP na dose de 30mg/kg VI, protegeu de forma 

importante os animais contra a lesão funcional causada pela I/R.     

Houve diminuição do volume urinário e aumento significante na FENa no grupo 

Veic-I/R comparada ao grupo Sham. Molitoris et al
(26) 

demonstraram que na IRA ocorre 

reposicionamento da Na-K-ATPase da localização basolateral para a membrana 

plasmática apical, diminuindo a eficiência do transporte de sódio transcelular e 

aumentando a secreção de sódio na luz do túbulo distal, o que explicaria o aumento da 

FENa observado. Esta alteração da FENa estimularia a mácula densa, resultando em 

vasoconstricção da arteríola pré-glomerular e diminuindo o RFG.
(17,58)

 A preservação da 

FENa no grupo MP-I/R é um dado adicional importante demonstrando que a MP 

também conferiu proteção funcional tubular contra a lesão de I/R.  

A maioria dos modelos animais de IRA demonstrou que o túbulo proximal, mais 

especificamente o segmento S3 na faixa externa da zona externa da medula renal, é a 

região mais vulnerável e sensível à lesão de I/R, já que esta área tem limitada 

capacidade para tolerar metabolismo anaeróbico.
(9,17)

 De forma consistente, no presente 

estudo, observou-se dano tubular moderado em 100% dos animais do grupo Veic-I/R, 

caracterizado por dilatação tubular e alterações degenerativas agudas, associada a focos 

de NTA, enquanto que os grupos Sham e MP-I/R não apresentaram NTA. Estes dados 
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sugerem que o pré-tratamento com MP atenuou de forma importante a lesão estrutural 

renal causada pela I/R. 

A escolha da metilprednisolona como agente farmacológico de proteção, ocorreu 

em função de sua potente ação anti-inflamatória e imunossupressora, de sua  facilidade 

de uso e segurança, e da significativa experiência clínica positiva já acumulada em  

situações de lesão por I/R.
(48)

 Há relatos da ação protetora dos esteróides na lesão de I/R 

desde 1975, porém sem tentativas de elucidação do modo de ação. Entre os possíveis 

mecanismos de proteção, encontram-se a supressão de radicais livres e proteases 

lisossomais, a diminuição na produção de citocinas e o efeito anti-apoptótico direto nas 

células do túbulo proximal renal humano.
(46,59)

 

Durante a década de 80 surgiram relatos isolados de proteção renal pela MP 

contra a isquemia quente, especulando-se que os mecanismos de proteção seriam sua 

ação anti-inflamatória e propriedades estabilizadora de membrana.
(60,61) 

Em 2001, 

Takahira et al
(62)

 demonstram atenuação da infiltração de neutrófilos e da expressão 

ICAM-1 com o uso de dexametasona na lesão I/R renal, porém sem melhora da função 

renal, talvez pela gravidade da lesão  I/R do modelo utilizado. Em 2009, surge o 

primeiro relato da propriedade citoprotetora direta, in vitro e in vivo, da dexametasona 

em células tubulares proximais renais.
(59) 

 

A maioria dos efeitos protetores de longo prazo da MP são provavelmente 

mediada pela sua ação nos receptores de glicocorticóides intracelulares. A ativação 

desses receptores altera a ativação do NF-ĸB, que é crítico para a expressão de várias 

citocinas anti-inflamatórias.
(50) 

A duração da ação biológica da MP é de 36 horas e sua 

meia-vida sérica é de 2,8 horas,
(63)

 o que embasou teoricamente a decisão do seu 

emprego 60 minutos antes da lesão de I/R no presente estudo. Outro possível 
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mecanismo de proteção da MP na lesão de I/R é a liberação de anexina 1, potente 

mediador anti-inflamatório endógeno, ativado pela liberação de corticóides.
(34)

 

A interrupção do fluxo sanguíneo, seja no modelo experimental ou nas situações 

clínicas de IRA isquêmica, leva à hipóxia tecidual e consequente isquemia. Quando 

ocorre a reperfusão do tecido isquêmico, ocorre a aceleração da resposta inflamatória 

que é desencadeada pela ativação do endotélio vascular. Há aumento da expressão de 

moléculas de adesão, facilitando a interação com os leucócitos circulantes e da 

permeabilidade vascular. Estas alterações se associam à lesão do epitélio dos túbulos 

proximais, causada pela desestruturação do citoesqueleto celular e consequente perda da 

integridade dos complexos juncionais, reposicionamento apical das bombas de Na-K-

ATPase e ativação do sistema complemento devido à perda da polaridade da Crry. 

Ocorre liberação de citocinas e quimiocinas e consequente infiltrado tecidual por células 

inflamatórias na região lesada.
(28,30,57)

 Essas células por sua vez potencializam a resposta 

inflamatória, gerando agentes vasoconstritores, citocinas e mediadores tóxicos, tais 

como radicais livres e proteases, que amplificam e perpetuam o processo.
(57)

  

Ysebeart et al
(57)

, em seu estudo da cinética dos leucócitos na lesão de I/R 

desencadeada pela OAR por 60 minutos (como já comentado, um modelo mais 

agressivo de I/R) demonstraram infiltração de monócitos no interstício renal (células 

ED-1
+
) após 24 horas da lesão de I/R, com pico em 5 dias. A infiltração de linfócitos 

CD4
+
 ocorreu no quinto dia pós-lesão de I/R e persistiu por 10 dias, e a infiltração de 

linfócitos CD8
+
 foi mais precoce (dia 3), também persistindo até 10 dias pós I/R.

(57)
 

Nosso estudo foi consistente com o de Ysebeart et al,
(57)

 encontrando maior infiltração 

de células ED-1
+
 e neutrófilos na medula externa renal, enquanto a infiltração por 

linfócitos ocorreu tanto na medula externa como no córtex renal. Estes resultados 



_________________________________________________Discussão  54 

demonstram que está havendo envolvimento tanto da imunidade inata como da 

adaptativa. 

Estas células inflamatórias causam lesão tecidual por meio da produção de 

citocinas e quimiocinas que perpetuam o ciclo vicioso da inflamação. Os macrófagos, 

parte da primeira onda inflamatória juntamente com os neutrófilos, são considerados 

“células diretoras”, atraindo outros macrófagos, estimulando fibroblastos, fagocitando e 

induzindo apoptose. As células dendríticas maturas ativam linfócitos T que 

desemcadeiam a segunda onda da resposta inflamatória – antígeno específica – 

produzindo INF-γ que recruta mais neutrófilos e macrófagos para a área danificada e 

portanto, alimenta o ciclo vicioso da inflamação.
(22)

 Apesar de não ter havido intenção 

de estudar a cinética das células inflamatórias neste estudo, a presença de infiltrado 

linfocitário significante na medula externa após 48 horas da lesão de I/R, associado a 

infiltrado menos intenso de neutrófilos e macrófagos, sugere que a segunda onda de 

inflamação, às vezes denominada de fase de extensão da lesão de I/R, já havia sido 

deflagrada.    

O uso de MP se associou à significante prevenção do infiltrado inflamatório 

celular, sugerindo que parte da proteção funcional e tubular conferida pelo corticóide 

neste estudo esteja relacionada à modulação do fenômeno causado por estas células. 

O fator-ĸB nuclear (NF-ĸB), é um fator de transcrição dimérico expresso em 

epitélio dos túbulos renais, considerado o mais importante regulador transcripcional 

pró-inflamatório. Ele apresenta envolvimento importante no aumento da produção de 

proteína quimioatraente de monócitos (MCP-1), induzida por hiperglicemia e 

lipopolissacarideos. O p65 é o sítio de translocação nuclear do NF-ĸB, e o IĸBα é o seu 

inibidor mais importante ligando-se à sua molécula e bloqueando a sua translocação 
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nuclear.
(64) 

Em nosso estudo o anticorpo usado para quantificar os túbulos marcados 

para NF-ĸB, foi o anticorpo policlonal anti-p65. A diminuição de túbulos marcados para 

NF-ĸB no grupo MP-I/R sugere que a MP bloqueou a ativação do NF-ĸB. Assim, um 

dos possíveis mecanismos da renoproteção da MP na I/R seria a redução do infiltrado 

de macrófagos, achado reforçado pelo número significativamente menor de células ED-

1
+
 na medula externa renal no grupo MP-I/R. A isquemia, secundária ao mecanismo 

dependente NF-ĸB, pode indiretamente amplificar a vasoconstrição arterial induzida 

pela hipóxia, por meio da inibição de vasodilatadores (síntese de óxido nítrico 

endotelial) e da estimulação à liberação da endotelina-1.
(43)

  

Vários estudos demonstraram que a MP promove proteção contra as lesões de 

isquemia/reperfusão em diferentes órgãos, tais como, proteção cardiopulmonar pré 

bypass cardiopulmonar em humanos,
(44)

 proteção coronariana experimental
(42,51)

 e 

proteção hepática pré hepatectomia
(45-46)

 e no transplante hepático clínico e 

experimental.
(50,52) 

No entanto estudos avaliando a MP como droga renoprotetora pós 

lesão de I/R renal experimental ou clínica são escassos. 

 Tuner et al
(5)

 demonstraram melhora da função renal com diminuição da 

permeabilidade vascular na primeira semana pós transplante hepático em humanos. 

Recentemente, Kumar et al
(59)

 demonstraram proteção da função renal com uso de 

3mg/kg de dexametasona intraperitoneal 30 minutos antes de 60 minutos de OAR 

bilateral em ratos. Os autores encontraram significante redução, nas primeiras 24 horas 

pós reperfusão, do infiltrado de neutrófilos e expressão de ICAM-1 nos rins dos animais 

tratados, sugerindo efeito citoprotetor precoce dos glicocorticóides na lesão de I/R 

renal.
(59)

 Baker et al
(43)

 também demonstraram renoproteção associada ao aumento da 

síntese de oxido nítrico endotelial com o uso de 30mg/kg de MP administrado por via 
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intravenosa 60 minutos antes da lesão de I/R (160 minutos de oclusão infrarenal da 

aorta) em porcos.  

Por outro lado existem dois relatos aonde não foi demonstrado efeito protetor 

dos glicocorticóides contra a lesão de I/R renal. Tuner et al
(52)

 demonstraram piora da 

creatinina sérica em oito pacientes, na primeira semana após o uso de 10mg/kg de MP 

antes do clampeamento da aorta abdominal infrarenal comparado ao grupo controle. 

Kainz et al
(65)

, realizaram o pré-tratamento de 136 doadores de rins com 1000mg de MP 

pelo menos 3 horas antes da captação dos órgãos e não encontraram diminuição da 

incidência e/ou duração da IRA pós transplante renal na coorte estudada.  

Estes dois estudos apresentam limitações. No primeiro a amostra é muito 

pequena (n=8-10/grupo), a dose de MP empregada foi muito baixa e apenas creatinina 

sérica foi utilizada como marcador de função renal. O segundo estudo apresenta coorte 

considerável de pacientes, porém apresenta vários fatores que impedem a sua 

generalização. Os doadores e receptores eram quase todos caucasianos e de apenas três 

centros do norte da Europa. A MP foi aplicada a doadores falecidos, o que apesar de ser 

uma manobra clinicamente atrativa, é uma situação onde a isquemia fria prevalece em 

relação à isquemia quente. Finalmente, a isquemia quente é de curta duração na 

captação de múltiplos órgãos em doadores falecidos, já que nessa situação a reperfusão 

geralmente é realizada diretamente na aorta abdominal. 

O nosso modelo experimental mimetiza isquemia quente e não isquemia fria e 

apresenta potencialidade clínica em situações aonde a isquemia quente renal é mais 

prolongada, tais como doadores vivos de rins (principalmente aqueles com possíveis 

dificuldades técnicas, onde existe risco ainda maior de ocorrer isquemia quente mais 

prolongada), cirurgias vasculares abdominais e cardiovasculares de grande porte.  
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É sempre necessário e prudente lembrar que a transferência de dados de bancada 

para a beira do leito, precisa ser cautelosa. A IRA é síndrome de etiopatogenia dinâmica 

e multifatorial. Os pacientes que desenvolvem IRA isquêmica nos dias de hoje 

frequentemente apresentam doenças crônicas de base, falência de múltiplos órgãos e 

idade avançada. O tratamento da IRA não melhorará obrigatoriamente o desfecho final 

destes pacientes. Além disso, na maioria das vezes não temos o privilégio de instituir a 

terapêutica no momento ideal (pré-agressão) e consequentemente, o agente terapêutico 

pode não funcionar pelo fato da lesão já estar estabelecida.
(20) 

Mesmo com estas 

limitações, este estudo experimental fornece importantes subsídios de que a 

administração prévia de MP pode ser uma manobra efetiva contra os efeitos deletérios 

da lesão de isquemia e reperfusão renal.  
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5. CONCLUSÕES 

 

 

1) A administração de metilprednisolona antes da manobra de isquemia renal em 

ratos protegeu os animais contra a queda da filtração glomerular e alterações estruturais 

desencadeadas pela lesão de isquemia/reperfusão renal. 

2) Um dos prováveis mecanismos desta proteção parece ser a atenuação da fase 

aguda da resposta inflamatória decorrente da lesão de isquemia/reperfusão, evidenciada 

por menor extravasamento de células inflamatórias e menor expressão de fator kapa-B 

nuclear na zona externa da medula renal externa.  
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Efeito da metilprednisolona na lesão de isquemia/reperfusão renal – Projeto piloto. 

 

O experimento foi conduzido de acordo com as normas e princípios éticos do 

Colégio Brasileiro de Experimentação Animal – COBEA. Os procedimentos 

experimentais foram realizados no Laboratório de Fisiopatologia Renal da Faculdade de 

Medicina de São José do Rio Preto - FAMERP, após serem aprovados pela Comissão 

de Ética na Experimentação Animal – CEEA da Faculdade de Medicina de São José do 

Rio Preto – FAMERP – Processo nº 633006 (Anexo B).  

O projeto piloto (4 animais por grupo) usou infusão de 30mg/kg/peso de MP, 

por via intravenosa, 60 minutos antes da lesão de I/R experimental (30 minutos de 

isquemia), em ratos machos Wistar previamente nefrectomizados contralateralmente. 

Esse estudo mostrou renoproteção no grupo que usou MP (MP-I/R) em comparação ao 

grupo que usou veículo (Veic-I/R), demonstrada pela mensuração da depuração de 

inulina dois dias após a I/R (Figura 18).    
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Figura 18. Efeito da metilpredinisolona (MP) na depuração de inulina (mL/min/100g) 

em 2 e 7 dias após lesão de I/R (* p < 0,05 MP-I/R vs. Veic-I/R 2 dias). 
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Anexo A. Aprovação da Comissão de Ética na Experimentação Animal (CEEA). 
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Anexo B. Aprovação do estudo piloto pela Comissão de Ética na Experimentação 

Animal (CEEA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


