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Resumo

O presente estudo objetivou investigar os efeitos do uso da anexina 1
(Anx-Al), considerada proteina antiinflamatoria e que esta presente na maioria
das células. Caracteriza-se pela sua habilidade em ligar-se ao calcio e
fosfolipideos, conferindo protecdo contra os efeitos iniciais da lesdo por
isquemia e reperfusdo. Realizou-se nefrectomia a direita em 48 ratos (Wistar-
adultos-machos), pesando entre 250-300 gramas, mantidos com dieta
normosodica , normoprotéica e 4gua ad libitum. Os animais foram divididos
em 3 grupos: Anexina 1l-lsquemia (Anx-Al-/R) (n=16), Veiculo(PBS-40)-
Isquemia (Veic-1/R) (n=16) e grupo Sham (n=16). A administracdo de anexinal
(100pg) endovenosa foi realizada 30 minutos antes do clampeamento da
artéria renal esquerda. ApoOs reperfusdo, os animais de cada grupo foram
divididos e estudados com 2 e 7 dias, quanto as funcdes glomerulares ,
tubulares e a estrutura renal. Os resultados mostraram que houve reducédo da
taxa de filtracdo glomerular (RFG) nos grupos veiculo-I/R com 2 e 7 dias de
experimento (0,42 + 0,02 ml-min-100g e 0,48 = 0,05 ml-min-100g,
respectivamente) e verificamos aumento significativo da taxa de filtragdo
glomerular nos grupos Anx-Al-lI/R comparados aos grupos veiculo-I/R (0,86 +
0,05ml-min-100g e 0,73 = 0,04ml-min-100g, respectivamente). Observou-se
diferenca significativa entre os grupos Anx-Al-I1/R e Sham com 7 dias (p<0,01).
A excrecdo fracional de soOdio (FeNa) apresentou-se significantemente
aumentada nos grupos veiculo-I/R, comparada aos grupos Anx-Al-1/R e Sham
nos 2° e 7° dias de experimento; apresentando assim no 2° dia de estudo,Anx-

Al-/IR (0,17 + 0,01%), Veic-/R (0,42 + 0,03%) e Sham (0,21 + 0,01%)
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(p<0,001); e no 7° dia, Anx-Al-I/R (0,27 + 0,03%), Veic-I/R (0,52 + 0,03%) e
Sham (0,29 + 0,01%) (p<0,001). A fracéo de excrecao de potassio (FeK) com 2
e 7 dias de experimento nao diferiram entre os grupos Anx-Al-l/R e Sham, mas
a FeK aumentou significativamente nos grupos Veic-IR. A razdo das
osmolalidades urinario-plasmaticas (U/Posm) mostraram uma reducéo
importante nos grupos Veic-I/R em experimentos com 2 e 7 dias, comparados
aos grupos Anx-Al-I/R e Sham. A avaliacao histopatoldgica revelou aumento
significativo de neutréfilos intravasculares e transmigrados, em areas
isquémicas dos grupos Veic-I/R, de amostras avaliadas da por¢cdo do cortex
renal com 2 e 7 dias. Verificaram-se altas taxas de transmigracéo de neutroéfilos
nas areas de isquemia-reperfusdo nos grupos Veic-I/lR com 2 e 7 dias, em
amostras avaliadas de medula renal. Houve significativa reducdo do
extravasamento de neutréfilos em analise quantitativa, nas amostras de medula
renal com 2 e 7 dias de estudo, nos grupos anexina 1-I/R, bem como menor
taxa de neutréfilos no espaco intravascular. A microscopia de luz, verificou-se
que, em amostras de cortex e medula renal, com 2 e 7 dias, 0 grupo Sham
apresentou estruturas dos tubulos contorcidos proximais, distais e borda em
escova bem preservados. Notou-se resultados semelhantes nos grupos de
anexinal-l/R, com estruturas preservadas nos tubulos, membrana basal e
glomérulos. Nos grupos Veic-I/R, verificou-se a presenca de debris celulares no
interior de tubulos contorcidos proximais, capilares dilatados e alteracfes na
estrutura da membrana basal. Estes resultados sugerem que a administracéo
da anexinal, trinta minutos antes da isquemia renal em ratos, previne a

transmigracdo de neutréfilos e confere protecdo contra os efeitos iniciais da
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lesdo por isquemia e reperfusdo, bem como protecdo das funcles

glomerulares, tubulares e da estrutura renal.

Palavras-Chave: 1. Isquemia; 2. Reperfusdo; 3. Anexina 1; 4. Necrose tubular

aguda.
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Abstract

The aim of the present study was to investigate the effects of the use of
the anti-inflammatory protein annexin 1 (Anx-Al), which is found in most cells. It
Is characterized by its ability in binding to calcium and phospholipids, conferring
protection against the initial effects of ischemia-reperfusion injury. Right
nephrectomy was performed on 48 adult males Wistar rat, with sizes ranging
between 250-300 g, maintained on a diet normosodic , normoprotein and with
water ad libitum. The animals was divided into 3 groups: Annexin-1/Ischemia
(Anx-Al1-1/R) (n=16), vehicle (PBS40)-Ischemia (Vehicle-I/R) (n=16) and Sham
Group (n=16). The endovenous administration of Anx-Al (100 pg) was made 30
minutes before ischemia of the left renal artery. The animals of each group were
divided and studied at 2 and 7 days post-reperfusion, in respect to the
glomerular, tubular and renal structure functions. The results showed that there
was a reduction in the glomerular filtration rate (GFR) in the Vehicle-I/R Groups
at 2 and 7 days post-reperfusion (0.42 £ 0.02 mL/min-100g and 0.48 + 0.05
mL/min-100g, respectively). There was a significantly greater filtration rate in
the Anx-Al-/R Groups compared to the Vehicle-I/R Groups (0.86 + 0.05
mL/min-100g and 0.73 + 0.04 mL/min-100g, respectively). A significant
difference between the Anx-Al-I/R and Sham Groups (p-value < 0.01) was also
observed (7days). The fractional sodium excretion (FeNa) was significantly
higher in the Vehicle-I/R Groups when compared to the Anx-Al-I/R and Sham
Groups on the 2" and 7™ post-perfusion days. On the 2nd day of the study, the
fractional sodium excretion was 0.17 + 0.01% for the Anx-Al-I/R, 0.42 £ 0.03%

for the Vehicle-I/R and 0.21 + 0.01% for the Sham groups (p-value < 0.001). On
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the 7™ day, the values were 0.27 + 0.03%, 0.52 + 0.03% and 0.29 + 0.01%,
respectively (p-value < 0.001). The potassium excretion fraction (FeK) on the
2" and 7™ post-perfusion days did not differentiate between the Anx-A1-I/R and
Sham Groups, but it was significantly higher in the Vehicle-I/R Groups. The
urinary-plasmatic osmolality ratio (U/Posm) showed a significant reduction in
the Vehicle-I/R Groups after 2 and 7 days when compared with the Anx-Al1-1/R
and Sham Groups. A histopathologic evaluation of renal cortex samples, taken
on the 2" and 7" post-perfusion days, revealed a significant increase in the
intravascular and transmigrated neutrophils in ischemic areas of the Vehicle-I/R
Groups. Additionally, high rates of transmigrated neutrophils were identified in
the ischemia-reperfusion areas of samples of renal medulla from the Vehicle-1/R
Group taken on the 2™ and 7™ days. There was a significant reduction of the
neutrophil transmigration in samples of renal medulla on the 2" and 7" post-
perfusion days in the Anx-Al-1/R Groups, as well as a lower intravascular
neutrophil rate. On the 2" and 7" post-perfusion days, the Sham Group
presented with structures of distal and proximal convoluted tubules and well-
preserved brush-border structures in the renal cortex and medulla samples as
seen by light microscopy. Similar results were evidenced in the Anx-Al-1/R
Groups with preserved structures in the tubules, basal membrane and
glomeruli. In the Vehicle-IR Groups, numerous monocytes, cellular debris inside
proximal convoluted tubules, dilated capillaries and alterations in the basal
membrane structure were seen. These results suggest that the administration of
annexin-1 thirty minutes before renal ischemia in rat , prevents the

transmigration of neutrophils and confers protection against the initial effects of
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ischemia-reperfusion injury, as well as providing protection to the glomerular,

tubular and renal structure functions.

Key-Words: 1. Ischemia; 2. Reperfusion; 3. Annexin 1; 4. Acute necrosis

tubular.
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1. INTRODUCAO

A insuficiéncia renal aguda (IRA) caracteriza-se pelo declinio abrupto da
funcao renal, resultando em acumulo e/ou disturbio da volemia e de material
nitrogenado. Esta reducéo do ritmo de filtracdo glomerular (RFG) é manifestada
pela elevacdo dos niveis plasmaticos de creatinina e uréia, que Sdo0 0sS
marcadores mais comuns da funcdo renal e, geralmente, com diminuicdo do
volume urinario diario.) Pode-se dividir a IRA em: pré-renal (diminuicdo do
fluxo sanguineo renal), pés-renal (obstrucéo do fluxo urinario) e renal (leséo do
parénquima renal).?). Quando a IRA se desenvolve, é rara a manifestacéo
isolada de outras patologias prévias e representa uma situacédo frequente na
pratica médica, fazendo parte da maioria dos estados morbidos, com incidéncia
estimada entre 0,76% dos pacientes hospitalizados, e 21% das internacfes em
unidades de terapia intensiva, com alta incidéncia de mortalidade em torno de
50%, e ndo tem mostrado melhora significante nas ultimas quatro décadas.®
Diante do quadro de IRA, os diagnosticos diferenciais podem ser extensos,
incluindo patologias que afetam as artérias renais, glomérulos, tabulos ou
intersticio, assim como alteracdes que obstruem o fluxo urinario a partir dos
rins. Apesar das multiplas condigcbes que podem determinar IRA em adultos,
nao temos um tratamento especifico para esta sindrome clinica, refletindo em
parte, o conhecimento relativamente pobre da fisiopatologia da IRA, no entanto,
duas situacdes respondem por 70% a 75% de todas as causas: reducao da

perfusdo renal (IRA pré-renal) e a necrose tubular aguda (NTA).®
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A leséo renal devido a isquemia e reperfuséo (I/R) € a maior causa de IRA
em rins normais e pés transplante.® A reducédo do fluxo sangiiineo renal,
decorrente da presenca de toxinas ou isquemia, parece ser requisito para o
desenvolvimento da NTA.©®

A necrose tubular aguda é caracterizada pela perda aguda ou mais
usualmente progressiva da funcéo renal tubular e glomerular. A grande maioria
dos pacientes com NTA tém como evento inicial, uma reducdo do fluxo
plasmatico renal ou exposicdo a um agente nefrotoxico. A NTA isquémica, em
humanos, apresenta uma evolucdo média de 7 a 21 dias, entretanto, a duracao
€ extremamente variavel e depende da gravidade e intensidade do episodio
isquémico além da presenca de recorréncia.*”

A necrose tubular aguda (NTA) pos-isquemia € observada
freqientemente em pacientes apds grandes cirurgias (cardiacas e adrticas),
trauma, sepse, hipovolémia severa, queimaduras e outros.® Adicionalmente,
com a demora da recuperacdo da funcdo renal apds transplante,
principalmente causada pela necrose tubular aguda pos-isquemia, temos
menor tempo de sobrevida do enxerto.®

Além da NTA isquémica ja citada, existe também a NTA tdxica, causada
pelo uso de drogas como: aminoglicosideos, anti-fungicos (Ex.:Anfotericina B),
drogas imunossupressoras (Ex..CSA, FK 506), anti-virais (Ex.:aciclovir),
contrastes radioldgicos, pigmentos (hemoglobina, mioglobina), metais pesados
e venenos peconhentos.” A fisiopatologia da NTA ndo se encontra
completamente esclarecida, mas o foco das atencdes localiza-se nos efeitos

tubulares e vasculares. Podem-se dividir os efeitos das lesdes isquémica ou
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toxica em: vasculares, representados pela vasoconstriccdo e diminuicdo do
coeficiente de permeabilidade do capilar glomerular (Kf), e tubulares, como
obstrucéo e extravasamento. Estes eventos causam lesdo e morte celular com
a participacdo de diversos fatores bioquimicos e celulares, como diminuicéo
das reservas energéticas de fosfatos (ATP), producédo de radicais livres de
oxigénio, aumento do calcio intracelular, sintese de 6xido nitrico, ativacdo de
fosfolipases e alteracdes do citoesqueleto.®®

Os processos de adesdo e extravasamento leucocitario sdo partes
essenciais da reacdo inflamatéria nos tecidos lesados e infectados. Em
diferentes condicbes patologicas, incluindo a isquemia e reperfusdo, ha
extravasamento persistente de leucocitos, e estas células sado responsaveis por
danificar os tecidos e, subsequentemente, levar a alteracdes irreversiveis na
estrutura celular e funcionamento dos 6rgéos atingidos.?

Apesar de os sinais patolégicos da IRA serem bem descritos, os tecidos
lesados apOs isquemia ndo sdo apenas consequéncia da hipoxia tissular
devido interrupcdo do suprimento de sangue arterial, mas também devido a
reperfusdo que ativa a resposta inflamatéria, consistindo em recrutamento e
marginalizacdo de leucocitos e proliferacdo de células intersticiais. Este
processo € desencadeado pela lesdo endotelial e de células do parénquima
através da liberacdo de citoquinas e complementos, iniciando uma série de
eventos que termina com forte adesdo leucocitaria e migracéo
transendotelial.®® Recentemente pesquisas mostram o papel dos neutréfilos
na patogénese da I/R e também a presenca de mondcitos/macréfagos e

linfécitos T em modelos experimentais de I/R. Dependendo da intensidade da
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lesdo renal, a cinética do infiltrado mononuclear (monécitos/macréfagos e
linfécitos T) pode ser muito mais pronunciada que dos leucécitos, isto mostra
gue macrofagos e linfocitos T estdo localizados predominantemente em areas
de lesBes severas causadas pela I/R, demonstrado em regido medular.*? Ha
relatos que infiltrados de mondcitos/macréfagos estejam presentes durante as
primeiras 24 horas e esse numero seja 12 a 25 vezes maior que a presenca de
polimorfos nucleares (PMN). Macrofagos e PMN séo capazes de secretar larga
quantidade de espécies reativas de oxigénio, oxido nitrico, MPO, e citoquinas
proinflamatérias quando ativados.®® Em modelos animais de inflamagcao
aguda, foi demonstrado que a proteina antiinflamatoria Anexinal (Anx-Al)
reduziu a migracao de neutrofilos, aparentemente por interferir no processo de
interacdo destes com o endotélio ativado. A Anx-Al liga-se aos neutrofilos,
dificultando sua ades&o ao endotélio vascular, impedindo assim sua migracéo
ao foco inflamatério tecidual.*®

Em experimentos animais foi demonstrado que a proteina antiinflamatoria
Anx-Al protegeu o miocardio contra a lesdo isquemia/reperfusdo. O dano ao
miocéardio, causado pela isquemia/reperfusdo, estava associado ao aumento
pronunciado dos niveis da atividade de mieloperoxidase miocéardica (MPO), um
marcador  utilizado para monitorar a infiltracdo  tissular  por
polimorfonucleares.*¥

A administracdo de Anx-Al, apOs isquemia quente, diminuiu
significativamente o tamanho da area do infarto e esta reducéo foi proporcional
a menor atividade da MPO. O efeito protetor da Anx-Al foi demonstrado

histologicamente pela reducéo da agressao ao tecido danificado por processo
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de isquemia e reperfusdo e por uma diminui¢cdo do nimero de leucécitos intra e
extravascular no miocardio de ratos tratados com a proteina (Anx-A1).%

A proteina Anx-Al, também conhecida como Lipocortina (LC1), foi
descrita por Flower e Blackwell em 1979 e identificada como uma proteina
envolvida na inibicdo induzida pelos glicocorticoides (GC), na sintese de
eicosandides e fosfolipase A2. *°

A superfamilia anexina foi caracterizada primeiramente pela sua
habilidade em se ligar ao calcio e fosfolipideos.™® E encontrada em diferentes
tecidos e tipos celulares, incluindo mamiferos, aves, peixes, anfibios,
drosophila, Dictyostelium, Hydra e plantas.*”

Originalmente, a anexinal foi considerada como uma “proteina anti-
inflamatoria”, e hoje sabe-se que ela esta presente na maioria das células, nas
quais sua funcado é controlar a atividade da fosfolipase A2 e permitir a hidrolise
lipidica.®®

As outras acdes propostas para a anexina incluem anticoagulacao,
exocitoses, endocitoses, eventos de fusdo de membranas, diferenciacéo
celular, controle do crescimento celular, sinal de transducédo e formacdo de

citoesqueleto. 829

Treze membros da familia das anexinas foram descritos e clonados.?%?V

Estruturalmente, é formada por dois dominios: uma pequena regido N-terminal,
variando em comprimento e composicéo,®? e um central formado por quatro

repetidas dobras de uma mesma seqiiéncia de 70 aminoacidos.?*%)
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CH3CO- AMVSEFLKQAWFIENEEQEYVQTV

Representacdo Esquematica da Estrutura Primaria de Proteina

Antiinflamatéria Anexina 1

A patogénese da isquemia e formas de insuficiéncia renal aguda
envolvem complexas interligagdes vasculares e fatores tubulares que
necessitam ser compreendidas. A necrose tubular aguda, que geralmente
ocorre em humanos, esta associada a deplecdo de volume, sepse e choque
hipovolémico. O principal achado histopatolégico em humanos com necrose
tubular aguda é a necrose focal. ??

Em modelos com coelhos, usou-se a oclusao arterial renal temporaria
para provocar isquemia; apds o desclampeamento da arterial renal, houve
persisténcia de vasoconstricdo e edema. Estas consideragbes sugerem que
uma persistente isquemia medular aumenta a les&o.®

A IRA em ratos, devido obstrucdo da artéria renal (OAR), caracteriza-se
por extensa necrose dos tubulos proximais. A distribuicdo e a extensdo da
lesdo variam com o tempo de isquemia. Os néfrons distais sdo menos afetados
e nota-se maior lesdo em alca de Henle, com apoptose em células do tabulo
contornado distal e ductos coletores.®®

A necrose tubular € menos intensa em humanos que em ratos com OAR.

Em humanos, as lesdes morfologicas sdo geralmente subletais e focais,
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afetando tGbulos proximais e distais.*” O dano funcional encontrado é
semelhante, na NTA isquémica em humanos e no modelo animal de obstrucéo
de artéria renal (OAR). A NTA isquémica nos ratos com IRA inclui reducéo
acentuada da filtracdo glomerular e ha reversibilidade em muitos casos de
lesdo tubular com recuperacdo da funcéo renal.®® Em modelo de OAR em
ratos, vasoconstriccdo continua e edema celular causam pobre reperfusdo ao
cortex renal e a medula; mesmo apés o desclampeamento arterial, levando ao
infarto medular com instalacdo da agressdo.®® Algumas intervencdes reduzem
o grau de severidade da insuficiéncia renal aguda em animais, aumentando a
perfusdo renal, tais como diuréticos, antagonistas endoteliais e
antiinflamatérios.®®

O aumento da reperfusdo sanguinea por elevacdo na pressao de
perfusdo, expansdo de volume com solucado salina ou nefrectomia contralateral,
diminuem drasticamente as lesGes e aceleram a recuperacao da obstrucéo da
artéria renal em ratos.®%

A resposta hemodindmica do rim humano a agressao isquémica é
comparavel, a isquemia renal em ratos, de aproximadamente 30 minutos.®”
Modelos experimentais para avaliacdo de nefrotoxicidade causando IRA,
podem ser de dificil obtencdo, pois o uso de agentes nefrotoxicos
(aminoglicosideos, radio-contraste iodado, etc.) na auséncia de outra alteracao
renal, podem ndo desencadear IRA em ratos, devido a fatores protetores e
respostas hemodinamicas diferentes & isquemia.®?

Desta maneira, neste estudo investigou-se pela primeira vez, os efeitos da

Anexinal na filtracdo glomerular e na migracéo leucocitaria para o tecido renal
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lesado, em modelo de isquemia-reperfusdo. Buscando uma nova forma de
prevencdo, utilizando-se a proteina antes da isquemia quente e reperfusao
renal, uma opcao para minimizar os efeitos inflamatérios no rim, com a

possibilidade de protecdo e aumento da sobrevida do érgéo.

1.1. Objetivo

Este estudo tem como objetivo avaliar os efeitos da Anexinal nas lesdes

funcionais e estruturais renais desencadeadas pelo processo de

isquemia/reperfusédo apds manobra de oclusdo da artéria renal em ratos.



2. MATERIAL E METODO |
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2. MATERIAL E METODO

2.1. Animal e Dieta

Pesquisa realizada no laboratorio de Fisiologia Renal da Faculdade de
Medicina de S&o José do Rio Preto - FAMERP.

O projeto foi analisado e aprovado pela Comissdo de FEtica na
Experimentacdo Animal (CEEA) da FAMERP-Processo n°® 4918/2004.

Foram utilizados neste experimento 48 ratos Wistar machos, adultos,
pesando entre 250-300g, provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina
de S&o José do Rio Preto — FAMERP.

Os animais foram mantidos com dieta normosoédica, hormoprotéica e agua
ad libitum. Todos os animais receberam cuidados conforme recomendacdes do
“Committee on Care and Use of Laboratory Animals — Institute of Laboratory

Animal Resources” (ILAR) Estados Unidos, 1996.

2.2. Nefrectomia (primeiro procedimento cirurgico)

Todos o0s animais foram anestesiados com xilazina 2g/100ml
(Coopazine®), associada com cloridrato de cetamina 50 mg/ml (Ketamin®), com
injecdo intraperitoneal, na dose de 0,1ml a cada 100g/rato.

Os ratos foram fixados pelos membros superiores e inferiores, em

decubito dorsal, a uma mesa cirargica aquecida (Braile-Biomédica). A
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temperatura corporal dos ratos foi controlada com o auxilio de um medidor de
temperatura retal em torno de 36,5°C.

Os animais foram submetidos inicialmente a uma pequena incisdo na
regido cervical anterior, com dissecacdo da tela subcutanea, identificacao,
isolamento e cateterizacdo da veia jugular esquerda com cateter (PE50), para
infusdo de Anexinal ou solucdo tampao (PBS-40); 30 minutos antes do
clampeamento da artéria renal esquerda. Em seguida, realizou-se uma inciséo
abdominal mediana (xifo-pubiana) para a realizacdo de nefrectomia a direita
em todos os ratos.

ApoOs a nefrectomia a direita, realizou-se a dissecacdo e isolamento da
artéria renal esquerda, que foi clampeada por 30 minutos (clampe vascular
hemostatico), provocando isquemia renal quente em 32 ratos.

ApoOs o desclampeamento (reperfusdo) renal a esquerda, os animais
foram imediatamente submetidos a sutura da incisdo abdominal, feita em duas
camadas; muscular e pele, com fio de algod&o 4.0 (Algofio®) Ethicon-USA.

Os animais foram mantidos em recuperacdo poés-operatéria com dieta
normosodica, normoproteica e agua ad libitum. A funcdo renal foi estudada 2
ou 7 dias apos o periodo de isquemia quente e reperfuséo.

Os animais foram divididos em 3 grupos:

GRUPO |
Anexinal com isquemia (Anx-Al-I/R):
- 16 ratos nefrectomizados a direita, receberam 100ug Anexinal

intravenoso, 30 minutos antes da isquemia renal esquerda.
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GRUPO I
Veiculo com isquemia (PBS-40)-(Veic.-I/R.):
- 16 ratos nefrectomizados a direita, receberam 100ug PBS40,

intravenoso, 30 minutos antes da isquemia renal esquerda.

GRUPO Il
Controle (Sham):
- 16 ratos foram nefrectomizados a direita, receberam 100ug PBS40

intravenoso e nao foram submetidos a isquemia.

2.3. Estudo da Funcéo Renal (segundo procedimento cirurgico)

Os animais foram colocados em gaiolas metabolicas (Nalgene, Nalge
Company, Rochester, NY, EUA) por 24 horas antes de completarem o periodo
de 2 ou 7 dias do tratamento cirdrgico das nefrectomias. Foram recolhidos
diurese 24 horas antes do experimento, para dosagem de sodio e potassio por
meio do analisador de eletrolitos (Mod.9180 — Eletrocyte Analyser — AVL),
avaliacdo do volume urinario, determinacdo da osmolaridade através do ponto
de congelamento (Mod. Osmette A — Automatic Osmometer — Precision
Systemas, INC) e titulacdo da creatinina urinaria (Método de JAFFE -
Espectofotdmetro — Mod. BTS 310 photometer Bio Systems).

Apods, os animais foram anestesiados com Thionembutal 50mg/kg (0,1 ml

a cada 100g/rato) com injecao intraperitoneal.
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Utilizou-se mesa aquecida (Braile - Biomédica), fixou-se em decubito
dorsal e assim os animais permaneceram em torno de 36,5°C (temperatura

retal).

A. Traqueostomia:
Foi realizada a dissecacdo dos musculos cervicais, com identificacdo e
isolamento da traquéia e canulacdo, para garantir a livre respiracdo com tubo

PEZ260.

B. Acesso vascular e cistostomia:

ApOs a traqueostomia, foi feita a cateterizacdo da veia jugular, utilizando a
mesma incisdo para infusdo de solucdes; e da artéria carétida para medida
continua da presséao arterial e coleta de amostras de sangue. Em seguida, foi
realizada a incisdo abdominal mediana, identificacéo e isolamento vesical para
realizacdo de cistostomia com cateter PE-160. A uretra permaneceu ligada com

um clampe hemostatico para evitar perda urinaria.

C. Clearence de inulina:

Em seguida, os animais foram submetidos a uma dose inicial de 1 ml de
solucéo de inulina (Sigma, E.U.A.), obtida pela diluicdo de 0,3 mg de inulina
em 12 ml de solucado de cloreto de sédio a 0,9%, aplicada por via endovenosa.
O passo seguinte foi a expansdo com 5 ml de solugcédo salina isotonica (sol.
Cloreto de sodio a 0,9%) via endovenosa para reposi¢cdo das perdas fluidas.

Em seguida iniciamos a infusdo continua de uma solu¢éo de inulina (0,3mg em
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12ml de NaCl a 0,9%) na velocidade de 0,06ml/min e, apés 50 min de
estabilizacao, iniciamos as coletas do experimento, quando a urina foi coletada
em tubos previamente pesados e devidamente identificados, durante 3
periodos consecutivos de 20 minutos cada. Coletamos 0,3 ml de sangue em
tubos com heparina, na metade de cada periodo da coleta de urina. A amostra
de sangue retirado foi reposta imediatamente com o0 mesmo volume de solucéo
salina isoténica (NaCl a 0,9%). O plasma e urina foram usados para a dosagem
de inulina pelo método da antrona (Espectrofotometro BTS310 — Biosystems,
Barcelona, Espanha). A pressao arterial média (PAM) foi verificada, durante
todo o procedimento, a cada 10 minutos. O volume urinério foi determinado
pela diferenca de peso dos tubos de coleta de urina (peso ao final do periodo
de coleta menos peso inicial do tubo). Os dados da depuracao inulina foram
calculados em ml/min/100g, representando a média dos trés periodos de

coleta.

2.4. Estudo Histopatologico

- Fixacéo e Processamento para Microscopia de Luz

Ao término dos experimentos, os animais foram sacrificados com infuséo
de 0,5 ml de anestésico thionembutal por via endovenosa, e o rim foi retirado
para estudo histopatologico realizado no Laboratério de Morfologia, IBILCE-

UNESP, Sao José Rio Preto, SP.
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Fragmentos da regido medular e cortical renal de animais sham-operados
e submetidos a isquemia/reperfusdo com ou sem tratamento com anexinal,
foram fixados em solucéo de paraformoldeido a 4% e glutaraldeido a 0,5% em
tampéao cacodilato de sodio 0,1M (pH 7,4) por 24 horas, a 4°C. A seguir, foram
lavados no mesmo tampéo e desidratados. Solucdes crescentes de metanol
(Merck-Germany) a -20°C, pré-infiltrados em uma mistura de metanol a 100% e
resina de LRGold (London Resin Co, Reading, Berkshire,UK), em partes iguais,
durante 18 horas, a -20°C. Apés, foram infiltrados em resina LRGold pura, por
24 horas e ,entdo, incluidos em capsulas de gelatina.

Cortes de 1um dos fragmentos renais foram obtidos no ultramicrétomo
(Reichert Ultracut Leica, Austria). Foram corados com Azul de Toluidina para
as analises morfologicas e/ou quantificacdo dos leucécitos. As fotomicrografias
foram obtidas em microscopio ZEISS, AXIOSKOP 2, do Laboratério de
Morfologia, IBILCE-UNESP de Séo José Rio Preto,SP.

A andlise quantitativa dos neutrofilos foi realizada nas preparacdes
histologicas da medula e coértex renal dos animais sham-operados e
submetidos a isquemia e reperfusdo com e sem tratamento de Anx-Al (cortes
de 1um, n=8 por animal). As células foram quantificadas na objetiva de 63x e,
apos medicao da area no software analisador de imagem Axiovision (ZEISS),

os valores foram apresentados como células por mm?.
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2.5. Andlise Estatistica

Utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) com posteriores comparacdes
multiplas pelo teste Tukey-Kramer. Os resultados sdo apresentados como
médias + S.E.M. das fun¢Bes glomerulares e tubulares. Os valores de p
menores que 0,05 foram considerados significantes.

Os valores obtidos foram demostrados como meédia + S.E.M. do numero
de neutrdéfilos observados na microscopia de luz. Diferencas nas medidas do
namero de células foram determinadas por analise de variancia seguidas, se
significativo, pelo teste de Bonferroni. Os valores menores do que 0,05 foram
considerados significativos.

Os gréficos foram apresentados em forma de barras.



3. RESULTADOS|




19
Resultados

3. RESULTADOS

Foram comparados os resultados observados nos grupos, Anx-Al-I/R,

Veic-I/R e Sham, com 2 e 7 dias apos isquemia e reperfusao.

3.1. Peso e Volume Urinario
3.1.1. Peso

A comparacao entre o peso inicial (antes do segundo experimento) e final
(2 e 7 dias ap6s I/R) ndo apresentou diferenca significativa entre as médias dos
pesos dos ratos nos diversos grupos.

Dois dias ap6s nefrectomia, ndo houve diferenca significativa nas médias
dos pesos entre os grupos estudados, com os seguintes resultados: Anx-Al-I/R
(275,50+4,07gramas); Veic.-I/R (272,7545,15 gramas) e Sham (276,00+3,44
gramas). A média dos pesos dos ratos, com 7 dias ap0s nefrectomia, também
foi semelhante, com o0s seguintes resultados: Anx-Al-I/R (267,88+4,39
gramas); Veic.-I/R (262,50+5,00 gramas) e Sham (273,75+4,92 gramas).

2 dias 7 dias
300 - 300 -

200 - 200 -

100 100

Peso médio (g)
Peso médio ()

Sham Veic-I/R  Anx-Al-I/R Sham Veic-I/R  Anx-Al-I/R

Figura 1. Histograma das médias de peso dos ratos.
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3.1.2. Volume Urinéario

O volume urinario mostrou diferenca significante, quando comparamos o
grupo Anx-Al-I/R. e o grupo Veic-I/R. com 2 dias. Obtivemos 0s seguintes
resultados: Anx-Al-I/R., (11,88+2,38 ml); Veic-I/R., (9,28+0,88 ml) p<0,05 e
Sham, (15,66+4,07 ml) p<0,001. No 7°. Dia, foi observado: Anx-Al-I/R,
(14,90+1,63ml); Veic-l/R., (9,82+0,71ml) p<0,01 e Sham, (15,51+0,94ml)

p<0,01.
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Sham Veic-I/R Anx-Al-l/R Sham Veic-I/R Anx-Al-l/IR

Anx-Al-1/R X Veic-I/R *p < 0,05 Anx-Al-1/R X Veic-I/R p <0,01
Anx-Al-lI/R X Sham NS Anx-Al-lI/R X Sham NS
Veic-I/R X Sham p < 0,001 Sham X Veic-I/R p=0,01

Figura 2. Histograma representando as médias dos volumes urinarios.
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3.2. Filtracdo Glomerular

Os dados funcionais renais sao apresentados na Figura 3. Apés
nefrectomia os ratos foram submetidos a avaliagdo da funcdo renal no 2°. e 7°.
dia através do clearence de inulina. Houve reducédo estatisticamente
significativa da taxa de filtracdo glomerular nos grupos Veic-I/R., quando
comparado aos grupos Anx-Al-I/R e Sham. No 2°. dia de experimento, Anx-Al-
I/R(0,86+0,05ml-min-100g.),  Veic.-I/R(0,42+0,02mI-min-100g.) e  Sham
(1,01+0,12mlI-min-100g.), ndo foram observadas diferencas significativas entre
os grupos Anx-Al-I/R e Sham.

No 7°. dia de experimento, Anx-Al-I/R (0,73+0,04ml-min.-100g.), Veic-I/R.
(0,48+0,05mI-min.-100g.) e Sham (1,01+0,09mI-min.-100g.), observou-se

diferenca significante entre os grupos Anx-Al-1/R. e Sham (p<0,01).

2 dias 7 dias
T
=~ 101 T 1.0
d IS -0
= S
E 0.5 ~ % 0.5 -
0.0 0.0

Sham Veic-/R  Anx-Al-l/IR Sham Veic-I/R Anx-Al-I/R
Anx-Al-1/R X Veic-1/R **p < 0,01 Anx-Al-1/R X Veic-I/R *p < 0,05
Anx-Al-1/R X Sham NS Anx-Al-1/R X Sham **p < 0,01
Veic-I/R X Sham ***p < 0,001 Veic-I/R X Sham ***p < 0,001

Figura 3. Histograma representando as médias de taxa de filtracdo glomerular

(Cin,ml/min/100g).
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3.3. Fracéo de Excrecéo de Sadio

A excrecao fracional de sédio (FeNa) apresentou-se significantivamente
aumentada nos grupos Veic.-I/R, quando comparada aos grupos Anx-Al-1/R e
Sham nos 2°. e 7°dias de experimento. No 2°. dia de estudo, Anx-Al-I/R,
(0,17+0,01%); Veic.-I/R, (0,42+0,03%) e Sham, (0,21+0,01%), (p<0,001). No 7°.

dia, Anx-Al-I/R, (0,27+0,03%); Veic.-I/IR, (0,52+0,03%) e Sham, (0,29+0,01%)

(p<0,001).
2 dias 7 dias
05 - 0.6 -
0.4 0.5 1
L = 04 7
=~ 03 S
% cZu 0.3 1 -1
w0217 $ 02 1
0.1 0.1 4
0.0 0.0
Sham Veic-I/R  Anx-Al-I/R Sham Veic-I/R Anx-Al-I/R
Anx-Al-1/R X Veic-I/R **p<0,01 Anx-Al-l/R X Veic-I/R ***p < 0,001
Anx-Al-l1/R X Sham NS Anx-Al-l1/R X Sham NS
Veic-I/R X Sham ***p < 0,001 Veic-I/R X Sham ***p < 0,001

Figura 4. Histograma representando o indice de excrecdo fracional de

s6dio(%).
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3.4. Fracéo de Excrecéo de Potassio

A excrecao fracional de potassio (FeK), com 2 dias de experimento, ndo

diferiu entre os grupos Anx-Al-1/R e Sham, (32,37+1,96%

e 34,63£1,58%,

respectivamente), mas a FeK aumentou significativamente no grupo Veic.-I/R

(60,31+1,58%) (p<0,001).

Houve a mesma situacdo com 7 dias de

experimento, néo diferindo entre os grupos Anx-Al-I/R e Sham (29,98+1,98% e

36,90+1,67% respectivamente). No entanto verificou-se aumento significante

no grupo Veic.-I/R (68,70+5,08%) (p<0,001).
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Veic-I/R X Sham p < 0,001
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Sham Veic-I/R Anx-Al-1/R
Anx-Al-1/R X Veic-I/R p <0,001
Anx-Al-lI/R X Sham NS
Veic-I/R X Sham p <0,001

Figura 5. Histograma representado os indices da fracdo de excrecdo de

potassio (%).
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3.5. Osmolalidade

A osmolalidades urinario (Uosm) mostrou reducao importante nos grupos
Veic-I/R nos experimentos do 2°. e 7°. dias apds nefrectomia, comparados aos
grupos Anx-Al-I/R e Sham, como verificamos nos resultados: 2°.dia, Anx-Al-
I/IR (1368,9+462,99U/Posm.), Veic-I/R (876,25+41,84U/Posm) e Sham,
(1111,0+38,67U/Posm.), p<0,001. No 7°. dia, Anx-Al-1/R
(1167,0+70,02U/Posm); Veic-I/R (925,63+75,63U/Posm.) e Sham

(1283,1+40,58U/Posm.) p<0,05.

2 dias 7 dias
1500 -
— — —
1200 - - —

__ 1000 - _
§ § 800 -
8 8

5007 400 -

0 0
Sham Veic-I/R  Anx-Al-l/R Sham Veic-I/R Anx-Al-l/R

Anx-Al-1/R X Veic-I/R ***p < 0,001 Anx-Al-1/R X Veic-I/R *p < 0,05
Anx-Al-1/R X Sham NS Anx-Al-l1/R X Sham NS
Veic-I/R X Sham p <0,01 Veic-I/R X Sham **p < 0,01

Figura 6. Histograma representando a Osmolalidade urinario (U/P osm).
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3.6. Histopatologia

A andlise histopatoldgica foi realizada nos fragmentos renais, referentes
ao cortex e medula, com periodos de 2 e 7 dias apos isquemia e reperfusdao. A
leséo por I/R renal foi observada a microscopia de luz. Nao foram observadas
lesbes no cortex dos animais sham (2 dias), nos quais a morfologia tubular &
preservada e a borda em escova e a membrana basal sdo claramente
evidentes (Figuras 7A, B). A perda da integridade cortical pdde ser detectada
nos periodos de reperfusdo (2 dias) nos grupos Veic.-I/R, que exibiram
extensiva lesdo caracterizada por necrose tubular, vacuolizacdo celular,
presenca de debris celulares e perda da borda em escova (Figura 7C), além da
presenca de neutrofilos aderidos aos capilares dilatados dos glomérulos
(Figura 7D). O cortex dos animais tratados com a proteina Anx-Al (Figuras 7E,
F), mostrou significante protecdo dos danos tubulares quando comparados ao
grupo veic.-lI/R. Em adicéo, no estudo das amostras de medula, apés 2 dias de
reperfusdo, notamos tubulos coletores conservados e tipicos em animais do
grupo Sham (Figura 8A). No grupo Veic-I/R verificamos dano tecidual causado
pela isquemia, mostrando a migracdo de leucocitos para o local da lesdo
(Figura 8B). Em contraste, diferindo significativamente dos grupos Veic-I/R, os
animais do grupo Anx-Al-lI/R apresentam um arranjo medular composto por
estruturas tubulares e vasculares bem preservadas (Figura 8C).

Em cortex renal analisados ap0s 7 dias de reperfusdo, o grupo Sham
mostrou conjunto de tdbulos contorcidos proximais e glomérulo renal

conservados (Figura 10A e B). No grupo Veic-I/R verificamos a presenca de
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numerosos monaocitos e debris celulares no interior de tubulos proximais
(Figura 10C) e capilares dilatados dos glomérulos, mostrando vacuolos e
necrose tubular(Figura 10D). Verificamos preservacéo dos elementos corticais,
tubulos distais, proximais e glomérulo renal no grupo Anx-Al-1/R (Figura 10 E e
F). Nas amostras de medula renal com 7 dias de estudos, notamos viséo geral
do arranjo medular composto por tubulos e vasos,conservados no grupo Sham
(FigurallA), e importante lesdo celular em tabulos coletores em processo de
necrose no grupo Veic-I/R com presenca de macrofagos (Figura 11B). No
grupo anexinal-l/R com 7 dias de experimento em amostras de medula,
notamos tubulos coletores em processo de regeneracao . (Figura 11C).

Nos estudos apos 2 dias de reperfuséo, a quantificacdo de neutroéfilos na
porcao do cortex renal mostrou altas taxas de migracdo deste tipo celular para
as areas de isquemia (Veic-I/R: 6,5 + 1,3 n¢/mm?), observados principalmente
no espaco intersticial e no interior de tdbulos proximais (Figuras 9A e B). Em
comparacdo, o numero de neutrofilos transmigrados foi significantemente
menor nos grupos Anx-Al-l/R (0,5 + 0,2 n¢/mm?) e Sham (1,0 + 0,4 ndp/mm?)
(Figura 9D; Tabela 1A). Notamos também aumento significativo no numero de
neutréfilos intravasculares dos grupos Veic-I/R (6,6 + 1,5 n¢/mm?), quando
comparados aos grupos Sham (1,3 + 0,3 n¢/mm? ) e Anx-Al-I/R (3,4 + 0,6
n¢/mm?) (Figura 9C e D, Tabela 1A). Na anélise quantitativa de neutréfilos com
7 dias, em amostra de cortex renal, verificamos aumento significativo dos
neutréfilos intravasculares e transmigrados em areas isquémicas dos grupos

Veic-I/R, (6.4 + 1,0 no/mm? e 4,3 + 1,8 nd/mm? respectivamente), comparados
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ao grupo Anx-Al-l/R (0.1 + 0,1 n¢/mm? e 1,0 + 0,1 ndp/mm?, respectivamente)
(Figura 9F; Tabela 1B).

Nas porgbes da medula renal, foram observadas altas taxas de
transmigracdo de neutroéfilos nos grupos Veic-I/R, tanto com 2 ou 7 dias (8,9+-
5,3 ng/mm?. e 6,9+-1,4 np/mm?, respectivamente) (Figura 9E e G; Tabela 1A
e B). Em contraste, o numero de neutrofilos transmigrados nas porcdes de
medula foi menor nos grupos Sham e Anx-Al-lI/R apos 2 dias de reperfusao:
0,8 + 0,3 no/mm? e 0,3 + 0,2 ng/mm?, respectivamente (Figura 9E; Tabela 1A).
Além disso, apresentou moderada presenca de neutrofilos intravasculares com
2 e 7 dias no grupo tratado com Anx-A1(2,7 2,1 nd// mm? e 4,2 + 1,6 ng/mm?,

respectivamente) (Figuras 9E e G; Tabela 1A e B).
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ao.

dois dias de reperfus

Figura 7. Cértex renal apos
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Grupo Sham-operados: (A) Conjunto de tubulos contorcidos proximais (TCP)
e distais (TCD). Notar a membrana basal (MB) e a borda em escova (BE)
revestindo os vacuolos (v) do dispositivo endocitotico apical em um tubulo
proximal. (B) Glomérulo renal mostrando o vaso aferente (seta) junto ao poélo

vascular.

Grupo I/R: (C) Lesao focal dos tubulos proximais (TCP), mostrando célula
tubular descamada denominada cast (seta) e grandes vacuolos (V). (D)
Neutrofilos aderidos sédo observados nos capilares dilatados do glomérulo

(setas) e membrana basal (MB) alterada.

Grupo I/R tratado com Anx-Al: (E) Estrutura preservada dos tubulos
contorcidos proximais, mostrando a membrana basal (MB) e os elementos do
tecido conjuntivo (setas) associados a tubulos proximais (TCP). (F) Glomérulo
renal bem preservado. Notar a integridade da membrana basal (MB) e a

auséncia de neutrofilos.

Coloragao: Azul de toluidina. Barras: 10um
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Figura 8. Medula renal apos dois dias de reperfusao.
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Grupo Sham-operados: (A) Visdo geral de tipicos tubulos coletores (TC) da

medula.

Grupo I/R: (B) Lesao tecidual causada pela IR, mostrando um leucdcito (seta)

transmigrado para o espaco da leséo.

Grupo I/R tratado com Anx-Al: (C) Arranjo medular composto por estruturas

tubulares (TC) e vasculares (V) preservadas.

Coloragao: Azul de toluidina. Barras: 10um
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Figura 9. Neutrofilos no cértex e na medula em I/R.
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Grupo I/R: (A) Presenca de neutrofilos transmigrados (setas) entre os tubos
coletores da medula. (B) Detalhe de células em necrose (cabecas-de-setas) e

neutrofilo (seta) no interior de um tubo coletor.

Grupo I/R tratado com Anx-Al: (C) Presenca de leucdcitos intravasculares
(setas) entre os tubulos contorcidos proximal (TCP) e distal (TCD) do cortex

renal. Coloragdo: Azul de toluidina. Barras: 10um

Analise quantitativa de neutrofilos intravasculares e transmigrados:

Dois dias pOs-reperfusdo: Cortex (D) e medula (E) renal de ratos sham-
operados, submetidos a isquemia (I/R) e tratados com Anx-Al antes da
isquemia (Anx-Al-lI/R). Os resultados foram expressos como média + desvio
padrdo de média de neutréfilos (n= 8 animais por grupo). * p<0,05 versus
Sham; ** p<0,01 versus Sham; # p<0,05 versus I/R; ### p<0.001 versus I/R.

(Andlise de variancia seguida pelo teste de Bonferroni).

Sete dias poés-reperfusdo: Coértex (F) e medula (G) renal de ratos Sham-
operados, submetidos a isquemia (I/R) e tratados com Anx-Al antes da
isquemia (Anx-Al-I/R). Os resultados foram expressos como média + desvio
padrdo de média de neutréfilos (n= 8 animais por grupo). * p<0,05 versus
sham; ** p<0,01 versus Sham; # p<0,05 versus I/R; ## p<0,01. (Analise de

variancia seguida pelo teste de Bonferroni).
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Tabela 1. Analise quantitativa de neutréfilos em isquemia e reperfusédo renal

em ratos.

2 dias

Sham

Neutréfilos / mm?

I/IR

Anx-Al-I/R

Transmigrado Intravascular

Transmigrado Intravascular

Transmigrado

Intravascular

Cortex 1,0+04 1,3+0,3 6,5+ 1,3* 6,6 + 1,5* 0,5 + 0,2### 3,4+0,6
Medula 0,8+0,3 0,8+0,3 8,9 £ 5,3* 30+1,8 0,3+0,2# 2,7+21
A
7 dias
Neutréfilos / mm?
Sham I'R Anx-Al-1/R
Transmigrado Intravascular Transmigrado Intravascular ~ Transmigrado Intravascular
Cortex 0,5+0,3 1,2+0,2 4,3+1,8* 6,4 + 1,0 0,1+0,1# 1,0+ 1,04#
Medula 0,2+0,1 0,2+0,1 6,9+ 1,4* 6,5+ 1,0* 0+0# 42+16
B

Reducdo pela Anexinal do extravasamento de neutrofilos em inflamagao

renal. Ratos (n=8) Sham foram operados, submetidos a isquemia e reperfuséo

e tratados 30 minutos antes da isquemia com Anx-Al (100ug). Fragmentos do

cortex e da medula foram analisados com 2 dias (A) e 7 dias (B) apos

reperfusdo. Como media + SEM. *p<0.05 versus sham; ** p <0.01 versus

Sham; # p<0.05 versus I/R; ### p<0.001 versus I/R.
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ortex renal de ratos analisados apés sete dias de reperfuséo.

Figura 10. C

barras: 10um)

(coloracao azul de toluidina,
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Grupo Sham-operados: (A) Conjunto de tubulos contorcidos proximais,
mostrando elementos do tecido conjuntivo associados a tubulos (setas). (B)
Glomeérulo renal mostrando o vaso aferente (seta) junto ao polo vascular.

Grupo Isquémico: (C) Vaso sanguineo com a presenca de numerosos
monaocitos (setas) e debris celulares no interior de um tubulo contorcido
proximal (cabeca-de-seta). (D) Capilares dilatados do glomérulo, mostrando
neutrdfilo intravascular (seta). A direita da fotomicrografia, notar a evidente

necrose tubular.

Grupo tratado com Anx-Al: (E) e (F) Preservacdo dos elementos
corticais: tubulos contorcidos proximal (TP) e distais (TD), e glomérulo renal.
Coloracédo: Azul de toluidina

Barras: 10um
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‘1,-.- k o " X
Figura 11. Medula renal de ratos analisados apos sete dias de reperfuséo.

(coloracao azul de toluidina, barras:10um)



38
Resultados

Grupo Sham-operados: (A) Viséo geral do arranjo medular composto por

estruturas tubulares e vasculares.

Grupo Isquémico: (B) Alteracdo celular dos tubos coletores (TC) em

processo de necrose e presenca de macroéfago.

Grupo tratado com Anx-Al: Tubos coletores em processo de

regeneracao.
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4. DISCUSSAO

Este estudo, realizado no laboratério de Fisiopatologia Renal da
Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto, € o primeiro a demonstrar o
potencial terapéutico da proteina anexinal (Anx-Al), em relacdo a leséo de I/R
renal. Utilizamos o modelo de isquemia quente devido as vantagens de ser um
procedimento simples e reprodutivel, onde ocorre exuberante resposta
inflamatoria. Optou-se pela isquemia de 30 minutos, em funcdo desta induzir
lesé@o renal grave, porém reversivel e ser bastante bem estudada na literatura.
Como todos os modelos experimentais, este também apresenta semelhancas e
diferencas em relacéo as lesdes encontradas em humanos.®®

As alteracOes causadas pela I/R podem ser consideradas como um
fendmeno inflamatério e vasomotor.®® A resposta inflamatéria inclui a resposta
aguda e a resposta cronica. A resposta aguda faz parte da imunidade inata
adquirida, de carater inespecifico, cuja sequéncia de eventos geralmente
independe do tipo de agente agressor. A resposta crénica, usualmente envolve
linfécitos T (memoria e citotéxico) e B (producdo de anticorpos). A IRA
associada a inflamacao é grave consequéncia da lesao de isquemia/reperfuséo
renal, acarretando elevada mortalidade e morbidade.®? Varios mecanismos
tem sido relacionados ao processo inflamatorio apds lesdo de isquemia e
repefusdo, como ativacao endotelial, aumento da adeséo leucocitéaria, liberacao
de mediadores inflamatérios e alteracdes na microvasculatura renal.®*3%

A lesdo de I/R é do tipo aguda. No local onde ocorre a resposta

inflamatoria a rede vascular € afetada, aumentando o fluxo sanglineo e
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causando a saida de plasma e recrutamento de células para a remocao direta
dos invasores pela fagocitose. Varias células estdo envolvidas no processo
inflamatorio, incluindo os mastocitos e seus mediadores farmacoldgicos, que
sdao fundamentais para mediar o recrutamento dos leucdcitos in vivo. O
extravasamento de granulocitos (neutréfilos e eosindfilos) e monécitos ocorre
especificamente nas vénulas pés-capilares, devido a composicao particular de
moléculas de adesdo das mesmas.

Os efeitos da I/R afetam inicialmente regides renais mais vulneraveis a
hipoxia, desencadeando uma cascata de eventos inflamatérios. Os rins
recebem 25% do débito cardiaco, sendo a maior parte deste fluxo direcionado
para o cortex renal.®® Consequientemente, a medula renal, responsavel pela
concentracdo urinaria, tem menor fluxo sangiineo, sendo a regido com maior
risco de lesdo. Pequenas alteracbes do fluxo sanglineo e da tensdo de
oxigénio na medula podem produzir lesbes de isquemia e reperfusdo. e
disfuncao tubular®’=® A hipéxia medular leva & deplecdo de energia celular e &
ruptura da actina do citoesqueleto das células endoteliais, resultando em
deformidades celulares ao redor de toda area isquémica,®"*® e na migracéo de
células inflamatodrias. Todas estas alteracdes foram encontradas nos animais
do grupo placebo, isto € queda importante da filtracdo glomerular, necrose
tubular aguda e infiltrado de leucdcitos no intersticio renal.

Neste estudo demonstramos que a anexina 1 administrada antes da
isquemia renal conferiu importante protecdo funcional e estrutural contra a
lesdo de isquemial/reperfusdo ao mesmo tempo que impediu a transmigracao

dos neutrofilos do compartimento intravascular para o intersticio renal. As
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doses utilizadas de anexinal basearam-se em estudos prévios em que esta
proteina protegeu contra leséo de isquemia/reperfusdo em coracéo de ratos.*
E interessante que enquanto nos estudos de isquemia cardiaca a
administracdo de anexinal apés a isquemia protegeu contra a lesdo, isto ndo
ocorreu com o rim. A tentativa de administrar anexinal apds a isquemia néo
resultou em protecdo (dados ndo demonstrados), provavelmente devido as
caracteristicas particulares da circulacao renal.

Os neutrofilos tém sido bastante estudados em modelos de leséo de
isquemia/reperfuséo e inflamacéo. Sua migracédo para o cérebro e para o tecido
cardiaco, apés I/R estd bem demonstrada.®® Existem também evidéncias de
que os neutréfilos medeiam o dano tecidual e tem papel fundamental no
desenvolvimento da lesdo renal pés-isquémica.”? Estas evidéncias provém de
estudos experimentais de insuficiéncia renal aguda isquémica que mostram
acumulo renal de neutrofilos, reducdo do dano estrutural renal com sua
deplecao, e beneficio com tratamento anti-moléculas de ades&o.“”

Hellberg e Kallskog descreveram aumento de neutrofilos no cértex e
regido medular apdés modelo de I/R e obtiveram protecdo da lesdo renal
quando os ratos tiveram os neutréfilos depletados.“? Linas et al.“? realizaram
isquemia in vivo seguida de isolamento do rim e perfuséo ex vivo. Adicionando
e retirando os neutrofilos do liquido de perfusdo demonstraram que estes
contribuem para os danos estruturais e funcionais apés isquemia-reperfuséo
renal. Além disso, mostraram que 0 numero de neutrofilos encontrados no
tecido renal foi dependente da duracdo da isquemia renal. Por outro lado,

Paller et al.*? estudando o dano renal apés isquemia/reperfusdo em ratos
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submetidos a deplecdo prévia de neutrofilos através de anticorpos anti-
neutréfilos ndo encontraram diferenca entre os grupos controle e tratado. E
possivel que estas diferencas em relacéo aos resultados de diferentes estudos
estejam relacionadas a maior ou menor eficiéncia das manobras realizadas
para deplecdo de neutrofilos. No presente estudo, o mecanismo usado foi
fisiologico. A anexinal impediu a transmigracdo dos neutréfilos mas néo
interferiu com o seu numero, como pode ser observado pela contagem de
neutréfilos no compartimento intravascular dos animais tratados.

A adesdo dos neutréfilos ao endotélio vascular € mediada pelo fator
ativador plaquetario, pela expressdo de moléculas de adeséao intercelulares
(molécula de adeséao intercelular-1 — ICAM-1, selectina-E, selectina-P) e por um
grupo de glicoproteinas de superficie do neutréfilo, chamado de moléculas de
adesdo leucocitaria ou integrinas da familia CD11/CD18.“? S&o conhecidos
varios mecanismos e estimulos relacionados as células endoteliais para
aumentar a adesdo dos neutrofilos. Estes mecanismos sdo tempo-dependente
em relacdo ao estimulo inicial. Por exemplo, trombina ou leucotrieno C4 séo
capazes de estimular as células endoteliais resultando em aumento da
aderéncia de neutrdéfilos, que se torna 6tima em minutos e envolvem maior
expressao de selectina-P e sintese do fator ativador plaquetario. A IL-1 ou fator
de necrose tumoral induz a expresséo de selectina-E e IL-8. O aumento desta
expressao leva horas, necessita da sintese proteica e também esta envolvido
na aderéncia de neutréfilos. Estudos in vitro mostram que a propria hipoxia
isoladamente pode ativar as células endoteliais, contribuindo para o aumento

da aderéncia endotelial e migracdo de neutréfilos observada em tecidos



44
Discussao

isquémicos.™® Indicios indiretos da importancia dos neutréfilos na lesdo de I/R
renal tem sido obtidos a partir de diferentes manobras que bloqueiam as
substancias e as moléculas de adeséo relacionadas a adesdo endotelial e
subsequente migracao tecidual dos neutréfilos ao local de inflamacg&o.“® Linas
et al.“? utilizando-se de um modelo de rim isolado perfundido e anticorpos anti-
ICAM-1, observou que a sequestracado de neutroéfilos apds a isquemia foi ICAM
dependente. Chana e Wheller mostraram que a administracdo exogena do fator
de necrose tumoral (TNF) altera de modo importante a expressao de ICAM-1 e
VCAM-1 (molécula de adesao celular vascular) na célula renal mesangial. O
TNF aumentou a expressdo da ICAM-1 em 505% e a expressdo da VCAM-1
em 179%; conseguindo assim um aumento na ligacdo célula mesangial-
mondcito (macréfago) de 335%.“% Assim, muitos estudos tem demonstrado o0s
beneficios da terapia com Ac anti-ICAM em isquemia reperfusédo ou inflamacao
aguda.“® Wu et al.,“ utilizando-se um modelo de nefrite nefrotdxica, mostrou
que a administracdo do anticorpo monoclonal anti CD 11b (OX42) 16 horas
antes do inicio da doenca acarreta em diminuicdo importante da proteinuria
(80%) e diminuicdo do numero de neutroéfilos encontrados no glomérulo.
Estudos recentes confirmam que a cinética e marginalizacdo dos
neutréfilos em situacdes de hipoxia sdo regulados pelos mesmos mediadores
da resposta inflamatoria. A producdo de radicais livres de oxigénio (espécies
reativas toxicas do oxigénio) representa o evento inicial. S&o produzidos pelo
endotélio vascular, com pico nos primeiros cinco minutos, prolongando-se por
varias horas. Estes radicais livres induzem fluxo de célcio trans-membrana,

ativando a fosfolipase A2 a partir das células endoteliais. A ativacdo da
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fosfolipase A2 mobiliza lipidios de membrana, especialmente o 4&cido
aracdonico e resulta na geracdo de produtos derivados da lipo-oxigenase,
ciclo-oxigenase e fator ativador plaquetério.“? Acreditava-se que a liberacgéo
extra-celular de produtos citotoxicos do neutréfilo somente ocorria com sua
morte. Reconhece-se que esta liberacédo de produtos citotoxicos para o espaco
extra-celular pode ocorrer sem que ocorra a morte do neutrofilo. As substancias
citotoxicas sdo divididas em dois grupos: localizadas na membrana plasmatica
e no citoplasma. Na membrana plasmatica do neutrofilo ativado encontra-se a
NADPH oxidase (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase), que gera
a familia de compostos quimicos reativos (espécies reativas toxicas do
oxigénio). No citoplasma encontram-se granulos especificos contendo
peptideos microbicidas, proteinas e enzimas. Além disso, produtos da
fosfolipase tais como leucotrienos e fator ativador plaquetario contribuem para
alteracbes vasculares na inflamacdo aguda e promovem o dano tecidual
mediado por neutréfilos. Y

A queima oxidativa nos neutrofilos € desencadeada por fagocitose ou
quando esta via € ativada por um estimulo especifico in vivo. Este mecanismo
oxidativo resulta em uma producdo sequencial de compostos intermediarios
reativos ao oxigénio (anion superéxido, peroxido de hidrogénio e radical
hidroxil). Aléem da funcdo anti-microbiana, estes compostos influenciam outras
funcdes celulares: marginalizacdo de neutrdfilos, transducdo de sinal entre
leucécitos e células renais e mesangiais.®?
Shah®® evidenciou que o0s compostos reativos ao oxigénio estdo

implicados na fisiopatologia glomerular. Os efeitos destes compostos podem
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contribuir para o desenvolvimento de proteinuria, alteracdo da taxa de filtracéo
glomerular e mudancas morfolégicas nas células glomerulares. Varios estudos
indicam que ndo soO os neutrofilos, mas também células mesangiais e células
epiteliais glomerulares podem produzir compostos reativos ao oxigénio. Linas
et al.“*? demonstraram a conexdo entre liberacdo de compostos reativos ao
oxigénio e lesdo glomerular. Quando neutréfilos de pacientes com doenca
granulomatosa cronica foram reperfundidos em rins isquémicos o dano renal
nao foi acentuado, contrastando com o aumento marcante do dano em rins que
foram perfundidos com neutrofilos normais (controle). O Unico defeito
reconhecido em neutroéfilos de pacientes com doencga granulomatosa crbnica €
a falha na producdo de superoxido, indicando assim, o papel fundamental
destes compostos reativos ao oxigénio no dano renal mediado por neutrofilos.
O mecanismo de destruicao tecidual causado por neutrofilos de forma néao
oxidativa relaciona-se a enzimas hidroliticas e polipeptideos antimicrobianos. O
conteudo dos granulos inclui mais de vinte enzimas, porém, serina proteinase,
elastase e duas metaloproteinases (colagenase e gelatinase) sé&o
provavelmente os mediadores de maior potencial para a destruicdo tecidual.
Cada uma destas proteinases é capaz de degradar componentes chaves da
matriz extra-celular, que é composta por colageno, elastina, proteoglicanos e
glicoproteinas. Assim, a dissolucdo da matriz extra-celular mediada pelo
neutroéfilo pode danificar estruturas celulares ou a funcéo celular e induzir a um

dano agudo e potencialmente irreparavel.
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Os mecanismos de lesdo tecidual oxidativo e nado-oxidativo agem
simultaneamente e de forma sinérgica, potencializando seus efeitos na leséo
tecidual.®?

A administracdo prévia de Anx-Al conferiu importante protecao contra 0s
efeitos da lesdo de isquemia e reperfusdo nas funcbes glomerulares e
tubulares, possivelmente inibindo os mecanismos de lesdo desencadeados a
partir da infiltracdo tecidual dos neutrofilos. Este estudo contrasta com varios
estudos realizados para minimizar o dano renal em modelos de I/R, pois estes
obtiveram protecéo renal parcial ou diminuicdo lesdo tecidual, ao contrario do
presente estudo onde verificou-se protecdo precoce praticamente total com a
utilizacdo de Anexinal.“? E interessante notar que os ratos tratados com
anexinal apresentaram fracao de excrecao de sédio e osmolalidade sugestivas
de lesdo pré-renal, isto € presenca de um tabulo proximal funcionante na
vigéncia de isquemia renal. Em contraste os indicadores de funcéo tubular nos
grupos Veic-I/R indicam lesdo celular, o que € consistente com os achados
histoldgicos, indicando novamente que a inflamacdo pos I/R tem papel
importante na lesédo tubular.

Quando ha adesédo de neutréfilos nas células endoteliais, a producao
autocrina e paracrina da anexinal, é estimulada pelos glicocorticoides, para
evitar o processo de diapedese e lesdo tecidual.*” O que deve ocorrer é que
esta producédo endégena nem sempre consegue contrabalancar eficientemente
o estimulo pro-inflamatorio, dependendo da intensidade inicial deste, o que
possivelmente explica a eficacia de uma dose supra-fisiologica exdgena de

anexinal encontrada no presente estudo.
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De fato, existem varios relatos na literatura que indicam o aumento da
anexinal endogena em modelos experimentais, sobretudo em processos
inflamatorios, assim como a capacidade dos glicocorticoides em induzir e
amplificar a sua transcricdo e producdo.”® A anexinal é predominantemente
encontrada na membrana de neutrofilos intravasculares aderentes ao
endotélio. Uma vez no espaco extravascular, a maior parte da proteina contida
nos neutrofilos é clivada na regido N-terminal. Essa regido tem sido
caracterizada como promotora da acdo antiinflamatéria da Anx-A1.¢9
Verificou-se que a analise quantitativa de neutréfilos em isquemia e reperfusao
renal em ratos, com 2 e 7 dias foram bastante intensas nos grupos I/R-Veic.,
conforme demonstrado pela grande quantidade de neutréfilos encontrados no
compartimento intravascular e neutrofilos transmigrados para as areas do
cortex e medula. Na analise quantitativa de neutréfilos dos grupos Anx-Al-I/R
demonstrou-se insignificante quantidade de neutrofilos transmigrados apesar
da presenca destes no compartimento intravascular. Estes dados sé&o
consistentes com estudos anteriores aonde notou-se que a utilizacdo de Anx-
Al, antes do periodo de isquemia quente, inibiu a migracdo leucocitaria em
mesentério e cérebro.“® Recentemente, demonstrou-se que a Anx-Al
exdgena reduziu o dano miocardio e a presenca de leucdcitos associados com
0 processo isquemia/reperfusdo em tecido cardiaco.® Sugeriu-se que esta
protecdo poderia ter aplicacéo clinica, se a anexinal fosse administrada logo
apds o periodo de isquemia miocardica.®?

No presente estudo notou-se menor protecdo em relacdo a filtracao

glomerular nos ratos dos grupos (Anx-Al) no dia 7 apés reperfusdo. Esses
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dados sugerem que, provavelmente em uma fase mais tardia da lesdo de
isquemia/reperfusdo, possa haver a acado de outras células pro-inflamatérias
nao inibidas completamente pela Anx-Al, como linfécitos T e macroéfagos que
dependendo do tipo e tempo de exposicdo da lesdo renal permanecem
localizados predominantemente em zonas da medula que sofreram dano mais
grave.®?

Nas ultimas décadas ocorreram grandes avancos no entendimento dos
mecanismos envolvidos no desencadeamento e manutencdo da IRA
experimental. Entretanto, poucos desses conhecimentos foram traduzidos em
medidas clinicas com capacidade de prevenir, tratar ou acelerar a recuperacao
da funcédo renal em pacientes com IRA. Assim, a taxa de mortalidade dos
pacientes com IRA permanece elevada, podendo atingir mais de 60% quando
sd0 analisados apenas pacientes de UTI.®® Em transplante renal onde temos
isquemia fria e reperfusdo, a perda da funcdo renal é uma complicacdo
relativamente comum, ocorrendo entre 20-60% em transplantes de doadores-
cadaveres.®? Essa complicacdo prolonga o periodo de hospitalizacdo e reduz
o tempo de sobrevida do enxerto.®**¥ Assim, pesquisas em unidades de
transplantes tém dado maior atencdo na identificacdo de novas drogas que
evitem, estabilizem ou revertam as lesdes I/R.?® Neste sentido, os achados do
presente estudo representam uma promessa com alto potencial de
aplicabilidade clinica, se os resultados encontrados em roedores forem

confirmados em humanos.
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Em resumo, os resultados deste estudo sugerem que a anexinal e 0s
neutréfilos tem papel importante nos mecanismos de lesdo funcional e

estrutural desencadeados pela manobra de isquemia/reperfusao em ratos.
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5. CONCLUSOES

1. A administracdo de Anx-Al, 30 minutos antes da isquemia quente,
previne a transmigracdo de neutrofilos e confere protecdo contra os
efeitos iniciais da lesdo de isquemia e reperfusdo renal em ratos.

2. Esses resultados mostram que a transmigracdo de neutrofilos
levando a inflamacdo, tem uma grande importancia na lesdo de
isquemia e reperfusao renal.

3. Os achados histopatolégicos mostraram que, tanto com 2 ou 7 dias
apos isquemia quente e reperfusdo, os grupos tratados com Anx-Al
tiveram preservadas as estruturas corticais e medulares, tais como

tubulos contorcidos proximais, distais e glomérulos renais.
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Apéndice 2. Comparacao entre grupos das meédias do peso inicial (g.), dos

ratos com 2 dias de experimentacao.

Resumo dos Dados

Grupo N Média Desvio Erro Mediana
Padrdo  Padréo da
média
Anexina 8 275,50 11,514 4,071 279,00
Isquemia 8 272,75 14,587 5,157 269,00
Sham 8 276,00 9,754 3,449 277,50
Intervalo de Confianga 95%

Grupo Minimo Maximo De Para
Anexina 260,00 295,00 265,87 285,13
Isquemia 259,00 300,00 260,55 284,95
Sham 260,00 290,00 267,84 284,16

Apéndice 3. Comparacao entre grupos das média do peso inicial (g.), dos ratos

com 7 dias de experimentacao.

Resumo dos Dados

Grupo N Média Desvio Erro Mediana
Padrao Padrao da
Média
Anexina 8 267,88 12,438 4,397 267,50
Isquemia 8 262,50 14,142 5,000 265,00
Sham 8 273,50 13,916 4,920 271,50
Intervalo de Confianca 95%

Grupo Minimo Méaximo De Para
Anexina 250,00 283,00 257,48 278,27
Isquemia 240,00 280,00 250,68 274,32
Sham 255,00 295,00 262,11 285,39
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Apéndice 4. Comparacédo entre grupos da média do volume urinario dos ratos

com 2 dias de experimento (ml).

Resumo dos Dados

Grupo N Média Desvio Erro Mediana
Padrao Padréo da
Média
Anexina 8 11,888 2,383 0,8425 11,800
Isquemia 8 9,288 0,8806 0,3114 9,100
Sham 8 15,663 4,075 1,441 17,350
Intervalo de Confianga 95%

Grupo Minimo Maximo De Para
Anexina 9,000 16,300 9,895 13,880
Isquemia 8,000 10,800 8,551 10,024
Sham 9,500 20,000 12,255 19,070

Apéndice 5. Comparacado entre grupos da média do volume urinario dos ratos

com 7 dias de experimento (ml).

Resumo dos Dados

Grupo N Média Desvio Erro Mediana
Padrao Padrao da
Média
Anexina 8 14,900 4,619 1,633 13,400
Isquemia 8 9,825 0,7146 0,2527 10,000
Sham 8 15,513 2,669 0,9437 14,100
Intervalo de Confianca 95%

Grupo Minimo Méaximo De Para
Anexina 10,600 24,000 11,038 18,762
Isquemia 8,400 10,500 9,227 10,423
Sham 12,800 20,500 13,281 17,744
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Apéndice 6. Comparacéao entre grupos da média de taxa de filtracdo glomerular

(Cin,ml/min/100g), com 2 dias de experimento.

Resumo dos Dados

Grupo N Média Desvio Erro Mediana
Padrao Padréo da
Média
Anexina 8 0,8663 0,1613 0,05704 0,8550
Isquemia 8 0,4250 0,07635 0,02699 0,4250
Sham 8 1,016 0,3456 0,1222 1,050
Intervalo de Confianga 95%

Grupo Minimo Maximo De Para
Anexina 0,6300 1,100 0,7314 1,001
Isquemia 0,3000 0,5200 0,3612 0,4888
Sham 0,5900 1,500 0,7273 1,305

Apéndice 7. Comparacdo entre grupos

da média de taxa de filtracdo

glomerular (Cin,ml/min/100g), com 7 dias de experimento

Resumo dos Dados

Grupo N Média Desvio Erro Mediana
Padrao Padrao da
Média
Anexina 8 0,7363 0,1395 0,04931 0,6950
Isquemia 8 0,4875 0,1671 0,05909 0,4200
Sham 8 1,103 0,2592 0,09165 1,045
Intervalo de Confianca 95%

Grupo Minimo Méaximo De Para
Anexina 0,6200 1,000 0,6169 0,8529
Isquemia 0,2800 0,7200 0,3477 0,6273
Sham 0,7900 1,530 0,8858 1,319
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Apéndice

8. Comparacédo entre grupos da meédia do indice de excrecdo

fracional de s6dio(%), com 2 dias de experimento.

Resumo dos Dados

Grupo N Média Desvio Erro Mediana
Padrao Padréo da
Média
Anexina 8 0,1788 0,04190 0,01481 0,1750
Isquemia 8 0,4213 0,1006 0,03558 0,4200
Sham 8 0,2188 0,05111 0,01807 0,2200
Intervalo de Confianga 95%

Grupo Minimo Maximo De Para
Anexina 0,1200 0,2500 0,1437 0,2138
Isquemia 0,2400 0,5900 0,3371 0,5054
Sham 0,1300 0,2800 0,1760 0,2615

Apéndice 9. Comparacgdo entre grupos da media do indice de excregéo

fracional de s6dio(%), com 7 dias de experimento.

Resumo dos Dados

Grupo N Média Desvio Erro Mediana
Padrao Padrao da
Média
Anexina 8 0,2700 0,09681 0,03423 0,2900
Isquemia 8 0,5275 0,1130 0,03994 0,5100
Sham 8 0,2913 0,05463 0,01931 0,2750
Intervalo de Confianca 95%

Grupo Minimo Méaximo De Para
Anexina 0,1200 0,3900 0,1891 0,3509
Isquemia 0,3300 0,7200 0,4330 0,6220
Sham 0,2000 0,3600 0,2456 0,3369
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Apéndice 10. Comparacdo entre grupos da média dos indices de fracdo de

excrecao de potassio(%), com 2 dias de experimento.

Resumo dos Dados

Grupo N Média Desvio Erro Mediana
Padrao Padréo da
Média
Anexina 8 32,375 5,548 1,961 34,150
Isquemia 8 60,313 9,155 3,237 59,600
Sham 8 34,638 4,484 1,585 35,350
Intervalo de Confianga 95%

Grupo Minimo Maximo De Para
Anexina 21,100 37,600 27,736 37,014
Isquemia 43,000 73,700 52,658 67,967
Sham 26,700 39,500 30,888 38,387

Apéndice 11. Comparacgdo entre grupos da média dos indices de fracdo de

excrecdo de potassio(%),com 7 dias de experimento.

Resumo dos Dados

Grupo N Média Desvio Erro Mediana
Padrao Padrao da
Média
Anexina 8 29,988 5,615 1.985 30,150
Isquemia 8 68,700 14,390 5,088 66,800
Sham 8 36,900 4,724 1,670 36,550
Intervalo de Confianca 95%

Grupo Minimo Méaximo De Para
Anexina 24,100 36,400 25,293 34,682
Isquemia 49,200 87,100 56,668 80,732
Sham 31,000 45,400 32,950 40,850
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Apéndice 12. Comparacao entre grupos da média da razdo das osmolalidade

urinario/plasmaticas (U/P osm), com 2 dias de experimento.

Resumo dos Dados

Grupo N Média Desvio Erro Mediana
Padrao Padréo da
Média
Anexina 8 1368,9 178,17 62,992 1310,5
Isquemia 8 876,25 118,36 41,847 866,50
Sham 8 1111,0 109,40 38,679 1104,5
Intervalo de Confianga 95%

Grupo Minimo Maximo De Para
Anexina 1159,0 1664.,0 1219,9 1517,9
Isquemia 720,00 1100,0 777,28 975,22
Sham 939,00 1233,0 1019,5 1202,5

Apéndice 13. Comparagédo entre grupos da média da razdo das osmolalidade

urinério/plasmatica(U/P osm), com 7 dias de experimento.

Resumo dos Dados

Grupo N Média Desvio Erro Mediana
Padrao Padrao da
Média
Anexina 8 1167,0 198,07 70,028 1218,5
Isquemia 8 925,63 213,93 75,637 825,50
Sham 8 1283,1 114,78 40,583 1284,5
Intervalo de Confianca 95%

Grupo Minimo Méaximo De Para
Anexina 704,00 1321,0 1001,4 1332,6
Isquemia 748,00 1307,0 746,74 1104,5
Sham 1073,0 1492,0 1187,1 1379,1
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