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Resumo

Estudos anteriores demonstram que a isquemia e reperfuséo (IR) pode ocorrer
em algumas condic¢6es fisiopatoldgicas e procedimentos cirargicos. A lesdo por
IR € uma das principais causas de complicacdes clinicas, porém ndo ha um
tratamento padronizado. Os rins possuem vasta inervacao aferente e eferente,
foi sugerido em estudos anteriores que a atividade nervosa simpatica renal esti
aumentada apos a IR, alguns acreditam que a neuroinflamacao possa contribuir
para ativacdo simpatica sustentada. O presente estudo teve como objetivo
avaliar a participacao das fibras aferentes renais na IR. Todos 0s experimentos
foram aprovados pelo CEUA da UNIFESP (n:1567290421). Dois grupos de ratos
Wistar (peso entre 150 e 180 gramas) foram utilizados divididos: 1) Grupo
Controle (n =8); 2) Grupo deaferentado renal (n=6). A IR foi induzida pela
obstrucao total do fluxo sanguineo para o rim esquerdo por um pincamento da
artéria renal durante 60 min, seguido de reperfusdo por 120 min. Parametros
cardiovasculares e de atividade nervosa vasomotora simpatica renal (ANSr) e
esplancnica (ANSe) foram registrados, além de coleta de sangue da artéria
femoral em dois tempos, antes da isquemia e ap6s 120 min de reperfusdo com
objetivo de realizar a contagem total e diferencial das populacdes de leucdcitos.
A isquemia renal aumentou a ANSr (20 min: 0,07 £ 0,04* AUA), tal aumento pode
ser explicado pelo acionamento das fibras aferentes uma vez que a retirada
seletiva das aferéncias renais promoveu simpatoinibicdo para o territorio renal
durante a IR (180 min: -73 + 32* Aspikes/s), assim como queda da PAM e
bradicardia mais expressiva que o grupo controle, porém nao houve alteracdes
na ANSe, reforcando a importancia da ANSr para manutencéo da PA. Quanto a
contagem de leucocitos ndo foram observadas diferencas significativas entre os
grupos, somente um aumento importante nas populacées de neutréfilos e
diminuicdo de linfécitos apos a reperfusdo em ambos 0s grupos, ou seja, a
inflamacé&o esta presente em ambos 0s grupos, porém € necessario a aferéncia
para passagem do estimulo. Os resultados mostram que aferentes renais sao
fundamentais para a resposta simpatoexcitatéria preferencial para o territério

renal durante a IR aguda.
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Abstract

Further studies and surgical procedures. Injury due to the main causes there is
no treatment for complications, but for the main causes. The rinses have vast
inferences in favor of previous studies that the renal sympathetic nerve activity is
increased after IR, may contribute to the neuroinflammation being compatible
with sympathetic neuroinflammation. The present study aimed to evaluate the
participation of the afferent fibers in the RI. All experiments were approved by the
CEUA of UNIFESP (n:1567290421). Two groups of Wistar rats (weight between
150 and 180 grams) were used: 1) Control Group (n =8); 2) Renal deafferentate
group (n=6). IR was induced by total obstruction of blood flow to the left by renal
darim clamping for 60 min, followed by reperfusion for 120 min.
Cardiomyopathies and renal sympathetic vasomotor (rSNA) and splanchnic
(SsSNA) activity were recorded, in addition to femoral arterial blood collection in
two, before ischemia and after 120 min of reperfusion in order to perform the total
count and the timing of leukocyte populations. Renal ischemia increased rSNA
(20 min: 0.07 £ 0.04* AUA), such increase can be explained by the activation of
fibers during afferents, since the selective selection of renal afferents promoted
sympathoinization to the renal territory at IR ( 180 min: -73 £ 32* Aspikes/s), as
well as the decrease in MAP and more expressive bradycardia than the control,
but there were no changes in sSNA, reinforcing the importance of rSNA for BP
maintenance. As for the leukocyte count, no significant differences were
observed between the groups, only an important difference in the populations of
neutrophils and lymphocytes after reperfusion in both groups, that is,
inflammation is in both groups, but it is necessary for both to have an afference
for stimulus passage. The results of the preferential phase show that renal
afferents are fundamental for the renal sympathoexcitatory response during the
IR territory.
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1- INTRODUCAO

O organismo dos mamiferos € constituido por diversos sistemas, no qual
cada um desempenha uma funcdo vital para a sobrevivéncia. Tal como na
natureza € necessario haver equilibrio, no corpo humano nédo é diferente, as
células, tecidos, 6rgaos e sistemas interagem entre si, com o objetivo principal
de manter um “equilibrio dinamico”, pois sao esforgos continuos que demandam
gasto de energia e estdo em constante movimento para garantir que o0 corpo
mantenha seus valores dentro de intervalos que permitem a vida, tal mecanismo
€ denominado de homeostase. No entanto, quando por algum motivo h4 um
insucesso nesse processo, podem ser desenvolvidos estados patolégicos

(CANNON, Walter B.1929).

Um exemplo nitido de importancia da homeostase e que foi observada
primeiramente por Claude Bernard (1813-1878), é a regulacdo dos niveis de
glicose no sangue. Parametro de vital importancia para o funcionamento do
organismo e principalmente do sistema nervoso central (SNC) que a tem como
principal “combustivel” e tem estoque limitado de glicose, dependendo, portanto,
de seu fornecimento constante. Outro exemplo de parametro importante para a
manutencdo da homeostase é o controle da pressao arterial (PA), fundamental
para perfuséo correta de 6rgaos e tecidos e consequentemente € controlada por
diferentes mecanismos de regulagéo, como por exemplo, 0s mecanorreceptores
e quimiorreceptores localizados em diferentes 6rgaos, tais receptores enviam
projecdes ao SNC que em conjunto com mecanismos hormonais, renais e locais
atuam de forma orquestrada a fim de corrigi-la sempre que necessario

(BILLMAN, 2020).



A primeira medigcédo experimental da PA foi em 1711 pelo pastor Stephen
Halles, na Inglaterra, por meio de uma canula inserida na artéria de um cavalo,
ao passo que tal canula se acoplava a uma coluna de vidro (KALEHOFF;

OPARIL, 2020).

A PA pode ser definida como a for¢a exercida pelo sangue contra a parede
dos vasos, determinada principalmente pela resisténcia vascular periférica
(RVP) e débito cardiaco (DC). Sendo assim, o desempenho ventricular,
juntamente com o raio do vaso, sobretudo, das arteriolas, serdo determinantes
cruciais para os valores de PA e consequentemente da perfuséo tecidual. De
fato, de acordo com a formula descrita pela lei de Poiseuille, o raio é um
parametro elevado a quarta poténcia e inversamente proporcional a variacao de
pressdo, logo, pequenas alteracdes no didametro vascular terdo repercussées
importantes sobre os valores de PA e fluxo sanguineo (Binda et al., 2013;

SUTERA, S & Skalak, R. 2003).

Lei de Poiseuille

Figura 1. Diagrama representativo das variaveis da Lei de Poiseuille. A representacéo
aponta que para a ocorréncia de escoamento é crucial a existéncia de um gradiente
pressorico entre as extremidades do tubo. Q, fluxo; AP, variagdo de presséao; n,

2



viscosidade; L, comprimido do tudo; m, constante; modificado de (AMIRHESSAM,
2015).

O SNC é um importante controlador da funcdo cardiovascular momento a
momento, destacando a acdo do sistema nervoso simpético que tem grande
influéncia sobre a PA, uma vez que suas fibras simpaticas inervam o musculo
liso vascular e possuem a capacidade de alterar abruptamente o estado contrétil
desses midcitos; logo, evocando modificagbes imediatas sobre a RVP. Tal
fenbmeno miogénico vascular causado pelas descargas simpaticas continuas
pode ser denominado como ténus vasomotor simpatico (WYSS; CARLSON,

1999).

A atividade vasomotora simpatica é regulada, sobretudo, por cinco grupos
de neurbnios do SNC denominados de pré-motores do simpatico, que sdo as
seguintes regides encefélicas: regido rostroventrolateral do bulbo (RVLM),
regiao rostroventromedial do bulbo (RVMM), nucleos caudais da rafe, grupo de
células A5 na ponte e nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN), destes o
RVLM e PVN parecem modular o tono vasomotor simpatico de forma mais
expressiva, entretanto, € a interacdo constante entre essas regides que
permitem ajustes cardiovasculares especificos (CAMPOS; CARILLO;
OLIVEIRA-SALES; SILVA et al., 2008; STRACK; SAWYER; HUGHES; PLATT
et al., 1989). Esses neurdnios projetam-se diretamente para a medula espinal,
fazendo sinapse com o0s neurdnios pré-ganglionares do simpatico localizados
sobretudo na coluna intermediolateral (IML) que por sua vez, realizam sinapses

com 0s neurdnios pos-ganglionares do simpatico localizados em ganglios, ou

diretamente a medula da adrenal, finalmente, sendo os efetores nos érgéos alvo,



como coracgdo, vasos sanguineos e rins (CAMPOS; CARILLO; OLIVEIRA-

SALES; SILVA et al., 2008).

As fibras simpaticas renais controlam a funcédo renal, uma vez que
influenciam na taxa de filtracdo glomerular, liberacdo de renina e
consequentemente na formacdo da angiotensina I, que também ira contribuir
para regular a PA. Entretanto, caso a atividade vasomotora simpatica esteja
exacerbada podera haver lesdo renal ou em outros 6rgdos (JOHNS; KOPP;
DIBONA, 2011). A atividade nervosa simpatica sofre grande influéncia da
atividade sensorial, ou seja, pode aumentar ou diminuir em resposta a estimulos
enviados pelos aferentes distribuidos pelo corpo, como os barorreceptores e
quimiorreceptores, tanto ativando ou inibindo o tébnus vasomotor simpatico
momento a momento e informando o status do organismo. Em situacdes de
estresse, por exemplo, esses neurdnios sensoriais realizam a transducédo do
sinal para o nucleo do ndcleo do trato solitario (NTS) e a partir dessa regido ha
projecdes para as areas cardiovasculares do SNC ja citadas, e assim resultando
no controle da atividade dos neurdnios pré-motores do simpaticos (ZANUTTO;

VALENTINUZZI; SEGURA, 2010).

Em 1938, Corneille Heymans recebeu o Nobel de Fisiologia pelo seu
aprofundamento no estudo de uma espécie de receptores que eram acionados
pelo estiramento vascular, denominados de barorreceptores. Tais receptores
contribuem diretamente para o controle momento a momento da PA no
organismo, portanto, sdo elementos vitais para a homeostasia. Os
barorreceptores estdo localizados, sobretudo, no seio carotideo e no arco
aortico, sendo acionados, por exemplo, em situacdes de choque hipovolémico;

os barorreceptores percebem a variagdo pressorica indiretamente, por meio do
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grau de estiramento da estrutura, sendo menos deformados. Por intermédio de
mecanismos de feedback neural, haver4 aumento da atividade vasomotora
simpética e culminara no aumento da PA, portanto, havera a manutencédo da
perfuséo e funcionalidade dos tecidos. (ACCORSI-MENDONCA; MACHADO,
2013; ESTANOL; PORRAS-BETANCOURT; PADILLA-LEYVA; SENTIES-
MADRID, 2011). Vale destacar que os barorreceptores arteriais ndo sao
importantes somente em situacdes de emergéncia, mas também atuam
momento a momento, mantendo os niveis de PA, corrigindo-a por acdes ditadas
pelo sistema nervoso autbnomo, simpético e parassimpatico (FISHER; KIM;

YOUNG; FADEL, 2010).

Adicionalmente, Corneille  Heymans também  descobriu o0s
quimiorreceptores sinoadrticos; sensiveis a variacfes de gases sanguineos, hoje
€ sabido que existem também o0s quimiorreceptores centrais, localizados,
sobretudo, na porcdo ventrolateral do bulbo. Os quimiorreceptores periféricos
sao responsaveis por detectar a pressao parcial de oxigénio, gas carbénico e pH
sanguineo. Assim como 0s barorreceptores, 0s quimiorreceptores também
enviam os sinais para o0 SNC, mais precisamente ao NTS, que, de acordo com
a necessidade, evocara sinalizacbes para o controle do ténus vasomotor
simpatico, do tonus vagal e respiracdo (ACCORSI-MENDONCA; MACHADO,

2013; DE CASTRO, 2009).

Os barorreceptores e quimiorreceptores também estdo presentes em
outras estruturas, como é o caso dos receptores cardiopulmonares, localizados
nos atrios, ventriculos e artéria pulmonar. Tais sensores também sdo
fundamentais uma vez que sao receptores de baixa pressao e detectam os niveis

de enchimento do coracdo promovendo reflexamente ajustes vasculares,



cardiacos, renais e sobre o volume extracelular (LONGHURST, 1984). Além dos
mecanismos supracitados, outras classes de aferentes também participam da

regulagéo cardiovascular e renal, como, os aferentes renais.

Além da inervacdo simpatica, 0S rins possuem receptores sensoriais
mecanicos intrapélvicos que sédo acionados pela alteracdo da presséo local, ja
0S quimiorreceptores presentes na pelve renal sdo sensiveis a alteracdes da
composi¢cdo quimica da urina como a concentracdo de cloreto de sodio, por
exemplo. Ao contrario da vasta distribuicdo nervosa simpatica pelo rim, segundo
Marfurt, a inervacdo sensorial localiza-se na artéria e veia renais, mas €
majoritaria na pelve renal. No coOrtex renal ha poucas fibras e na medula,
aparentemente ndo ha fibras sensorias (KOPP, 2015; MARFURT,;
ECHTENKAMP, 1991). A localizacdo dessas fibras foi confirmada por testes
imunohistoquimicos, no qual constatou-se a presenca do gene da calcitonina
(CGRP) e substéancia P na regido pélvica, dois agentes importantes envolvidos

no envio de informacdes sensoriais ao SNC em mamiferos (KOPP, 2015).

Evidéncias apontam que o0s receptores denominados transientes
vaniloides do tipo 1 (TRPV1) sdo um dos maiores sensores e reguladores da
homeostase cardiovascular (HOLLIS; WANG, 2013). Além de serem
nefroprotetores e cardioprotetores, tais receptores estdo presentes nas
aferéncias renais. Em doses baixas, podem ser ativados por capsaicina e
inativados quando se administra doses elevadas, como é o caso da
deaferentagcdo renal por capsaicina, técnica utilizada para deaferentar
seletivamente os rins e investigar como as fibras aferentes se comportam em
estados fisioldgicos e fisiopatoldgicos, como por exemplo, em animais com

hipertensao renovascular, condicdo amplamente estudada por meio do modelo



2 rins, 1 clipe (2R1C) desenvolvido por Goldblatt e colaboradores (HOLLIS;
WANG, 2013; KOPP, 2015; NISHI; BERGAMASCHI; CAMPQOS, 2015; VEIGA,;
MILANEZ; FERREIRA; LOPES et al., 2020). O modelo de Goldblatt trata dos
efeitos da isquemia parcial renal; no presente estudo investigamos o papel dos
aferentes renais durante a isquemia total e reperfusdo renal aguda sobre a

atividade vasomotora simpatica renal em ratos normotensos.

A isquemia e reperfusdo (IR) € uma condicdo que permeia uma série de
condicBes fisiopatoldgicas e procedimentos cirdrgicos, como: infarto agudo do
miocardio, AVC, tromboses, além de transplante de 6rgaos, cirurgias vasculares
e circulacdo extracorporea (DORWEILER; PRUEFER; ANDRASI; MAKSAN et
al., 2007; FERNANDEZ; SANCHEZ-TARJUELO; CRAVEDI; OCHANDO et al.,

2020).

Logo, a leséo por isquemia e reperfusédo (IR) intriga e sempre intrigou
varios cientistas, como Jennings que por volta de 1960 foi um dos primeiros
a identificar a existéncia da lesdo tecidual por reperfusdo ao investigar IR
coronariana em caes, concluindo que a reperfuséo piora, paradoxalmente, os
danos causados pela isquemia em si (JENNINGS; SOMMERS; SMYTH; FLACK
et al.,, 1960; KALOGERIS; BAINES; KRENZ; KORTHUIS, 2016). Seus
experimentos partiram de um historico de investigacdes sobre o infarto agudo do
miocardio até entdo ndo correlacionados com trombos arteriais, desse modo
tinha como objetivo inicial descobrir porque os miécitos morriam quando 0s
tornava isquémicos. Para tanto, foi pioneiro na investigacdo experimental da
lesdo por IR realizando isquemia da coronaria de cédes por 5 min a 2h e,
posteriormente, reperfundindo com sangue arterial na intencéo de tornar a area

saudavel novamente. Foi observado, por outro lado, piora do quadro apés 120
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min da reperfusdo em que se pode verificar alteracdes morfoldgicas e funcionais
dos midcitos, curiosamente todos 0s midcitos sobreviveram se a isquemia fosse
<15 min (JENNINGS, 2013; JENNINGS; CROUT; SMETTERS, 1957; KLONER,;
GANOTE; WHALEN; JENNINGS, 1974; KLONER; REIMER; JENNINGS,

1976)

A fisiopatologia da lesdo por IR envolve varios fatores sequenciais e/ou
simultaneo: hipoxia tecidual, estresse metabdlico, ativacdo do sistema imune
com mobilizac&o de leucécitos e ativacdo do sistema complemento, por fim, se
progredir, ha morte celular. Assim, tudo inicia com baixo nivel de oxigénio
tecidual comprometendo os niveis de adenosina trifosfato (ATPs) nas
mitocondrias, mudando, assim, para metabolismo anaerdbico, aumentando
espécies reativas de oxigénio (ROS), causando toxicidade para o tecido afetado
e por vez para outros 6rgdos. A etapa final da lesdo por IR é a morte celular que
pode ser regulada por apoptose, moléculas como as caspases e citocinas pro
inflamatorias (TNF-ALFA) estdo envolvidas nesse processo de mediacdo da
apoptose celular. As células tubulares renais sdo as primeiras a sofrer por
apoptose durante a lesdo por IR (FERNANDEZ; SANCHEZ-TARJUELO;

CRAVEDI; OCHANDO et al., 2020).

Outra forma de morte celular é a necrose tecidual, em que a restauracao
do fluxo sanguineo, ou seja reperfusdo, causa danos a microcirculacdo, mais
especificamente as células endoteliais que sofrem tanto na hipoxia quanto na
reoxigenacdo. Logo depois da reperfusdo se pode observar varias alteracdes
como: elevacdo das células endoteliais por acumulo de neutrofilos, alteracdes
na producéo de metabdlitos reativos de oxigénio e 6xido nitrico por essas células

e perda de vesiculas pinocitticas, as consequéncias pela lesdo de IR
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extrapolam para outros territérios, os mais comuns sdo sistema cardiovascular
e pulmonar, por exemplo, podendo até desenvolver sindrome da resposta
inflamatoria sistémica (CARDEN; GRANGER, 2000). Ademais, a lesao renal
aguda (LRA) envolve desde aspectos metabdlicos e neuro-humorais até leséo
por isquemia e reperfusdo. Esse ultimo é observado em diversas situagdes
cirirgicas como, por exemplo, cirurgias cardiacas em que um processo de
isquemia renal pode levar a LRA que por sua vez esta associada a grande
morbimortalidade (KRAMER; HERRON; GROOM; BROWN, 2015). Pesquisas
mostram forte correlacdo entre a insuficiéncia renal aguda (IRA) e altos indices
de morbidade e mortalidade em pacientes hospitalizados, além de ser um
diagnostico secundario bem prevalente apds internacdes (XUE; DANIELS;

STAR; KIMMEL et al., 2006)

O modelo de IR € amplamente aplicado na pratica experimental com o
intuito de se avaliar as repercussdes intrarrenais e sistémicas deflagradas pela
auséncia momentanea de fluxo sanguineo renal (FAUCHER; ALARCAN;
MARQUET; BARIN-LE GUELLEC, 2020). O método de IR consiste em uma
obstrucao total do fluxo sanguineo para o 6rgao por um pincamento da artéria
renal durante 30 a 60 min, seguido de reperfusao (FUJII; KURATA; TAKAOKA;

MURAOKA et al., 2003; LAMBERT; SCHLAICH, 2017).

Visto que os rins possuem vasta inervacao aferente e eferente, estudos
sugerem que a atividade nervosa simpatica renal estd aumentada apés a IR, o
que corrobora com o papel fundamental do simpético na regulacédo da funcéo
renal (LAMBERT; SCHLAICH, 2017). Estudos prévios apontam que apés a
reperfusdo renal ha um aumento, entre outras substancias, nas concentracdes

de noradrenalina e expresséao de tirosina hidroxilase renal, podendo permanecer
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elevadas mesmo apdés 24 horas em ratos (FUJII; KURATA; TAKAOKA,;
MURAOKA et al., 2003; WU; CHIEN; MA; CHEN, 2009). Outro dado que
corrobora quanto a forte correlagdo entre a atividade simpética e IR, o uso de
simpatoliticos em cirurgias eletivas preveniu a incidéncia de LRA causada pela

IR (SOLEZ; IDEURA; SILVIA; HAMILTON et al., 1980).

Fibras Aferentes

Vasopressina

Oxitocina

Reabsorgio Na+ «=Tbulos

FSR ¢ Vaso »—=

Renina 4= JC v

Ganglio Simpatico
T Tis

Figura 2. Representagdo esquematica das vias de comunicagao entre os rins e sistema
nervoso central (SNC). Mecanorreceptores (MR) e quimiorreceptores (C1R e C2R)
renais detectam alteracbes nos rins, como as que sdo causadas por inflamacgéo
decorrente da lesdo por IR renal e enviam informagdes ao SNC (vias azuis). Os
neurdnios de primeira ordem estéo localizados no ganglio da raiz dorsal (DRG) e se
projetam ao corno posterior da medula espinal, neste local fazem sinapse com
neurbnios que se projetam para nucleos do SNC envolvidos com o controle
cardiovascular, como 6rgado subfornical (SFO) e nacleo paraventricular do hipotalamo
(PVN). Os neurdnios pré-motores do simpatico (PVN e RVLM) se projetam (vias verdes)
para a coluna intermediolateral (IML) que enviam fibras pré-ganglionares aos ganglios
simpaticos. Destes, fibras p6s-ganglionares se projetam para os rins e inervam tabulos,
vasos e aparelho justaglomerular (JC) renais, que quando ativados promovem o
aumento da reabsorcao de sédio, liberacdo de renina pelas células justaglomerulares
no rim. Modificado de (NISHI; BERGAMASCHI; CAMPOS, 2015).
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Recentemente observou-se que muito cedo durante a IR renal ja se tem
aumento da atividade vasomotora simpatica, juntamente com a disponibilidade
reduzida de 6xido nitrico e aumento de angiotensina Il circulante; tais fatores
contribuem para a deflagracdo de expressivas lesbes renais (LAMBERT,;
SCHLAICH, 2017). Além disso, um estudo anterior reportou aumento da
atividade do nervo simpatico cardiaco, observada por meio do registro direto da
atividade nervosa durante a IR cardiaca em ratos (USTINOVA; SCHULTZ,

1996).

Ademais, foi verificado que na IR renal ha acionamento dos aferentes
renais, causando aumento da atividade neural em neurdnios da RVLM, além de
neuroinflamacdo que contribui para ativacdo sustentada do sistema nervoso
simpatico (GRISK, 2020). Desta forma, € fundamental o estudo dos aferentes
renais para elucidar o mecanismo pelo qual h& piora da leséo renal aguda apds
a reperfusdo, pois embora haja outras vias, como a hormonal, € bem
estabelecido que o aumento sustentado da atividade simpética para os rins
agrava a funcao renal. Para tanto, no presente estudo foi investigado a ANS para
os territdrios esplancnico e renal em animais controles e deaferentados renais
durante a IR, desse modo analisamos o papel dos aferentes renais no
mecanismo de ativacdo simpatica renal apos IR. Além disso, verificamos
possivel inflamacéo sistémica por meio da contagem total e diferencial de
leucdcitos no sangue antes da isquemia e apos reperfusdo e a influéncia da

remocao seletiva das fibras sensoriais renais sobre tal fenémeno.
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2- OBJETIVOS

2.1 Geral:

O presente estudo teve por objetivo avaliar como a IR renal aguda influencia
na ativacdo vasomotora simpatica renal e esplancnica em animais controles e

submetidos a deaferentacéo renal (Dax).

2.2 Especificos:

- Avaliar as respostas cardiovasculares (PAM e FC) causadas pela IR renal em

animais controles (CTR) e Dax;

- Avaliar as respostas vasomotoras simpaticas para o territério renal e

esplancnico provocadas pela IR renal em animais controles e Dax;

- Realizar a quantificacdo total e diferencial dos leucocitos antes e apés a IR

renal em animais controles e Dax.
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3- METODOLOGIA

3.1 Animais

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados ratos Wistar (Rattus
norvegicus) com peso entre 150 e 180 gramas, provenientes do Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais da Universidade Federal de Séo
Paulo (CEDEME). O projeto foi aprovado pelo comité de ética institucional

(protocolo 1567290421)

Os animais foram mantidos no biotério da Disciplina de Fisiologia
Cardiovascular e Respiratoria em salas especiais aclimatizadas (22+1 °C) e com
umidade relativa do ar de 60+5%. Além disso, tais salas também possuiam ciclo
claro/escuro de 12 horas (das 7 as 19h) e foi oferecido racdo padrao e 4gua ad

libitum. Foram mantidos cinco animais em cada caixa.

Os animais foram distribuidos em dois grupos independentes, controle e

Dax e 0s seguintes protocolos experimentais foram aplicados:

3.2 Desenho experimental

3.2.1 Anédlise da influéncia exercida pelos aferentes renais sobre a ativacao
simpatica renal e espléancnica e pardmetros cardiovasculares causada pela

isquemia seguida de reperfusao renal em ratos controles e Dax.

Grupo CTR (n=8): avaliacéo das alteragbes da ANSr, ANSe, PA e FC em animais

controles submetidos a IR renal.
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Grupo Dax (n=6): avaliacdo das alteracdes da ANSr, ANSe, PA e FC em animais

deaferentados renais submetidos a IR renal.

N&o houve o6bitos de animais durante os experimentos.

A Figura 3 representa esquematicamente o protocolo experimental

descrito neste topico.

+——  Controle
——  Dax

20’ 60° 120
) | ]
I I \
| 1
I
2 semanas 20 60’ lfU
I —— L Y ' | |
Cateteriza¢do !
Dax o g . Fim da Isquemia
da artéria/veia o
e inicio da
femoral x
reperfusdo
Inicio da Isquemia da Hexametdnio
artéria renal

I

Registro PAM, FC, ANSe e ANSr

Figura 3. Diagrama indicativo dos experimentos descritos nos tépicos 3.2.1. PAM:
pressao arterial média; FC: frequéncia cardiaca; ANSr: atividade do nervo simpatico
renal; ANSe: atividade do nervo simpatico esplancnico.

3.3 Deaferentacéao seletiva do nervo renal (Dax)

Duas semanas antes dos experimentos para induzir IR renal aguda foi
realizada a deaferentacdo renal do rim esquerdo, que foi submetido
posteriormente a IR. Os animais foram anestesiados com dose intraperitoneal

de Cetamina (80-100 mg/kg Vetbrands, Brasil) e Xilazina (10 mg/kg- vetbrands,
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Brasil), em seguida, o rim esquerdo foi exposto retroperitonealmente e a artéria
e veia renais cuidadosamente isolados a partir de tecido conjuntivo. A artéria
renal foi coberta com um algoddo embebido em solugéo capsaicina 33 mM
(diluida em etanol a 0,1% e Tween 80 a 0,1%) por 15 minutos. Imediatamente
ao término da cirurgia foi administrado analgésico meloxicam (1 mg/kg, v.0.) e 0
animal colocado em uma caixa aquecida (fonte de aquecimento) em um local
tranquilo e mantido sob monitoramento constante até sua total recuperagéo, ou
seja, até recuperar 0os seus movimentos normais. O analgésico Meloxicam
(Img/kg, IP, uma vez ao dia) foi administrado por mais 2 dias consecutivos ap0s
a aplicacao do procedimento cirtrgico. O animal foi acompanhado duas vezes
por dia nas 48 horas subsequentes ao procedimento cirargico para observacao
de sinais indicativos de desconforto como utilizacdo do Rat Grimace Scale,
presenca de diarreia, desidratacdo, perda de peso ou diminuicdo na ingesta
alimentar que comprometam seu bem-estar, permitindo rapida intervencéao, se

necesséario (VEIGA; MILANEZ; FERREIRA; LOPES et al., 2020).

3.4 Cateterizacao artério-venosa e registro da PA e FC

Duas semanas ap0s o procedimento de deaferentacdo, todos os animais
foram anestesiados com tiopental soédico (50 mg/kg, ip) e posteriormente
traqueostomizados. A veia femoral foi cateterizada com tubo de polietileno PE-
10, que foram conectados a PE-50 para administracdo de anestésico adicional
(10mg-kg 1-h). A cateterizag&o da artéria femoral também foi feita para o registro

da FC e PA.

A PAM e FC foram registradas nos animais anestesiados, apos a

cateterizacao, por meio de uma placa analégico-digital PowerLab (PowerLab —
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ADInstruments, Australia). Os valores de PAM e FC foram obtidos a partir do

sinal de presséo arterial pulsétil. A frequéncia de aquisicéo foi de 4kHz.

3.5 Isquemia e reperfuséo

A artéria renal esquerda, previamente isolada, foi ocluida pela colocacéo
de um clipe, e a isquemia total foi mantida por 60 min (GRISK, 2020). Durante o
periodo de isquemia foi realizado simultaneamente o registro da atividade
simpética renal e esplancnica (ANSr e ANSe, respectivamente), PA e FC. Ao
final de 60 minutos o fluxo da artéria renal era liberado e o rim reperfundido; tais

parametros foram avaliados por mais 120 min apdés a reperfusao.

3.6 Andlise da atividade nervosa simpatica renal e esplancnica

Para registro da ANSr e ANSe, os animais foram lentamente anestesiados
com tiopental sodico conforme ja descrito no tépico 3.4 e posicionados em
decubito ventral em aparelho estereotaxico (David Kopf, USA); uma incisura
retroperitoneal esquerda foi feita para expor o nervo simpatico renal e
esplancnico. Os nervos foram localizados, dissecados e posicionado em um
eletrodo bipolar de prata sendo mantido imerso em 6leo mineral durante todo o
experimento. A ANSr (rim clipado) e ANSe foram caracterizadas com auxilio do
osciloscopio (Tektronix TDS 220, USA) e um amplificador de audio (Neurolog,
UK). O sinal dos nervos foi amplificado 20,000 vezes e filtrado na faixa de
frequéncia de 100 a 1000 Hz (Neurolog, UK), entdo, a atividade simpatica foi
retificada e integrada. Todos os registros foram adquiridos em frequéncia de

amostragem minima de 4 kHz.
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Ao final dos experimentos, o nivel de ruido de fundo das atividades
nervosas foi determinado pela administracdo i.v. do bloqueador ganglionar
hexametdnio (30 mg/kg, Sigma-Aldrich Co, EUA). Além disso, a ANSr e ANSe
foram analisados posteriormente por meio de um programa digital (Spike
Histogram — PowerLab — ADInstruments, Australia) que permite a discriminacéo
e contagem dos potenciais nervosos (spikes/s), a partir do ruido de fundo. Dessa
forma, somente foram quantificados os potenciais acima do ruido de fundo do
sistema de registro (NISHI; BERGAMASCHI; OLIVEIRA-SALES; SIMON et al.,
2013; OLIVEIRA-SALES; NISHI; CARILLO; BOIM et al., 2009). Além disso,
quando apropriado, a atividade nervosa foi avaliada em unidades arbitrarias a
partir da analise da integral da atividade simpética para valores positivos com
time-reset de 200 ms (UA) e expressa como variacdo do valor basal

imediatamente antes de cada teste (A).

3.7 Eutanasia

Ao final dos experimentos, os animais foram profundamente anestesiados
com tiopental (300 mg/Kg) foram eutanasiados com a administragéo i.v. de 0,4

ml de cloreto de potassio (5%) (Sigma-Aldrich Co, EUA).

3.8 Contagem total de leucécitos

Para a realizag&o deste protocolo experimental, foi coletado sangue antes
e apos a IR renal de cada animal. Imediatamente apés a coleta do sangue,
pipetou-se 10 pl de sangue total e adicionou-se ao tubo que continha 190 pl do
liguido de Turk, a diluicao final de 1:20 foi homogeneizada cuidadosamente e em

seguida a camara de Neubauer foi preenchida com 10 pl da diluicdo. A contagem
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foi realizada nos quatro quadrantes superiores e inferiores, posteriormente
realizada a média entre as duas contagens, por fim o valor encontrado foi

colocado na férmula: Leucécitos/mm? = (leucécitos contados x 20 x 10) + 4.

3.9 Contagem diferencial dos leucocitos

Com auxilio de uma pipeta foi retirado 0,05 mL do sangue total coletado
e depositado em uma lamina de microscopia devidamente identificada, em
seguida o sangue foi estendido em um angulo de 45° por toda a lamina. O
esfregaco sanguineo ficou em repouso para secar completamente e apos 24 h
foi realizada coloracdo com corantes panoéticos e apOs secar foi iniciada a
contagem diferencial das células no microscépio com objetiva 40x, distinguindo

entre linfécito, neutréfilo e mondcito.

3.10 Analise estatistica

Para a analise estatistica foi utilizado o programa GraphPad Prism 7®. Os
dados foram expressos em média + erro padrdo da média (EPM). As diferencas
entre os grupos foram analisadas pelo teste de analise de variancia (ANOVA de
1 ou 2 vias seguido pelo pés-teste de Fisher). Ademais, quando necessario, foi
utilizado teste t de student pareado ou nao pareado. Apenas foram considerados

estatisticamente significantes os valores de p<0,05 (*).

18



4- RESULTADOS

4.1 Valores basais hemodinamicos e de atividade simpatica renal e

esplancnica

4.1.1 Valores hemodinamicos basais
De acordo com a Figura 4, verifica-se que os valores basais de PAM e de
FC no grupo controle (CTR) e deaferentado (Dax) ndo apresentaram diferenca

estatisticamente significante entre grupos.
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Figura 4. A: Valores basais de pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
do grupo controle (CTR) e deaferentado (Dax). Os valores sdo expressos em média +
EPM. Teste t de student ndo-pareado.
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4.1.2 Valores basais de frequéncia de atividade vasomotora nervosa
simpatica renal e esplancnica (spikes/s)

Como se pode observar na Figura 5, ndo houve diferenga estatistica
significante nos valores basais da ANSe e ANSr em relacdo aos spikes/s do

grupo Dax ao comparar com o grupo CTR.
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Figura 5. A: Valores basais em spikes/s da atividade do nervo simpéatico esplancnico
(ANSe) e B: renal (ANSr) no grupo controle (CTR) e deaferentado (Dax). Os valores sdo
expressos em média + EPM. Teste t de student ndo-pareado.

4.1.3 Valores de amplitude da atividade nervosa simpatica renal e
esplancnica basais (UA)

Da mesma forma que o observado em relagéo aos spikes/s registrada nos
nervos estudados, a amplitude da ANSe e ANSr ndo apresentou diferencas

estatisticamente significantes com relagdo ao grupo Dax quando comparado ao
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grupo CTR. E importante notar que a amplitude da atividade simpética basal

esplancnica é menor do que a registrada no nervo renal.
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Figura 6. A: Valores basais em amplitude (UA) da atividade do nervo simpatico
esplancnico (ANSe) e B: renal (ANSr) no grupo controle (CTR) e deaferentado (Dax).
Os valores sdo expressos em média + EPM. Teste t de student ndo-pareado.

4.2. Efeitos da isquemia e reperfusdo sobre parametros

hemodinamicos e de atividade simpéatica renal e esplancnica

4.2.1 Efeitos daisquemia e reperfusdo sobre parametros hemodinamicos
e de atividade simpética renal e esplancnica em animais controle (CTR).
Houve reducado significativa da PAM no grupo controle-isquemia e
reperfusdo renal (CTR) (180 min: -36 + 11* AmmHg), quando comparado ao
valor basal. Ademais, foi observada também reducéo significativa da FC durante
a reperfusao renal (80 min: -35 £ 7*; 90 min: -49 £ 7*; 100 min:-48 = 10%*; 120
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min:-63 + 14*; 140 min:-60 £ 16*; 160 min:-54 + 25*%; 180 min: -76 £ 18" Abpm)
(Figura 7).

Além disso, observou-se aumento na amplitude na ANSr (20 min: 0,07
0,04*; 40 min: 20 + 9* AUA) durante o periodo de isquemia, porém, sem
alteracdes no numero de spikes/s. No que diz respeito a ANSe, ndo houve
alteracOes estatisticamente significantes, como representado na Figura 8.

No tragado tipico demonstrado na figura 9 € possivel observar

simpatoexcitacao durante a isquemia para o territorio renal nos animais CTR.

N Isquemia Reperfusdo

I e e e e e e oo e 50-
201
a 0 E 0 1 1 1 1 1 1 1
E 20 40 60 0 160 180 g 20 40W6P 80 100 120 140 160 180
£ min min
£ 50 (min) 8 (min)
2 501
< q
QL
< -401
* "
-100

-60-

Figura 7. Efeitos da isquemia e reperfusao renal sobre a frequéncia cardiaca (FC) e
pressédo arterial média (PAM) no grupo controle. Valores expressos em média + EPM
*p<0,05 (Anova de 1 via seguido pelo pés teste de Fisher LSD).
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Figura 8. Efeitos da isquemia e reperfusdo renal sobre a frequéncia (spikes/s) e
amplitude (UA) da atividade nervosa simpatica esplancnica e renal (ANSe e ANSr,
respectivamente) no grupo controle. Valores expressos em média + EPM (Anova de 1
via seguido pelo po6s teste de Fisher LSD).
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Figura 9. Tracado representativo do registro eletrofisiolégico da atividade nervosa
simpética esplancnica e renal (ANSe e ANSr, respectivamente) basal, durante isquemia
da artéria renal e ap6s a reperfusdoem animais controles (CTR). Apos o bloqueio
ganglionar com hexametdnio (30 mg/kg, i.v.) é possivel detectar o ruido de fundo
remanescente e subtrai-lo da analise.

4.3. Comparacao entre os grupos controle e deaferentado (CTR vs
DAX). Efeito da isquemia e reperfusdo sobre parametros

hemodinamicos e de atividade nervosa renal e esplancnica.

4.3.1 Efeitos da isquemia e reperfusdo renal sobre parametros
hemodinamicos e de atividade simpatica renal e esplancnica em animais
deaferentados (Dax).

A Figura 10 revela redugéo significativa da PAM no grupo Dax apos a
isquemia (80 min:-15 = 5%, 90 min: -23 = 4*; 100 min: -24 + 6*; 120 min: -35 + 5%
140 min: -41 £ 6* 160 min: -47 + 4*; 180 min: -48 + 4* AmmHg) e redugéo

significativa da FC (15 min: -23 = 6*; 20 min: -25 £ 7*, 30 min: -22 = 3*; 40 min: -
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26 + 2*; 50 min: -34 £ 3%, 60 min: -35 £ 4*; 70 min: -37 + 4*; 80 min: -38 % 4*; 90
min: -54 + 3*; 100 min: -50 + 6*; 120 min: -63 + 5*; 140 min: -72 + 7*; 160 min: -
80 £ 7*; 180 min: -76 £ 9* Abpm) em comparacao ao valor basal.

Como é possivel observar na Figura 11, houve reducao significativa com
relacdo aos spikes/s do nervo renal (140 min:-51 + 27*; 160 min: -59 = 29*; 180
min: -73 £ 32* Aspikes/s) e em relacdo a amplitude do nervo renal (160 min: -
0,28 £ 0,12*; 180 min: -0,29 + 0,12* AUA), porém, novamente, ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significantes em relacdo a ANSe.

No tragado tipico demonstrado na figura 12 € possivel observar a
simpatoinibicdo que ocorre majoritariamente durante a reperfusdo para o

territério renal nos animais Dax.
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Figura 10. Efeitos da isquemia e reperfusao renal sobre a frequéncia cardiaca (FC) e
pressdo arterial média (PAM) no grupo Dax. Valores expressos em média + EPM.
*p<0,05 (Anova de 1 via seguido pelo pos teste de Fisher LSD).
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Figura 11. Efeitos da isquemia e reperfusdo sobre a frequéncia (spikes/s) e amplitude

(UA) da atividade nervosa simpética esplancnica e

renal (ANSe e ANSr,

respectivamente) nos animais Dax. Valores expressos em média + EPM. *p<0,05
(Anova de 1 via seguido pelo pés teste de Fisher LSD).
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Figura 12. Tracado representativo do registro eletrofisiolégico da atividade nervosa
simpatica esplancnica e renal (ANSe e ANSr, respectivamente) basal, durante isquemia
da artéria renal e apés a reperfusdoem animais deaferentados (Dax). Apés o bloqueio
ganglionar com hexameténio (30 mg/kg, i.v.) é possivel detectar o ruido de fundo
remanescente e subtrai-lo da analise.

4.3.2 Comparacao entre os grupos controle e deaferentado (CTR vs Dax).
Avaliagdo da isquemia e reperfusdo renal sobre parametros
hemodinamicos e de atividade nervosa renal e esplancnica.

Os dados obtidos da comparacdo entre os grupos controle (CTR) e
deaferentado (Dax) frente a isquemia e reperfusdo mostraram diminuicéo
acentuada da PAM no grupo deaferentado comparado ao controle (CTR vs Dax:
120 min: -2 £ 10* vs -35 £ 5*; 140 min: -5 £ 10* vs -41 + 6*; 160 min: -16 + 10* vs
-47 + 4*; 180 min: -30 £ 11* vs -48 + 4* AmmHg) bem como, reducéo significativa
na FC (20 min: 4 £ 10* vs -25 + 7* Abpm), como demonstrado na Figura 13.

Em relagéo a atividade do nervo renal, houve maior diminuigdo no numero
de spikes/s no grupo deaferentado quando comparado ao controle (90 min: 1 +

11* vs -35 + 15*; 140 min: -6 £ 7* vs -51 + 27*; 160 min: -10 * 7* vs -59 + 29*;
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180 min: -10 = 7* vs -62 £ 29* Aspikes/s) e diminuigdo na amplitude do nervo
renal (60 min: 0,04 £ 0,03* vs 0,04 + 0,03*; 140 min: -0,04 + 0,02* vs -0,04 +
0,02*; 160 min: -0,05 + 0,03* vs -0,28 + 0,12*; 180 min: -0,05 + 0,03* vs -0,29 +
0,12* AUA) (Figura 14). Novamente, destaca-se a resposta preferencial para

atividade simpatica renal, sem altera¢des na atividade simpética esplancnica.
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Figura 13. (A) Comparacao da frequéncia cardiaca (FC) e presséo arterial média (PAM)
entre os grupos controle (CTR) e deaferentado (Dax) durante a isquemia e reperfusao.
*p<0,05 (Anova de 2 vias seguido pelo pds teste de Fisher LSD). Valores expressos em
média + EPM.
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Figura 14. (A) Comparacgédo da atividade nervosa simpdtica renal e esplancnica quanto
a frequéncia cardiaca (spikes/s) entre os grupos controle (CTR) e deaferentado (Dax)
durante a isquemia e reperfusdo. *p<0,05 (Anova de 2 vias seguido pelo pds teste de
Fisher LSD). Valores expressos em média + EPM.
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4.4. Efeito da isquemia e reperfusdo sobre o numero de leucocitos.

Comparacao entre os grupos controle e deaferentado (CTR vs Dax).

4.4.1 — Comparacdo do numero total de leucécitos entre os grupos (CTR
vs Dax) basal e depois da IR renal.

A Figura 15 exibe os efeitos da IR sobre o nimero total de leucocitos em
ambos o0s grupos estudados. A IR evocou aumento desse parametro nos animais
CTR (basal: 6175 + 253; apés IR: 11395 + 766*) e Dax (Dax basal: 7617 + 369;
apos IR: 9492 + 584%). Contudo, ndo houve alteracéo dos leucécitos nos animais

deaferentados em relagdo aos ratos intactos.

3

15000 9

10000 A

5000 A

CTR basal CTR ap6s IR Dax basal Dax ap6s IR

Quantificagcao total de leucocitos/mm

Figura 15. Valores totais de leucécitos /mm?® basal e depois da IR renal nos grupos
controle (CTR) e deaferentado (Dax). Os valores sdo expressos em média + EPM.
Anova de 1 via seguido pelo pés teste de Fisher LSD. *comparado ao CTR basal,
*comparado ao Dax basal.
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4.4.2 - Comparacdo da contagem diferencial de leuc6citos no
grupo controle basal e depois da IR renal.

A Figura 16 exibe os efeitos da IR sobre a contagem diferencial do nimero
de leucécitos no grupo controle. A IR evocou aumento do nimero de neutrofilos
(basal: 20 * 4; apds IR: 81 * 2*) e reducéo de linfécitos (basal: 79 £ 4; apds IR:
18 + 2%), entretanto ndo foi observado diferenca significativa com relagdo aos

monadcitos.
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Figura 16. Comparacdo da porcentagem da contagem diferencial dos leucécitos do
grupo controle (CTR) no momento basal e apés IR. Os valores sdo expressos em média
+ EPM. Anova de 1 via seguido pelo pos teste de Fisher LSD. *comparacdo entre
neutrdéfilo, “comparacéo entre linfocitos.
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4.4.5 — Comparacao da contagem diferencial de leucécitos no grupo (Dax)
basal e depois da IR renal.

A Figura 17 exibe os efeitos da IR sobre a contagem diferencial do numero
de leucécitos no grupo Dax. A IR evocou aumento do numero de neutrofilo
(basal: 19 * 4; apos IR: 81 + 2*) e reducao de linfocitos (basal: 79 * 4; apos IR:
18 + 2%), entretanto ndo foi observado diferenca significativa com relagdo aos

monadcitos.

S

7]

o

\8 100 - : :

S * ' '

[ [— ] ]

— 801 | |

0} 1 ]

° 1 ]

— 1 '

© 601 1 [

o ' ]

c 1 |

o 1 '

= 401 | ]

2 ! '

= 1 ]

© -I ! !

o 204 & 1 ] N

@ 6@\ N ' ' o2

O ] ] Kd

© °? ' 1 © N
° 0 .
— Neutréfilos Linfécito Monédcito
c

©

>

(o4

Figura 17. Comparacdo da porcentagem da contagem diferencial dos leucécitos do
grupo deaferentado (Dax) no momento basal e apds IR. Os valores s@o expressos em
média £ EPM. Anova de 1 via seguido pelo pos teste de Fisher LSD. *comparacao entre
neutréfilo, “‘comparacéao entre linfécitos.
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5- DISCUSSAO

Os principais achados da presente dissertacéo foram:

1. Nos animais CTR foi possivel observar reducéo significativa da PAM e da
FC durante a reperfuséo renal. Quanto a atividade nervosa simpatica, a
amplitude da ANSr aumentou de forma significativa durante a isquemia,
sem contudo haver alteracdes na ANSe;

2. No grupo Dax houve reducéo significativa mais intensa, inclusive durante
a isquemia da PAM durante toda a reperfusdo e diminui¢do da FC durante
toda a IR. Em relacdo a ANSr, houve reducéo da frequéncia e amplitude
da atividade nervosa ao final da reperfusdo e ndo houve diferencas
estatisticas em relacdo a ANSe;

3. O valor de leucdcitos total aumentou de forma significativa tanto no grupo
CTR e Dax apos a IR;

4. Em relacdo a contagem diferencial de leucécitos, foi possivel observar
aumento significativo dos neutréfilos tanto no grupo CTR quanto Dax apés
alR;

5. A deaferentacdo renal ndo produziu alteracbes nos valores basais dos

parametros analisados PAM, FC, ANSe e ANSr.

No presente estudo foi percebido que a retirada seletiva das aferéncias
renais promoveu simpatoinibi¢cdo para o territorio renal durante a IR, assim como
gueda da PAM e bradicardia mais expressiva. A bradicardia foi reportada
anteriormente no modelo de IR, entretanto, todos os mecanismos subjacentes

envolvidos na resposta bradicardica ndo sédo totalmente estabelecidos. Sabe-se
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gue a adenosina esta elevada durante periodos prolongados de hipdxia, portanto
durante a isquemia da artéria renal ha um acimulo de adenosina intra-6rgéo. E
razodvel supor que, ap6s a liberacdo do fluxo sanguineo, o acumulado de
adenosina atuaria sistemicamente promovendo reducdo da FC. De fato, a
bradicardia ocorre apos a reperfusédo renal nos animais CTR. (RABADI; LEE,
2015). Interessantemente, a bradicardia surge antes mesmo da reperfusao nos
ratos Dax; nossa interpretacdo € a de que a maior bradicardia apos
deaferentacdo renal ocorreu devido a auséncia das aferéncias renais que
poderiam atuar como freio para diminuicdes de parametros hemodinamicos e da
atividade simpatica cardiaca na IR. De fato, a sinalizacdo sensorial renal é
integrada centralmente em nucleos cardiovasculares, como o PVN e RVLM
(NISHI; MARTINS; MILANEZ; LOPES et al., 2017; ZHENG; PATEL, 2017),
logo, apesar de nao ter sido mensurado diretamente, é razoavel a observancia
de modificacbes do tbnus vasomotor simpatico para outras regibes como o
territério cardiaco. Novos estudos, entretanto, S80 necessarios para comprovar

esta hipétese.

Adicionalmente, foi observado uma hipotensdo mais robusta no grupo Dax
a partir da segunda hora de reperfusdo. Tal achado traz a luz o papel das
aferéncias renais na manutencao pressorica apds a isquemia do 6rgdo. Wei Cao
e colaboradores destacam o acionamento do reflexo renocerebral na IR renal em
camundongos, no qual foi possivel observar que a IR bilateral conseguiu acionar
0 sistema renina-angiotensina cerebral e intrarrenal, promovendo aumento da
atividade simpatica para os rins, porém, a Dax assim como injecoes
intracerebroventricular de losartana e de tempol, diminuiram de forma

significativa a lesdo isquémica uma vez que comprometeu o reflexo renocerebral
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(CAQ; LI; LI; WU et al., 2017) reforcando o fundamental papel das aferéncias

renais para a manutencdo da atividade simpética.

A ANSr dos animais Dax reduziu de forma significativa na reperfusdo quando
comparado aos animais CTR. Fujii et al. relataram altas concentracdes de
noradrenalina na veia renal apds 2 minutos de inicio da reperfusao,
permanecendo elevada durante 24 horas; acreditamos que durante a isquemia
ha aumento da atividade simpatica renal, 0 que corrobora com o aumento de
noradrenalina circulante apos a liberacéo da artéria renal descrita pelos autores.
Possivelmente as aferéncias renais sinalizam para acionar a atividade simpatica
renal, pois quando realizado deaferentacdo percebe-se nitida simpatoinibicéo.
Uma vez que na Dax a NA néo estaria exarcebada, corroborando com os dados
de Fujii, que viu que em animais desnervados total houve prevencdo do
transbordamento de NA, além de renoprotecdo e da funcédo renal (FUJII;
KURATA; TAKAOKA; MURAOKA et al., 2003), j4 é sabido que a infusdo na
artéria renal de NA causa vasoconstriccao renal e piora da funcao renal através
insuficiéncia renal aguda (CONGER; ROBINETTE; HAMMOND, 1991). O
acionamento das fibras sensoriais quimiossenssiveis foi relatado por Recordati
e colaboradores, evidenciando que durante a oclusédo da artéria renal por 1 e 2
minutos foi possivel observar aumento da ANSr que foi expressivamente
atenuada apods liberacdo do fluxo sanguineo renal (RECORDATI; MOSS;

WASELKOV, 1978).

Ogawa e colaboradores também obtiveram dados sobre a importancia
dos nervos simpéticos na IR, no qual animais submetidos a desnervagéo total
apresentaram melhora nos parametros renais assim como em animais que

receberam pré-condicionamento antes da isquemia, porém, em animais
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desnervados e pré-condicionados, os efeitos protetores foram abolidos, podendo
inferir que o pré-condicionamento pode ter seu mecanismo reno-protetor

mediado pelos nervos simpaticos (OGAWA; MIMURA; KAMINISHI, 2002).

No atual estudo foi registrado a atividade dos nervos renal e esplancnico,
uma vez que é sabido que neurbnios da RVLM contribuem diretamente para o
controle das descargas adrenérgicas nesses leitos, porém, ao contrario do nervo
renal, ndo foram percebidas diferencas significativas com relacdo a atividade
nervosa esplancnica. Interessantemente, a seletividade dos achados reforca a
hipotese organotopica, no qual o sistema nervoso é capaz de controlar as
descargas adrenérgicas diferentemente para os territérios de acordo com a
necessidade bioldgica. Logo, a auséncia de alteracdes da atividade simpatica
para o territério esplancnico, pelo menos agudamente, traz a luz o importante

papel da ANSr na manutencado da PA que sucede a IR (GUYENET, 2006).

Como ja é sabido durante a isquemia ha uma restricdo total do fluxo
sanguineo da artéria renal, porém quando ha reestabelecimento do fluxo na
reperfuséo € percebido uma piora da funcao renal, tal fenébmeno é denominado
de paradoxo da reperfuséo, no qual pode haver apoptose e necrose tecidual,
(LIEBERTHAL; LEVINE, 1996). Como demonstrado na Figura 18A, o epitélio e
endotélio quando integros sdo separados por uma camada intersticial, porém a
IR deflagra extravasamento de fluido na porcao intersticial, culminando em
extravasamento da porcdo intersticial e dano ao endotélio, promovendo
liberacdo de moléculas de adesdo, que favorecem a ativacdo e migracao de
leucécitos, resultando em maior dano endotelial causando o aumento da
permeabilidade microvascular e extravasamento do liquido intersticial. A

resposta imune desencadeada causa lesdo das células epiteliais tubulares
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podendo promover apoptose e morte celular (Figura 18B). A microscopia
eletrdnica do capilar peritubular evidencia a necrose tubular (BONVENTRE;

YANG, 2011)
A
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Figura 18. A epitélio e endotélio integros, B ap6s IR ocorre aumento da resposta
inflamatéria culminando em dano ao epitélio tubular renal. Fotomicrografia eletrénica
(CAP — capilar peritubular, PT — epitélio tubular): C epitélio e endotélio integros, D e
infiltrac&o da porc¢ao intersticial e migracdo de leucdcitos, F lesdo das células epiteliais
tubulares. Modificado (BONVENTRE; YANG, 2011)

Quanto as contagens de leucdcitos no sangue periférico, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos CTR e Dax quanto ao valor
total de leucocitos, somente um aumento significativo apds IR de neutrofilos e

diminuicdo de linfécitos em ambos os grupos. Tal diferenca pode ter ocorrido

37



devido as diferencas dos grupos celulares, uma vez que os neutréfilos sdo da
imunidade inata acionada como primeira resposta. Estudos anteriores mostram
um aumento nas células polimorfonucleares no rim apds a isquemia aguda,
sendo os neutrofilos rapidamente recrutados para funcionar como mediadores
celulares nas alteracdes microvasculares e ao parénquima renal. Em
transplantes a infiltracdo de neutrdéfilos € vista como uma caracteristica negativa
a preservacdo do enxerto (BOROS; BROMBERG, 2006; LINFERT,;
CHOWDHRY; RABB, 2009). Nossos achados demostraram linfocitopenia apés
a IR renal, possivelmente a explicacdo para reducao de linfécitos foi devido a
apoptose celular identificada por Prass em modelo de isquemia cerebral com
camundongos, que observou linfocitopenia em sangue periférico, baco e timo
por fenotipagem celular e citometria de fluxo (PRASS; MEISEL; HOFLICH;
BRAUN et al.,, 2003) Estudos clinicos em pacientes admitidos com AVC
demostraram leucocitose, neutrofilia (BUCK; LIEBESKIND; SAVER; BANG et
al., 2008) e linfocitopenia com aumento de apoptose como marcador de dano
cerebral e maior risco de infecdo pds acidente isquémico (PRASS; MEISEL,;
HOFLICH; BRAUN et al., 2003; URRA; CERVERA; VILLAMOR; PLANAS et

al., 2009).
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6- CONCLUSAO

A IR foi capaz de promover bradicardia e aumento da ANSr, sem alteragao
significativa da atividade vasomotora simpética para o territério esplancnico.
Porém, quando os aferentes renais foram seletivamente retirados, foi possivel
observar simpatoinibicdo para o territério renal, hipotensdo na reperfusédo e
bradicardia mais expressiva, reforcando a importancia das aferéncias renais na
manutencao dos padrbes hemodinamicos.

N&o observamos diferencas na comparagao entre os grupos CTR e Dax
quanto as contagens total e diferencial de leucécitos, porém foi possivel observar
leucocitose, neutrofilia e linfocitopenia em ambos os grupos. Assim, é razoavel
afirmar que nas condi¢des experimentais deste estudo o perfil inflamatério em
sangue periférico encontrado ndo € influenciado pela atividade vasomotora

simpatica e aferéncias renais.
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