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RESUMO 

 

Lesão renal por isquemia/reperfusão (I/R) e acidose metabólica (AM) são duas 

condições críticas que ocorrem frequentemente na prática clínica. O resultado dessa 

combinação pode ser prejudicial para os rins, mas esta questão não tem sido 

exaustivamente estudada até hoje. O presente estudo avaliou em ratos a influência 

do baixo pH sistêmico em vários parâmetros da função renal mediante lesão renal 

por I/R. A acidose metabólica foi induzida em ratos Wistar machos através da 

ingestão de cloreto de amônio (NH4CI) dissolvido na água de beber, iniciando 2 dias 

antes da indução de lesão renal por isquemia/reperfusão e mantida durante todo o 

estudo. Isquemia/reperfusão renal foi induzida por clampeamento bilateral das 

artérias renais durante 45 min, seguido por 48 h de reperfusão. Ao final do estudo, 

foram obtidas amostras de sangue arterial, urina e tecido renal. Os animais foram 

divididos em quatro grupos: controle (submetido à cirurgia sham, n = 8), I/R (n = 8), 

acidose metabólica (AM; solução de NH4CI 0,28 M + cirurgia sham, n = 6), e AM+I/R 

(solução de NH4CI 0,28 M + I/R, n = 9). Em comparação com grupo I/R, ratos 

AM+I/R apresentaram maior mortalidade (50% vs. 11%), redução significativa de pH 

sanguíneo (7,00 ± 0,04 vs. 7,35 ± 0,03), bicarbonato plasmático (pBic; 9,0 ± 1,4 vs. 

21,4 ± 0,9 mmol/L), e excesso de base (SBE; -23,8 ± 1,5 vs. -2,7 ± 0,9 mmol/L), com 

declínio no ritmo de filtração glomerular (0,05 ± 0,02 vs. 0,14 ± 0,03 mL/min/100 g) e 

função tubular. Além disso, as alterações tubulares foram mais intensas 

determinando escore de lesão tubular significativamente maior. Imunofluorescência 

mostrou que a combinação entre acidose metabólica e isquemia/reperpusão renal 

aumentou nitidamente a expressão do fator nuclear kappa B (NF-B) e da heme 

oxigenase-1 (HO-1), mas não interferiu na diminuição da expressão da óxido nítrico 

sintase endotelial (eNOS) causada por I/R. Os resultados sugerem que a lesão renal 

induzida por isquemia/reperfusão é agravada pela acidose. 

Palavras-chave: Acidose metabólica. Heme-oxigenase 1. Fator nuclear B. Lesão 

renal aguda. Isquemia/reperfusão renal. 

  



 
 

ABSTRACT 

 

Ischemia/reperfusion (I/R) injury and metabolic acidosis (MA) are two critical 

conditions that frequently occur in the clinical practice. The result of this combination 

can be harmful to the kidneys, but this issue has not been thoroughly investigated 

hitherto. The present study evaluated the influence of low systemic pH on several 

kidney function parameters in rats subjected to experimental model of renal I/R 

injury. Metabolic acidosis was induced in male Wistar rats by ingesting ammonium 

chloride (NH4Cl) in tap water, beginning 2 days before ischemic insult and maintained 

during the entire study. Ischemia/reperfusion was induced by clamping both renal 

arteries for 45 min, followed by 48 h of reperfusion. At the end of the study, arterial 

blood samples and urine were collected and left kidneys were harvested. Four 

groups were studied: control (subjected to sham surgery, n = 8), I/R (n = 8), 

metabolic acidosis (MA; 0.28 M NH4Cl solution and sham surgery, n = 6), and 

MA+I/R (0.28 M NH4Cl solution plus I/R, n = 9). Compared with I/R rats, MA+I/R rats 

exhibited higher mortality (50% vs. 11%), significant reduction of blood pH (7.00 ± 

0.04 vs. 7.35 ± 0.03), plasma bicarbonate (pBic; 9.0 ± 1.4 vs. 21.4 ± 0.9 mmol/L), and 

standard base excess (SBE; -23.8 ± 1.5 vs. -2.7 ± 0.9 mmol/L), with a severe decline 

in the glomerular filtration rate (0.05 ± 0.02 vs. 0.14 ± 0.03 mL/min/100 g) and tubular 

function. In addition, tubular changes were more intense determining higher scores of 

tubular injury. Immunofluorescence revealed that the combination of MA and I/R 

markedly increased nuclear factor B (NF-B) and heme-oxygenase 1 (HO-1), but it 

did not interfere with the decrease in endothelial nitric oxide synthase (eNOS) 

expression that was caused by I/R injury. Our findings suggest that acute ischemic 

kidney injury is exacerbated by acidic conditions. 

 

Keywords: Metabolic acidosis. Heme-oxygenase 1. Nuclear factor B. Acute kidney 

injury. Renal ischemia/reperfusion. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
1.1 Lesão renal: fundamentos epidemiológicos e clínicos 

 

De acordo com estimativa da Associação Brasileira dos Centros de 

Diálise e Transplante, aproximadamente 15 milhões de brasileiros apresentam 

algum comprometimento renal, outros 100 mil estão em tratamento dialítico e 27 mil 

morrem anualmente em virtude de problemas renais (ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA 

DOS CENTROS DE DIÁLISE E TRANSPLANTE, 2014). O censo da Sociedade 

Brasileira de Nefrologia, 2011 e 2012, relata o gradual crescimento do número de 

pacientes em diálise - de 42.695, em 2000, 91.314 em 2011, a 97.586 em 2012 – 

assim como revela que a taxa anual de mortalidade correspondeu a 17,9% em 2010, 

19,9% em 2011 e, 18,8% em 2012. A estimativa aponta para incremento anual de 

8% na incidência de novos pacientes em diálise (média de 22 novos pacientes por 

dia) representando um importante problema de saúde pública (SESSO et al., 2012; 

SESSO et al., 2013).  

Os avanços terapêuticos e tecnológicos mais atuais ainda não foram 

suficientes para amenizar o prognóstico de pacientes renais, especialmente os 

acometidos de insuficiência renal aguda que necessitam de tratamento dialítico 

contínuo e apresentam taxa de mortalidade superior a 50% (PONCE et al., 2011; 

SINGH et al., 2012).  

No cenário clínico, a Lesão Renal Aguda (LRA) é reconhecidamente 

grave e continua a ser enorme problema na prática médica, afetando cerca de 20% 

dos pacientes hospitalizados e 50% dos pacientes em unidade de terapia intensiva 

(UTI) (UCHINO et al., 2005; POUKKANEN et al., 2013; ZENG et al., 2014). É 

também uma condição recorrente no manejo de aloenxertos em pacientes sujeitos a 

transplante de rim. Além disso, LRA está fortemente associada com frequente 

utilização de recursos clínicos que envolvem uso de terapias de alta complexidade, 

maior tempo de permanência no leito hospitalar, sendo risco considerável para o 

desenvolvimento de Doença Renal Crônica (DRC) (CHAWLA et al., 2011; 

BELLOMO; KELLUM; RONCO, 2012; ZENG et al., 2014). Dependendo da 

gravidade, a LRA pode ocasionar várias complicações, incluindo acidose metabólica, 

hipercalemia, alterações no equilíbrio dos fluidos corporais e outros efeitos 

sistêmicos (AKSOY et al., 2012). 
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A LRA revela-se complexa como síndrome clínica, repleta de etiologias 

múltiplas e variáveis, apresentando-se cada vez mais prevalente (BELLOMO; 

KELLUM; RONCO, 2012; SINGBARTL; KELLUM, 2012). Caracteriza-se por redução 

abrupta do Ritmo de Filtração Glomerular (RFG; avaliado pela diminuição do 

clearance de creatinina) e retenção de produtos nitrogenados, como ureia e 

creatinina. Essas alterações ocorrem ou perduram por horas ou dias, resultando em 

diminuição do débito urinário (nem sempre presente) e disfunções na regulação do 

equilíbrio eletrolítico e ácido-básico (BRADY; SINGER, 1995; BELLOMO; KELLUM; 

RONCO, 2012; SINGH et al., 2012). 

Estudos epidemiológicos relatam a existência de mais de 35 definições 

diferentes para LRA (SRISAWAT; KELLUM, 2011), fato que dificulta a comparação 

entre diagnóstico clínico e prognóstico. Historicamente, tal diversidade no 

diagnóstico e na classificação resultou na modificação da antiga terminologia 

Insuficiência Renal Aguda (conhecida pelo acrônimo IRA) para LRA. O termo IRA foi 

muitas vezes utilizado para definir pacientes que apresentaram súbito declínio na 

função renal. Entretando, o espectro clínico dessa condição é bastante amplo, e a 

utilização do termo “Lesão” engloba desde a presença de estágios iniciais de lesão 

tecidual até a perda completa da função renal, exigindo terapia de substituição renal 

(EL SABBAHY; VAIDYA, 2011; SRISAWAT; KELLUM, 2011). Talvez por possuir 

definição diversa, a avaliação clínica de pacientes internados em UTI mostre que a 

incidência de LRA varie entre 11 e 67%, bem como a mortalidade oscile entre 13 e 

69% (SRISAWAT; KELLUM, 2011; ZHOU et al., 2015). Reforçando essa 

possibilidade, a revisão de Bellomo, Kellum e Ronco (2012) relata que a incidência 

da LRA varia de acordo com a definição adotada e com a população em diferentes 

regiões do mundo, variando de mais de 5000 casos/milhão de pessoas/ano para 

LRA sem necessidade dialítica a 295 casos/milhão de pessoas/ano para LRA com 

necessidade dialítica.  

A adoção de critérios padronizados para diagnóstico de LRA é recente. 

Em 2004, o grupo Acute Dialysis Quality Initiative (ADQI) propôs o primeiro 

consenso de definição graduada para manejo de lesão renal aguda, os critérios 

RIFLE. A denominação RIFLE é acrônimo para Risk (risco de disfunção renal); Injury 

(lesão renal); Failure (falência da função renal); Loss (perda da função renal) e End 

stage renal disease (doença renal em estágio terminal). Os três primeiros (risco, 

lesão, falência) referem-se a critérios de diagnóstico e determinação da gravidade 



18 
 

da LRA e baseiam-se nos níveis séricos de creatinina e/ou diurese do paciente. 

Todavia, os dois últimos (perda da função e doença renal terminal) estão 

relacionados a critérios de evolução clínica do paciente e são determinados pela 

duração da perda da função renal. Em 2007, a Acute Kidney Injury Network (AKIN) 

modificou os critérios RIFLE, e aumentou a sensibilidade e especificidade do 

diagnóstico. Em 2012, novas modificações foram propostas pelo grupo Kidney 

Disease Improving Global Outcomes (KDIGO) baseada na definição AKIN. 

(BELLOMO et al., 2004; MEHTA et al., 2007; SRISAWAT; KELLUM, 2011; ZENG et 

al., 2014). 

São muitos os fatores que contribuem para a manutenção do quadro de 

lesão renal, dentre eles, destacam-se: instabilidade hemodinâmica, cirurgia vascular, 

hipovolemia, aterosclerose, diuréticos, insuficiência cardíaca congestiva, diabetes 

mellitus, hipóxia, isquemia/reperfusão (I/R), pré-eclâmpsia/eclâmpsia, sepse, 

queimaduras graves e pancreatite (SINGH et al., 2012). A associação desses fatores 

a complicações tais como sepse, hemorragias, cirurgias de alta complexidade e 

necessidade de diálise, aumentam o risco de agravamento do paciente e da LRA 

contribuindo para um índice aumentado de mortalidade, com variações de 37% a 

88% (em particular quando diálise é necessária) (SCHWILK et al., 1997). Segundo 

Singbartl e Kellum (2012) pacientes estão morrendo de LRA e não simplesmente 

com LRA, em particular os internados na UTI. De nosso principal interesse, daremos 

ênfase à LRA causada por isquemia/reperfusão. 

 

1.2 E o papel da I/R na lesão renal aguda? 

 

Por definição, isquemia é a interrupção do suprimento de oxigênio e 

nutrientes para um dado tecido, durante determinado período de tempo, em 

decorrência da redução ou ausência de fluxo sanguíneo arterial (SCANELL, 1996; 

COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000). Por sua vez, o termo reperfusão refere-se ao 

restabelecimento de fluxo sanguíneo ao tecido previamente isquêmico (ÉVORA et 

al., 1996). Evidências clínicas e experimentais relacionam eventos que causam 

disfunções celulares e teciduais mediante subsequente perfusão de órgão 

isquêmico. Em conjunto são, por isso, denominadas lesões por I/R (EVORA et al., 

1996; YOSHIDA; HONMA, 2014).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schwilk%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9470074
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Os rins são extremamente vulneráveis à isquemia, pois recebem 

aproximadamente 25% do débito cardíaco, apresentam elevado nível de atividade 

metabólica, complexidade de múltiplas vias enzimáticas, ações de enzimas de 

biotransformação, intensa capacidade de transporte endotelial, alta capacidade de 

reabsorção epitelial, e um alto consumo de oxigênio da medula externa (EL 

SABBAHY; VAIDYA, 2011; MUNSHI; HSU; HIMMELFARB, 2011). Se o aporte de 

sangue e/ou oxigênio ao tecido renal for insuficiente para manter a demanda 

metabólica, danos celulares e teciduais podem ocorrer, sendo responsáveis por 

deflagrar a instalação de lesão renal aguda. Tais danos podem ser evidenciados 

morfologicamente pela presença de necrose celular, acúmulo de cilindros hialinos 

intratubulares, e alterações na morfologia das células endoteliais glomerulares. 

Funcionalmente, retenção de resíduos de produtos metabólicos, desenvolvimento de 

uremia e comprometimento do equilíbrio hidroeletrolítico e ácido-básico podem 

surgir (BONVENTRE, 1988). 

Assim, a I/R renal desempenha papel central na iniciação e 

estabelecimento da lesão renal aguda e contribui para 80 a 90% das etiologias 

renais (BASILE; ANDERSON; SUTTON, 2012). Ocorre I/R em diferentes cenários 

clínicos, incluindo transplante renal, parada cardíaca, nefropatia induzida por meio 

de contraste, cirurgias renais, vasculares e sepse (GRENZ et al., 2007; CONG et al., 

2012). Em pacientes sujeitos a transplante renal ou naqueles com rins nativos 

acometidos de alta morbidade, lesões por I/R afetam sobremaneira a sobrevida do 

enxerto ou mesmo a mortalidade, respectivamente (WANG et al., 2011; WEVER et 

al., 2011). 

A fisiopatologia da lesão renal induzida por I/R envolve cascata complexa 

de eventos que não são limitados a alterações na hemodinâmica renal, mas incluem 

também dano tubular, recrutamento de mediadores inflamatórios e produção de 

espécies reativas de oxigênio (SUTTON; FISHER; MOLITORIS, 2002; CHU et al., 

2014; WANG et al., 2014). Comprometendo a oferta de oxigênio e outros substratos 

essenciais para o metabolismo energético, a diminuição da perfusão renal pelo 

episódio isquêmico promove uma série de alterações vasculares e tubulares 

relacionadas com o desenvolvimento de LRA (BONVENTRE; WEINBERG, 2003). 

Característica marcante da LRA é a redução do RFG, implicando por si 

em deficiência subjacente na regulação hemodinâmica. O fluxo sanguíneo renal é 

determinado pelo equilíbrio entre fatores que promovem vasoconstrição ou 
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vasodilatação, em especial nas arteríolas renais (BASILE; ANDERSON; SUTTON, 

2012). A isquemia contribui para a disfunção endotelial promovendo um 

desequilíbrio entre vasoconstrição e vasodilatação, resultanto em exacerbação da 

resposta a agentes vasoconstritores (endotelina, angiotensina II, adenosina, 

leucotrieno, tromboxano A2) e diminuição a agentes vasodilatadores como 

acetilcolina, prostaglandinas, óxido nítrico e bradicinina. O deslocamento do balanço 

a favor da vasoconstrição, principalmente nas arteríolas aferentes e capilares 

glomerulares, reduz a área de filtração, o fluxo sanguíneo renal e consequentemente 

reduz o RFG (BONVENTRE; WEINBERG, 2003; DEVARAJAN, 2006; BASILE; 

ANDERSON; SUTTON, 2012; YOSHIDA; HONMA, 2014).  

Consequência adicional dos efeitos da I/R nos rins reside na diminuição 

da oferta de trifosfato de adenosina (ATP), elemento essencial ao funcionamento 

das células tubulares renais. As porções iniciais do néfron, o túbulo proximal, por 

exemplo, bem como, a alça ascendente espessa de Henle, apresentam alta 

demanda por esse composto, além de oxigênio, uma vez que expressam diversos 

mecanismos de transporte de substratos envolvidos com a habilidade renal de 

promover reabsorção, dentre outros processos de transporte tubular envolvidos com 

a fisiologia renal. Em condições de anaerobiose, esses segmentos tubulares 

possuem capacidade reduzida para obtenção de energia química na forma de ATP 

proveniente da glicólise (EL SABBAHY; VAIDYA, 2011; MUNSHI; HSU; 

HIMMELFARB, 2011; YOSHIDA; HONMA, 2014).  

A diminuição dos níveis renais de ATP impõe outras consequências às 

células renais como a redução da atividade da bomba Na+/K+-ATPase, importante 

para a manutenção do gradiente eletroquímico que favorece indiretamente à 

reabsorção transepitelial de solutos, principalmente o Na+ (BONVENTRE, 1998; 

JIANG et al., 2005; HUSSEIN et al., 2012). Diminuindo-se a capacidade de 

reabsorver Na+, aumenta-se a excreção fracional deste íon e, consequentemente, de 

outros solutos atrelados a ele. Por sua vez, menor reabsorção de solutos nos 

segmentos tubulares proximais, maior o aporte de solutos que chegam ao néfron 

distal e à mácula densa, promovendo ativação de mecanismos regulatórios que 

resultam em constrição das arteríolas aferentes e redução adicional do RFG 

(BONVENTRE; WEINBERG, 2003; HUSSEIN et al., 2012). Outras bombas, como a 

Ca2+-ATPase, também ficam funcionalmente prejudicadas e, em geral, tais prejuízos 

nesses transportadores ocasionam acúmulo intracelular de Na+, Ca2+, Cl- e água, o 
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que pode levar a edema celular agudo, disfunção mitocondrial e produção de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) (BONVENTRE, 1998; JIANG et al., 2005; 

HUSSEIN et al., 2012). 

Além disso, pode ocorrer desestruturação do citoesqueleto pela 

redistribuição da actina do domínio apical e das microvilosidades com reorganização 

no citoplasma, desintegração da borda em escova das células epiteliais e 

desestabilização da membrana plasmática. Como resultado, fica comprometido o 

arranjo de proteínas claudinas envolvidas nas tight junctions, estruturas 

responsáveis pela natural resistência elétrica paracelular. A aderência das células 

tubulares à membrana basal fica fragilizada com a desestruturação celular, o que 

pode resultar em deslocamento e desarranjo tubular com consequente obstrução do 

fluxo luminal e perda das forças de Starling importantes ao balanço líquido nessas 

regiões. Além disso, perda da polaridade celular por translocação de proteínas 

integrinas e bomba Na+/K+-ATPase da região basolateral para a superfície apical é 

outra repercussão da I/R (BONVENTRE; WEINBERG, 2003; DEVARAJAN, 2006; 

BASILE; ANDERSON; SUTTON, 2012; HUSSEIN et al., 2012).  

Em resumo, diferentes mecanismos correlacionam dano tubular com 

redução da filtração glomerular como justificativa principal para o declínio do RFG 

como marcador da LRA: (i) injúria tubular compromete a reabsorção de sódio pelos 

segmentos tubulares proximais aumentando o aporte deste íon para o néfron distal e 

mácula densa, ativando o mecanismo de feedback túbulo-glomerular, com isso 

diminui o fluxo sanguíneo renal e o RFG por vasoconstrição das arteríolas aferentes 

com objetivo de reduzir a ultrafiltração e evitar perda de água e eletrólitos; (ii) restos 

de tecidos, células mortas e resíduos celulares produzem obstrução tubular em 

segmentos mais distais do néfron, reduzindo assim o RFG e a capacidade de 

excreção do rim. Além destes fenômenos, dano tubular e morte celular ativam 

células residentes que produzem mediadores pró-inflamatórios e vasoativos 

(citocinas e espécies reativas de oxigênio) que atuam de forma autócrina e parácrina 

para contrair células mesangiais e arteríolas. Estes, por sua vez, contribuem para 

manter filtração glomerular reduzida e amplificar os danos para diferentes estruturas 

renais. Todos os mecanismos descritos acima podem estar diretamente 

relacionados com mudanças que ocorrem nas células epiteliais tubulares renais 

(BONVENTRE; WEINBERG, 2003; BASILE; ANDERSON; SUTTON, 2012; 

SANCHO-MARTÍNEZ; LÓPEZ-NOVOA; LÓPEZ-HERNÁNDEZ, 2015). 
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Em relação às células epiteliais tubulares, estudos experimentais relatam 

três possíveis destinos distintos após lesão renal aguda por I/R. Uma parte pode 

permanecer viável, demonstrando que não sofreram lesão ou apenas foram 

acometidas de lesão subletal e em seguida recuperadas, ou as células podem 

cursar para um estágio de morte por necrose ou apoptose. A necrose revela-se 

como um processo caótico resultando em perda da integridade da membrana, 

edema citoplasmático e fragmentação celular. Enquanto, a apoptose caracteriza-se 

por condensação citoplasmática e nuclear, fragmentação do DNA, separação dos 

corpos apoptóticos que posteriormente serão fagocitados. Estes dois tipos de morte 

celular podem coexistir e parecem depender principalmente do quão intenso é o 

estímulo isquêmico e do quão resistente é a célula. Em lesões celulares mais 

graves, as porções proximais do néfron e a alça ascendente espessa de Henle ficam 

mais suceptíveis à necrose. Por outro lado, a apoptose ocorre após lesões mais 

leves e predomina nos segmentos menos sensíveis à isquemia, especialmente os 

túbulos distais (BONVENTRE; WEINBERG, 2003; DEVARAJAN, 2006; SANCHO-

MARTÍNEZ; LÓPEZ-NOVOA; LÓPEZ-HERNÁNDEZ, 2015). 

Danos no DNA e morte celular são consequências tardias em virtude da 

gama de proteínas que sofrem interferência funcional como proteases, óxido nítrico 

sintases, fosfolipases, cinases e endonucleases (BONVENTRE, 1998; JIANG et al., 

2005; HUSSEIN et al., 2012). Muitas formas de LRA são caracterizadas pela morte 

de células epiteliais tubulares causando disfunção e ativação tubular. A necrose 

tubular aguda (NTA) é a causa mais frequente e caracteriza-se pela morte das 

células epiteliais tubulares além de disfunção de um ou vários segmentos tubulares. 

A disfunção de células tubulares decorrente de alterações letais ou subletais é o 

evento inicial em NTA levando à disfunção renal (ou seja, redução do RFG) e 

insuficiência renal (SANCHO-MARTÍNEZ; LÓPEZ-NOVOA; LÓPEZ-HERNÁNDEZ, 

2015).  

Como descrito anteriormente, os principais achados histológicos que 

caracterizam lesão tubular em biópsia renal são perda da borda em escova nos 

segmentos tubulares proximais, descolamento das células epiteliais tubulares renais 

da membrana basal, dilatação tubular, formação de cilindros tubulares derivados a 

partir de células descamadas, detritos tubulares e proteína. Além disso, áreas de 

regeneração tubular podem ser visualizadas ao lado da área lesionada e 

evidenciadas pela presença de células tubulares com citoplasma basofílico e 
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núcleos hipercromáticos e figuras de mitose em biopsias de pacientes com NTA 

(BASILE; ANDERSON; SUTTON, 2012). Além dos danos causados por isquemia, 

sabe-se que a reperfusão pode causar dano adicional e agravar ainda mais a lesão 

principalmente por ocasionar o aumento da produção de EROs, acúmulo de íons, 

disfunção endotelial, agregação de plaquetas, ativação imune, durante a 

reoxigenação que, em conjunto, podem causar danos teciduais mais expressivos do 

que a própria isquemia (KOÇ et al., 2014). 

Nos últimos anos têm sido cada vez maiores as evidências da 

participação do componente inflamatório como evento crítico na lesão renal por I/R, 

dando ênfase a contribuição da lesão endotelial, a infiltração leucocitária e a geração 

de mediadores inflamatórios (GUELLER et al., 2004; BASILE; ANDERSON; 

SUTTON, 2012). Na fase inicial da I/R ocorrem disfunção e ativação do endotélio 

implicando em alteração no tônus vascular e, consequente aumento na 

permeabilidade capilar. A alteração na integridade da camada de células endoteliais 

da vasculatura renal ocasiona aumento da expressão de diferentes moléculas de 

adesão, tais como, molécula de adesão intercelular-1 (ICAM-1), molécula de adesão 

vascular (VCAM), E-selectina e P-selectina. Tais moléculas são cruciais, pois 

modulam a interação entre endotélio vascular e leucócitos, permitindo o 

extravasamento de leucócitos para o interior do tecido renal pós-isquêmico 

(BONVENTRE; WEINBERG, 2003; GUELLER et al., 2004; KINSEY; LI; OKUSA, 

2008; BASILE; ANDERSON; SUTTON, 2012). A interação leucócitos-endotélio é 

maior na medula que no córtex, demonstrando maior suscetibilidade a isquemia 

desta região do rim (BASILE; ANDERSON; SUTTON, 2012). 

Fatores de transcrição, como fator nuclear kappa B (NF-B), são ativados 

e induzem transcrição de citocinas e quimiocinas inflamatórias, intensificando assim 

o processo inflamatório (GUELLER et al., 2004; YOSHIDA; HONMA, 2014). Durante 

a isquemia, as células endoteliais perdem suas propriedades antiaderentes e, 

portanto desenvolvem uma superfície trombogênica e adesiva tornando-se 

propensas a adesão de leucócitos e de plaquetas durante a reperfusão. Uma vez 

aderidos, os leucócitos podem: (i) prejudicar fisicamente o fluxo capilar, 

principalmente na medula renal; (ii) exacerbar a hipóxia nesta região; (iii) liberar 

agentes como EROs e/ou lípidos vasoativos, o que exacerba a vasoconstrição e 

aumenta a reação inflamatória local; (iv) contribuir para a lesão do parênquima 

celular, resultando em aumento da pressão dentro do lúmen tubular. Todos esses 
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fatores são parte de uma resposta inflamatória aguda que conduz a uma disfunção 

renal, resultando em redução adicional do RFG e eventual falência renal 

(BONVENTRE; WEINBERG, 2003; BASILE; ANDERSON; SUTTON, 2012). 

Eventualmente, a maioria dos danos ocasionados por I/R podem ser revertidos caso 

a isquemia seja transitória e o restabelecimento do fluxo sanguíneo ocorra em curto 

período de tempo (GUELLER et al., 2004). 

 

1.3 Modelo experimental de lesão renal aguda por I/R 

 

Considerando a complexidade da LRA, vários são os modelos 

experimentais empregados com objetivo de mimetizar suas condições clínicas 

(SINGH et al., 2012). Em geral, os modelos animais de LRA induzida por I/R têm 

contribuído significativamente para o entendimento dos mecanismos fisiopatológicos 

subjacentes ao início da insuficiência renal (BELLOMO; KELLUM; RONCO, 2012; 

SINGH et al. 2012). Nesse contexto, as experiências com esses modelos animais 

(predominantemente em ratos ou camundongos) resultaram em um número 

considerável de publicações nos últimos anos (cerca de 43%) na Kidney 

International e Nephrology Dialysis Transplantation (HEYMAN; ROSENBERGER; 

ROSEN, 2010). Experimentalmente, a lesão por I/R pode ser estabelecida mediante 

oclusão da artéria renal ou do pedúnculo renal, podendo ser bilateral ou unilateral 

seguida de nefrectomia contralateral. Para este fim, utilizam-se tempos que variam 

entre 15 a 60 min de oclusão para, posteriormente, permitir-se o restabelecimento 

do fluxo sanguíneo (SINGH et al., 2012). Em rim humano, a resposta hemodinâmica 

à agressão isquêmica é comparável à isquemia renal em ratos de aproximadamente 

45 min seguidos de 24 h sob reperfusão (SINGH et al., 2012). 

Entretanto, é importante destacar que o tempo de isquemia, o modo de 

oclusão (uni ou bilateral) e o momento da reperfusão parecem determinar 

manifestações funcionais e estruturais renais variadas reproduzindo formas mais 

brandas ou mais severas da LRA (SKRYPNYK; HARRIS; DE CAESTECKER, 2013). 

É pertinente, ainda, um breve comentário sobre evidências que demonstram o efeito 

protetor do pré-condicionamento isquêmico na lesão renal induzida por I/R, doença 

renal crônica e transplante renal (HO; PANG; SZETO, 2015). O termo pré-

condicionamento isquêmico significa indução de breves episódios transitórios de 

isquemia seguidos por pequeno período de reperfusão antes de um insulto 
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isquêmico mais longo. Assim, impor o tecido a uma isquemia de menor extensão, o 

órgão parece ser condicionado a tolerar lesões maiores e potencialmente mais 

prejudiciais (HO; PANG; SZETO, 2015). O papel do pré-condicionamento isquêmico 

no aumento da tolerância à isquemia tem sido descrito em vários órgãos como 

coração, cérebro, medula espinhal, músculo esquelético, retina, fígado, intestino, 

além dos rins. Entretanto, o real fundamento envolvido no efeito protetor do pré-

condicionamento isquêmico não está ainda claramente resolvido (HO; PANG; 

SZETO, 2015). 

A aplicabilidade e a viabilidade desses modelos experimentais são 

resultantes da similaridade dos efeitos vasculares, como vasoconstrição e 

diminuição da permeabilidade capilar, e efeitos tubulares, como obstrução e 

extravasamento, quando comparados com estudos obtidos de pacientes com LRA 

(LIEBERTHAL; NIGAM, 2000; HUSSEIN et al., 2012). O modelo de LRA em ratos, 

devido à oclusão da artéria renal (OAR) caracteriza-se por extensa necrose nos 

túbulos proximais, sendo a duração da isquemia primordial para determinar a 

distribuição e a extensão da injúria tubular. Durante esse processo os segmentos 

mais distais dos néfrons são menos afetados, embora a área com maior lesão seja a 

alça de Henle. Outro achado importante é a presença de células apoptóticas no 

túbulo contorcido distal e ductos coletores (BELLOMO; KELLUM; RONCO, 2012). 

A necrose tubular aguda isquêmica (NTAi) em humanos é menos 

extensa, geralmente subletal e focal, afetando preferencialmente túbulos proximal e 

distal. Todavia, a necrose tubular em humanos e o modelo animal de OAR 

apresentam semelhanças patológicas e funcionais importantes. Assim como na 

NTAi, o modelo animal revela semelhanças patológicas que incluem lesão da borda 

em escova nas células do túbulo proximal, com predileção para ocorrência das 

lesões mais graves no segmento reto (dito S3) e a presença de elementos figurados 

na urina. Outras semelhanças funcionais incluem redução acentuadada da filtração 

glomerular, embora de caráter reversível, pois na maioria dos casos de lesão 

tubular, ocorre com recuperação da função renal (BELLOMO; KELLUM; RONCO, 

2012).  

A compreensão da diversidade de vias e mecanismos envolvidos na 

gênese da injúria renal passou a ser mais evidente através de modelos 

experimentais. A ativação local do sistema de coagulação, a infiltração de células 

inflamatórias no tecido renal, a lesão endotelial, bem como a participação de 
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moléculas de adesão e a produção de citocinas pró-inflamatórias começaram a ser 

descritas através de estudos em modelos animais de isquemia aguda induzida por 

oclusão da artéria renal (BELLOMO; KELLUM; RONCO, 2012). Portanto, estudos 

provenientes de modelos experimentais com animais representam exemplo 

consistente de como o intercâmbio de ideias entre pesquisadores da área clínica e 

básica podem se complementar na compreensão da doença humana (LIEBERTHAL; 

NIGAM, 2000). 

 

1.4 Regulação do pH e acidose metabólica 

 

O rim é o principal órgão responsável pela regulação do equilíbrio ácido-

básico, exercendo basicamente duas funções cruciais com esse propósito, a 

reabsorção do bicarbonato (HCO3
-) luminal pelos túbulos proximais (80% - 85%) e a 

excreção de ácido equivalente à produção diária de ácidos não voláteis pelo néfron 

distal, o que corresponde à reabsorção adicional de HCO3
- não luminal (FAROQUI; 

SHERIFF; AMLAL, 2006). 

Manutenção fisiológica do pH arterial sistêmico entre 7,35 e 7,45 é 

necessária para que as células tenham condições compatíveis homeostáticas 

(LIAMIS; MILIONIS; ELISAF, 2010). Considerando que as concentrações de íons H+ 

no líquido extracelular tenham valores reduzidos em condições fisiológicas, mesmo 

pequenas flutuações no pH podem ter efeitos importantes sobre a atividade de 

enzimas e proteínas celulares. A manutenção da concentração hidrogeniônica em 

faixa de variação estreita é conseguida através da existência de tampões intra e 

extracelulares, em conjunto com mecanismos reguladores respiratórios e renais, 

estes capazes de atuar em fases mais tardias, enquanto que os primeiros agem 

imediatamente à produção do ácido. Quimicamente, isso se traduz pelo controle 

fisiológico exercido minuto a minuto tanto para a pressão parcial de dióxido de 

carbono (PCO2) como para os níveis de HCO3
-. Uma vez alcançado o equilíbrio, a 

relação química entre essas formas químicas CO2 e HCO3
- estabiliza o pH arterial 

por excreção ou retenção de ácido ou álcali, mantendo-se assim as variações 

normais dentro de faixa restrita para o pH corporal (LIAMIS; MILIONIS; ELISAF, 

2010; GOMEZ; KELLUM, 2015). 

Por um lado, a PCO2 é regulada pela taxa de ventilação alveolar e, sendo 

assim, a hiperventilação aumenta a excreção de CO2 e consequentemente reduz a 
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PCO2, enquanto a hipoventilação diminui a excreção de CO2, aumentando PCO2. 

Embora não possua os requisitos químicos para ser caracterizado como um ácido 

em termos químicos, ressalta-se que, fisiologicamente, o CO2 o é, pois age como um 

ácido no organismo por sua habilidade em combinar-se com água para formar o 

ácido carbônico (H2CO3) de acordo com a seguinte reação: CO2 + H2O ↔ H2CO3 ↔ 

H+ + HCO3
- (LIAMIS; MILIONIS; ELISAF, 2010; GOMEZ; KELLUM, 2015). Por outro 

lado, o papel dos rins é o de reabsorver todo o HCO3
- filtrado e gerar novo HCO3

- 

principalmente no ducto coletor, quando a escassez de HCO3
- na luz tubular 

proveniente da filtração é evidente. A reabsorção de HCO3
- filtrado ocorre no túbulo 

proximal (85 - 90%), no ramo ascendente espesso da alça de Henle (10%) e o 

restante no néfron distal (LIAMIS; MILIONIS; ELISAF, 2010). Reabsorver o HCO3
- 

filtrado é essencial para manter o equilíbrio ácido-base, pois excretar HCO3
- na urina 

significa reter H+ (ambos H+ e HCO3
- sendo derivados da dissociação de H2CO3). A 

título de exemplo, uma dieta dita normal produz 50 - 100 mEq de H+ por dia na forma 

de ácidos fixos, não voláteis, como o ácido sulfúrico e o ácido fosfórico (LIAMIS; 

MILIONIS; ELISAF, 2010). Isso ocorre a partir do catabolismo de aminoácidos que 

contenham enxofre (como metionina e cisteína) ou do metabolismo de fosfolipídeos, 

ácidos nucléicos, fosfoglicerídeos e fosfoproteínas. Metabolização de carboidratos 

resulta principalmente em produção de ácidos voláteis caracterizada pela liberação 

de CO2. Assim produzidos, os íons H+ são inicialmente tamponados por HCO3
- no 

líquido extracelular (LEC) e outros tampões ácido-básicos em outros compartimentos 

corporais para minimizar a queda do pH extracelular. No entanto, o equilíbrio ácido-

base é restaurado por excreção urinária de H+, que regenera o HCO3
- perdido na 

reação tampão inicial. Com efeito, a carga ácida da dieta é efetivamente excretada 

pela secreção de H+ no túbulo coletor.  No lúmen tubular, H+ é combinado com 

HPO4
-2 (para formar H2PO4

-, processo chamado de acidez titulável) ou com NH3 

(para formar NH4
+). Estes processos são de primordial importância em relação à 

manutenção do equilíbrio ácido-base, tendo em consideração a taxa extremamente 

baixa de excreção de H+ livre (LIAMIS; MILIONIS; ELISAF, 2010). 

Em resumo, o corpo humano reage ao aumento da concentração de H+ 

arterial por meio de quatro processos: tamponamento extracelular (HCO3
- é o 

tampão mais importante no fluido extracelular), tamponamento intracelular e osso, 

compensação respiratória e excreção renal de H+. Todavia, a ação inicial para 

restauração definitiva do equilíbrio ácido-base por meio da excreção renal do 
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excesso de H+ é desempenhada pelos três primeiros processos (LIAMIS; MILIONIS; 

ELISAF, 2010). 

Acidose metabólica é um dos distúrbios do equilíbrio ácido-base, sendo 

especialmente frequente em pacientes gravemente enfermos (KRAUT; MADIAS, 

2010). Caracteriza-se por aumento na concentração de ácidos no líquido 

extracelular (LEC). Clinicamente, traduz-se em redução da concentração sérica de 

HCO3
-, decréscimo da pressão parcial arterial de dióxido de carbono (PaCO2) e 

redução do pH sanguíneo (acidemia) (LIAMIS; MILIONIS; ELISAF, 2010; KRAUT, 

2011). É considerada multifatorial, ou seja, de etiologia complexa, variável com o 

tempo, o que ocasiona dificuldades na interpretação e no tratamento (O’ DELL et al., 

2007).  

A etiologia da acidose metabólica inclui muitos fatores causais, dentre 

eles: acidose láctica, cetoacidose, expansão rápida de volume com solução salina, 

insuficiência renal e outros (KELLUM; SONG; LI, 2004). A acidose metabólica pode 

estar presente em muitos pacientes que sofrem de LRA e está associada a maior 

mortalidade (ZHENG et al., 2014). Além disso, ocorre em até 1/3 dos pacientes que 

são iniciados em terapia de substituição renal (HOSTE; DE CORTE, 2011).  

Os principais mecanismos geradores de acidose metabólica são: perda 

excessiva de HCO3
- pelo organismo (diarréia, acidose tubular renal), redução na 

excreção renal de ácidos (p. ex. na LRA), aumento na produção ou disponibilidade 

de ácidos (administração de ácido clorídrico ou precursores, cetoacidose, acidose 

láctica) (KRAUT; MADIAS, 2010; LIAMIS; MILIONIS; ELISAF, 2010). Se agudas, 

alterações pronunciadas do equilíbrio ácido-básico são potencialmente críticas e 

várias disfunções orgânicas podem se manifestar. Clinicamente, condições como 

edema cerebral, fraturas, decréscimo da contratilidade miocárdica, vasoconstrição 

pulmonar e vasodilatação sistêmica, dentre outras, são exemplos frequentes dessas 

repercussões (KRAUT; MADIAS, 2010).  

Dependendo da duração, a acidose metabólica pode ser aguda (minutos 

a vários dias) ou crônica (semanas a anos) (KRAUT; MADIAS, 2010). Estudo 

realizado nos EUA mostra que a acidose metabólica aguda afeta cerca de 60% dos 

pacientes em UTI (KRAUT; MADIAS, 2010). Por outro lado, a acidose metabólica 

crônica é menos comum, apenas 1,9% das mais de 15 mil pessoas inquiridas no 

estudo NHANES III tiveram concentração sérica de HCO3
- abaixo de 22 mmol/L, 

embora este valor alcance 19% em pacientes com RFG estimada (eGFR) na faixa de 
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15 - 29 mL/min/1.73 m2. Portanto, a ocorrência de acidose metabólica crônica pode 

estar envolvida com o aumento na ocorrência de DRC em nossa população e 

estudos em animais e em humanos confirmam essa relação (NATH; HOSTETTER; 

HOSTETTER, 1985; PHISITKUL et al., 2008; DE BRITO-ASHURST et al., 2009; 

KRAUT; MADIAS, 2011). 

A literatura descreve a existência de correlação inversa entre gravidade 

da acidose metabólica e nível de função renal (KRAUT; KURTZ, 2005). Os efeitos 

da acidose metabólica aguda no organismo são razoavelmente conhecidos, 

ressaltando-se as complicações cardiovasculares. A ocorrência da disfunção 

cardiovascular depende do pH sanguíneo. A acidemia grave (pH < 7,1), através de 

atuações nas funções enzimáticas e no metabolismo protéico, inibe a contratilidade 

miocárdica, predispõe a arritmias graves, reduz a resistência vascular periférica, 

diminui a afinidade da hemoglobina ao oxigênio e provoca vasodilatação arteriolar e 

vasoconstrição do sistema venoso (KRAUT; MADIAS, 2010). Outro efeito adverso a 

ser considerado é o aumento da secreção de interleucinas pelos macrófagos e 

supressão da função do linfócito conduzindo resposta inflamatória aumentada e 

dimimuição da resposta imune. As propriedades quimiotáticas e bactericidas dos 

leucócitos são alteradas pela acidose metabólica aguda, consequentemente os 

pacientes portadores desse distúrbio são mais suscetíveis a infecções. Em resposta 

à redução de pH, ocorre diminuição da ligação da insulina ao seu receptor, 

prejudicando a resposta celular. Ademais, a produção energética da célula é 

comprometida, pois a atividade da 6-fosfofrutoquinase, enzima com papel crítico na 

glicólise, é sensível a mudanças de pH (KRAUT; MADIAS, 2010). 

Em contrapartida, a acidose metabólica crônica parece não apresentar 

efeito significativo sobre a função cardiovascular, embora ocorra um aumento da 

mortalidade em pacientes com DRC e níveis reduzidos da concentração sérica de 

bicarbonato (< 22 mmol/L) (KRAUT, 2011). Contudo as suas principais 

consequências são: aumento da degradação da proteína muscular com perda de 

massa muscular, produção e/ou exacerbação de doenças ósseas juntamente com 

retardo do crescimento em crianças (nanismo), redução na síntese de albumina 

resultando em hipoalbuminemia, tolerância à glicose deficiente por interferências 

com ações da insulina. De forma adicional a esses efeitos, a secreção e/ou ação de 

corticosteróides, hormônio da tireóide e paratireóide são alterados pela presença de 

acidose metabólica crônica. Além disso, a presença de evento inflamatório também 
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parece contribuir para amplificação dos efeitos adversos da acidose metabólica 

crônica (KRAUT; MADIAS, 2010). No âmbito renal, acidose metabólica pode reduzir 

o fluxo sanguíneo renal em voluntários humanos saudáveis (CHOWDHURY et al., 

2012). 

Em resumo, a presença de acidose metabólica, aguda ou crônica, leva a 

uma série de efeitos adversos sobre a função celular além de contribuir para o 

aumento da morbidade e mortalidade (KRAUT; MADIAS, 2010). 

 

1.5 Indução experimental de acidose metabólica com NH4Cl 

 

Em 1921, Haldane foi o primeiro a descrever o efeito da ingestão de 

NH4Cl no balanço ácido-base. Desde então, a incorporação de cloreto de amônio 

(NH4Cl) em soluções oferecidas como água de beber a animais experimentais é 

protocolo padrão amplamente descrito na literatura para produção de acidose 

metabólica em modelos experimentais (ALLEYNE; SCULLARD, 1969; FELDMAN, 

1989; FAROQUI; SHERIFF; AMLAL, 2006; BENTO et al., 2007; NOWIK et al., 2010). 

A acidose metabólica sistêmica produzida pela administração de solução de NH4Cl 

deriva da dissociação do cloreto de amônio nos tecidos em amônio (NH4

+) e cloreto 

(Cl-). Por conseguinte, o íon amônio NH4
+ dissocia-se em amônia (NH3) e hidrogênio 

(H+). Processo adicional de liberação de prótons se dará em virtude da absorção de 

NH3 e sua metabolização hepática em uréia e outros produtos. Também deve ser 

considerado o estímulo de secreções intestinais ricas em bicarbonato causado pela 

presença do sal de amônio na luz intestinal, o qual representa, efetivamente, 

aumento da quantidade de prótons aos líquidos corporais. Como resultado, a 

composição do líquido extracelular é alterada pelo aumento da produção de ácido no 

organismo, todavia o processo de excreção não sofre alteração criando um balanço 

positivo favorável para o desenvolvimento de acidose metabólica (LIAMIS; 

MILIONIS; ELISAF, 2010). 

 

1.6 Fator nuclear kappa B (NF-B) 

 

Um dos principais fatores pró-inflamatórios de transcrição envolvidos na 

lesão renal induzida por I/R é o NF-B, que é encontrada no citosol de quase todas 

as células animais, em um estado inativo, devido à sua associação com a proteína 
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inibitória de subunidade B (IB). Na LRA, o insulto isquêmico ativa o complexo NF-

B, promovendo a fosforilação da proteína IB, etapa fundamental para sua 

degradação, resultando na liberação do NF-B e permitindo assim, sua translocação 

para o núcleo e consequente ativação da transcrição de genes de fatores pró-

inflamatórios, tais como o citocinas (IL-1, IL-2, IL-6, TNFα), moléculas de adesão 

(ICAM, VCAM, E-selectina), enzimas induzíveis (iNOS, COX-2), dentre outros 

(DONNAHOO et al., 2000). De fato, LRA é caracterizada por uma intensa reação 

inflamatória no tecido renal e na circulação sistêmica e distúrbios do equilíbrio ácido-

base também desempenham papel importante nesse contexto (HOSTE; DE CORTE, 

2011).  

A acidose metabólica aumenta a presença de moléculas inflamatórias na 

sepse experimental (KELLUM; SONG; ALMASRI, 2006). Além disso, pode aumentar 

a ligação do fator nuclear kappa B (NF-B) ao DNA e liberação de mediadores 

inflamatórios (PEPPICELLI et al., 2013). Outros eventos ocorrem durante indução de 

acidose metabólica. Bellocq et al. (1998) relataram que macrófagos incubados em 

meio ácido produziram mais nitrito e este efeito foi relacionado com a regulação 

positiva de RNA mensageiro da iNOS, via ativação do NF-B.  

Entretanto, o recrutamento de mecanismos inflamatórios parece depender 

do insulto e da intensidade da acidose, o que pode resultar em efeitos variáveis. Por 

exemplo, acidose hiperclorêmica e acidose láctica (duas formas comuns de acidose 

metabólica) são associadas a diferentes padrões de resposta imune em células 

RAW 264.7 estimuladas por lipopolissacarídeo (LPS). Acidose hiperclorêmica 

induzida por ácido clorídrico (HCl) mostrou-se essencialmente pró-inflamatória por 

induzir aumento da razão IL-6/IL-10, da produção de óxido nítrico e da ligação do 

NF-B ao DNA. Por outro lado, a acidose láctica apresenta um padrão anti-

inflamatório devido à diminuição da produção de óxido nítrico, IL-6, IL-10 e ligação 

do NF-B ao DNA (KELLUM; SONG; LI, 2004). Além disso, acidose hiperclorêmica 

moderada a severa induzida pela infusão de HCl resultou em aumento dos níveis 

circulantes de IL-6, IL-10 e TNFα em ratos sépticos normotensos (KELLUM; SONG; 

ALMASRI, 2006). Esses achados demonstram a importância da presente 

investigação com um modelo de acidose e sua repercussão no perfil de ativação do 

NF-B. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peppicelli%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23784694


32 
 

1.7 Óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) 

 

No rim, o óxido nítrico (NO) desempenha papel importante em vários 

processos fisiológicos incluindo reabsorção de sais e fluidos, hemodinâmica renal, 

secreção de renina e o feedback túbulo-glomerular (ORTIZ; GARVIN, 2002). Por 

outro lado, o NO é reconhecidamente envolvido na gênese de várias patologias, 

dentre elas, a LRA isquêmica (BETZ et al., 2012). O NO pode exercer tanto efeitos 

deletérios ou protetores dependendo da enzima geradora. Todas as três isoformas 

da enzima óxido nítrico sintase (NOS) foram identificadas como sendo presentes no 

rim: neuronal (nNOS), endotelial (eNOS) e induzível (iNOS), porém são 

diferencialmente expressas em todo o rim. Além disso, têm sido mostradas por 

estarem envolvidas em vários aspectos da I/R renal, embora talvez exista mais 

evidências para o papel das isoformas, endotelial (eNOS) e induzível (iNOS) 

(MITTERBAUER et al., 2003; BETZ et al., 2012). Estudos sugerem que o papel da 

NOS na LRA difere para as isoformas de NOS, tanto em relação à heterogeneidade 

anatômica na instalação da LRA como também na evolução temporal da LRA 

(KOMURAI et al., 2003). 

A expressão da eNOS no epitélio tubular tem sido relatada em vários 

segmentos do néfron como no túbulo proximal, no ramo ascendente espesso da alça 

de Henle, e nos ductos coletores corticais e medulares internos (UJIIE et al., 1994; 

EVANS; FITZGERALD, 2005). Devido à sua elevada difusibilidade, o NO produzido 

em um dado segmento do néfron ou nos vasos renais pode afetar o funcionamento 

de estruturas circundantes (ORTIZ; GARVIN, 2002).  

A via do óxido nítrico é alterada na LRA isquêmica resultante de uma 

reduzida expressão da eNOS no tecido renal e a correção desta alteração 

correlaciona-se com uma melhoria da função renal após lesão I/R (FOGLIENI et al., 

2006; BAE et al., 2008; BETZ et al., 2012). Dados indicam que os efeitos protetores 

renais devido ao pré-condicionamento isquêmico em lesão renal aguda por I/R são 

atribuíveis a produção de NO renal mediada pelo aumento da expressão da proteína 

eNOS após reperfusão (YAMASHITA et al., 2003; YAMASOWA et al., 2005). 
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1.8 Heme oxigenase-1 (HO-1) 

 

A heme oxigenase-1 (HO-1) é uma enzima expressa em baixos níveis em 

rins saudáveis (FERENBACH; KLUTH; HUGHES, 2010). Entretanto, sua indução 

ocorre como uma resposta adaptativa e benéfica para vários processos de 

sinalização de lesão celular, tendo sido implicada em diversos estados de doenças 

clinicamente relevantes, incluindo lesão renal aguda (MAINES et al., 1993; NATH, 

2013). 

Na progressão da lesão renal aguda, observaram-se respostas teciduais 

protetoras associadas ao aumento da expressão da enzima HO-1 em modelo 

experimental de isquemia/reperfusão renal (MORIMOTO et al., 2001; WANG et al., 

2007; NATH, 2013). As proteínas heme sofrem desestruturação durante a lesão 

isquêmica resultando em liberação de heme, que são moléculas tóxicas para as 

células renais. Dessa forma, o efeito protetor da HO-1 parece estar associado, em 

parte, à sua habilidade de catalisar a degradação oxidativa do grupamento heme 

para monóxido de carbono (CO), ferro (Fe+2) e biliverdina (BV), sendo essa última 

posteriormente metabolizada em bilirrubina (BR) pela biliverdina redutase, e o Fe+2 

rapidamente sequestrado pela ferritina. Esses produtos (CO, Fe+2, BV) exercem 

importantes funções como citoprotetores, antioxidantes e anti-inflamatórios (NATH, 

2013). 

Em condições de acidose, Christou et al. (2005) demonstraram que 

células musculares lisas vasculares expostas a meio ácido (pH 6,8) aumentaram 

significativamente a expressão protéica e de RNAm para HO-1 em comparação ao 

meio fisiológico (pH 7,4). Esta indução é dependente de tempo, reversível e envolve 

mecanismos transcricionais e pós-transcricionais. Outros estudos descrevem que a 

indução de HO-1 promoveu efeito protetor contra danos neuronais após isquemia 

transitória da medula espinal em coelhos por melhorar o acúmulo de lactato 15 min 

após a reperfusão (JUNG et al., 2015). Wu et al. (2013) relataram que o efeito 

protetor da acidose hipercápnica em modelo de lesão pulmonar por I/R em ratos foi 

mediado em parte pela ação anti-inflamatória e anti-apoptótica da HO-1. 
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2 JUSTIFICATIVA 
 

A LRA resulta de doenças graves em pacientes criticamente enfermos e 

contribui para elevar a taxa de mortalidade, consequência confirmada por vários 

estudos epidemiológicos (KRAUT; MADIAS, 2010; KRAUT, 2011; LIBÓRIO et al., 

2015). Constituem-se como parte integrante dos efeitos deletérios da LRA a 

hipercalemia, a acidose metabólica, a sobrecarga de volume e a hiponatremia. 

Distúrbios ácido-básico são considerados por si só um desafio clínico dada sua 

complexidade, especialmente quando são estabelecidos em pacientes acometidos 

de lesão renal. Vários fatores são complicadores adicionais dessa relação como a 

ocorrência de inflamação e infecção, agravando ainda mais a relação entre LRA e 

mortalidade (KRAUT; KURTZ, 2005; LIBÓRIO et al., 2015). 

Em geral, a maior parte dos estudos que investigam as consequências da 

LRA e sua associação com a mortalidade lançam mão de marcadores relacionados 

com características demográficas, comorbidades e severidade das doenças, mas a 

compreensão de suas relações com o metabolismo ainda podem ser consideradas 

escassas (LIBÓRIO et al., 2015). A despeito dos estudos confirmarem os altos níveis 

de mortalidade, ainda não compreendemos bem o seu porquê. Neste contexto, 

existe a possibilidade de que a ocorrência de acidose metabólica seja resultado da 

LRA e, por isso, funcione como um fator complicador dessa injúria (KRAUT; KURTZ, 

2005; KRAUT; MADIAS, 2010; CHAWLA et al., 2011). Além disso, acidose 

metabólica e isquemia renal transitória podem ocorrer simultaneamente na prática 

clínica. 

Precisamos saber se essa combinação pode ser prejudicial para os rins, e 

abordagens experimentais para avaliar o real impacto de um pH baixo sobre o 

estabelecimento de lesão renal isquêmica são necessárias. Apesar de existirem 

relatos na literatura sobre os efeitos da acidose metabólica ou da LRA, não 

encontramos abordagens em que essas condições sejam simultâneas, sendo elas 

potencialmente interessantes para correlacionar com seus aspectos clínicos. Essa 

compreensão pode oferecer maiores argumentos e estratégias sobre a natureza de 

tais distúrbios. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Geral 

 

Avaliar o efeito da acidose metabólica induzida previamente ao estabelecimento da 

lesão renal aguda no modelo de isquemia/reperfusão em ratos.  

 

3.2 Específicos 

 

No presente trabalho, para os animais submetidos simultaneamente a 

isquemia/reperfusão renal e acidose metabólica pretende-se: 

- Avaliar a taxa de mortalidade, peso corporal e consumo hídrico;  

- Estabelecer os parâmetros gasométricos e hemodinâmicos;  

- Analisar a função renal;  

- Estimar as alterações histológicas em tecidos renais;  

- Averiguar a existência de alterações na expressão da enzima óxido nítrico sintase 

endotelial (eNOS) nos tecidos renais;  

- Avaliar o papel da eNOS na regulação do tônus vascular da artéria renal;  

- Investigar a expressão do fator nuclear kappa B (NF-B) nos tecidos renais; 

- Verificar a expressão da enzima heme-oxigenase (HO-1) nos tecidos renais.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Aspectos éticos 

 

Esse estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Federal do Ceará (CEUA-UFC número de protocolo 32/13) (ANEXO 

A). A manipulação dos animais antes e durante os experimentos obedeceu aos 

critérios éticos preconizados pelo Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA) e pela referida CEUA. 

 

4.2 Animais 

 

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 270 e 320 g (peso 

prévio ao tratamento) provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do 

Ceará e mantidos no Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da 

Faculdade de Medicina dessa Universidade. Os animais foram mantidos em 

condições padrão de laboratório (ciclo claro/escuro 12/12 h a 22-25°C), com livre 

acesso à água potável e ração padrão (Biotec®).  

 

4.3 Indução de acidose metabólica 

 

Os animais foram mantidos individualmente em gaiolas metabólicas 

durante cinco dias consecutivos. Os três primeiros dias foram dedicados à 

aclimatação dos animais. A partir do segundo dia, a água de beber foi substituída 

por uma solução de cloreto de amônio (NH4Cl) 0,28 M para indução de acidose 

metabólica (AM). A escolha da concentração da solução de NH4Cl baseou-se em 

protocolos bem estabelecidos na literatura com intuito de produzir uma acidose 

moderada (AMLAL et al., 2001; FAROQUI; XERIFE; AMLAL, 2006; NOWIK et al., 

2010).  

Após 48 h de ingestão de NH4Cl, os animais foram submetidos a 

procedimento cirúrgico para a indução de isquemia renal, conforme descrito a 

seguir. Após a recuperação da cirurgia, os animais foram colocados novamente em 

gaiolas metabólicas, individualmente, e a ingestão de NH4Cl foi mantida por um 

período adicional de dois dias. Os animais sham (controle) ingeriram apenas água 
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potável durante 5 dias e foram submetidos ao mesmo procedimento cirúrgico porém 

sem indução de isquemia renal (ver abaixo). A ração padrão foi ofertada ad libitum 

para todos os animais durante os primeiros 4 dias de experimentação, exceto no 

período de 12 h antes dos procedimentos cirúrgicos de indução de I/R renal. No 

último dia, os animais foram mantidos em jejum. A ingestão de líquidos e o volume 

de urina foram medidos a cada 24 h. 

Durante todo o período experimental as gaiolas metabólicas foram 

mantidas em uma sala com controle do ciclo claro-escuro (ciclo claro/escuro 12/12 h 

a 22-25°C).  

 

4.4 Indução de lesão renal aguda por I/R renal 

 

Os animais foram submetidos a I/R renal de acordo com os 

procedimentos experimentais adaptados de estudos anteriores (WILLIAMS et al., 

1997; DORAI et al., 2011;). Após 48 h da indução de acidose metabólica, os ratos 

foram pesados individualmente e anestesiados com pentobarbital sódico (50 mg/kg, 

i.p., Hypnol, Syntec, São Paulo, Brasil). Confirmado o plano anestésico (ausência de 

resposta ao toque da pata, aproximadamente 10 -15 min após injeção de 

pentobarbital), os animais foram posicionados em decúbito dorsal sobre uma manta 

térmica (37°C) de uso veterinário (Styllus Term, São Paulo, Brasil) e submetidos à 

tricotomia e assepsia com álcool iodado na região abdominal. A temperatura 

corporal dos ratos foi controlada durante todo o procedimento cirúrgico com auxílio 

de um termômetro digital retal (TS-101PM, Techline®, São Paulo, Brasil). Após 

laparotomia, as alças intestinais foram cuidadosamente afastadas e envolvidas com 

gaze estéril umedecida com solução salina 0,9% (37°C). Exposto o retroperitônio, as 

artérias renais foram identificadas e cuidadosamente isoladas e a isquemia renal foi 

induzida pela oclusão bilateral das artérias renais com clamp vascular não 

traumático por 45 min. A eficácia do clampeamento foi certificada por inspeção 

visual por ocorrência de escurecimento rápido e progressivo da superfície serosa 

renal. Durante o período de isquemia renal, as alças intestinais foram 

reposicionadas na cavidade abdominal e umedecidas com solução salina 0,9% 

(37°C) e a parede abdominal foi suturada em uma camada para diminuir a perda de 

fluido e temperatura. Após 45 min, os clamps foram removidos e o restabelecimento 

da perfusão renal foi visualizado pela recuperação gradual da coloração normal do 
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rim. Por fim, a incisão abdominal foi suturada com fios de seda tamanho 4-0 (Point 

Suture®, Fortaleza, Brasil) em duas camadas (muscular e pele) e finalizada com 

álcool iodado. Nos casos em que a reperfusão não foi observada mesmo com a 

liberação do clamp, o animal foi descartado do estudo sendo rapidamente 

eutanasiado com pentobarbital (100 mg/kg, i.p.). Os animais foram mantidos sob 

aquecimento (manta térmica) até completa recuperação da anestesia. Na sequência, 

foram devolvidos para as suas respectivas gaiolas metabólicas. Quarenta e oito 

horas após a indução de isquemia renal (período de reperfusão), os ratos foram 

novamente pesados e anestesiados com pentobarbital (50 mg/kg, i.p.), e a pressão 

arterial média foi medida durante 20 min por meio de um cateter inserido na artéria 

carótida e conectado ao transdutor de pressão ligado a um sistema de aquisição de 

dados (PowerLab ADInstruments, Lab Chart Pro 7.3). A frequência cardíaca foi 

estimada a partir do registro da pressão arterial pulsátil. Amostras de sangue foram 

coletadas a partir do cateter em uma seringa heparinizada para a análise 

gasométrica e da função renal. O rim esquerdo foi removido para avaliação 

histológica e de imunofluorescência. Finalmente, os animais foram eutanasiados 

com overdose de pentobarbital de sódio (100 mg/kg, i.p.) A Figura 1 ilustra o 

delineamento esquemático do protocolo experimental utilizado nesse estudo. 

 

Figura 1- Representação esquemática do protocolo experimental 
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4.5 Grupos Experimentais 

 

A Figura 2 mostra a distribuição dos animais nos seguintes grupos 

experimentais de acordo com a descrição abaixo: 

Grupo Sham (CTL; n = 8): animais com livre acesso à água potável durante todo o 

período experimental (5 dias) e submetidos ao procedimento cirúrgico sham (sem 

clampeamento bilateral da artéria renal).  

Grupo Isquemia/Reperfusão (I/R; n = 8): animais com livre acesso à água potável 

durante todo o período experimental (5 dias) e submetidos ao clampeamento 

bilateral da artéria renal por 45 min, seguido de reperfusão (48 h). 

Grupo Acidose Metabólica (AM; n = 6): animais com livre acesso à solução de 

NH4Cl 0,28 M 48 h antes e 48 h após o procedimento cirúrgico sham (sem 

clampeamento bilateral da artéria renal).  

Grupo Acidose Metabólica + Isquemia/Reperfusão (AM+I/R; n = 9): animais com 

livre acesso à solução de NH4Cl 0,28 M 48 h antes e 48 h após o clampeamento 

bilateral da artéria renal por 45 min, seguido de reperfusão (48 h). 

 

Figura 2 – Representação esquemática dos grupos experimentais 
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4.6 Parâmetros biológicos 

 

O peso, em gramas, dos ratos foi verificado imediatamente antes do início 

do período de ambientação na gaiola metabólica, no dia do procedimento cirúrgico 

(I/R) e no dia do sacrifício, a fim de avaliar as médias de perda de peso dos ratos 

entre os tempos no período experimental, analisando as possíveis variações entre 

os animais tratados com solução de NH4Cl 0,28 M e os que receberam somente 

água ad libitum, como também os ratos submetidos à I/R sob tratamento com 

solução de NH4Cl 0,28 M e os que foram submetidos somente à I/R. 

O consumo de água ou solução de NH4Cl 0,28 M e o volume de urina 

foram medidos por meio de proveta graduada em intervalos de 24 h durante todo o 

período experimental (5 dias). 

Avaliou-se, ainda, a mortalidade, desde o início da indução de acidose 

metabólica até o dia do sacrifício, conforme fórmula abaixo. 

 

                           

Sendo:  

                    
                             

                               
 

 

4.7 Parâmetros gasométricos 

 

As amostras de sangue arterial foram coletadas em seringas plásticas 

previamente heparinizadas (10 L de heparina sódica 5000 UI e 90 L de soro 

fisiológico 0,9%) e imediatamente vedadas com tampas adaptáveis ao bico da 

seringa para manutenção da anaerobiose. As amostras foram processadas em 

analisador de gases sanguíneos (COBAS B 121, Roche®, Mannheim, Alemanha) 

para obtenção dos seguintes parâmetros: pH, pressão parcial de CO2 (PCO2), 

excesso de bases (SBE), bicarbonato plasmático (pBic), hematócrito (Hct) e 

osmolalidade (Osm). O intervalo entre a coleta e a realização do exame gasométrico 

não ultrapassou 15 min e as seringas foram acondicionadas em recipiente com 

bolsa de gelo em gel, tomando-se o devido cuidado para que ficassem localizadas 

sobre a bolsa, evitando congelamento. 
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4.8 Avaliação da função renal 

 

A função renal dos animais foi avaliada por meio da medida dos níveis 

plasmáticos de creatinina e ureia. Após a gasometria, o sangue foi centrifugado 

(3500 rpm/10 min a 4°C) para obtenção do plasma, e imediatamente resfriado e 

acondicionado a -80°C para estudos posteriores de mensuração de creatinina, ureia 

e eletrólitos (sódio, potássio e cloreto). Amostras de urina de 24 h foram colhidas em 

fracos protegidos da luz sob óleo mineral à temperatura ambiente (22 - 25°C). Após 

remoção do óleo, as amostras de urina foram centrifugadas (3000 rpm/5 min) e o pH 

medido imediatamente, usando-se um pHmetro digital (MD-10, Marte, São Paulo, 

Brasil) e, subsequentemente armazenadas a -80°C para posterior dosagens de 

creatinina, ureia e eletrólitos (sódio, potássio e cloreto). A mensuração da ureia 

plasmática e urinária se deu por técnica enzimático-colorimétrica seguindo o método 

descrito pelo kit do fabricante LABTEST (URÉIA CE). A creatinina plasmática e 

urinária foi determinada pelo método colorimétrico (Picrato alcalino - Jaffé) de acordo 

com o kit do fabricante LABTEST (CREATININA K). A dosagem da creatinina 

plasmática e urinária permitiu a avaliação da filtração glomerular por meio da 

metodologia do clearance de creatinina (ClCr). O cálculo do clearance de creatinina 

(ClCr) foi obtido conforme fórmula abaixo (MARTINEZ-MALDONADO; OPAVA-

STITZER, 1978): 

 

      
                    (

  

  
)                   

  

   
 

                       
  

  
 

 

 
Os resultados foram apresentados como valores ajustados por 100 g de peso 

corporal dos animais conforme classicamente aplicado nesses modelos. 

As concentrações plasmática e urinária de sódio (Na+), potássio (K+) e 

cloreto (Cl-) foram medidas em analisador de eletrólitos modelo 9180 (Roche®, 

Brasil) pelo método eletrodo íon seletivo. A partir dos valores de Na+
, K+, Cl- 

plasmático e urinário, foi calculada a fração de excreção desses íons (FE) por meio 

da fórmula a seguir (MARTINEZ-MALDONADO; OPAVA-STITZER, 1978): 
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4.9 Avaliação histopatológica do tecido renal 

 

O rim esquerdo foi imerso em solução de formol tamponado 10% durante 

24 h e, em seguida transferido para solução de álcool 70%. Posteriormente, o 

material foi enviado para o Departamento de Morfologia da Faculdade de Medicina 

da Universidade Federal do Ceará para a realização do processamento histológico. 

Após inclusão em parafina, secções de 4 m de espessura foram coradas com 

hematoxilina-eosina (HE) e observadas por microscopia óptica (ampliação 400x) 

para avaliar a presença de necrose tubular, dilatação tubular, atrofia tubular, 

formação de cilindros, infiltração de células inflamatórias e edema celular no 

interstício tubular. Para avaliação da extensão da área de lesão tubular, 10 campos 

não sobrepostos foram selecionados aleatoriamente no córtex renal e medula 

externa de cada animal de modo cego por dois avaliadores. O dano histológico foi 

expresso como uma percentagem da área tecidual afetada em amostras de rim, 

utilizando uma escala semi-quantitativa: 1 (área afetada < 10%), 2 (área afetada 10 - 

25%), 3 (área afetada 26 - 50%), 4 (área afetada 51 - 75%), e 5 (área afetada  

75%) (PARK, Y. et al., 2008). 

 

4.10 Expressão de eNOS, NF-B, HO-1 por imunofluorescência 

 

Secções com 4 m de espessura foram desparafinizadas, hidratadas, 

submetidas à recuperação antigênica (tampão citrato de sódio 0,1 M; pH 6,0; 18 min; 

98 °C), incubadas em solução de PBS com albumina sérica bovina 5% (PBS/BSA 

5%) contendo 0,1% de Triton X-100 durante 10 minutos à temperatura ambiente, e, 

posteriormente, bloqueadas com glicina 0,5 M em BSA 5% por 30 min. Decorrido o 

período de bloqueio das ligações inespecíficas, estas secções foram lavadas em 

PBS e incubadas com os anticorpos primários ([eNOS; rabbit polyclonal; sc-654, 

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; diluição 1:200], NF-B [rabbit 

polyclonal; sc-114, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; diluição 1:200], 

e HO-1 [goat polyclonal; sc-1796, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; 
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diluição 1:200]) previamente diluídos em PBS/BSA 5%, overnight a 4ºC, em câmara 

úmida. Subsequentemente, foram realizadas lavagens em PBS, e os cortes 

incubados durante 90 min com os anticorpos secundários (Alexa Fluor 568 

conjugated to anti-rabbit IgG antibody [1:400, Invitrogen, A10042] ou Alexa Fluor 594 

conjugated to anti-goat IgG antibody [1:400, Invitrogen, A11058]) à temperatura 

ambiente em câmara úmida, protegidos da luz. Os controles negativos da reação 

foram cortes de tecido processados conforme descrição acima, e incubados em 

PBS/BSA ao invés do anticorpo primário. Finalmente, os núcleos foram corados com 

4',6-diamidino-2-fenilindole (DAPI), e as secções observadas em microscópio 

confocal de varredura a laser (LSM 710, Zeiss, Munique, Alemanha). 

Para cada animal, foram capturadas imagens de, pelo menos, dez 

campos da região cortical e medular externa. A intensidade de fluorescência foi 

analisada através do software FIJI – Image J® e os resultados expressos como 

percentagem do número de pixels da área demarcada em relação à área total 

capturada.  

 

4.11 Avaliação da reatividade vascular em artérias renais 

 

Para os experimentos in vitro foram utilizados adicionalmente 22 ratos 

Wistar machos divididos entre os grupos CTL (n = 6), I/R (n = 6), AM (n = 5) e 

AM+I/R (n = 5). No último dia do experimento, os animais foram eutanasiados 

conforme descrição anterior e o ramo principal da artéria renal esquerda removido 

para avaliação do efeito vasorrelaxante dependente do endotélio induzidos por 

acetilcolina (ACh). Após remoção, a artéria renal foi transferida imediatamente para 

uma placa de Petri contendo solução fisiológica (Krebs-Henseleit) oxigenada. Foram 

obtidos quatro anéis (1,5 – 2 mm) livres de tecido conjuntivo e adiposo, de cada 

segmento arterial. Os anéis de artéria renal foram montados horizontalmente no 

sistema para vasos (Miógrafo 610 M-DMT, Danish Myo Technology A/S, Aarhus, 

Dinamarca). Pela luz do vaso foram passados dois fios de tungstênio (40 m), sendo 

um dos fios fixado a um micrômetro para ajustes de tensão, e o outro conectado a 

um transdutor de força para medida de contração isométrica (Figura 3). Cada anel 

foi colocado em cubas para banho de tecidos isolados contendo solução de Krebs-

Henseleit (concentração em mM: NaCl 118; KCl 4,7; MgSO4 1,2; CaCl2 2,5; KH2PO4 

1,2; NaHCO3 25 e glicose 11,1) aerada continuamente com mistura carbogênica 
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(95% de O2 - 5% de CO2; pH 7,4) e mantida a 37° C. As preparações foram 

estabilizadas durante 1,5 h sob uma tensão constante de 5 mN (MICHEL; MAN; 

VANHOUTTE, 2007). Para evitar a interferência de prováveis metabólitos, a solução 

fisiológica foi trocada a cada 15 min durante o período de estabilização das artérias. 

Antes de iniciar os experimentos, a capacidade contrátil de cada segmento foi 

testada com 60 mM K+ até a observação de duas contrações de amplitude 

semelhante reprodutíveis. A presença do endotélio funcional foi verificado pelo 

relaxamento  60% na presença de 1 M ACh (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) 

em anéis pré-contraídos com 1 M de fenilefrina (FE; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, 

USA). Em seguida, curvas concentração-efeito foram construídas para ACh (0,01 - 

30 M) sobre a fase tônica da contração induzida por 1 M FE.  

 

Figura 3 – Representação esquemática do sistema para vasos de resistência 

isolados (miógrafo) com preparação da artéria renal 

 

 
 
As figuras não estão em escala. 
Fonte: Laboratório de Farmacologia do Músculo Liso (LAFARMULI) 
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4.12 Análise Estatística 

 

Os dados são expressos como média ± erro padrão da média (EPM). As 

comparações entre grupos foram realizadas pelo teste t de Student pareado e 

análise de variância (ANOVA) de uma ou duas vias, seguida pelos testes Student-

Newman-Keuls ou Holm-Sidak conforme apropriado. Todas as análises estatísticas 

foram feitas através do programa GraphPad Prism versão 5.0 e os valores de p < 

0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Parâmetros biológicos 

 

A Figura 4 resume os valores médios de peso e ingestão hídrica nos 

quatro grupos experimentais. O peso corporal dos animais no início do período 

experimental não revelou diferença significativa (p > 0,05; ANOVA) entre os grupos 

estudados (CTL: 287 ± 4 g; I/R: 282 ± 3 g; AM: 288 ± 9 g, AM+I/R: 294 ± 6 g; Figura 

4A). Porém, todos os animais apresentaram redução significativa (p < 0,05) do peso 

corporal após 5 dias de período experimental, mas sem diferença estatística (p > 

0,05) entre os grupos. Na avaliação da ingestão de líquidos verificamos que não 

houve diferença significativa (p > 0,05) entre os grupos em relação ao volume líquido 

ingerido no período pré-operatório (Figura 4B). Apenas os animais que ingeriram a 

solução de NH4Cl 0,28 M apresentaram diminuição significativa (p < 0,05) do volume 

ingerido no pós-operatório, sendo exacerbado pela combinação com o insulto 

isquêmico (p < 0,05; Figura 4B). Durante o período experimental, dez ratos foram a 

óbito, sendo 1 do Grupo I/R (11% de mortalidade) e 9 do Grupo AM+I/R (50% de 

mortalidade), principalmente entre 12 e 24 h após o procedimento cirúrgico. Os 

dados coletados a partir destes animais não foram incluídos no presente estudo. 

Não houve morte nos grupos CTL e AM sob nossas condições experimentais. Dessa 

forma, ao término do período experimental os grupos CTL, I/R, AM e AM+I/R ficaram 

com 8, 8, 6 e 9 animais respectivamente.  

 

  



49 
 

Figura 4 - Parâmetros biológicos de ratos submetidos à acidose metabólica e 

isquemia/reperfusão renal 
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CTL, controle (cirurgia sham); I/R, insulto de isquemia/reperfusão renal (água potável e isquemia 

bilateral por 45 min); AM, acidose metabólica (solução de NH4Cl 0,28 M e cirurgia sham) e AM+I/R, 

acidose metabólica + insulto de isquemia/reperfusão renal (solução de NH4Cl 0,28 M e isquemia 

bilateral por 45 min). Os dados são média ± EPM do ultimo dia do experimento. 
a
p ˂ 0,05 vs. CTL; 

b
p ˂ 0,05 vs. I/R (ANOVA de uma via, Student-Newman-Keuls); 

#
p ˂ 0,05 vs. Dia 0;

 *
p ˂ 0,05 vs. 

pré-operatório (teste t de Student pareado).  

 

A 

B 
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5.2 Parâmetros gasométricos e hemodinâmicos 

 

As Figuras 5 e 6 apresentam os resultados dos parâmetros gasométricos 

e hemodinâmicos. Em todos os animais, os parâmetros foram determinados 48 h 

após insulto isquêmico ou a falsa isquemia. Os valores de pH sanguíneo arterial, 

PCO2, pBic e SBE do grupo I/R não revelaram diferença significativa em relação aos 

mesmo valores coletados para os animais do grupo CTL (p > 0,05; Figura 5). 

Conforme esperado, os ratos submetidos somente à sobrecarga ácida (NH4Cl 0,28 

M) apresentaram redução significativa dos valores de pH sanguíneo arterial (7,27 ± 

0,04 vs. 7,39 ± 0,01; p < 0,05), pBic (19,0 ± 1,7 vs. 23,4 ± 0,4 mmol/L; p < 0,05) e 

SBE (-6,8 ± 2,4 vs. -0,8 ± 0,5 mmol/L; p < 0,05) em comparação ao grupo CTL 

(Figura 5). Contudo, a redução dos parâmetros acima citados foi ainda mais 

evidente nos animais do grupo AM+I/R (p < 0,05; Figura 5). Em relação ao 

hematócrito, observou-se aumento significativo (p < 0,05) apenas entre o grupo AM 

versus I/R (Figura 6A). A osmolalidade plasmática, por sua vez, aumentou 

significativamente (p < 0,05) apenas no grupo AM+I/R quando comparado ao grupo 

I/R (Figura 6B). Referente à PAM e FC, não houve alteração significativa entres os 

grupos estudados (p > 0,05; Figura 6, C e D).  
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Figura 5 - Parâmetros gasométricos de ratos submetidos à acidose metabólica e 

isquemia/reperfusão renal 

 

CTL I/R AM AM+I/R
6.5

7.0

7.5

8.0

a

a,b,c

p
H

 s
a
n

g
u

e

 

 

CTL I/R AM AM+I/R

20

30

40

50

a,b,c

P
C

O
2

(m
m

H
g

)

 

 

CTL I/R AM AM+I/R
5

10

15

20

25

a

a,b,c

p
B

ic
 (

m
m

o
l/

L
)

 

 

CTL I/R AM AM+I/R

-30

-20

-10

0

a

a,b,c

S
B

E
 (

m
m

o
l/

L
)

 

 

CTL, controle (cirurgia sham); I/R, insulto de isquemia/reperfusão renal (água potável e isquemia 

bilateral por 45 min); AM, acidose metabólica (solução de NH4Cl 0,28 M e cirurgia sham) e AM+I/R, 

acidose metabólica + insulto de isquemia/reperfusão renal (solução de NH4Cl 0,28 M e isquemia 

bilateral por 45 min). Os dados são média ± EPM do ultimo dia do experimento. 
a
p ˂ 0,05 vs. CTL; 

b
p 

˂ 0,05 vs. I/R; 
c
p ˂ 0,05 vs. AM (ANOVA de uma via, Student-Newman-Keuls); PCO2, pressão parcial 

de dióxido de carbono; pBic, bicarbonato plasmático; SBE, excesso de base. 
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Figura 6 - Parâmetros hemodinâmicos de ratos submetidos à acidose metabólica e 

isquemia/reperfusão renal 
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CTL, controle (cirurgia sham); I/R, insulto de isquemia/reperfusão renal (água potável e isquemia 

bilateral por 45 min); AM, acidose metabólica (solução de NH4Cl 0,28 M e cirurgia sham) e AM+I/R, 

acidose metabólica + insulto de isquemia/reperfusão renal (solução de NH4Cl 0,28 M e isquemia 

bilateral por 45 min). Os dados são média ± EPM do ultimo dia do experimento. 
b
p ˂ 0,05 vs. I/R 

(ANOVA de uma via, Student-Newman-Keuls); PAM, pressão arterial média; FC, frequência cardíaca. 
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5.3 Avaliação da função renal 

 

Nas Figuras 7, 8 e 9 constam os resultados dos parâmetros bioquímicos. 

Em todos os animais, esses parâmetros foram determinados 48 h após o insulto 

isquêmico ou procedimento de falsa isquemia. Os animais submetidos à lesão renal 

aguda por I/R apresentaram elevação significativa nas concentrações plasmáticas 

de creatinina (2,9 ± 0,7 vs. 0,6 ± 0,03 mg/dL, p < 0,05; Figura 7A) e ureia (176,4 ± 

22,9 vs. 36,5 ± 1,6 mg/dL, p < 0,05; Figura 7B) acompanhado de significativa queda 

no ritmo de filtração glomerular, representado pela redução no ClCr, quando 

comparado aos valores observados para animais CTL (0,14 ± 0,03 vs. 0,35 ± 0,02 

mL/min/100 g, p < 0,05; Figura 7C). Entretanto, a ingestão de solução de NH4Cl 0,28 

M durante todo o período experimental não promoveu alterações significativas (p > 

0,05) na função renal dos animais do grupo AM quando comparados ao grupo CTL. 

De outro modo, os animais do grupo AM+I/R revelaram valores plasmáticos de 

creatinina e ureia significativamente aumentados não só em comparação com o 

CTL, como também maiores que o grupo I/R (p < 0,05; Figura 7, A e B). 

Concomitantemente, houve queda significativa (p < 0,05) do RFG no grupo AM+I/R 

não só em relação ao grupo CTL, como também ele foi significativamente menor em 

comparação com o grupo I/R (0,05 ± 0,02 vs. 0,14 ± 0,03 mL/min/100 g; Figura 7C). 

O grupo AM+I/R revelou aumento significativo na concentração plasmática dos 

eletrólitos Na+, K+ e Cl- (p < 0,05; Figura 8). Este último também foi significativamente 

aumentado nos animais do grupo AM, mas com valor menor que no grupo AM+I/R (p 

< 0,05; Figura 8C).  

Conforme demonstrado na Figura 9 (painéis A e B), a LRA induzida por 

I/R não alterou significativamente o pH e fluxo urinário (FU) (p > 0,05) em 

comparação aos animais CTL. Por outro lado, os animais do grupo AM 

apresentaram redução significativa do fluxo urinário (p < 0,05), mas os valores de pH 

urinário não diferiram (p > 0,05) quando comparados ao grupo CTL. No grupo 

AM+I/R, a redução do fluxo urinário também foi significativa (p < 0,05) quando 

comparado ao grupo I/R, porém os valores de pH urinário foram semelhantes aos 

grupos CTL e I/R (p > 0,05). Os valores de creatinina e ureia na urina se mostraram 

significativamente aumentados apenas nos animais do grupo AM (p < 0,05; Figura 9, 

painéis C e D).  
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As FENa+, FEK+ e FECl- foram significativamente aumentadas no grupo 

I/R quando comparado com o grupo CTL (p < 0,05; Figura 9, painéis E a G), mas 

não nos animais do grupo AM (p > 0,05). Exceto para K+, os valores para FENa+ e 

FECl- foram significativamente maiores em AM+I/R do que no grupo I/R (p < 0,05). 
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Figura 7 – Efeitos da acidose metabólica na função renal de ratos submetidos à 

isquemia/reperfusão renal 
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CTL, controle (cirurgia sham); I/R, insulto de isquemia/reperfusão renal (água potável e isquemia 

bilateral por 45 min); AM, acidose metabólica (solução de NH4Cl 0,28 M e cirurgia sham) e AM+I/R, 

acidose metabólica + insulto de isquemia/reperfusão renal (solução de NH4Cl 0,28 M e isquemia 

bilateral por 45 min). Os dados são média ± EPM do ultimo dia do experimento. 
a
p ˂ 0,05 vs. CTL; 

b
p ˂ 

0,05 vs. I/R; 
c
p ˂ 0,05 vs. AM (ANOVA de uma via, Student-Newman-Keuls).  
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Figura 8 – Efeitos da acidose metabólica no nível plasmático de eletrólitos de ratos 

submetidos à isquemia/reperfusão renal 
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CTL, controle (cirurgia sham); I/R, insulto de isquemia/reperfusão renal (água potável e isquemia 

bilateral por 45 min); AM, acidose metabólica (solução de NH4Cl 0,28 M e cirurgia sham) e AM+I/R, 

acidose metabólica + insulto de isquemia/reperfusão renal (solução de NH4Cl 0,28 M e isquemia 

bilateral por 45 min). Os dados são média ± EPM do ultimo dia do experimento. 
a
p ˂ 0,05 vs. CTL; 

b
p ˂ 

0,05 vs. I/R; 
c
p ˂ 0,05 vs. AM (ANOVA de uma via, Student-Newman-Keuls).
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Figura 9 – Efeitos da acidose metabólica nos parâmetros urinários de ratos 

submetidos à isquemia/reperfusão renal 
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CTL, controle (cirurgia sham); I/R, insulto de isquemia/reperfusão renal (água potável e isquemia 

bilateral por 45 min); AM, acidose metabólica (solução de NH4Cl 0,28 M e cirurgia sham) e AM+I/R, 

acidose metabólica + insulto de isquemia/reperfusão renal (solução de NH4Cl 0,28 M e isquemia 

bilateral por 45 min). Os dados são média ± EPM do ultimo dia do experimento. 
a
p ˂ 0,05 vs. CTL; 

b
p 

˂ 0,05 vs. I/R; 
c
p ˂ 0,05 vs. AM (ANOVA de uma via, Student-Newman-Keuls); FU, fluxo urinário; 

FENa
+
, FEK

+
, and FECl

-
, fração de excreção de Na

+
, K

+
, e Cl

-
, respectivamente. 
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5.4 Análise histopatológica 

 

A análise histopatológica das amostras de rim dos grupos CTL e AM 

(Figura 10, painéis A e C) revelou escores de lesão tubular correspondentes a 0,3 ± 

0,1 e 0,4 ± 0,2; respectivamente. Nesses dois grupos, os achados mais frequentes 

nos tecidos renais foram restritos às células tubulares e consistiram em dilatação e 

vacuolização, cuja intensidade tenha sido considerada apenas discreta. Já o grupo 

I/R (Figura 10, Painel B) revelou achados tubulares importantes tais como: perda da 

borda em escova, túbulos acentuadamente dilatados com formação de cilindros e 

detritos luminais, necrose tubular, moderada degeneração hidrópica-vacuolar, 

infiltração de células inflamatórias e edema celular no interstício tubular. Essas 

alterações não ficaram restritas ao córtex, mas se estenderam para medula renal 

externa. Tais achados histopatológicos do grupo I/R corresponderam a escore de 

lesão tubular maior (3,7 ± 1,1; Figura 10, painel E) que os grupos CTL e AM (p < 

0,05). Entretanto, as alterações tubulares foram mais intensas no grupo AM+I/R 

(Figura 10, painel D), determinando escore de lesão tubular significativemente maior 

(4,5 ± 1,3; p < 0,05; Figura 10, painel E) quando comparado aos grupos CTL, AM e 

I/R. 
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Figura 10 – Alterações morfológicas renais em ratos submetidos à acidose 

metabólica e isquemia/reperfusão renal 
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Fotomicrografias de tecido renal obtido de ratos dos grupos: (A) controle (CTL), (B) insulto de 

isquemia/reperfusão renal (I/R), (C) acidose metabólica induzida por NH4Cl (AM) e (D) acidose 

metabólica + insulto de isquemia/reperfusão renal (AM+I/R). Em A e C, os túbulos renais 

apresentam arquitetura preservada. Em B, visualiza-se dilatação tubular com acúmulo de 

cilindros hialinos (seta cheia) e presença de necrose tubular. Em D, observam-se túbulos renais 

desprovidos de epitélio e repletos de debris celulares (seta vazada), intensa necrose tubular em 

todo o campo e a perda da preservação da arquitetura do parênquima renal (hematoxilina - 

eosina, ampliação 400x). (E) Escore de lesão tubular. Os dados são média ± EPM do ultimo dia 

do experimento. 
a
p ˂ 0,05 vs. CTL; 

b
p ˂ 0,05 vs. I/R; 

c
p ˂ 0,05 vs. AM. 
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5.5 Acidose metabólica não altera a expressão reduzida da eNOS ou a menor 

responsividade colinérgica na artéria renal causada por I/R 

 

As imagens na Figura 11 (painel A) foram obtidas por microscopia 

confocal e mostram que a expressão da eNOS (fluorescência vermelha) localizou-

se, em geral, nas células epiteliais tubulares. Quarenta e oito horas após o 

procedimento cirúrgico isquêmico ou sham, os animais do grupo I/R exibiram 

acentuada redução (p < 0,05) na expressão da proteína eNOS em comparação com 

o grupo CTL. Tanto nos animais do grupo AM como no AM+IR, a expressão da 

proteína eNOS revelou-se significativamente reduzida, mas sem diferença 

significativa em relação ao grupo I/R (p > 0,05; Figura 11). Os valores da expressão 

de eNOS estão mostrados no painel B. 

Estudos funcionais revelaram que a acetilcolina (0,01 - 30 M) produziu 

efeito relaxante em preparações isoladas de artéria renal previamente contraídas 

com fenilefrina (1 M). Em tecidos isolados obtidos de ratos do grupo CTL, a 

contração da fenilefrina foi reduzida para 28,8 ± 4,3% da magnitude inicial após 

adição de 30 M acetilcolina (ACh; Figura 12). Tecidos vasculares de animais do 

grupo AM apresentaram relaxamento colinérgico cujo perfil não diferiu do grupo 

CTL. Por outro lado, o relaxamento colinérgico foi menor nas artérias renais de ratos 

dos grupos I/R ou AM+I/R, uma vez que os vasos isolados desses animais foram 

mais resistentes às ações relaxantes da acetilcolina e a contração controle foi 

reduzida apenas a 68,8 ± 3,4% e 67,5 ± 9,1%, respectivamente, valores 

significativamente diferentes (p < 0,05) em relação àqueles do grupo CTL (Figura 

12).  
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Figura 11 - Efeito da acidose metabólica e isquemia/reperfusão renal na expressão 

da eNOS 
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As imagens revelaram redução significativa da imunofluorescência para eNOS em células tubulares 

em resposta a sobrecarga ácida ou I/R, um fenômeno que não aumentou quando ambos os insultos 

(AM e I/R) estavam presentes juntos. Núcleos corados com DAPI (azul). Barra de escala = 50 m. Os 

dados são média ± EPM (n = 6) expresso em percentagem dos valores obtidos para o grupo CTL. 
a
p 

< 0,05 vs. CTL (ANOVA de uma via, Student-Newman-Keuls). 

A 

B 
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Figura 12 – Relaxamento vascular induzido por acetilcolina em anéis de artéria renal 

de ratos submetidos à acidose metabólica e isquemia/reperfusão renal 
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Anéis de artéria renal de ratos foram pré-contraídas com fenilefrina 1 M (FE). O relaxamento 

induzido por acetilcolina foi significativamente atenuado em vasos obtidos de ratos I/R () e ratos 

AM+I/R (), mas não em ratos AM () em comparação com o controle (CTL, ). Os dados são 

expressos como média ± EPM. O número de ratos utilizado em cada protocolo experimental está 

apresentado dentro do parêntese. 
a
p < 0,05 vs. CTL (ANOVA de duas vias, Holm-Sidak).  
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5.6 Acidose metabólica potencializa a expressão de NF-B causada por I/R 

 

As imagens na Figura 13 (painel A) foram obtidas por microscopia 

confocal e mostram que, após 48 h do procedimento cirúrgico isquêmico ou sham, a 

expressão de NF-B teve perfil semelhante nos animais submetidos apenas a AM ou 

a I/R, embora com expressão de NF-B aumentada em ambos os grupos em 

comparação com o grupo de CTL (p < 0,05). Quando combinada com I/R, a acidose 

metabólica aumentou ainda mais a expressão de NF-B, visto que os valores 

obtidos para esse grupo foram significativamente maiores tanto em comparação com 

o grupo CTL, como em relação do grupo I/R (p < 0,05; Figura 13, painel B). 
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Figura 13 - Efeito da acidose metabólica e isquemia/reperfusão renal na expressão 

de NF-B 
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Fotomicrografias da marcação de NF-B (vermelho) por imunofluorescência em tecido renal de rato. Em 

comparação com ratos CTL, a intensidade da fluorescência para NF-B aumentou significativamente nos 

grupos I/R e AM. Este aumento foi intensificado quando ambos os insultos (AM e I/R) estavam presentes 

juntos. Núcleos corados com DAPI (azul). Barra de escala = 50 m. Os dados são média ± EPM (n = 6) 

expresso em percentagem dos valores obtidos para o grupo CTL. 
a
p ˂ 0,05 vs. CTL; 

b
p ˂ 0,05 vs. I/R; 

c
p ˂ 

0,05 vs. AM (ANOVA de uma via, Student-Newman-Keuls).  

A 

B 
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5.7 Acidose metabólica potencializa a expressão da HO-1 causada por I/R 

 

As imagens na Figura 14 (painel A) foram obtidas por microscopia 

confocal e mostram que, após 48 h do procedimento cirúrgico isquêmico ou sham, 

aumento significativo na expressão de HO-1 foi observado tanto no grupo I/R como 

no grupo AM em comparação com o grupo CTL (p < 0,05). Nos tecidos renais de 

animais do grupo AM+I/R, a expressão de HO-1 teve valores significativamente 

maiores se comparados tanto com os valores do grupo CTL, como com relação aos 

grupos I/R ou AM (p < 0,05; Figura 14, painel B). 
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Figura 14 – Efeito da acidose metabólica e isquemia/reperfusão renal na expressão 

de HO-1 
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Fotomicrografias mostram que a imunofluorescência para HO-1 (vermelho) aumentou nas células 

tubulares de ratos dos grupos I/R e AM em comparação com o CTL, com um aumento ainda mais 

significativo da fluorescência no grupo AM+I/R. Núcleos corados com DAPI (azul). Barra de escala = 50 

m. Os dados são média ± EPM (n = 6) expresso em percentagem dos valores obtidos para o grupo CTL. 
a
p ˂ 0,05 vs. CTL; 

b
p ˂ 0,05 vs. I/R; 

c
p ˂ 0,05 vs. AM (ANOVA de uma via, Student-Newman-Keuls).  

A 

B 
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6 DISCUSSÃO 

 

A LRA apresenta patogênese complexa em diferentes estágios que 

podem incluir inicialmente o dano endotelial e a inflamação, até culminar na falência 

do órgão (BASILE; ANDERSON; SUTTON, 2012). A acidose metabólica pode ter 

efeitos deletérios sobre os rins e envolve processos similares, incluindo inflamação e 

alterações no fluxo sanguíneo renal (KRAUT; MADIAS, 2010; CHOWDHURY et al., 

2012; PEPPICELLI et al., 2013). Embora a acidose metabólica seja uma 

consequência conhecida da lesão renal grave, muitos pacientes criticamente 

enfermos desenvolvem acidose metabólica como entidade própria (por exemplo, a 

acidose láctica e a acidose hiperclorêmica, devida à expansão do volume), sendo 

ela anterior a eventual LRA. Embora nossos dados não possam ser extrapolados 

para a acidose láctica, o presente estudo sugere que a acidose hiperclorêmica pode 

ser potencialmente prejudicial a pacientes criticamente doentes, alertando, pois para 

a utilização de soluções equilibradas em expansão de volume (YUNOS et al., 2012). 

Embora seja difícil determinar se o tratamento com álcalis possa minimizar o efeito 

prejudicial da acidose metabólica, este deve se constituir em hipótese a ser 

considerada. 

Os dados descritos acima ilustram o conceito em que nos baseamos para 

desenvolver o nosso estudo. Para responder nossa pergunta inicial, o presente 

trabalho buscou estabelecer um modelo experimental associando duas situações 

críticas e comuns na prática clínica: acidose metabólica e LRA. O estudo 

contemplou todas as etapas, desde a padronização do modelo no estabelecimento 

da LRA isquêmica até sua combinação simultânea com modelo clássico de indução 

de acidose metabólica. Com o objetivo de avaliar o grau de disfunção renal, optamos 

por estudar funcional e histologicamente os danos renais e avaliar a expressão de 

importantes proteínas envolvidas em eventos de sinalização fisiológica nas células 

tubulares renais. 

A seleção da espécie, ratos Wistar machos, empregada no presente 

estudo teve como base a elevada utilização dessa espécie em protocolos 

experimentais envolvendo as metodologias utilizadas (WILLIAMS et al., 1997; 

CHATTERJEE et al., 2004; POMPERMAYER et al., 2005; BENTO et al., 2007; 

NOWIK et al., 2010; DORAI et al., 2011; XU et al., 2011; CONG et al., 2012; EL 

ETER; ALDREES, 2012; RAMALHO et al., 2012; KORKMAZ; KOLANKAYA, 2013) e 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peppicelli%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23784694
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por esses animais apresentarem semelhanças patológicas e funcionais importantes 

que mimetizam a LRA humana (LIEBERTHAL; NIGAM, 2000; BELLOMO; KELLUM; 

RONCO, 2012; HUSSEIN et al., 2012). Mesmo apresentando uma série de 

limitações, modelos animais ainda permanecem fundamentais para a compreensão 

da LRA humana (BELLOMO et al., 2004). Deve-se destacar que a acidose 

metabólica é frequentemente observada em pacientes com LRA, os quais 

apresentam alta taxa de mortalidade (ZHENG et al., 2014) 

O presente estudo revelou que a existência de acidose metabólica prévia 

e a ocorrência subsequente de LRA isquêmica piorou o cenário fisiopatológico da 

função renal de ratos, refletido pela intensificação no declínio do RFG, como 

demonstrado pelo ClCr, e significativa lesão tubular. Adicionalmente, observou-se 

incremento na expressão de NF-B, esta já aumentada pela injúria hipóxica. 

Entretanto, nenhum efeito aditivo resultante da acidose metabólica foi observada na 

expressão da proteína eNOS, que se apresentou reduzida em animais submetidos à 

I/R. Assim como para a expressão de NF-B, a combinação de injúrias entre acidose 

e isquemia resultou em maior expressão de HO-1. Sabe-se que este é um 

mecanismo conhecido de proteção contra a lesão de I/R renal. 

Os achados acima foram obtidos no presente estudo através do 

tratamento de animais divididos em diferentes grupos. Num desses grupos, os 

animais foram submetidos à sobrecarga ácida 48 h antes da indução de lesão renal 

por I/R. Considerando esta abordagem inicial, observou-se diminuição significativa 

de parâmetros do equilíbrio ácido-básico como os valores de pH que, associados à 

diminuição da pBic e do SBE, foram compatíveis com o desenvolvimento de grau 

moderado de acidose metabólica nos animais do grupo AM. A indução de acidose 

metabólica mediante ingestão de solução de NH4Cl como água de beber é modelo 

tradicional para experimentos desse tipo. Infusão de NH4Cl assemelha-se à ingestão 

de HCl uma vez que NH4Cl pode ser metabolizado pelo fígado em ureia e HCl, o que 

resulta em cenário compatível com acidose metabólica hiperclorêmica.  

Na prática clínica, ingestão de NH4Cl (100 mg/kg) em aplicação única por 

30 a 40 min é um dos testes de acidificação mais comumente empregados no 

diagóstico de pacientes com suspeita de acidose tubular distal (ELKINTON et al., 

1960; BUCKALEW JR et al., 1968). Após a carga ácida, amostras de sangue desses 

pacientes revelam se ocorre redução esperada de 4 a 5 mEq/L na concentração 

plasmática dos íons HCO3
- para assegurar a acidificação sistêmica, enquanto 
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observa se há aumento da excreção ácida na urina, esperada ocorrer em condições 

normais. Esse teste de acidificação não é, entretanto, indicado em pacientes com 

disfunção hepática (OSTER et al., 1975). Portanto, o modelo experimental adotado 

nesse estudo é compatível com observações clínicas e permite-nos tentar aproximar 

os presentes achados com a fisiopatologia da acidose metabólica em humanos.  

Para esse modelo animal, tem sido relatada a instalação de leve 

desidratação em ratos experimentais (NOWIK et al., 2010). Sob nossas condições 

experimentais, consideramos improvável a ocorrência de desidratação por alguns 

motivos. Deve ser considerado que tanto os animais CTL como os animais dos 

demais grupos experimentais apresentaram perdas similares no peso corporal 

durante o tratamento de acidificação sistêmica e após os procedimentos cirúrgicos e 

o restante do período experimental. Além disso, os valores de hematócrito, 

osmolalidade sanguínea, pressão arterial e frequência cardíaca também não 

apresentaram diferença significativa entre os grupos quando comparados ao CTL. 

Apesar disso e considerando que desidratação pode ser parâmetro importante na 

avaliação de nosso estudo, algumas considerações adicionais merecem ser feitas a 

seguir. 

Primeiro, o déficit de peso dos animais possivelmente pode ter sido 

ocasionado por dois fatores: o procedimento cirúrgico per se e o alojamento 

individual em gaiola metabólica ou por ambos. Por serem considerados seres 

sociais, os ratos necessitam interagir com os outros membros da sua espécie e 

quando mantidos isolados por longos períodos, desenvolvem estresse (ANDRADE; 

PINTO; OLIVEIRA, 2002). Entretanto, em nosso modelo experimental fez-se 

necessário o alojamento individual dos animais para acompanhamento dos 

parâmetros fisiológicos de forma individualizada. Nesse aspecto, estudos sugerem 

que fatores genéticos e ambientais (predominantemente comportamentais / 

interações sociais) podem afetar a ingestão de comida, a massa corporal e os 

hormônios, tais como corticosterona, os quais são conhecidos por influenciar a 

composição corporal de ratos e camundongos (NAGY et al., 2002; TAMASHIRO et 

al., 2007). De fato, Armando et al. (2007) relataram maiores conteúdos de hormônio 

adrenocorticotrófico (ACTH) e corticosterona adrenal em ratos colocados 

individualmente em gaiolas metabólicas, quando comparados com animais mantidos 

em caixas coletivas. Infelizmente, não realizamos a dosagem dos níveis de cortisol 

em nosso estudo e, portanto, não podemos descartar a hipótese de que parte dos 
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efeitos observados possam ter sofrido alguma interferência decorrente desses 

fenômenos. Por outro lado, todos os animais foram sujeitos às mesmas condições 

de isolamento, o que torna pouco provável que as diferenças aqui relatadas sejam 

decorrentes de estresse.  

Segundo, o termo desidratação, conforme Riella e Pachaly (2003, p. 111) 

“refere-se à perda de água que leva a uma elevação do sódio plasmático e a um 

déficit de água intracelular devido ao movimento de água das células para o líquido 

extracelular.” É bem conhecido que os valores de hematócrito e osmolalidade 

plasmática servem de referência para avaliação do estado de hidratação do animal 

(ÉVORA et al., 1999; NOWIK et al., 2010). E em situações de desidratação, seus 

valores apresentam-se aumentados (SCHREIJER; REITSMA; CANNEGIETER, 

2010; HOOPER et al., 2014). Entretanto, os nossos resultados não são compatíveis 

com um estado de desidratação visto que os valores de hematócrito e osmolalidade 

plasmática dos animais do grupo AM não revelaram valores estatisticamente 

diferentes aos do grupo CTL. Condição semelhante foi visualizada nos demais 

grupos experimentais quando comparados ao CTL. Em relação ao aumento da 

osmolalidade plasmática dos animais do grupo AM+I/R versus grupo I/R, pode-se 

inferir que esse aumento acompanhou as alterações que ocorreram com os níveis 

plasmáticos de sódio, principal eletrólito regulador desse parâmetro no organismo 

(RIELLA; PACHALY, 2003, p. 111). Corroborando esses achados, hematócrito e 

osmolalidade plasmática dos grupos estudados apresentaram valores semelhantes 

aos descritos em outros estudos (NUNES et al., 1994; QUENTIN et al., 2004; 

NOWIK et al., 2010; PEREIRA et al., 2010; SANTOS et al., 2010) e dentro da faixa 

descrita por Harkness & Wagner (1993) e Powers Jr (2002) para roedores, entre 36 - 

48% e 280 - 312 mOsm/kg H2O, respectivamente. 

Terceiro, o estado de desidratação, de acordo com a literatura, ocasiona 

uma diminuição da volemia, comprometendo o retorno venoso. Em consequência, 

ocorre uma diminuição da PAM e, com a redução do retorno venoso, uma 

diminuição do volume sistólico. Dessa forma, a FC tende a aumentar para 

compensar a diminuição do volume de ejeção (COYLE; GONZÁLEZ-ALONSO, 

2001). Acerca do exposto acima, consideramos pouco provável a existência de 

desidratação nos animais experimentais visto que, os valores obtidos de PAM e FC 

não diferiram significativamente dos animais CTL. 
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O efeito da acidose extracelular na hemodinâmica é controverso e 

complexo (KELLUM; SONG; VENKATARAMAN, 2004). Pedoto et al. (2001), 

demostraram diminuição da pressão arterial média ocasionada pela presença de 

acidose metabólica moderada através da infusão de HCl em modelo de lesão 

intestinal em ratos. Kellum, Song e Venkataraman (2004), também demonstraram 

que acidose induzida por infusão de HCl em modelo experimental de sepse grave 

em ratos causou uma diminuição da PAM. Em contraposição a esses dados, 

existem estudos mostrando que acidemia estimula a vasopressina, o hormônio 

adrenocorticotrófico, e aldosterona em modelos experimentais com animais e 

podem, portanto, aumentar PAM (AUGUSTINSSON; FORSLID, 1989; WOOD; 

CHEN, 1989).  

Os resultados obtidos no nosso estudo em relação à PAM e FC diferiram 

dos descritos na literatura, porém deve-se considerar o tempo de avaliação, visto 

que a maioria dos trabalhos descritos acima avaliou os dois parâmetros em 

intervalos menores (5 – 8 h) e a nossa avaliação ocorreu após 48 h do insulto 

isquêmico. Do ponto de vista experimental, existe na literatura grande variedade de 

modelos de acidose metabólica com diferentes graus de intensidade e tempos de 

avaliação da PAM e FC, o mesmo acontece com o modelo de LRA por I/R. Em 

virtude disso, os resultados podem apresentar aspectos heterogêneos, dependendo 

do tipo, magnitude e do modelo experimental. Em conjunto, parece-nos razoável 

concluir que os nossos resultados sejam possivelmente decorrentes do dano às 

estruturas renais provavelmente atribuíveis à influência sistêmica do estado ácido-

base e não aos parâmetros macro-hemodinâmicos. 

Embora a exacerbação da resposta inflamatória induzida por acidose 

metabólica seja conhecida, até o momento nenhum consenso foi alcançado sobre os 

efeitos do desequilíbrio ácido-base em lesão de orgãos por I/R. Alguns estudos 

mostram um efeito protetor de formas mais leves de acidose (metabólica ou 

hipercápnica) em outros órgãos, como os pulmões, coração e cérebro 

(RODRÍGUEZ-SINOVAS et al., 2009; FAN et al., 2014; GAO et al., 2014). No 

presente estudo, os animais desenvolveram AM moderada antes do insulto de I/R 

renal, todavia 48 h após o insulto a acidose metabólica tornou-se mais grave. 

Entretanto, não podemos descartar a possibilidade de que uma menor severidade 

no grau de acidose possa produzir um efeito oposto sob outras condições.  
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Na prática clínica, os parâmetros mais comumente utilizados para o 

monitoramento dos distúrbios ácido-básico do organismo são: pH, PCO2, 

bicarbonato e SBE (SCHLICHTIG; GROGONO; SEVERINGHAUS, 1998; PARK, M. 

et al., 2008; ZHENG et al., 2014). A análise dos gases sanguíneos, também 

denominada gasometria, é um valioso exame de avaliação dos gases (oxigênio e 

gás carbônico) do sangue arterial ou venoso e dos distúrbios do equilíbrio ácido-

básico com intuito de verificar alterações no desequilíbrio do sistema respiratório e 

metabólico (MÁRQUEZ-GONZÁLEZ et al., 2012).  

Os resultados da gasometria arterial obtidos dos animais do grupo AM, 

demonstraram claramente que a solução de NH4Cl 0,28 M como única fonte hídrica 

durante todo o período experimental mostrou-se efetiva na obtenção do modelo 

experimental de acidose metabólica utilizado nesse estudo, evidenciado pela 

redução significativa nos valores de pH, pBic e SBE. Este achado corrobora com os 

relatos encontrados na literatura (QUENTIN et al., 2004; NOWIK et al., 2010). 

O pH é determinado pela concentração de íons H+ no sangue que por sua 

vez indica a existência de acidemia (pH < 7,35) ou alcalemia (pH > 7,45) (ROCCO, 

2003). Conforme esperado, apenas os animais de ambos os grupos AM e AM+I/R 

apresentaram valores de pH abaixo de 7,35. Entretanto, os animais do grupo AM 

desenvolveram uma acidemia moderada (7,2 < pH < 7,35), já o grupo AM+I/R 

apresentou valores de pH abaixo de 7,2, considerado acidemia grave (KRAUT; 

MADIAS, 2010). A manutenção do pH em valores fisiológicos depende 

fundamentalmente do balanço entre dois sistemas principais: o sistema respiratório 

e o tampão plasmático (LIAMIS; MILIONIS; ELISAF, 2010).  

Em relação à gasometria, os animais do grupo CTL e I/R não registraram 

variações significativas nos parâmetros avaliados, mantendo seus valores dentro da 

faixa de normalidade. Isso indica que os danos causados pela I/R parecem ser 

locais, não tendo, portanto, repercussão sistêmica. 

O bicarbonato é o principal componente do sistema tampão no líquido 

extracelular (LIAMIS; MILIONIS; ELISAF, 2010). O valor normal do bicarbonato 

oscila de 22 a 26 mmol/L (KRAUT; KURTZ, 2005). Os animais do grupo AM 

apresentaram valores inferiores a 22 mmol/L, demonstrando que houve consumo da 

reserva de bases. Tal achado correlaciona-se com a redução observada no pH 

desses animais, pois a carga de H+ é tamponada inicialmente por sua ligação ao 

bicarbonato. Então, os íons H+ reagem com HCO3
- e a concentração de ambos 
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diminui em uma proporção de 1:1. Desta forma, o decréscimo de pH aliado à 

redução de bicarbonato revelam um quadro compatível com acidose metabólica. 

Esses resultados estão em consonância com Lardner e O’Donovan (1997). Vale 

ressaltar que a indução de lesão renal por I/R na presença de carga ácida agravou 

consideravelmente esse quadro de acidose metabólica. Este achado foi constatado 

pela redução significativa dos valores de bicarbonato visualizado nesses animais, 

contrastando, sobretudo com os valores do grupo AM e I/R. 

A participação do sistema respiratório é representada pela quantidade de 

ácido carbônico presente no sangue, regulando a sua retenção ou eliminação pela 

respiração (HAMM; NAKHOUL; HERING-SMITH, 2015). A quantidade de CO2 

presente no sangue arterial pode ser determinada pela pressão parcial de dióxido de 

carbono (PCO2) e os valores considerados representativos da normalidade oscilam 

entre 35 e 45 mmHg (ROCCO, 2003). Baseado nisso, valores da PCO2 acima de 45 

mmHg representam retenção de CO2 e consequentemente redução do pH, 

indicando a existência de acidose respiratória. Na alcalose respiratória, as 

circunstâncias são contrárias, ou seja, elevação de pH decorrente da excessiva 

eliminação de CO2 resultando em valores de PCO2 abaixo de 35 mmHg (ROCCO, 

2003; LIAMIS; MILIONIS; ELISAF, 2010; HAMM; NAKHOUL; HERING-SMITH, 

2015). Entretanto, dependendo da origem dos distúrbios do equilíbrio ácido-básico, o 

organismo desenvolve mecanismos compensatórios (renal ou respiratório) visando 

minimizar as alterações na concentração de H+. Por exemplo, nos distúrbios 

metabólicos a resposta compensatória ocorre através do sistema respiratório, e 

consequentemente, nos distúrbios respiratórios a resposta compensatória ocorre 

pelo sistema renal (ROCCO, 2003; GOMEZ; KELLUM, 2015; HAMM; NAKHOUL; 

HERING-SMITH, 2015). Assim, a resposta compensatória sempre acompanha a 

direção do distúrbio primário.  

Nesta lógica, observamos que os animais do grupo AM+I/R apresentaram 

valores da PCO2 abaixo da normalidade (< 35 mmHg), alterações que poderiam 

estar relacionadas a tentativa de restaurar a relação [HCO3
-]/PCO2  e compensar o 

distúrbio. Entretanto, a combinação com o insulto isquêmico contribuiu para o 

péssimo estado geral desses animais. Esse achado pode estar associado a provável 

diminuição ou perda dos principais mecanismos reguladores do equilíbrio ácido-

básico e eletrolítico decorrente da lesão renal aguda por I/R (BRADY; SINGER, 

1995; BELLOMO; KELLUM; RONCO, 2012). Além disso, em pacientes com LRA, as 
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respostas compensatórias são insuficientes, tanto no âmbito respiratório como 

metabólico (ROCKTAESCHEL et al., 2003). Visto que os animais submetidos 

somente à carga ácida não apresentaram agravamento do estado geral, além disso, 

apresentaram valores da PCO2 dentro da faixa de normalidade e similares àqueles 

observados nos animais do grupo CTL. Os achados de Quentin et al. (2004) e Nowik 

et al. (2010) também mostram redução significativa do pH sanguíneo e bicarbonato 

sem alteração da PCO2 em resposta à administração de solução de NH4Cl a ratos.  

A ocorrência de acidose metabólica pode manifestar-se como 

consequência da lesão renal aguda, sendo considerada um dos fatores que 

contribuem para o agravamento dessa lesão (KRAUT; KURTZ, 2005; KRAUT; 

MADIAS, 2010; CHAWLA et al., 2011). Apesar disso, os animais submetidos 

somente ao insulto por I/R não apresentaram variações indicativas da ocorrência de 

acidose de acordo com os parâmetros analisados pela gasometria. Nossa 

interpretação para esse resultado é que, provavelmente, o tempo de reperfusão 

possa ter contribuido para essa situação, visto que avaliação desses parâmetros 

ocorreu após 48 h do insulto isquêmico. Talvez um tempo menor de reperfusão 

pudesse revelar tal condição, pois observamos que as médias dos parâmetros 

analisados pela gasometria estiveram sempre próximas do limite mínimo da 

normalidade. Outro ponto que dificultou a nossa análise foi a escassez de relatos na 

literatura sobre valores específicos para parâmetros gasométricos em modelo 

experimental de LRA induzido por I/R. Tulafu et al. (2014) utilizando o modelo de 

lesão renal por I/R, reportaram a existência de acidose metabólica através da 

redução significativa de pH sanguíneo e SBE, diferentemente do que foi verificado 

no nosso estudo. A provável explicação para esses achados talvez seja decorrente 

das diferenças na metodologia, pois o clampeamento foi do pedúnculo renal 

esquerdo, o tempo de isquemia, 30 min e o período de avaliação ocorreu 3 h após 

insulto isquêmico. Dessa forma, optou-se por analisar os resultados obtidos por 

gasometria baseando-se em critérios utilizados na prática clínica. 

Outro parâmetro de grande interesse utilizado como ferramenta 

complementar na identificação dos distúrbios do equilíbrio ácido-básico é o excesso 

de base padrão (SBE), pois através do seu valor é possível verificar o tipo de desvio 

metabólico existente como também estimar a gravidade dos distúrbios metabólicos 

(SCHLICHTIG; GROGONO; SEVERINGHAUS, 1998; PARK, M. et al., 2008). A 

obtenção do seu valor provém da quantidade de ácido ou base, em mEq/L, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rocktaeschel%20J%5Bauth%5D
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adicionado a cada litro de sangue a 37°C e PCO2 de 40mmHg para restabelecer o 

valor de pH para 7,4 ou, simplesmente, a diferença entre o total de bases e ácidos 

tituláveis (GOMEZ; KELLUM, 2015). Dessa forma, o valor necessário para correção 

do pH para 7,4 designa-se por excesso de base (BE). Geralmente, valores negativos 

indicam uma deficiência de bases, sugerindo um quadro de acidose metabólica 

devido à redução de HCO3
-, já os valores positivos sugerem alcalose metabólica 

(GOMEZ; KELLUM, 2015). Dependendo da metodologia utilizada para calcular o 

SBE, encontramos na literatura dois pontos de corte diferentes para identificar 

acidose metabólica (< -2 mEq/L ou < -5 mEq/L). Todavia, não existe uma definição 

concisa dessas questões (PARK, M. et al., 2008). O diagnóstico de acidose 

metabólica usando o SBE parece ser clinicamente relevante em termos de prever o 

resultado clínico (PARK, M. et al., 2008). 

Em relação ao SBE, não foram registradas variações significativas entre 

grupos CTL e I/R. A existência de acidose metabólica moderada (SBE: -5 até - 10 

mmol/L) nos animais que ingeriram somente a solução de NH4Cl foi reforçada pela 

redução significativa dos valores de SBE (- 6,83 ± 2,37 mmol/L) (KELLUM; SONG; 

VENKATARAMAN, 2004). Tal achado está diretamente correlacionado às reduções 

observadas em ambos os parâmetros, pH e pBic. Considerando que o déficit de 

bases varia conforme a gravidade da acidose, verificou-se que a combinação da 

carga ácida e a lesão renal por I/R apresentou valores de SBE (-23,8 ± 1,5 mmol/L), 

compatíveis com acidose metabólica grave (SBE < -10 mmol/L) (KELLUM; SONG; 

VENKATARAMAN, 2004). Tomados em conjunto, os achados aqui relatados 

demonstram o agravamento da acidose metabólica encontrada nos animais 

submetidos à lesão renal por I/R. 

A lesão renal por I/R é um dos modelos agudos mais utilizados para 

promover lesão renal e pode ser induzida por diferentes modelos experimentais, 

utilizando diversos mecanismos (SINGH et al., 2012). No presente trabalho, o 

modelo de I/R renal foi obtido pelo clampeamento bilateral das artérias renais 

durante 45 minutos, seguido de 48 horas de reperfusão. O tempo de I/R renal 

empregado nesse estudo foi baseado em padronizações prévias realizadas em 

nosso laboratório, além de estudos que demonstravam a relação entre o tempo de 

isquemia e o aparecimento de lesão renal (WILLIAMS et al., 1997; POMPERMAYER 

et al., 2005; RAMALHO et al., 2012). Como descrito por Singh et al. (2012) em rim 
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humano, a resposta hemodinâmica à agressão isquêmica é comparável à isquemia 

renal em ratos de aproximadamente 45 min seguidos de 24 h sob reperfusão. 

Classicamente, a determinação dos níveis plasmáticos de creatinina e 

ureia são consideradas marcadores funcionais de lesão renal, estabelecendo ótima 

correlação com RFG (BONVENTRE; WEINBERG, 2003; BASILE; ANDERSON; 

SUTTON, 2012; BELLOMO, KELLUM, RONCO, 2012). O modelo experimental de 

I/R renal utilizado no presente trabalho ocasionou redução significativa do clearance 

de creatinina, indicativo de declínio do RFG, bem como elevação da concentração 

plasmática de creatinina e ureia. Dano tubular também foi evidente quando levamos 

em conta o aumento significativo da excreção fracionada urinária de Na+, K+ e Cl-. 

Ao todo, os presentes achados corroboram com muitos outros estudos disponíveis 

na literatura (WILLIAMS et al., 1997; CHATTERJEE et al., 2004; POMPERMAYER et 

al., 2005; DORAI et al., 2011; XU et al., 2011; RAMALHO et al., 2012) e são 

consistentes com uma lesão renal funcional. 

Observou-se que a anestesia e a realização do procedimento cirúrgico 

(sem o clampeamento bilateral das artérias renais) nos animais CTL não 

comprometeu a função renal, considerando os marcadores renais descritos acima. 

Tais resultados corroboram com os achados de estudos anteriores (WILLIAMS et al., 

1997; CHATTERJEE et al., 2004; POMPERMAYER et al., 2005; DORAI et al., 2011; 

XU et al., 2011; RAMALHO et al., 2012). Não obstante, os animais do grupo AM 

apresentaram valores de parâmetros relacionados com a função renal dentro da 

faixa representada pelos animais CTL. Estudos mostraram que ingestão de solução 

de NH4Cl 0,28 M durante 7 dias não afetou o RFG em ratos (RIZZO et al., 2000).  

A associação simultânea dos insultos, sobrecarga ácida e lesão renal por 

I/R culminou com os menores valores no RFG. Por outro lado, tiveram os maiores 

valores de eletrólitos plasmáticos, creatinina e ureia entre todos os grupos. Tais 

achados se encaixam bem com o estado extremamente debilitado desses animais, e 

traduzidos em elevado índice de mortalidade (50%), visto que os grupos CTL, AM e 

I/R corresponderam apenas 0%, 0% e 11%, respectivamente. 

A acidose metabólica, induzida pela ingestão de NH4Cl, aumentou 

significativamente a concentração urinária de creatinina e ureia nos animais do 

grupo AM, a qual poderia provavelmente estar relacionado com a redução do fluxo 

urinário em função de menor consumo de líquidos pós-cirurgia. Além disso, a 

capacidade dos túbulos renais para excretar eletrólitos na urina permaneceu sem 
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alteração no grupo AM. Embora a ampla faixa dos efeitos provocados por um 

ambiente extracelular enriquecido de H+ possa depender das propriedades 

compensatórias renais, os nossos resultados corroboram com estudos anteriores 

que utilizaram abordagens similares (QUENTIN et al., 2004; FAROQUI; SHERIFF; 

AMLAL, 2006; NOWIK et al., 2010). Curiosamente, os ratos AM+I/R não 

conseguiram atingir o aumento dos níveis de creatinina urinária e ureia como 

observado nos animais do grupo AM. Tais descobertas podem resultar dos efeitos 

prejudiciais causados pela I/R no RFG, de modo a prejudicar a filtração destes 

compostos para o espaço de Bowman. Deve-se considerar que os animais do grupo 

AM+I/R tinham pronunciados níveis de creatinina e ureia no sangue, maior do que 

no grupo AM, embora produzissem níveis semelhantes de fluxo urinário. Tomados 

em conjunto, parece ser compreensível a incapacidade dos ratos AM+I/R em tornar 

creatinina e ureia urinárias tão concentradas como podem ser vistas na urina de 

ratos AM. Resultados semelhantes de aumento da excreção de ureia já foram 

descritos anteriormente para ratos tratados com NH4Cl (LARDNER; O'DONOVAN, 

1997). 

A disfunção renal decorrente do insulto por I/R e a consequente lesão 

tubular constituem a principal razão do aumento da FE para Na+, Cl- e K+ no grupo 

I/R. É interessante que a acidose sistêmica pareceu piorar o dano tubular, uma vez 

que aumentou ainda mais a FE tanto para Na+ e Cl-, mas não para o K+, em ratos 

AM+I/R. É bem conhecido que a homeostase do K+ pode ser influenciada pelo 

estado ácido-base do organismo (LEE HAMM; HERING-SMITH; NAKHOUL, 2013). 

Uma vez estabelecida sobrecarga de H+, os rins podem aumentar a secreção tubular 

de H+, como maneira de reduzir o impacto da carga de H+ no pH sanguíneo (SILVA 

et al., 2012). Nesta lógica, a redução do pH urinário suportaria a hipótese da 

ocorrência de aumento da secreção tubular de H+, dependente em parte da 

reabsorção concomitante de K+ feito através do antiporte ativo H+/K+-ATPase no 

néfron distal (GIEBISCH, 1998). A clara tendência para redução do pH urinário e 

também FEK+ pode ser indicativo de que tal fenômeno possa estar presente em 

ratos do grupo AM, mas a diferença significativa não pôde ser confirmada, talvez 

devido ao tamanho da amostra. Se assim for, é provável que em animais AM+I/R 

este tipo de secreção de H+ esteja prejudicada, mas uma atividade residual deste 

antiporte parece capaz de neutralizar o aumento da FEK+ que não atingiu níveis tão 
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exacerbados como registrado para FENa+ e FECl-, embora a acidificação da urina 

também não foi evidenciada. 

A lesão tubular tem sido considerada um dos fatores que contribui 

substancialmente para disfunção tubular renal, e por isso, pode coexistir com a 

hemodinâmica glomerular alterada ou até mesmo um levar ao outro (SINGH et al., 

2012). A análise histológica dos tecidos renais confirmou a ocorrência de 

significativo dano tubular caracterizado pela perda da borda em escova, 

degeneração hidrópico-vacuolar, dilatação tubular, proteínas e acúmulo de detritos 

celulares em alguns túbulos e necrose das células epiteliais dos túbulos renais em 

ratos submetidos a I/R. Nossos achados corroboram com estudos anteriores que 

utilizaram abordagens similares (CHATTERJEE et al., 2004; POMPERMAYER et al., 

2005; DORAI et al., 2011; XU et al., 2011; RAMALHO et al., 2012; SINGH et al., 

2012). As alterações histológicas induzidas pelo insulto isquêmico foram mais 

acentuadas quando combinada com carga ácida, o que sugere que a ingestão de 

NH4Cl é um fator agravante para o dano tubular. Tomados em conjunto, as 

alterações histológicas encontradas em nosso estudo confirmam a hipótese de que 

as diferenças estruturais podem determinar o comportamento funcional, pois se 

encaixam bem com os resultados funcionais descritos para o grupo AM+I/R.  

As alterações causadas pelo insulto ácido e/ou isquêmico se estenderam 

para a expressão de proteínas importantes no tecido renal. Óxido nítrico sintase 

induzível (iNOS) é uma enzima fundamentalmente envolvida no processo de lesão 

renal e induz inflamação e apoptose. A inibição da atividade da iNOS (ou a ausência 

da própria iNOS em camundongos nocaute) melhorou o dano renal por I/R in vivo 

(BETZ et al., 2012). Outra isoforma da NOS, eNOS, tem efeitos protetores na lesão 

por I/R (SOUZA et al., 2012). A expressão da eNOS no epitélio tubular tem sido 

relatada em vários segmentos do néfron como o túbulo proximal, o ramo ascendente 

espesso da alça de Henle, e os ductos coletores corticais e medulares internos 

(UJIIE et al., 1994; EVANS; FITZGERALD, 2005). O presente estudo encontrou que 

eNOS foi significativamente menos expressa em células tubulares em resposta a 

carga ácida ou I/R, corroborando com estudos anteriores (DE ARAÚJO et al., 2005; 

BETZ et al., 2012). Embora estudos avaliando os efeitos do pH ácido sobre a 

expressão da eNOS nos túbulos sejam escassos, Giraldez et al. (1997) relataram 

que acidose induzida por I/R pode reduzir a expressão de eNOS em tecido cardíaco. 

No presente estudo, acidose sistêmica sozinha reduziu significativamente a 
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expressão da eNOS em túbulos renais. Com AM e I/R combinados, expressão de 

eNOS permaneceu comparável aos níveis reduzidos que foram observados apenas 

por carga ácida.  

Suporte adicional para os dados descritos acima podem ser derivados 

dos efeitos relaxantes da acetilcolina em anéis de artéria renal. Embora a expressão 

da eNOS em tecido vascular não tenha sido abordada nesse estudo, avaliamos seu 

papel funcional na regulação do tônus vascular de células musculares lisas. É bem 

descrito que a resposta relaxante dependente do endotélio induzida pela acetilcolina 

é mediada pela liberação de NO através de uma ação excitatória sobre a eNOS 

(ARNAL, 1999). Dessa forma, no presente estudo, observou-se redução da 

capacidade da acetilcolina em induzir o relaxamento vascular dependente do 

endotélio, sendo significativamente mais evidente em vasos isolados obtidos de 

ratos I/R e AM+I/R. Esses dados revelam uma perda funcional da eNOS em células 

endoteliais de vasos renais obtidos de ratos I/R, e que a acidose per se não interfere 

com a responsividade da acetilcolina na artéria renal. De qualquer forma, nossos 

dados são consistentes com a característica perda da resposta vasorrelaxante 

observada em vasos renais isquêmicos. Estudos reportaram que a resposta 

vasorrelaxante derivada do endotélio vascular e a produção de NO em resposta à 

bradicinina foram inibidas na insuficiência renal isquêmica (BRODSKY et al., 2002).  

NF-B é um importante mediador da inflamação aguda e crônica. É 

considerado essencial para a indução de lesão renal por I/R porque pode regular 

positivamente a expressão de genes pró-inflamatórios, tais como o fator de necrose 

tumoral (TNFα) (LAWRENCE, 2009). Nossos resultados estão de acordo com o 

esperado para esse fator, visto que, a expressão de NF-B foi significativamente 

aumentada em células tubulares de ratos I/R. No presente estudo, a magnitude da 

upregulation de NF-B em ratos acidóticos foi comparável aos animais sujeitos 

apenas a lesão renal por I/R, indicando que a acidose é uma condição capaz de 

induzir a expressão de NF-B, embora a sua contribuição como causadora de 

processos inflamatórios seja controversa (KRAUT; KURTZ, 2005). Os ratos 

acidóticos que apresentaram lesão renal por I/R exibiram maior expressão de NF-B 

do que os animais que foram submetidos apenas aos insultos isoladamente (I/R ou 

AM). Estudos mostram que acidose hipercápnica parece inibir a expressão de NF-B 

nos pulmões sob condições de lesão por I/R (WU et al., 2013). Outros autores 
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demonstraram relação positiva entre a acidose e NF-B em células RAW 264.7 

estimulados por lipopolissacarídeo bacteriano (LPS) (KELLUM; SONG; LI, 2004). 

Jensen et al. (1990) demonstraram que a acidose altera a síntese de citocinas 

inflamatórias pela exposição de macrófagos ao ácido láctico. Nossos dados indicam 

que grave lesão por I/R combinado com AM está associada com maior expressão de 

NF-B, sugerindo que outros fatores além apenas do pH podem influenciar na 

atividade do NF-B. 

O presente estudo também avaliou a expressão de HO-1, uma enzima 

expressa em níveis baixos em rins saudáveis (FERENBACH; KLUTH; HUGHES, 

2010). Nossos resultados mostram que a expressão de HO-1 em células tubulares 

foi aumentada em resposta a lesão por I/R, como relatado anteriormente por outros 

estudos (GONÇALVES et al., 2006; ZAGER; JOHNSON; BECKER, 2012; FOUAD et 

al., 2013). Estudos também reportaram aumento da expressão de HO-1 sob 

condições de estresse oxidativo, fornecendo evidências de que os produtos finais da 

degradação do heme, incluindo biliverdina, bilirrubina, e monóxido de carbono, 

podem exercer atividades de proteção contra lesão renal induzida por I/R através de 

efeitos antioxidante, anti-inflamatório e citoprotetores (CORREA-COSTA; AMANO; 

CÂMARA, 2012). A carga ácida promoveu aumento na expressão de HO-1 em ratos 

do grupo AM. Curiosamente, o grupo AM+I/R exibiu um aumento na expressão de 

HO-1 em comparação com os animais I/R. Uma explicação plausível para essa 

expressão aumentada pode envolver uma suposta liberação do heme de proteínas 

em células lesionadas (MAINES et al., 1993; SHIMIZU et al., 2000). Quando livre, é 

extremamente pró-oxidante, levando à formação de espécies reativas de oxigênio e 

com isso promovendo vários danos celulares. Um dos mecanismos de proteção 

contra os potenciais danos causados pelo heme livre é a enzima HO-1, responsável 

por catalisar a degradação oxidativa do heme (MAINES et al., 1993; SHIMIZU et al., 

2000). Dessa forma, o aumento na expressão de HO-1 no grupo AM+I/R parece ser 

uma tentativa de aliviar a lesão renal exacerbada por alterações inflamatórias e 

vasculares. Estudos relataram que a acidose hipercápnica promoveu upregulation 

da expressão de HO-1 e melhorou a lesão pulmonar induzida por I/R (WU et al., 

2013). 

Frente aos resultados obtidos com a realização deste estudo, podemos 

concluir que a maioria dos efeitos prejudiciais causados pelos estímulos lesivos 
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posteriores à lesão renal induzida por I/R foram agravados pela presença de um 

cenário ácido, sugerindo que a combinação de I/R e acidose podem levar a um dano 

renal mais proeminente sob estas circunstâncias.  

Este estudo possui várias limitações. Em primeiro lugar, não avaliamos os 

efeitos de diferentes intensidades de acidose metabólica bem como os tipos, o que é 

inteiramente possível que diferentes tipos e graus de acidose metabólica possam 

produzir efeitos diferentes. Em segundo lugar, não podemos extrapolar nossos 

achados para a acidose láctica, uma etiologia comum de acidose metabólica em 

ambiente clínico. Em terceiro, não avaliamos a participação de citocinas 

inflamatórias para complementar os dados obtidos com NF-B. Quarto, embora 

tenhamos utilizado dois modelos experimentais, acidose metabólica e lesão renal 

por I/R, existem diferenças importantes quando comparados ao quadro clínico em 

humanos, além disso, diferenças entre as espécies e modelos também devem ser 

consideradas. Como são duas condições clínicas frequentes em ambiente 

hospitalar, principalmente UTI, geralmente esses pacientes fazem uso de 

antibióticos e terapias de suporte tais como, ventilação mecânica e reanimação com 

líquidos. No nosso estudo, por uma razão importante optamos por não tratar os 

animais com antibióticos após o procedimento cirúrgico, haja vista, que essas 

terapias alteram a resposta inflamatória e poderiam mascarar os nossos resultados. 

Entretanto, reconhecemos que essa é claramente uma limitação destes tipos de 

estudos experimentais. Finalmente, a presente abordagem experimental não 

contemplou o estudo da participação de outras vias (por exemplo, o estresse 

oxidativo) que estão envolvidas no estabelecimento de acidose metabólica e podem 

piorar lesão renal aguda induzida por I/R, e esta questão merece uma investigação 

mais aprofundada. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 A associação de acidose metabólica e insulto por I/R renal contribuíram 

positivamente para um significativo aumento da taxa de mortalidade; 

 A I/R renal não ocasionou alterações nos gases sanguíneos e no pH enquanto 

que os animais que ingeriram solução de NH4Cl desenvolveram acidose 

metabólica. A combinação de ambos os insultos (acidose metabólica e I/R renal) 

intensificou o distúrbio metabólico; 

 Os ratos submetidos à lesão renal por I/R apresentaram comprometimento da 

função tubular com repercussão em parâmetros da função renal. A presença 

prévia de acidose metabólica nesse contexto agravou ainda mais esses 

parâmetros; 

 A análise histopatológica revelou que a I/R renal ocasionou dano nas células dos 

túbulos renais e esse cenário foi agravado na presença de acidose metabólica; 

 A lesão renal por I/R provocou diminuição na expressão da eNOS em tecido 

renal, fenômeno não intensificado quando ambos os insultos (acidose metabólica 

e I/R renal) estavam presentes juntos; 

 Em artérias renais, a I/R renal interferiu na resposta vasodilatadora produzida por 

acetilcolina, e essa alteração na função vascular não foi agravada pela presença 

de acidose metabólica; 

 O NF-B apresentou maior expressão em túbulos renais de ratos submetidos a 

I/R renal. Este aumento foi intensificado quando combinado com acidose 

metabólica. Condição semelhante ocorreu com a expressão da proteína HO-1. 

 Por fim, respondendo à nossa hipótese, os resultados obtidos no presente estudo 

mostraram que a acidose metabólica exacerbou a lesão renal induzida por I/R. 
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Em razão de sua relevância, o presente estudo oferece inúmeras 

possibilidades de abordagens que visam aprofundar e ampliar o entendimento da 

relação entre lesão renal aguda e o processo de manutenção do equilíbrio 

metabólico do organismo humano. Os resultados e as conclusões descritas nesse 

estudo permitem citar algumas sugestões para a elaboração de futuras abordagens. 

Por exemplo, existem três tipos básicos de modelos animais para o estudo de lesão 

renal aguda: isquemia/reperfusão; toxinas e modelos de sepse (BELLOMO et al., 

2004). Experimentalmente, um modelo comumente utilizado para mimetizar a LRA 

causada por septicemia é o de sepse induzida pela ligadura e punção do ceco 

(LPC), devido o conteúdo fecal se dispersar no peritônio e consequentemente 

ocasionar bacteremia e sepse, seguida de lesão renal (DOI et al., 2009; SINGH et 

al., 2012). Esse modelo caracteriza-se por apresentar um perfil de citocinas 

inflamatórias similar ao que ocorre na LRA induzida por septicemia em humanos 

(DOI et al., 2009). Dessa forma, seria interessante estudar a relação entre acidose 

metabólica e sepse, de forma a estabelecer uma possível correlação de resultados 

com o modelo de isquemia/reperfusão renal, já que a acidose metabólica também é 

frequentemente encontrada em pacientes com sepse grave e choque séptico 

(NORITOMI et al., 2009). Além disso, a sepse é considerada a principal causa de 

LRA, principalmente, no ambiente de terapia intensiva (DOI et al., 2009). 

Igualmente pertinente seria avaliar o efeito do tratamento com álcalis 

(bicarbonato de sódio) para melhor conhecimento dos mecanismos envolvidos nos 

efeitos prejudiciais da acidose metabólica sobre a função renal. Embora o valor da 

administração de bicarbonato nos distúrbios ácido-base e os critérios para a 

administração de bicarbonato possa variar amplamente, estudos sugerem que o 

tratamento com álcalis reduz a gravidade da lesão renal e diminui taxa de declínio 

do RFG em pacientes com RFG já reduzido, com ou sem acidose metabólica 

(KRAUT; KURTZ, 2005; KRAUT; MADIAS, 2010). Além disso, estudos realizados 

em ratos revelam que a acidose metabólica está associada com o desenvolvimento 

ou exacerbação de proteinúria, exacerbação da lesão tubulo-intersticial, e 

aceleração da progressão da insuficiência renal, eventos potencialmente revertidos 

pela normalização dos parâmetros ácido-base com bicarbonato de sódio ou citrato 

de sódio (KRAUT; KURTZ, 2005). 
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Consideramos também importante aprofundar os estudos relacionados à 

participação do componente inflamatório, de forma a acompanhar as alterações 

funcionais da maior ou menor expressão dos fatores aqui descritos com o 

agravamento ou com proteção das funções renais, como pode ser pensado para o 

perfil esperado em relação ao NF-B e HO-1, respectivamente. Sendo essa 

associação possível de demonstração, é provável que a interferência nesses 

parâmetros possa resultar num perfil de menor mortalidade nos animais sujeitos 

simultaneamente aos insultos.  
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APÊNDICE A – ARTIGO PUBLICADO: METABOLIC ACIDOSIS AGGRAVATES 
EXPERIMENTAL ACUTE KIDNEY INJURY 
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ANEXO A – DECLARAÇÃO DA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 
(CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ. 

 

 


