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RESUMO

EFEITOS RENAIS DE COMPLEXOS DE RUTENIO E SUA ACAO NA PROTECAO DA
LESAO AGUDA INDUZIDA POR ISQUEMIA E REPERFUSAO

Nas células endoteliais, 0 6xido nitrico (NO) é o principal reponsavel pela manutencdo da homeostase
vascular. A lesdo de isquemia/reperfusdo (I/R) é uma causa comum de leséo renal aguda (LRA) em
contextos clinicos.Estudos realizados com nitrosilo complexos de ruténio mostraram protecdo em
modelo de I/R cerebral, bem como propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes em modelo de lesdo
gastrica. Portanto, com o intuito de buscar novas alternativas terapéuticas para patologias renais que
envolvam o comprometimento da via NO/GCs/GMPc, o trabalho buscou investigar os efeitos renais
de complexos de ruténio (FOR 811 A e FOR 011 A)e seus possiveis efeitos nefroprotetores em
modelo LRA.Para avaliacdo dos efeitos hemodindmicos renais dos complexos de ruténio, foram
realizados experimentos de perfusdo de rim isolado, analises de pardametros bioquimicos das amostras
coletadas e quantificacdo de GMPc por ELISA. Realizaram-se também experimentos em modelo de
I/Rin vitro em linhagens de células tubulares renais LLC-MK2 e ensaio de respiracdo celular por
citometria de fluxo. Modelo de I/R in vivo com nefrectomia direita e clampeamento da artéria renal
esquerda foi realizado, além de dosagens bioguimicas, de estresse oxidativoe imunohistoquimica para
iNOS e TNF-a.O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de animais CEUA/UFC sob o
numerode protocolo 83/2017. Na perfuséo, os compostos FOR 811 A (1,0 umol/L) e FOR 011 A (1,0
pumol/L) promoveram aumento da pressao de perfusdo, resisténcia vascular renal e fluxo urinario. O
FOR 811 A (0,3 pmol/L, 1,0 pmol/L) diminuiu os transportes totais e proximais de sddio, potassio e
cloreto. O FOR 011 A diminuiu os transportes totais e proximais de sodio e cloreto.Os grupos NPS e
FOR 811 A (em ambas as concentragdes) aumentaram os niveis de GMPc nos rins perfundidos. Em
linhagem de células LLC-MK2, apenas o0 FOR 811 A demonstroupotencial efeito protetor da
disfuncéo respiratoria causada pela leséo por I/R. Em modelo de I/R in vivo, o tratamento com FOR
811 A (10mg/kg) diminuiu niveis séricos de creatinina, ureia e fracdode excre¢do de sodio e potassio.
Em comparacdo ao grupo I/R, o grupo I/R 811 A ndo alterou os niveis de nitrito/nitrato, aumentouos
niveis de GSH, e diminuiu a marcagdo de iNOS e TNF-a por imunohistoquimica. Portanto, o FOR 811
A mostrou alteracBes na hemodinamica renal que parecem ser mediadas pela ativagdo de GCs,

propriedades antioxidantes e efeito protetor diante de pardmetros de nefrotoxicidade.

Palavras-chave: Complexos de ruténio.lsquemia/reperfusdo.Perfusdo renal. FOR 811

A.Oxido nitrico.



ABSTRACT

RENAL EFFECTS OF RUTHENIUM COMPLEXES AND THEIR ACTION IN THE
PROTECTION OF ACUTE INJURY INDUCED BY ISCHEMIA AND REPERFUSION

In endothelial cells, the nitric oxide (NO) is the main responsible for the maintenance of vascular
homeostasis. Ischemia/reperfusion injury (I/R) is a common cause of acute renal injury in clinical
settings. Studies with nitrosyl ruthenium complexes have shown protection in the cerebral
ischemia/reperfusion model, as well as anti-inflammatory and antioxidant properties in a gastric lesion
model. The aim of this study was to investigate the renal effects of ruthenium complexes (FOR 811A
and FOR 011 A) and its possible nephroprotective effects in the treatment of renal pathologies
involving the NO/GCs/cGMP pathway. In order to evaluate the renal hemodynamic effects of
ruthenium complexes, isolated kidney perfusion experiments were performed and biochemical
parameters were analyzed for the samples collectedand quantification of cGMP by ELISA. I/R model
in vitro were performedin LLC-MK2 renal tubule cells line and cell respiration assay by flow
cytometry.In vivo I/R model with right nephrectomy and renal artery clamping was performed, besides
biochemical analyses,oxidative stressand immunohistochemistry for iINOS and TNF-a. The project was
approved by the EthicsCommittee on Use of Animals (CEUA)/UFC under protocol number
83/2017.1n isolated kidney perfusion, the compounds FOR 811 A (1,0 umol/L) and FOR 011 A (1,0
umol/L) promoted increase perfusion pressure, renal vascular resistance and urinary flow. The FOR
811 A (0,3 umol/L,1,0 umol/L) decreased the total and proximal transports of sodium, potassium and
chloride.The SNP and FOR 811 A groups (both concentrations) increased cGMP levels in the perfused
kidneys.Thefore, the FOR 011 decreased in total and proximal transport of sodium and chloride. In
LLC-MK2 cells line, only FOR 811 A demonstrated potential protective effect of respiratory
dysfunction caused by I/R injury. In I/R model in vivo, the treatment with FOR 811 A decreased
serum creatinine levels, urea and fraction of excretion of sodium and potassium. In comparison to
group I/R, the I/R 811 A did not alter the nitrite/nitrate levels, increased GSH levels, decreased
marking iNOS and TNF-o by immunohistochemistry. Therefore, the 811 A showed changes in renal
hemodynamics that appear to be mediated by the activation of GCs, antioxidant properties and

protective effect against nephrotoxicity parameters.

Key words: Ruthenium complex. Ischemia reperfusion.Renal perfusion. FOR 811A. Nitric
oxide (NO).
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1 INTRODUCAO

1.1 Rins e leséo renal aguda (LRA)

Os rins sdo 6rgdos de grande importancia para a manuten¢do da homeostase do
meio interno, conservacdo do volume e ténus vascular. Recebem alta taxa de fluxo sanguineo,
20 a 25% do débito cardiaco e tém os néfrons como unidades morfofuncionais responsaveis
pela filtracdo sanguinea para excre¢do de substancias do organismo, 0s quais S&o
imprescindiveis na eliminacdo de substancias toxicas, como ureia, creatinina e substancias
ex6genas(SILVERTHORN, 2010;GUYTON;HALL, 2011;GOLANEet al., 2014).

Os rins fazema ultrafiltracdo do sangue a fim de manter o balango
hidroeletrolitico, reabsorvem a quase totalidade desse ultrafiltrado e eliminam catabdlitos
indesejaveis. A taxa de filtracdo glomerular (TFG) média é de 125mL/min, o que corresponde
a filtracdo do volume plasmatico total 60 vezes por dia. Esses 6rgdos atuam desse modo, ndo
s0 na regulacdo do volume do liquido extracelular, da pressdo sanguinea e da osmolaridade,
na manutengdo do equilibrio idnico, na regulacdo homeostatica do pH, como também na
excrecdo de residuos e produgdo de hormonios (SILVERTHORN, 2010; YU, 2012).

Existem dois tipos mais importantes de alteracfes renais, a lesdo renal aguda
(LRA) e a lesdo renal cronica (LRC). A LRA tem uma evolugdo mais rapida e abrupta com
perda significativa da funcdo renal. J& a LRC mostra uma evolucdo mais lenta com
anormalidades da estrutura ou funcdo renal que podem estar ocorrendo por um periodo igual
ou superior a trés meses (JHA; PARAMESWARAN, 2013;KO et al., 2018).

A prevaléncia de lesdo renal aguda (LRA) encontra-se maior nos paises em
desenvolvimento do que em paises desenvolvidos. O nimero de casos de LRA em todo o
mundo esta acima de 13,3 milhdes por ano, dos quais 11,3 milhdes
estdo em paises de baixa a media renda e séo responsaveis por até 1,4 milhdo de mortes por
ano (PONCE; BALBI, 2016).

Apesar dos avancos na clinica médica, ndo existem terapias definidas para o
tratamento da LRA que ainda apresenta altas taxas de morbidade e mortalidade, além
deprolongada hospitalizagdo, o que sobrecarrega os custos dos sistemas de saide (KUMAR,
2018). As causas para o desenvolvimento de LRA podem estar relacionadas ao

envelhecimento da populacdo mundial e ao aumento de co-morbidades que sdo fatores de
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risco para o desenvolvimento dessa patologia, tais como, diabetes, hipertensdo, doenga
cardiovascular e doenca renal cronica (HSU et al., 2016).

A LRA ¢é uma doenca sistémica aguda, com grandes consequéncias
para outros 6rgdos além do rim, e esta associada a efeitos significativos em curto prazo (por
exemplo, anormalidades fluidicas, eletroliticas e acido-béasicas, acimulo de toxinas urémicas,
elevacdo de citocinas, inflamagéo sistémica) e resultados adversos em longo prazo (infarto do
miocardio, doenca renal cronica, doenca renal em estagio final e mortalidade). A necessidade
de dialise e transplante € aumentada, assim como a duracdo do periodo de internacdo dos
pacientes. A lesdo renal aguda é vista como um importante problema de saide global, com
crescente incidéncia em diversos paises e altos custos de satde associados (WIEDERMANN;
WIEDERMANN; JOANNIDIS, 2017).

A fim de tornar a classificacdo clinica da LRA uniforme, foram criados o0s
critérios Risk, Injury, Failure, Loss, End-stage (RIFLE) e, posteriormente,Acute Kidney Injury
Network (AKIN), os quais caracterizam a LRA em funcéo da creatinina sérica ou plasmética e
da diurese. Mais recentemente, o Kidney Desease: Improving Global Outcomes(KIDGO)
propbs uma nova classificacdo para os estagios de lesdo renal aguda, abrangendo tanto
critérios de RIFLE, quanto de AKIN (KIDGO, 2012; LUO et al., 2014).

O critério RIFLE aborda trés graus de severidade da LRA (Risk, Injury, Failure),
de acordo com as alteracdes de creatinina sérica e producdo de urina. Consideram-se, ainda,
mais estagios da patologia tidos como finais (Loss, End-stage). O critério AKIN tornou o
critério RIFLE mais sensivel e especifico ao levar em conta menores mudangas nos valores de
creatinina sérica (>0,3mg/dl) em um periodo de 48 horas e volume urinario (KIDGO, 2012;
LUO et al., 2014). O critério KIDGO considera trés etapas separadas da LRA
de acordo com as mudancas nos niveis basais de creatinina sérica e producdo de
urina(ULGER et al., 2017).

Os critérios para classificacdo de LRA de RIFLE, AKIN e KDIGO encontram-se
nas Tabelas 1, 2 e 3, respectivamente.
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Tabela 1- Critérios de RIFLE para classificacdo da LRA
Classificagdo RIFLE

Classe Fluxo urinario Creatinina sérica(CrS) ou
RFG

Risk < 0,5 ml/kg/h > 6h CrSx 1,5 ou diminuicdo > 25%
do RFG

Injury <0,5ml/kg/h>12h CrSx 2 ou diminuicdo > 50% do
RFG

Failure < 0,3 ml/kg/h por 24h ou | CrSx 3, ou CrS>4mg/dL com

anlria/12h aumento agudo > 0,5 mg/dL

ou diminui¢do do RFG >75%

Loss Perda completa da funcéo renal
> 4 semanas

End-stage kidney desease Estagio final da doenga renal >
3 meses

Critérios de RIFLE (risk, injury, failure, loss and end-estage) para classificacdo de leséo renal aguda, levando-se
em consideracdo a medicdo de creatinina sérica e aumento em relacdo a valores dentro da faixa de normalidade
de CrS, ritmo de filtracdo glomerular e fluxo urinario dos pacientes. CrS: creatinina sérica, RFG: ritmo de
filtracdo glomerular. Fonte: adaptado de KIDGO (2012).
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Tabela 2— Critérios de AKIN para classificagdo da LRA
Classificagdo AKIN

Estagio Fluxo urinario Creatinina sérica (CrS)

1 < 0,5 ml/kg/h > 6h Aumento da CrS> 0,3mg/Dl ou
aumento > 1,5 a 2 x o valor
basal

2 <0,5ml/kg/h>12 h Aumento da CrS > 2 a 3 x 0
valor basal

3 < 0,3 ml/kg/h por 24h ou anuria/12h Aumento da CrS > 3x o valor

basal, ou > 4x com aumento
agudo de ao menos 0,5mg/dL

Critérios de AKIN (Acute Kidney Injury Network)para classificacgdo de LRA que considera os valores de
creatinina sérica e aumento em relacdo aos valores basais em 48 horas, como também considera os valores de
fluxo urinario. (CrS: creatinina sérica. Fonte: adaptado de KIDGO(2012).

Tabela 3— Critérios segundo KDIGO para classificagdo da LRA
Classificagdo KIDGO

Estagio Fluxo urinario Creatinina sérica (CrS)

1 < 0,5 ml/kg/h > 6h Aumento > 0,3mg/dl com 48h ou
aumento da CrSx 1,5a 1,99 do
valor basal em 7 dias
2 <0,5ml/kg/h>12h Aumento de CrS x 2,0 ou 2,99 do
valor basal em 7 dias
3 < 0,3 mi/kg/h por 24h ou anuria/12h Aumento de CrS > 3,0 x o valor
basal em 7 dias, aumento de
0,3mg/dl em 48h ou CrS > 1,5 x do
valor basal dentro de 7 dias. Ou
ainda, qualquer requisito para
terapia de substituicdo renal
Critérios de KIDGO (Kidney Desease: Improving Global Outcomes) para classificacdo de LRA que considera
tanto critérios RIFLE como critérios KIDGO e baseiam-se na medicdo de valores de creatinina sérica e fluxo
urinério. CrS: creatinina sérica. Fonte: adaptado de THOMAS et al. (2014).
O parametro mais utilizado para o diagndstico da LRA € a concentracdo de
creatinina plasmatica, a qual indica equilibrio entre geracdo e excrecdo de creatinina.
Comoesta € produzida pelos musculos, pacientes que apresentam massa muscular reduzida,

podem apresentar niveis baixos de creatinina, apesar de umaconsideravel lesdo renal. Novos
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biomarcadores, entdo, estdo sendo explorados a fim de possibilitaro diagndstico precoce da
LRA. Os mais estudados sdo: lipocaina associada a gelatinase neutrofilica (NGAL), 1L-18,a
molécula de lesdo renal (KIM-1), cistatina C, entre outros. Dentre esses biomarcadores, o
NGAL € o mais precoce, enquanto o KIM-1 é o mais especifico (KASHANI;
CHEUNGPASITPORN; RONCO, 2017).

Existem trés tipos de lesdo renal aguda: pré-renal, renal e pos-renal. As principais
causas da LRA pré-renal estdo associadas a hipovolemia que acaba por reduzir parcial ou
totalmente a perfusdo renal, o que pode gerar danosao 6rgdo, tais como, hipovolemia por
vOmitos, diarréia, queimaduras, hemorragias; diminuicdo da volemia arterial efetiva
(insuficiéncia cardiaca congestiva, peritonites, choque, sepse) e diminuicdo aguda do débito
cardiaco (infarto do miocéardio, por exemplo). Os rins permanecem integros, o0 que torna o
processo reversivel se realizado antes que ocorra lesdo (YU et al., 2012).

A LRA renal envolve patologias que afetam diretamente o parénquima renal, seja
de ordem glomerular ou tubular, seja de ordem intersticial.Necrose tubular aguda isquémica
ou toxica (medicamentos, peconhas animais, metais pesados), nefrite intersticial aguda
(reacOes alérgicas, infecgdes, etc), doencas vasculares, glomerulopatias e sepse sdo apontadas
como causas principais (YU et al., 2012).

A LRA pds-renal ou obstrutiva se d&d em casos de obstrucao ureteral e pélvica por
coagulos, céalculos einfecgdes, vesical por codgulos e calculos, uretral por estreitamento e
fimose, dentre outras causas. Em consequéncia dessa obstru¢cdo ha um aumento na pressdo
hidraulica das vias urinarias, o que afeta os tubulos e prejudica a filtracdo glomerular (DA
COSTA; VIEIRA-NETO; MOYSES NETO, 2003; YU et al., 2012).

A lesdo por isquemia/reperfusdo (I/R) se enquadra na LRA do tipo renal e se
relacionaa alta morbimortalidade em varias doencas como o infarto agudo do miocardio, o
acidente vascular cerebral isquémico, a lesdo renal aguda e o trauma. Em casos de grandes
cirurgias e transplante de o6rgédos, a lesdo por I/R pode influenciar de modo relevante o
desfecho clinico dos casos (SALVADORI; ROSSO; BERTONI, 2015). A maior parte dos
quadros clinicos de LRA é proveniente de lesdes por isquemia(KANAGASUNDARAM,
2015). O processo fisiopatologico da LRA apds I/R leva a mudancgas funcionais e estruturais
que séo centradas em torno das células do tubulo proximal e do endotélio (BAGUL; FROST;
DRAGE, 2013).
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1.2 Fisiopatologia da leséo por isquemia e reperfusao

A lesdo por I/R € uma causa comum de LRA em contextos clinicos, como
transplante de rim, cirurgia de bypass cardiaco e choque. Uma série de alteracdes patoldgicas
complexas estd envolvida na lesdo por I/R renal, incluindo o dano tecidual
hipoxico/isquémico inicial, o estresse oxidativo associado a reperfuséoe a ativagdo de células
imunes, bem como disfuncdo microvascular. A isquemia prolongada pode causar necrose
tubular aguda e danos glomerulares que levam a disfuncdo e rejeicdo do enxerto apds o
transplante, doenca renal crénica, doenca renal terminal e ao aumento da mortalidade. A lesdo
endotelial grave é central para o processo de lesao por I/R (HOOSGOOD et al., 2014).

A I/R renal é caracterizada por uma restri¢do no fluxo sanguineo ao 6rgéao seguida
de uma reoxigenacdo e restauracdo do fluxo de sangue, que contribui para o desenvolvimento
de LRA, visto que o rim é um o0rgdo bastante sensivel. Durante esse processo, 0 tecido
danificado produz grande quantidade de espécies reativas de oxigénio (EROs), originando
estresse oxidativo, o qual interfere na fosforilagdo oxidativa mitocondrial e causa a deplegéo
de ATP, o aumento de calcio intracelular e a ativacdo de proteases dos fosfolipideos de
membrana (MALEK; NEMATBAKHSH, 2015).

Na I/R renal, a interrupcdo do fluxo de sangue para o 6rgédo leva a diminuicdo de
glicose e liberacdo de oxigénio para os tubulos, causando um desequilibrio na liberacdo e
demanda de oxigénio. As células, entdo, sdo forcadas a produzir ATP em condicdes
anaerdbicas, o que causa acidose tecidual. A deplecdo de ATP, por sua vez, aumenta a
concentracdo de calcio no citoplasma, levando a ativacao de proteases, fosfolipases e caspases
e ao acimulo de hipoxantina e EROs, o que contribui para a morte celular. Além disso,
células tubulares e do endotélio vascular liberam citocinas pro-inflamatérias, prolongando a
isquemia e tornando a reperfusdo mais lenta (ROSA; ANTONELLI; RONCO, 2017).

A reperfusdo, ou seja, a reoxigenacao apds isquemia é um processo mais delicado
o qual envolve a reconstrucdo do fluxo sanguineo. No entanto, ndo ha a restauracdo das
condic¢Bes normais do 6rgdo, mas o aumento do dano por varios mecanismos inflamatorios e
morte celular. Esses mecanismos compreendem “agressdes” diretas as células,
particularmente as mitocondrias, além de expressdo de citocinas e quimiocinas que podem
levar a rejeicbes do oOrgdo e ao desenvolvimento de fibrose (MENKE et al., 2014,
SALVADORI; ROSSO; BERTONI, 2015).

Apbs a reperfusdo, algumas células podem se recuperar dos danos sofridos, mas

outras sofrem desintegracdo. Uma das raz6es que leva a morte das células € a autointoxicagdo
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destas com calcio, pois o calcio depende de ATP para estar em equilibrio no citosol das
células. No processo de hipdxia, a auséncia de ATP leva ao aumento da concentracdo de
calcio intracelular, e essa alta concentracdo é toxica para as células, o que desencadeia um

processo de necrose ou até mesmo apoptose celular, conforme ilustra a Figural (YU, 2012).

Figura 1 — Mecanismos envolvidos no processo de LRA por I/R
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Lesdo por isquemia/reperfusdo (I/R). A interrupgdo do fluxo de sangue causa desequilibrio entre a liberagdo e
demanda de O2: consequente hipoxia, deplecdo de glicose, acidose e producdo de EROs contribuem para a morte
celular. Além disso, células epiteliais tubulares e endoteliais vasculares liberam citocinas pré-inflamatdrias
(inflamacdo intersticial) que sdo responsaveis por um inchago das células endoteliais que culmina em isquemia
prolongada e reperfusdo mais devagar (microvasculopatia intersticial). Durante a reperfusdo, a restauragdo do pH
induz liberagdo de Ca?*o que leva a sobrecarga desse fon e aumento de radicais livres, contribuindo para a
ativacdo da cascata inflamatoria e injaria celular. ATP: adenosina trifosfato, EROs e ROS: espécies reativas de
oxigénio, GLc: glicose, IL: interleucina, IFN: interferon, I/R: isquemia/reperfusdo, TNF: fator de necrose
tumoral. Fonte: Adaptado de Rosa, Antonelli e Ronco (2017).

Durante a reperfusdo, pode haver a producdo de radicais livres de oxigénio que
levam a peroxidacdo lipidica, principal via de dano tecidual por radicais livres, os quais

causam peroxidacdo dos lipideos da membrana tecidual e danos oxidativos de proteinas,
resultando em morte celular (MALEK; NEMATBAKHSH, 2015).
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O estresse oxidativo se d& pelo desequilibrio entre a producdo e a remocéo de
espécies reativas e estd presente em varias patologias, tais como: na isquemia, na
aterosclerose, nas doencgas neurodegenerativas e também no envelhecimento. O estresse
oxidativo é mediado por espécies reativas de nitrogénio (ERNSs), nitrito (NO2"), nitrato (NO3’)
e peroxinitrilo (ONOQO"), e de oxigénio (EROs), anion superdxido (O2), radical hidroxila
(OH) e peroxido de hidrogénio (H202). Em altas concentragdes, essas espéecies altamente
reativas podem atacar enzimas, lipideos da membrana e DNA e provocar até morte celular por
necrose ou apoptose (RANG et al., 2011; PALIPOCH, 2013).

O organismo, portanto, apresenta mecanismos de defesa a fim de combater os
possiveis danos realizados pelas espécies reativas. Enzimas como a superoxido dismutase
(SOD) agem convertendo O2" em H>O2, e a catalase reduz H>O, em &gua. Além dessas
enzimas, antioxidantes como o acido ascorbico, a glutationa e o a-tocoferol (vitamina E)
ajudam a manter essas espécies reativas em equilibrio (RANG et al., 2011; SUNG et al.,
2013). A glutationa reduzida (GSH), enzima predominantemente intracelular, age reduzindo e
inativando H20> e outros peroxidos organicos para agua e oxigénio (SUNG et al., 2013).

O estresse oxidativo se da principalmente na mitocondria por meio da cadeia
transportadora de elétrons, desse modo, a disfuncdo mitocondrial é uma caracteristica de
LRA, visto que a perda da homeostase mitocondrial acompanha a leséo epitelial tubular
presente nessa patologia (DUANN et al., 2016).

Na I/R renal, a hipoxia do érgdo resulta no consumo das moléculas de ATP,
gerando grande quantidade de adenosina e seu metabdlito, a hipoxantina. A hipoxantina é
metabolizada apenas em condic¢Bes aerobicas, entdo, durante a isquemia esse metabdlito se
acumula na célula até a reoxigenacdo. Nesse momento, a hipoxantina é transformada em
xantina e acido drico, o catabolito final. Os radicais superoxido (O2) e hidroxila (OH),
gerados nessa reacao, sao bastante citotoxicos. Esse mecanismo de formacao da hipoxantina é

mostrado no esquema da Figura 2 (YU, 2012).
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Figura 2 — Mecanismo da formacéo de hipoxantina na LRA por I/R

Na isquemia/reperfusdo renal,a hipdxia do 6rgdo leva a deplecdo de ATP, o que causa a formacédo de adenosina e
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seu metabdlito, a hipoxantina, a qual é matabolizada apenas em condi¢des aerdbicas. Desse modo, da-se o
acumulo de hipoxantina até que haja reoxigenagdo do Orgdo durante a reperfusdo. Segue-se, entdo, a
transformagdo de hipoxantina em xantina e &cido drico, o catabdlito final. H4 também a geracdo de radicais
livres citotdxicos, superéxido (O2) e hidroxila (OH). Fonte: Adaptado de Yu (2012).

Subténcias com propriedades antioxidantes tém demonstrado efeitos em modelos
de lesdo renal nos quais a fisiopatologia compreende também o estresse oxidativo. Giovannini
et al. (2001) mostraram que o pré-tratamento com reverastrol, uma substancia com
propriedades antioxidantes, foi capaz de reduzir a lesdo renal por I/R em ratos, pelo aumento
de NO e sua regulacdo. Outro grupo de pesquisa demonstrou que o tratamento com vitamina
C, E e hidrocortisona foi capaz de evitar efeitos deletérios provocados pelo estresse oxidativo
em lesdo renal por I/R (AZARI et al., 2015).

A lesdo por I/R também provoca uma cascata inflamatdria com a participacao de
citocinas, quimiocinas e ativacdo leucocitaria (MALEK; NEMATBAKHSH, 2015). Citocinas
pro-inflamatorias, como IL-6, IFN, TNFa e IL-1B, tém papel importante na lesdo por I/R.
Além disso, espécies reativas de nitrogénio (ERN) séo produzidas pela indugdo do mediador
inflamatorio INOS (KESIC; STAJIC; THAISS, 2017).
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A LRA inclui dano as células tubulares renais que resulta em apoptose e necrose e
é caracterizada por inflamacdo inicial ocasionada por um dano que pode ser por infeccdo
sistémica ou isquemia (ITENOV et al., 2017). A inflamacdo é um importante componente
nessa patologia a qual leva ao aumento da lesdo tubulo-intersticial durante as fases mais
avancadas da doenca. Vérias citocinas e quimiocinas inflamatorias s&o liberadas pelo epitélio
tubular proximal danificado, ocasionando a infiltracdo de macrofagos e neutrofilos. Essas
células inflamatdrias, por sua vez, promovem novas lesdes renais e fibrose intersticial (YU et
al., 2017).

Evidéncias recentes apontam o envolvimento tanto da resposta imune inata quanto
da adquirida na mediacdo dos danos e recuperacdo das células tubulares renais na LRA, no
entanto, o sistema imunologico inato tem maior participacdo. De acordo com o grau de lesdo,
células dendriticas, mondcitos/macréfagos, neutrofilos, linfocitos T e B podem estar
envolvidos em lesdes renais. Outrossim, os niveis de TNF-a demonstraram correlacionar-se
também com o grau de lesdo. Em contrapartida, macrofagos e células T reguladoras sdo de
grande importancia na supressdo da inflamacdo e reparacdo do dano tecidual (BONAVIA;
SINGBARTL, 2017).

Além de uma resposta inflamatoria exarcebada, a patologia da LRA envolve ainda
disfuncdo endotelial, alteracbes na microcirculacdo e injdria tubular (SHARFUDDIN;
MOLITORIS, 2011).Estudos tém apontado evidéncias de que a injdria vascular,
principalmente a lesdo de células endoteliais, desempenha papel importante na patofisiologia
da LRA isquémica (SUTTON et al., 2003).

1.3 Disfuncéo endotelial na LRA

O endotélio vascular que reveste as paredes internas dos vasos tem multiplas
funcbes, como a manutencdo da homeostase do microambiente, troca de nutrientes, reacdes de
defesa do hospedeiro e regulacao de tbnus vascular. Trata-se de uma Unica camada de células
gue alinha o limen e mantém a estrutura da parede dos vasos sanguineos (MEHTA; MALIK,
2006).

O endotelio age como uma barreira entre os compartimentos intravascular e
extravascular e estd em uma posicdo anatdbmica que permite interagdo ndo somente com
células e componentes do sangue circulante, mas também com células na parede dos vasos.As
células endoteliaissdo células longas e planas orientadas ao longo do eixo dos vasose sdo

componentes principais do endotélio desses vasos. Uma célula endotelial média tem tamanho
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entre 20 a 40 UM de comprimento, 10-15 uM de largura e apenas 0.1-0.5 uM de espessura
(CAHILL;REDMOND, 2016; SUN et al., 2016).

As celulas endoteliais medeiam funcgdes, tais como: a modulacdo do ténus
vascular, manutencdo da fluidez sanguinea, regulacdo de inflamacdo e resposta imune e
neovascularizacdo. O comprometimento do endotélio € um complexo evento fisiopatologico
que inclui tanto o aumento da ativacdo das células endoteliais como o
inicio da disfuncgéo dessas células (INCALZAet al., 2017).

O dano endotelial € secundario a uma variedade de estimulos, resulta na perda de
integridade endotelial, disfuncdo da barreira e regulacbes anormais de vasodilatacdo e
vasoconstricdo e leva eventualmente a alteracdo do ambiente vascular. Posteriormente, essa
alteracdo provoca mudancas na hemodinamica vascular, afeta a perfusdo de 6rgdos e da
origem a ocorréncia de eventos cardiovasculares e alta incidéncia de mortalidade (ZHANGet
al., 2017).

A destruicdo da funcdo do endotélio é caracterizada por estresse oxidativo,
resposta inflamatoria, adesdo de leucdcitos, ativacdo plaquetaria e trombose em doencas
cardiovasculares, o que leva ao desenvolvimento de aterosclerose, hipertensdo e diabetes. A
disfuncdo endotelial também ¢é tida como um fator de risco independente para distlrbios
cardiovasculares (SUNet al., 2016). Além disso, essa disfuncdo esta associada ao
envelhecimento, & insuficiéncia renal, sindrome coronaria, microalbumindria,
trombose, hiperglicemia, obesidade, hipercolesterolemia, inflamacéo, vasculite, sepse, artrite
reumatoide, dentre outras patologias (FELETOU; VANHOUTTE, 2006).

A microvasculatura renal tem papel de destaque na fisiopatologia da LRA. Em
condicdes de estado estacionario, ndo ha somentea necessidade da producdo de trifosfato de
adenosina (ATP) mitocondrial a partir de O2,comotambém de 6xido nitrico (NO) e espécies
reativas de oxigénio (EROSs) para o controle da hemostasia. Com a lesdo, a microcirculacao é
comprometida, desencadeando um desequilibrio na fonte de NO, Oz e EROs, 0 que leva a
hipoxia e ao estresse oxidativo. A lesdo do endotélio microvascular resulta em processo
inflamatdrio, que provoca o aumento da permeabilidade vascular, edema intersticial e
comprometimento do fluxo sanguineo, o que resulta em hipdxia e fibrose renal (ZUK;
BONVENTRE, 2016).

A diminuicdo da capacidade de dilatacdo que muitas vezes € atribuida a producéo
reduzida de oxido nitrico, caracteriza, de certo modo, a disfuncdo endotelial (BASILE;
YODER, 2014). Nas células endoteliais, o 6xido nitrico (NO) é o principal reponsavel pela

manutencdo da homeostase vascular (INCALZAet al., 2017). Assim, a maioria das doencas
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cardiovasculares, como hipertensdo, doenga cardiaca coronaria (angina de peito) e
insuficiéncia cardiaca, € acompanhada de disfuncéo endotelial causada por uma deficiéncia de
NO, sendo apontados como fatores de riscocomorbidades associadas a doenga vascular, as
quais envolvemenvelhecimento, tabagismo, diabetes, hiperlipidemia e hipertensdo (SCHADE;
KOTTHAUS; CLEMENT, 2010).

1.4 Oxido nitrico

O oxido nitrico (NO) é um gés soltvel produzido a partir de L-arginina pela 6xido
nitrico sintase (NOS), o que leva a formacéo de NO e L-citrulina, um co-produto.O NO se
apresenta de forma ubiqua em varias células por trés diferentes isoformas de 6xido nitrico
sintases (NOS): induzivel (iNOS), endotelial (eNOS) e neuronal (nNOS) (NAKANE;
SCHMIDT;MURAD, 1991), as quais sdo enzimas constitutivas que podem ser induzidas em
determinadas circunstancias. Além disso, convém destacar que o NO é um radical livre com
potente efeito vasodilatador (KORKMAZ; KOLANKAYA, 2013; BOIM; ZATZ; TEIXEIRA,
2012).

A INOS ¢ induzida pela gamainterferona em macrofragos e outras células, como
células mesangiais glomerulares, células endoteliais vasculares e da musculatura lisa vascular;
a NNOS se encontra no sistema nervoso central (SNC) e em nervos ndo noradrenérgicos e nao
colinérgicos. J& a eNOS esta presente no endotélio, em plaquetas e outras células (RAIJ;
BAYLIS, 1995; RANG et al., 2011).

Geralmente, o NO atinge seus efeitos ligando-se ao grupo heme da forma sollvel
de uma enzima chamada guanilato ciclase (GCs), a qual compreende uma classe importante
de enzimas que, quando ativadas, sintetizam o segundo mensageiro monofosfato de guanosina
ciclico (GMPc) e reduzem a concentracdo de calcio intracelular. O GMPc é uma importante
molécula de sinalizacdo que estimula o relaxamento do musculo liso (KORKMAZ;
KOLANKAYA, 2013; HOOSGOOD et al., 2014).

Os efeitos fisioldégicos do GMPc sdo exercidos por meio da ativagdo de proteinas
quinases dependentes de GMPc, canais de ions nucleotidicos ciclicos e a ativagdo e/ou
inibicdo de fosfodiesterases (PDES), essas ultimas, por sua vez, finalizam os efeitos do GMPc
quando ativadas (MONICA; BIAN; MURAD, 2016).

A vasodilatacdo ou relaxamento do musculo liso se da com a desfosforilacdo das
cadeias leves de miosina, sendo esta potencializada quando hé a ativagdo da GC no interior da

célula muscular lisa. A guanilato ciclase ativada, por sua vez, aumenta a produgdo de 3°5’-
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monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) que estimula a proteina quinase dependente de
GMPc e ativa a fosfatase da cadeia leve de miosina. Dessa forma, a desfosforilacdo da cadeia
leve de miosina leva a inibicdo da interacdo da cabeca da miosina com a actina, o que resulta
no relaxamento do musculo liso (GOLAN et al., 2014).

O NO também medeia o relaxamento do musculo liso vascular ativando
diretamente os canais de potéassio dependentes de célcio (RAIJ; BAYLIS, 1995). O estimulo
fisioldgico que age na regulacdo da sintese endotelial de NO nos vasos de resisténcia €,
provavelmente, o estresse de cisalhamento. Mecanorrecptores endoteliais reconhecem esse
tipo de estimulo que é traduzido por uma serina-treonina proteina quinase Akt ou proteina
quinase B. A Akt fosforila a NOS e a torna mais sensivel a célcio-calmodulina (DALE et al.,
2011).

Ademais, o NO também atua pela combinacdo com 0s grupos heme em outras
proteinas, como o citocromo ¢ oxidase;pela combinacdo com o anion superoxido que leva a
producdo de um anion citotéxico denominado peroxinitrito; e também pela nitrosilagdo de
acidos nucléicos, proteinas e lipideos. Os efeitos da acdo do NO sdo variados e, além da
vasodilatacdo, incluem a inibicdo da adesdo e agregacéao de plaquetas e mondcitos, inibicdo da
proliferacdo do musculo liso, efeitos sindpticos no sistema nervoso central e periférico, defesa
do hospedeiro, efeitos citotoxicos sobre as células e também citoprotecdo (RANG et al.,
2011).

A deficiéncia do NO pode estar relacionada a patogénese de distlrbios, como a
hipertensao arterial, a pré-eclampsia, a nefropatia diabética e a doenca renal crbnica. Por outro
lado, 0 excesso de NO pode levar ao desenvolvimento de processos inflamatérios (BOIM;
ZATZ; TEIXEIRA, 2012).

O NO encontra-se presente no rim em suas trés isoformas, endotelial (eNOS),
neuronal (NNOS) e induzivel (iNOS), e € responsavel pela manutencdo do tonus vascular
renal (GHOLAMPOUR; MOEZIB; SHAFAROODIC, 2017). No rim, mostra diferentes
funcbes, dependendo de sua concentragdo, do local de liberacdo e da duragdo da agdo. A
geragdo de NO por iINOS demonstra efeitos citotoxicos nas células epiteliais tubulares renais.
Por outro lado, um aumento na expressdo de eNOS, que ocasiona um acréscimo na producdo
de NO derivado do endotélio, pode levar a melhora na lesdo renal tdxica e isquémica por
mediar a vasodilatacdo, inibir a adesdo leucocitaria e reduzir a agregagdo plaquetaria. A
disfuncdo endotelial na lesdo renal aguda por isquemia pode estar relacionada a baixa
producdo de NO endotelial, o que levaria a destruicdo das celulas epiteliais tubulares por
congestdo vascular (KWON; HONG; RAMESH, 2009).
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Vaérios estudos apontam o uso do NO como um bom agente protetor da lesdo por
I/R em varios 6rgaos, como coracgdo, figado, pulmdes e rins. Isso pode ser devido ao potencial
antioxidante e anti-inflamatorio do NO (PALLER; WEBER; PATTEN, 1998; PHILLIPS et
al., 2009). Uma hipotese sugere que na lesdo de I/R renal existe uma reducdo no oxido nitrico
sintase endotelial (NOS), mas um aumento na NOS induzivel. Esse contraste contribui para a
inflamacdo e vasoconstricdo durante a reperfusdo. Para beneficiar a isquemia, em teoria,
pode-se destacar que 0 NO é um vasodilatador potente, bem como um eliminador de oxigénio
livre(NILSSON et al., 2017; YANG et al., 2017).

Um distarbio da via NO/GCs/GMPc parece ser a causa principal da disfuncdo
endotelial, apesar de outros mecanismos estarem relacionados(MONICA; BIAN; MURAD,
2016).0 uso de doadores de Oxido nitrico, como nitroprussiato de soédio (NPS) e
nitroglicerina, é alvo de estudos que buscam o tratamento ou atenuacdo da lesdo por I/R
(SEKHON et al., 2003; PHILLIPS et al., 2009).

1.5 Complexos de ruténio e doadores de 6xido nitrico

O uso da quimica inorganica medicinal se da hd quase 5000 anos. Varios
medicamentos compostos por ferro eram usados no Egito a cerca de 1500 anos A.C., assim
como 0 zinco era usado para a cicatrizacdo de feridas. Na Europa, na era Renascentista, 0
cloreto mercuroso era usado como diurético e, na mesma €época, descobriu-se a necessidade
nutricional do ferro (ORVIG; ABRAMS, 1999). No entanto, 0 impulso no uso de compostos
metalicosna terapéutica deu-se com a descoberta acidental da atividade antineoplasica da
cisplatina em 1965 pelo biofisico Barnett Rosenberg e sua equipe (ROSENBERG, 1985;
AGBALE et al., 2016).

Os metais apresentam como caracteristica a perda de elétrons do estado metalico
para formar ions carregados positivamente que, em sua maioria, sdo soltveis em fluidos
bioldgicos. As cargas opostas de ions metalicos e moléculas biolégicas levam a uma
tendéncia de interagdo entre eles, os constituintes das proteinas e &cidos nucléicos sdo
excelentes ligantes para esses ions metélicos (ZHANG; LIPPARD, 2003). A utilizacdo eficaz
de complexos metalicos, como agentes antineoplasicos, anti-inflamatérios, antidiabéticos,
antimicrobianos ou agentes de diagndstico, evidencia que a toxicidade desses compostos pode
ser controlada de acordo com a escolha certa de seus ligantes (CHYLEWSKAet al., 2018).

Os compostos que liberam NO (ou doadores), tais como: nitroprussiato de sodio
(NPS) e nitroglicerina, foram desenvolvidos para suprimir a deficiéncia de NO derivado do
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endotélio em pacientes com riscos cardiovasculares (PRIVIERO; WEBB, 2010). Os nitratos
organicos mais utilizados na clinica sdo a nitroglicerina, dinitrato de isossorbida e 5-
mononitrato de isossorbida. No entanto, a tolerancia farmacoldgica aos nitratos limita a
eficacia clinica desses farmacos (GOLAN et al., 2014).

O NPS é um vasodilatador bastante utilizado na clinica e composto por um grupo
nitroso, cinco grupos de cianeto e um tomo de ferro. A acdo vasodilatadora dessa substancia
se da pela liberacdo de NO que parece acontecer de forma ndo enzimatica, pois o NPS sofre
decomposicédo espontanea e libera NO e cianeto. O NO liberado causa a¢do vasodilatadora
tanto em artérias quanto em veias. Por outro lado, o metabolismo dos nitratos organicos a NO
pode ser catalisado por enzimas, como a aldeido-desidrogenase mitocondrial (GOLAN et al.,
2014).

O NPS é utilizado por via intravenosa para controle hemodindmico em
emergéncias hipertensivas e na insuficiéncia cardiaca grave (CRUZ et al., 2016). Esse
composto apresenta como desvantagens ser fotossensivel e liberar cianeto, pois o acimulo
excessivo de cianeto pode causar distdrbios do equilibrio acido-base e pode até mesmo levar o
paciente a morte (CAMPELO et al, 2012).

A descoberta da participacdo do éxido nitrico em varios processos fisioldgicos e
patologias levou a estudos com doadores de NO que incluem complexos nitrosilos metalicos
em solucdo ou imobilizados em matrizes,com o intuito de compreender ambos 0s aspectos
fundamentaise a atividade bioldgica para potenciais aplicacGes. Entre os doadores de NO,
nitrosilo complexos de ruténiose mostram atraentes por sua estabilidade esolubilidade em
agua. Liberam NO a diferentes taxas que podem ser ajustadas pela escolha adequada dos
ligantes. Como o NO pode ser benéfico ou prejudicial, dependendo da sua biodisponibilidade,
0s compostos capazes de liberar NO em um alvo bioldgico especifico possuem potenciais
aplicacdes bioldgicas e podem ser ferramentas Uteis para estudar a acdo fisioldgica do NO
(FERREIRA; TFOUNI, 2010).

Moléculas consideradas pequenas e com potenciais propriedades farmacologicas
estdo despertando o interesse de pesquisadores, o que tem direcionado novos estudos com
complexos de coordenacdo e a aplicacdo do design planejado de compostos. Desse modo, a
sintese de novos compostos com estabilidade redox e com propriedades fotofisicas desejaveis
tem sido realizada com o uso de compostos derivados do sistema cis-bishipiridina de
ruténio(ll). A adicdo de ligantes imidazdlicos ao centro metéalico desses compostos é uma
alternativa para melhorar suas propriedades farmacoldgicas, visto que esses ligantes

imidazolicos encontram-se presentes no grupo farmacoférico de varias drogas utilizadas na
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clinica, como a cimetidina, azatioprima, dacarbazina, eberconazol, megazol, entre outros
(GOUVEIA-JUNIOR, 2017).

Complexos de nitrosil ruténio ou metalofarmacos tém sido alvo de vaérias
pesquisas nas Ultimas décadas, visto que estudos mostraram potencial efeito terapéutico,
principalmente devido a sua réapida liberagdo de NO, somando-se a isso, apresentam baixo
nivel de toxicidade. Estudos apontaram o uso farmacolégico desses complexos como
reguladores da pressao sanguinea, agentes antitumorais, antimalaricos, entre outros (KARIDI
et al., 2006; CAMPELO et al., 2012; EKENGARD et al., 2015). Convém destacar que o
ruténio € o elemento que mais forma nitrosilo complexos (CALANDRELLI; TFOUNI, 2005).

Nesse contexto, complexos de ruténio, incluindo complexos de nitrosilo ou nitrito,
estdo em destaque, visto que podem captar ou liberar éxido nitrico de forma controlada
(CARAMORI et al., 2013; GALVAO DE LIMA et al., 2014).Pereira e colaboradores (2011)
mostraram que o complexo de nitrosilo ruténio, cis-[Ru(bpy)2(py)NO2](PFe)
(RuBPY),demonstrou ter atividade vasodilatadora com grande participacédo da via GCs-GMPc
(PEREIRA et al., 2011).Ademais, varios estudos apontam os complexos de nitrosilo ruténio

como doadores de NO, os quais apresentam boa aplicacéo clinica (VATANABE et al., 2016).
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2 JUSTIFICATIVA

A isquemia e reperfusdo (I/R) renal é uma causa comum de disfuncéo renal em
nefrectomia parcial, transplante renal, revascularizacdo cirargica da artéria renal ou
tratamento de aneurismas da aorta suprarrenal (GHASEMI et al., 2015).Nenhuma terapia
farmacoldgica eficaz é atualmente disponivel para o tratamento de I/R renal; o tratamento
convencional é usar inotropicos, diuréticos e farmacos vasodilatadores, além de manutencédo
de agua, equilibrio de eletrdlitos e até terapia de substituicdo renal.No entanto, os efeitos
terapéuticos precisam ser melhorados (LE et al., 2017; YANG et al., 2017; ZHANG et al.,
2018).

Muitos mediadores estdo envolvidos na fisiopatologia da lesdo por I/R, como as
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, os metabdlitos de purina, o acumulo de neutrdfilos,
as substancias vasoativas (endotelina, angiotensina Il) e a subsequente liberagdo de enzimas
liticas.O NO é um potente vasodilatador e tem sido apontando como um dos mediadores
fundamentais na fisiopatologia da lesdo renal por I/R, sua biodisponibilidade é central para a
regulacdo do funcionamento vascular renal e se encontra reduzida na hipertensdo e nefropatia
diabética (EARLE, 2009; KORKMAZ; KOLANKAYA, 2013; GHOLAMPOUR; MOEZIB,;
SHAFAROODIC, 2017). Os efeitos do NO dependem de sua concentragdo no meio
bioldgico. Baixas concentracGes de NO estdo relacionadas com efeitos regulatorios, enquanto
concentracdes mais altas estdo relacionadas ao estresse nitrosativo e oxidativo (CARAMORI
etal., 2013).

A ativacdo de fatores relacionados a vasoconstricdo tem papel importante no
processo de lesdo renal, portanto, tratamentos que visam a melhoria da funcdo vascular podem
ser uma boa alternativa no ambito da LRA (BASILE; YODER, 2014). Doadores de NO sdo
substancias farmacologicamente ativas que liberam NO.Os mais utilizados na clinica sdo os
nitratos organicos e inorganicos, a nitroglicerina e o NPS. No entanto, o tratamento
prolongado com esses farmacos tem mostrado efeitos adversos, tais como intolerancia,
disfuncdo endotelial, liberagdo de compostos toxicos, taquicardia reflexa e outros efeitos
adversos que sao fatores limitantes para o uso destes farmacos (VATANABEet al., 2017).

O estimulo direto da guanilato ciclase soluvel (GCs) estd emergindo como uma
abordagem potencial para o tratamento de doencas renais. A GCs catalisa a formacdo de
GMPc, cuja deficiéncia esta implicada na patogénese de doenga renal. Nesse contexto, novas

classes de farmacos ativadores e estimuladores de GCs estdo sendo investigadas.No entanto,
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existem poucos compostos que, efetivamente, estimulam/ativam a enzima GCs
(EVGENOV,2006;STASCH;SCHLOSSMANN; HOCHER, 2015).

Assim, o estudo de novos compostos doadores de NO que ndo apresentem tantos
efeitos indesejados éuma alternativa para o tratamento clinico. Os nitrosilo complexos de
ruténio estdo sendo estudados como doadores de NO,o0s quais séo atrativos porque possuem
formas ativas que sdo estaveis e de baixa toxicidade em condicGes fisioldgicas. Outra
caracteristica importante apresentada por esses compostos é a liberacdo sustentada de NO
(VATANABEet al., 2017).

Estudo realizado por Campelo et al.(2012) com o nitrosilo complexo de
ruténiocis-[Ru(bpy)2(SO3)(NO)]PF6, doador de Oxido nitrico, mostrou que esse
metalofarmaco foi capaz de melhorar a area de infarto cerebralem fase incial de modelo de
I/R cerebral. Por sua vez,Santana et al. (2015) demonstraram efeito antiinflamatorio e
antioxidante do cis-[Ru(bpy)2(SO3)NO](PF6) em modelo de lesdo gastrica induzida por
naproxeno.

Nesse contexto, o trabalho tem por objetivo investigar os efeitos renais de
complexos de ruténio, FOR 811 Ae FOR 011 A,a fim de possibilitar a descoberta de
alternativas para patologias renais que apresentam o envolvimento da via NO/GCs/GMPc,

como também, buscar esclarecer mecanismos relacionados a seu efeito nefroprotetor.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos renais de complexos de ruténio (FOR 811 Ae FOR 011 A) e

seus possiveis efeitos nefroprotetores em modelo de lesdo renal aguda.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos do FOR811A e do FOR 011 A sobre a hemodinamica renal
em modelo de rim isolado de rato;

e Analisar histologicamente os rins perfundidos no experimento de perfusdo de
rim isolado;

e Analisar o envolvimento do biomarcador GMPc por teste de ELISA nos rins
submetidos a perfuséo renal;

e Avaliar 0 efeito do FOR 811 A e FOR 011 A sobre a viabilidade de
célulastubulares epiteliais renais LLC-MK2;

e Auvaliar os efeitos do FOR 811 A e FOR 011 A na respiracdo celular por
ensaios de citometria de fluxo em modelo de LRA in vitro;

o Avaliar os efeitos nefroprotetores do FOR811A em modelo de LRA in vivo;

e Determinar o efeito do FOR 811 A sobre 0s parametros bioquimicos de funcéo
renal de animais submetidos a I/R;

e Estudar os efeitos do FOR811A no contexto do equilibrio redox através de
ensaios de avaliacdo do estresse oxidativo no tecido renal;

e Analisar os efeitos do FOR 811 A na imunohistoquimica para TNF-o e iNOS

dos rins dos animais submetidos al/Rin vivo.
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4 METODOLOGIA

4.1 Sintese dos complexos de ruténio

Os compostos de ruténio(cis- [Ru(bpy)2(2-MIM)CI]", representado pela sigla FOR
011A e cis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]**, complexo com a molécula de NO, representado
porFOR 811A, foram sintetizados no laboratério de Bioinorgéanica (LABIO) do Departamento
de Quimica Orgénica e Inorgénica da Universidade Federal do Ceara, de acordo com técnica
descrita por Gouveia-Junior (2017). Aspossiveis estruturas planas dos compostos estdo

representadas nas Figuras3 e 4.

Figura 3—Estrutura plana do complexo de ruténio (cis- [Ru(bpy)2(2-MIM)CI]*(FOR011A)

Fonte: Gouveia-Junior (2017).

Figura 4—Estrutura plana do nitrosilocomplexo de ruténiocis-[Ru(bpy)2(2-MIM)(NO)]**(FOR
811A)

(PFg)3

Fonte: Gouveia-Junior (2017).
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4.2 Animais de Experimentacao

Para os ensaios bioldgicos, foram utilizados ratos Wistar, em idade adulta,
pesando entre 280 e 320g provenientes do Biotério Setorial do Nucleo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Medicamentos da Universidade Federal do Ceard (NPDM-UFC). Os
animais foram devidamente acondicionados em sala aclimatada a temperatura de 23° C, com
estantes apropriadas e circulagdo de ar e permaneceram sob o ciclo claro-escuro de 12/12h

com agua e racao a vontade, em ambiente de microisolamento no biotério supracitado.

4.3 Aspectos éticos

O trabalho foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal do Ceara sob o nimero de protocolo 83/2017.

4.4 Perfusdo Renal em Modelo de Rim Isolado de Rato

4.4.1 Sistema utilizado

O sistema de perfusdo de rim isoladoé utilizado a fim de se estudar os efeitos
renais sem interferéncias sisttémicas, no qual o rim é mantido fora do organismo em condigdes
semelhantes as do organismo vivo (HU et al., 2010; JORGE, 2013). O sistema utilizado
consiste na perfusdo de rim isolado com recirculacdo (FONTELES et al., 1983) e contém dois
subsistemas: um,in situ, e outro, em circuito fechado para perfuséao in vitro, mantidos ambos a
mesma temperatura de 37°C. Utiliza-se albumina (fracdo V, 6g%) na solucdo perfusora.A
oxigenacao é proveniente de uma mistura carbogénica de O2/COz2 (95:5) adaptada ao sistema,e
o perfusato recircula no rim com uma quantidade de 100 mL de solucdo Krebs-Hanseleit
modificada. Esse sistema apresenta a vantagem da manutencdo constante de parametros
funcionais renais (MONTEIRO, 1980; FONTELES et al., 1983; JORGE, 2013).

O sistema de perfusdo de rim isolado com recirculagcdo é composto dos seguintes
equipamentos(Figura 5):

a)Banho-maria: mantém a temperatura constante entre 36-37°C;

b) Bomba peristéltica: bombeia a solucdo de perfusdo no sistema em cinco

velocidades;

c¢) Catabolhas: capta as bolhas formadas, o que evita a entrada de bolhas nos rins;
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d) Cilindro de carbogénio: mantém a oxigenagéo (95% O2: 5% CO,);

e) Coletor de urina: compreende o frasco para coleta de urina,que € trocado a cada
10 min;

f) Condensador: mantém a solucdo aquecida a uma temperatura de 37°C;

g) Filtro (Millipore 5um): filtra a solucéo perfusora;

h) Fluxémetro: mede o fluxo de perfuséo (L/h);

i) Mandmetro: mede a pressao de perfusdo (mmHg);

J) Oxigenador ou pulméo artificial: promove as trocas gasosas;

k) Seringa coletora: serve para realizar a coleta de perfusato a cada 10 min.
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Figura 5— Esquema do sistema de perfuséo de rim isolado
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Fonte: LAFAVET — UFC.

4.4.2 Calibracao do sistema

Antes do inicio de cada experimento, o sistema € limpo e calibrado. A calibracao
foi realizada com solucdo de cloreto de sédio 0,9% com o sistema em funcionamento.
Avaliou-se a pressao de perfusdo (PP) em mmHg, o fluxo urinario (L/h) e o volume de
solucdo salina coletado em proveta milimetrada durante um minuto (ml/min) de acordo com
as velocidades da bomba (1 a 5). O objetivo desse procedimento é também verificar o fluxo
de perfusdo frente a resisténcia do proprio sistema (canula arterial). Tais resultados foram
entdo compilados em curvas, efoi plotada a velocidade da bomba no eixo das abscissas (x) em
relacdo as demais variaveis ja citadas no eixo das ordenadas (y). Entre cada coleta (mudanca
na velocidade da bomba) se aguardava 2 minutos para a estabilizagdo das novas condicoes,
entdo se realizava novamente as medidas.

As Figuras 6, 7 e 8 trazem as plotagens das curvas de calibragéo.
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Figura 6— Valores de Pressdo de Perfusdo (mmHg), relacionados a velocidade da bomba,

registrados durante a calibracéo do sistema (n=6)
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Fonte: LAFAVET — UFC.

Figura 7— Valores de Volume de NaCl 0,9% (mL/min), relacionados a velocidade da bomba,

registrados durante a calibracdo do sistema (n=6)
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Figura 8- Valores registrados pelo Fluxémetro (L/h), relacionados a velocidade da bomba,
durante a calibracdo do sistema (n=6)
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Fonte: LAFAVET — UFC.
4.4.3 Solucéo Perfusora

A solucdo de Krebs-Henseleit modificada (FONTELES, 1998), concentrada 20
vezes, é constituida por NaCl = 138g; KCI = 7g; NaH2P0O4.H20 = 3,2g; MgS04.7H.0 = 5,89
e Ureia = 10g. Quarenta e oito horas antes dos experimentos, 100 mL dessa solugdo foram
separados e acrescidos de NaHCOs = 4,2g; CaCl2.2H,0 = 0,74g; glicose = 2g e penicilina G
potassica cristalina = 0,05g. Em seguida, o volume foi completado para 2000 mL com &gua
bidestilada. 300 mL dessa solucdo foram retirados e adicionou-se albumina bovina (69%).
Essa solucdo final foi dializada com a albumina, auxiliada por um homogeneizador. A dialise
foi realizada com a finalidade de se retirar substancias contaminantes como piruvatos, citratos
e lactatos (COHEN; KOOK; LITTLE, 1977; ROSS, 1978).

A solucdo de Krebs-Henseleit modificada para dialise foi trocada com 24 horas.
No final, ap6s 48 horas de dialise, acrescentou-se 0,15g de inulina a solucdo perfusora e

ajustou-se o PH para 7,4.

4.4.4 Procedimento cirurgico

Os animais foram anestesiados com xilazina 8mg/Kg e cetamina 80mg/Kg, i.p.As
cirurgias foram realizadas segundo o método descrito por Balhlamann, Giebisch e Ochwadt
(1967), Ross (1978) e Fonteles et al. (1983). Inicialmente, a veia femoral foi isolada e manitol

a 10% (p/v) foi administrado a fim de facilitar a visualizaco e a fixagéo da canula ao ureter.
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ApoGs assepsia da parede abdominal, foi realizada uma incisdo mediana e duas
incisdes perpendiculares a linha alba para uma melhor observacdo das estruturas anatémicas.
Rebateu-se as visceras para a esquerda, permitindo a visualizacdo do rim direito e amarrou-se
e retirou-se a glandula suprarrenal a fim de que nenhum de seus hormdnios viesse a
influenciar os resultados do experimento. Com uma lupa, o ureter foi identificado, dissecado e
canulado com um tubo de polietileno PE-30.

A artéria renal foi isolada e canulada através da artéria mesentérica superior.
Durante o procedimento cirdrgico, uma parte da solucdo ja oxigenada (40 mL) foi desviada
para o sistema de perfusdo in situ, para perfundir o rim ainda in vivo, evitando qualquer
isquemia ao 6rgdo. Finalmente, o rim foi transportado para o sistema de perfuséo in vitro, sem

a interrupcdo do fluxo(Figura 9).

Figura 9 — Desenho esquematico do procedimento cirtrgico para perfusdo de rim isolado em

ratos.
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Fonte: LAFAVET — UFC.
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4.4.5 Protocolo experimental

Os experimentos foram iniciados apds a estabilizacdo e adaptacdo do Orgao as
novas condicdes. Os 30 min iniciais foram utilizados como controle interno, ap6s o qual
foram administradas as substancias de acordo com o0s grupos experimentais citados
anteriormente.A cada cinco minutos foram registrados a pressdo de perfuséo e o fluxo de
perfusdo em manémetro e fluxdmetro, respectivamente, em um periodo total de 120 min. As
amostras de perfusato e urina foram coletadas a cada dez minutos e depois congeladas a -20
°C para posterior dosagem de sodio, potassio, cloreto, inulina e osmolaridade, importantes na
determinacdo dos parametros de funcdo renal, tais como, resisténcia vascular renal (RVR),
ritmo de filtracdo glomerular (RFG), fluxo urinario (FU) e transporte tubular total e proximal
de sddio (% TNa"), potassio (%TK™) e cloreto (%TCI).

4.4.6 Grupos experimentais

O estudo dos efeitos dos complexos de ruténio sobre a funcéo renal foi iniciado
apos o periodo de controle interno de 30min, e as observacdes foram feitas durante os 90min
seguintes. As concentragdes foram estabelecidas de acordo com trabalhos anteriores
realizados pelo grupo de pesquisa (NOROES, 2014; SILVEIRA, 2015). Os experimentos com
FOR 011 A foram realizados apenas em uma concentracdo devido a essa substancia ter
apresentado um maior nivel de toxicidade nos experimentos realizados com células e por
também ndo ter mostrado efeito protetor em modelo de I/R in vitro. A concentracdo do
Nitroprussiato (NPS) foi a maior utilizada para as outras substancias. Todas as substancias
foram diluidas em &gua destilada. Os grupos analisados foram os seguintes (n=06):
a) Grupo Controle externo: rins perfundidos somente com solucdo de Krebs-
Henseleit;

b) Grupo NPS (controle interno): rins perfundidos com solucdo de Krebs-
Henseleit e NPS na concentragéo de 1,0 pumol/L aos 30 min;

¢) FOR 811A 0,3umol/L: rins perfundidos com solucdo de Krebs-Henseleit e
FOR 811 A na concentracédo de 0,3 umol/L aos 30 min;

d) FOR 811 A 1,0umol/L: rins perfundidos com solugdo de Krebs-Henseleit e
FOR 811 A na concentracdo de 1,0 umol/L aos 30 min;

e) FOR 011A 1,0 pumol/L: rins perfundidos com solucdo de Krebs-Henseleit e
FOR 011 A na concentracdo de 1,0umol/L aos 30 min;
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Nas amostras de urina e perfusato, foram realizadas dosagens de sodio, potassio e

cloreto utilizando um analisador de eletrélitos 9180 (Roche, Brasil®). A inulina do perfusato

e da urina foi determinada por hidrolise direta, conforme Walser, Davidson e Orloff (1955) e

Fonteles et al. (1983) com modificagdes que reduziram as quantidades de amostras e

reagentes utilizados. Para tanto, foram realizadas leituras fotometricas em espectrofotdmetro e

a osmolaridade determinada através de osmémetro (Vapor pressure osmometer — modelo

5520 ESCOR).

4.4.8Determinacao dos Parametros Funcionais Renais

O quadro abaixo (Quadro 1) apresenta as formulas utilizadas para determinacao
de parametros funcionais renais (MARTINEZ-MALDONADO et al., 1978; FONTELES,

1980).

Quadro 1-Parametros utilizados para a determinacéo dos parametros renais

Parametros renais

Féormula

PP (mmHg) — Pressédo de Perfuséo

Leitura em mandmetro

FU (mL.gt.mint) — Fluxo Urinario

FU = Peso do volume urinério/ peso do rim

esquerdo x 10

RFG (mL.gl.min') — Ritmo de Filtracdo

Glomerular

RFG = (DOUIn/DOPin x FU) sendo
DOUin = densidade o6tica da inulina na
urina e DOPin = densidade 6tica da inulina

no perfusato.

FPR (mL.gt.min"t) — Fluxo de perfuséo renal

Registrado a cada 10 min/peso do

rim/intervalo de tempo

RVR

vascular renal.

(mmHg/mL.gt.mint) Resisténcia|

RVR = PP (mmHg) / FPR

FNa* (UEq.g*.mint) — Sédio filtrado

FNa* = RFG x PNa*

ENa* (UEg.g™t.min1) — Sédio excretado

ENa*= FU x UNa*

TNa* (UEq.gt.min"t) — Sédio transportado

TNa* = FNa*- ENa*
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%TNa* — Percentual de sodio transportado %TNa'™= TNa*x 100/ FNa*

FKa* (UEq.g™t . min) — Potéssio filtrado FKa*® = RFG x PKa*

EK* (LEQ.gt.mint) — Potéssio excretado EK*= FU x UKa*

TK* (UEQ.gt.mint) — Potéssio transportado | TK* = FK*- EK*

%TK* — Percentual de potassio transportado | %TK*= TK"x 100/ FK*

FCI- (UEq.gt.mint) — Cloreto filtrado FCI = RFG x PCI

ECI (MEg.gt.min?) — Cloreto excretado ECl=FU x UCI

TCI (UEq.gt.mint) — Cloreto transportado TCI =FCI- ECI

%TCI — Percentual de cloreto transportado | %TCl'= TCIx 100/ FCI

Fonte: LAFAVET — UFC.

4.4.9 Determinacdo de GMPc por ELISA

A concentragdo de GMPc foi determinada em urinas obtidas do experimento de
perfusdo renal. As urinas foram previamentes diluidas (1:50) no tampdo do Kit segundo as
recomendacdes do fabricante (CaymanChemical®, Michigan, EUA). O Kit utilizado foi de
imunoensaio competitivo em microplaca de 96 pocos, para determinacdo quantitativa de
GMPc. A dosagem consistiuna utilizacdo de um anticorpo monoclonal de coelho que se
ligaao GMPc ou a acetilcolinesrase (AChE) complexada ao GMPc (complexo presente no Kit)
de maneira competitiva. Adicionou-se um antissoro especifico para GMPc, um substrato para
a enzima AChE e as amostras ou padrdes que foram incubados por 18 horas a temperatura de
4°C. Posteriormente, adicionou-se, entdo, o reagente de Ellman’s a fim de haver uma reacéo
com a AChE ligada ao anticorpo, gerando um produto colorido. A cor amarela formada foi
lida em 405nm. A intensidade da cor é proporcional a concentragdo de GMPc nas amostras
(quanto mais escura a cor, menos GMPc a amostra contém) e foi calculada a partir da curva

padrdo dos controles e foi expresso em pmol/mL/g.

4.4.10 Analise Histologica

As amostras de tecidos foram fixadas em formol tamponado a 10% por 24 a 48
horas. O material foi processado rotineiramente para exame histolégico em processador
automatico de tecidos Lupe® modelo PT09 (histotécnico), para ser entdo desidratado em
concentragfes crescentes de 70 a 100% de etanol. Ap6s o processamento, foi realizada a

inclusdo do material em parafina, utilizando o equipamento para Banho Histolégico Modelo
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BHO05. O material nos blocos de parafina foi cortado com 5 um de espessura e colocado em
laminas histoldgicas para posterior processo de coloragéo.

Os cortes histoldgicos foram obtidos utilizando-se micrétomo de impacto (Poycut
S, Leica, Alemanha) equipado com navalha de tungsténio de 16 cm, tipo D (Leica,
Alemanha). As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) para todas as amostras
e observadas em microscopio Nikon Eclipse Nis. Software Nis 4.0.

4.5 Avaliacéo do efeito dos complexos de ruténio em cultura de células tubulares renais

4.5.1 Cultivo de células renais

As linhagens de células tubulares epiteliais renais, LLC-MK2 [Rhesus Monkey
(Macaca mulatta) Kidney Epithelial Cells], foram obtidas do Laboratério de Pesquisa em
Nefrologia e Doencas Tropicais (LNDT) do Departamento de Andlises Clinicas e
Toxicologicas da Universidade Federal do Ceara. Foram cultivadas em meio de Eagle,
modificado por Dulbecco (DMEM, Invitrogen, EUA), composto de glutamina (580 mg/L),
bicarbonato de sédio (3,7 g/L), glicose (4,5 g/L), piruvato de sodio (110 mg/L), sais
inorganicos, vitaminas e outros aminoacidos, e acrescido de penicilina (100 U/mL),
estreptomicina (130 mg/L) e soro bovino fetal (SBF) a 10% em garrafas plasticas estéreis e
mantidas em estufa de CO, a 37°C e 5% de CO; até atingirem confluéncia (BUTLER,;
DAWSON, 1992).

Para manutencdo das células, o meio de cultivo das garrafas confluentes foi
removido, e as células foram lavadas com 3-5 mL de PBS estéril, pH 7,4. A garrafa foi
incubada com 1mL de solucdo de tripsina-EDTA (0,05%/0,02%) por 5-10 min a 37°C para
deslocamento das células aderidas na superficie de cultivo. Em seguida, para inativacdo da
tripsina-EDTA, foi adicionado 1mL de DMEM completo (adicionado de 10% de soro bovino
fetal — SBF), e aliquotas das suspensdes celulares obtidas foram transferidas para novas
garrafas com meio DMEM completo.

Para producéo de estoques celulares, as células foram periodicamente deslocadas,
quantificadas, conforme descrito a seguir e ressuspensas em meio DMEM completo acrescido
de 10% de dimetilsulfoxido (DMSO) estéril. Essas suspensdes foram armazenadas em vials
de criopreservacdo a -20°C overnight e, em seguida, transferidas para freezer a -80°C,

mantidas por até 4 meses.
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Antes de cada experimento, as células foram mantidas em meio DMEM sem SBF
por 24h em atmosfera de 5% de CO> a 37°C para sincronizagéo na fase Go do ciclo celular.
Apds esse periodo, as células foram lavadas, tripsinizadas e centrifugadas a 4000 RPM por 5
min. O sobrenadante foi descartado, e o pellet foi ressuspenso em 1mL de meio DMEM
completo. Para plagueamento inicial dos experimentos, as células foram quantificadas, e
foiajustada a concentragdo para 1x10°.

Nos estudos in vitro, células que apresentassem caracteristica de contaminacgéo ou
de alteracdo morfoldgica ndo foram aceitas. Foram incluidos nos resultados ensaios nos quais
0S grupos experimentais pertencessem a mesma passagem da linhagem celular.

Para quantificacdo, aliquotas foram removidas para contagem em Camara de
Neubauer pelo método de exclusdo do azul de trypan (solucdo a 0,1% em PBS), a
concentracio celular foi ajustada e a suspenséo foi pipetada na concentragdo final de 1x10°

celulas/mL em placas de 24 e 96 pogos.

4.5.2 Inducéo de I/R in vitro

A lesdo in vitro por I/R foi induzida por um método anteriormente descrito
denominado método da camara anaerdbica (GINO et al., 2014). As células foram plaqueadas
em uma concentracdo de 1 x 10° células/ mL em placas de 96 pogos e mantidas overnight,
para permitir adesdo e proliferacdo celular. Para a inducdo da isquemia, o meio de cultura
normal foi substituido por DMEM privado de glicose, piruvato e SBF e, em seguida, as placas
foram incubadas em camara anaerdbica por 24 h. A reperfuséo foi realizada, ap6s o periodo
na camara, através da adicdo de um meio de cultura completo e retorno das células a
atmosfera de 5% de COa.

Apo6s 3h, as placas foram tratadas com FOR 811A e FOR 011A em vérias
concentragdes (1000; 500; 250; 125; 62,5 e 31,25 pumol/L). Todos os ensaios foram realizados
em paralelo nas células em condi¢bes normais de aerobiose a fim de detectar eventuais
concentragOes toxicas da FOR 811A nas linhagens celulares. A recuperacdo da viabilidade

celular foi medida pelo ensaio de reducdo do MTT.

4.5.3 Ensaios de Viabilidade Celular por Redu¢é@o do MTT

O teste do brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) é

amplamente usado na determinacdo da viabilidade de células em cultivo. E um sal de
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tetrazolio de cor amarelada, que é internalizado nas células vidveis por endocitose e reduzido
no microambiente intracelular por desidrogenases citoplasmaticas e mitocondriais em um sal
de formazan, de cor azul violacea, insoluvel em meio aquoso. Em seguida, deve ser
adicionado um agente surfactante para solubilizacdo dos cristais formados. Os produtos finais
sdo lidos por espectrofotometria a 570 nm. Dessa forma, o teste é utilizado como um
marcador da capacidade metabolica e viabilidade celular (LIU et al., 1997; MOSMANN,
1983).

As placas submetidas ao processo de I/R e também as placas que foram
submetidas somente ao teste de viabilidade celular, foram tratadas com diferentes
concentragOes de FOR 811 A e do FOR 011 A (1000; 500; 250; 125; 62,5 e 31,25 pmol/L) e
incubadas por 24 horas a 37°C e 5% de CO.. Como controle negativo, foi utilizado PBS
estéril, pH 7.4. Em seguida, as placas foram centrifugadas a 4000 RPM por 5 min e 100 pL de
sobrenadante removidos. 10 pL de uma solugdo de MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) a 2,5 mg/mL em PBS foram adicionados, e a placa foi incubada por 4 horas a 37°C no
escuro e, em seguida, adicionados 90 pL de dodecil-sulfato de sddio (SDS) (10% em HCI

0,01N). Ap6s 17 h de incubacao, as placas foram lidas em leitor de placas a 570 nm.

4.5.4 Ensaios de Respiracéo Celular por Citometria de Fluxo

No intuito de investigar o potencial dos compostos FOR 811A e FOR 011A em
reverter a lesdo da injaria ap6s I/R por desequilibrio redox, foi avaliada a alteracdo no
potencial transmembranico mitocondrial.

O protocolo de plaqueamento das células LLC-MK2 em placas de 24 pocos (1
mL/ poc¢o) e o processo de I/R in vitro, bem como o tratamento com as substancias, foram
realizados como previamente descrito neste trabalho.

Antes de cada experimento de citometria de fluxo, as células foram tripsinizadas e
lavadas por trés centrifugacdes subsequentes na presenca de tampdao fosfato (PBS) a 4000
RPM por 5 min.

Com o0 objetivo de excluir uma possivel associagdo dos danos celulares ao
tratamento com as substdncias em estudo, como também a analise dos parametros de
respiracdo celular em células submetidas a I/R, essas anélises também foram feitas em células
cultivadas e tratadas em condigOes normais e constantes de aerobiose (37°C e 5% de COy).

A intensidade de fluorescéncia foi medida atraves de citdometro de fluxo
(FACScalibur — Becton Dickinson, Sdo Paulo, SP) equipado com laser de argénio de 15 mW
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resfriado a ar e operando em 488 nm. Parametros como complexidade (Detector lateral de
dispersdo da luz — SSC) e tamanho (Detector frontal de dispersdo da luz — FSC) celular

também foram avaliados.

4.5.5 Analise do Potencial Transmembranico Mitocondrial

Para a analise do potencial de membrana mitocondrial, foi utilizado o corante
Rodamina 123 (Rho123) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) que é um corante especifico
para a marcacdo mitocondrial em células vivas. O fato de ser um fluorocromo catiénico
(carregado positivamente) permite que seja atraido pelo elevado potencial elétrico negativo
presente na membrana mitocondrial, incorporando-se no interior das organelas, emitindo
fluorescéncia vermelha.

AlteracGes ao nivel da integridade mitocondrial (potencial transmembranico)
podem ser detectados em ensaios de citometria de fluxo por aumento da fluorescéncia verde
citosolica em detrimento da vermelha mitocondrial, indicando uma difusdo da Rhol123 da
mitocdndria para o citosol em células danificadas (JOHNSON et al., 1980). Sendo assim, o
fluorocromo Rodamina 123 liga-se as membranas mitocondriais e inibe o transporte de
elétrons, retardando a respiracdo celular. A intensidade de fluorescéncia relativa produzida
pela marcacdo de mitocondrias ativas foi coletada através do filtro de fluorescéncia vermelha
(FL2) (YANG et al., 2012).

As células em cultura que foram submetidas a lesdo por I/R pelo método da
camara anaerobica foram tratadas com FOR 811 A e FOR 011 A, como descrito
anteriormente neste trabalho. Ao término das 24 horas do tratamento, as amostras foram
lavadas com PBS, tripsinizadas, e o pellet de células marcado com Rodamina 123
(concentracéo final de 10 pug/mL) por 30 min para, em seguida, foi processado em citdmetro
de fluxo.

4.6 Lesdo Renal Aguda por Isquemia seguida de Reperfuséo (I/R)

Os animais (n=7) foram previamente anestesiados comcetamina 80 mg/Kg e
xilazina 8 mg/Kg. Uma laparotomia através de uma incisdo na linha média foi realizada. O
rim direito foivisualizado e removido, e a isquemia foi induzida no rim esquerdo pelo
clampeamento ndotraumatico, causando oclusdo unilateral da artéria renal, durante 60 min,

seguido de 48 h dereperfusdo tal como previamente descrito (DA COSTA et al., 2015;
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NAJAFI et al., 2014).0s animais foram mantidos aquecidos a uma temperatura constante de
aproximadamente 37°C durante as cirurgias e, posteriormente, foi realizada uma sutura no
local da incisdo com fio de polipropileno 4.0. Os procedimentos cirargicos foram realizados
de formasimilar em grupos falso-operado, denominado SHAM, exceto pela nefrectomia
direita e peloclampeamento da artéria renal. O tempo escolhido para I/R foi o tempo capaz de
causardisfuncdo renal significativa e lesdo do rim do animal, além de produzir uma
caracteristicafisiopatoldgica reconhecida de insuficiéncia renal aguda (DA COSTA et al.,
2015). Os animais receberam tramadol (10 mg/kg) no primeiro e segundo dias apos a cirurgia
e foram mantidos em gaiolas metabdlicas durante 48 horas ap6s a reperfusdo e foram
realizadas medicdes de quantidade de &gua consumida durante 24 e 48 horas, como também,
coletou-se e mediu-se a quantidade de urina nas Gltimas 24 horas para calculo do clearence de
creatinina.

No final deste periodo, os animais foram novamente anestesiados para obter
amostras de sangue coletadas usando heparina a 10% e acondicionadas a -20°C, a fim de se
realizar os testes bioquimicos. Adicionalmente, os rins esquerdos dos animais foram
recolhidos e acondicionados a -80°C para avaliagbes adicionais, e 0s animais foram
eutanasiados. Como in vitrosomente o composto FOR 811 A mostrou um resultado
satisfatorio, os experimentos in vivo de I/R foram realizados apenas com essa substancia.

Segue esquema representativo na Figura 10.
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Figura 10 — Desenho esquematico do procedimento cirdrgico para perfusdo de rim isolado em

ratos

Rim direito
Cetamina (70mg/kg Afasta t l ‘
i.p) e Xilazina as 'men (o)
(8mglkg i.p.) das visceras
Tricotomizagdo e
laparotomia
Medicédo quantidade

de urina ultimas 24 sutura

hrs
_
Tramadol
Coleta de sangue 10mg/Kg
para analises ISQUEMIA:
bloqulm'lc.as € REPE:::’SSAO Clampeamento da artéria
eutanasia renal — 60 min

Fonte: elaborado pela autora.

Osanimais experimentais (n=7, cada) foram tratados de acordo com 0s grupos
discriminados abaixo. A dose foi determinada apds a realizacdo de um teste piloto com as
doses de 3mg/Kg, 10mg/Kg e 30 mg/Kg. Apenas a dose de 10 mg/Kg mostrou efeito protetor,
sendo,portanto, escolhida para seguir 0s experimentos.

a) Grupo SHAM: os animais foram sujeitos a laparotomia e tiveram o0s rins apenas

manipulados, sem isquemia e nefrectomia;

b) Grupo SHAM + FOR 811 A (SHAMS811A): os animais foram sujeitos a

laparotomia e tiveram o0s rins apenas manipulados, sem isquemia e
nefrectomia. Foram submetidos a um pré-tratamento com o FOR 811 A
(10mg/Kg, i.p.) diluido em &gua destilada, 30 minutos antes da manipulacéo
dos rins. Os animais receberam a mesma dose do FOR 811 A 24 e 48 horas
apos a primeira administracéo.

c¢) Grupo Isquemia/Reperfusdo (I/R): os animais foram sujeitos a laparotomia com

isquemia e nefrectomia;

d) Grupos I/R + FOR 811 A (I/R811A): os animais foram sujeitos a laparotomia

com isquemia e nefrectomia e tratados com o FOR 811 A (10mg/Kg, i.p.)

diluido em &gua destilada, 30 minutos antes da manipulacdo dos rins. Os
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animais receberam a mesma dose do FOR 811 A 24 e 48 horas ap0s a primeira

administracdo.

4.6.1 Avaliacdo Biogquimica dos Animais

Com o usodas amostras coletadas de urina e sangue, foram avaliados parametros
bioquimicos de funcdo renal,creatinina plasmatica e urinaria e niveis plasmaticos de ureia.
Além disso, foram aferidos os niveis plasmaticos e urinarios dos ions sodio (Na*), potassio
(K™) e cloreto (CI), utilizando um analisador de eletrélitos 9180 (Roche®, Brasil).

4.6.2 Procedimentos realizados nas amostras de sangue

Apbs a coleta, as amostras de sangue foram centrifugadas a 3500 rota¢Ges por
minuto (rpm). Retirou-se, com o auxilio de uma pipeta calibrada, o plasma das amostras que

foi armazenado em freezer a -20°C.

4.6.3 Dosagem de creatinina plasmatica e urinaria

Para a determinacdo de creatinina no plasma e na urina, foi utilizado o método de
Jaffé modificado. A creatinina reage com o picrato alcalino (NaOH + &cido picrico) formando
um complexo de cor vermelha, a intensidade da cor formada € proporcional a concentracao de
creatinina na amostra. Para a realizacdo do teste, utilizou-se o kit creatinina K (Ref.:96) da
Labtest®, Brasil.

Para a dosagem de creatinina plasmatica, adicionou-se 0,1mL de padrdo ou
amostra a 1 mL de picrato alcalino e realizou-se a leitura em espectrofotometro a 520nm. Os
resultados foram expressos em mg/dL.

Para a dosagem de creatinina urinaria, a urina foi diluida a uma propor¢édo de

1:25. Em seguida, realizaram-se 0s procedimentos descritos anteriormente.

4.6.4 Calculo da taxa de filtracao glomerular

A fim de verificar a funcdo renal dos animais, calculou-se a taxa de filtragdo
glomerular, através do clearence de creatinina, usando-se a seguinte formula:Clcreat = CU
xV/ Cpxt.
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Na qual:

CU = creatinina urinaria, em mg/dL;
V = volume urinario, em mL;

Cp = creatinina plasmatica, em mg/dL;
t = tempo, em min.

Os valores foram expressos em mL/min.

4.6.5 Determinacdo de ureia plasmética

Para determinar a concentracao de ureia plasmatica nas amostras em estudo, usou-
se 0 kit Ureia CE (Ref. 27) da Labtest®, Brasil. Utilizou-se 0 método colorimétrico do azul de
indofenol. A intensidade da cor formada é proporcional a quantidade de ureia na amostra.
Seguiu-se o seguinte procedimento:

Adicionou-se 0,01 mL do padrédo ou amostras a 1 mL do reagente de uso Urease
Tamponada, misturou-se e incubou-se por 5 min a 37°C. Adicionou-se 1 mL do Oxidante de
uso a cada tubo, misturou-se e incubou-se por 5 min a 37°C. A absorbéncia foi determinada

em 600 nm, e os resultados foram expressos em mg/dL.

4.6.6 Determinacédo da fracdo de excrecdo de sodio e potassio

A fim de determinar a fracdo de excrecdo de sodio e potassio, utilizou-se um
analisador de eletrélitos 9180 (Roche®, Brasil). Posteriormente, calcularam-se as fracdes de
excrecdo de sdédio e potassio, a partir da seguinte formula:

FENa" ou K*= 100 x Na* ou CL"U x CrP, na qual:

Na* ou CLP x CrU

Na* ou CL'U = sédio ou potassio urinario

CrP = creatinina plasmaética
Na* ou CLP = s6dio ou potassio plasmatico
CrU = creatinina urinaria

Os resultados foram expressos em %.
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4.6.7 Determinacdo dos Niveis de Glutationa Reduzida (GSH)

Para a determina¢ao da glutationa reduzida (y-glutamil-L-cisteinilglicina, GSH), o
homogenato dos rins esquerdos coletados foi preparado com 0,02 M de EDTA. As amostras
foram misturadas ao acido tricloroacético a 50%, centrifugado (3000 RPM, 15 min, 4°C), 400
uL do sobrenadante foi adicionado a 800 ul de tampdo Tris-HCI (0,4 M, pH 8,9) e 20 ul de
DTNB (5,5'-ditiobis- (acido 2-nitrobenzéico)). Por fim, a absorbancia foi medida por
espectrofotometria a 412 nm (UV ASYS 340, Biochrom, Cambridge, Reino Unido). Os
resultados foram expressos em pg/g de tecido.

Sob condic¢Bes oxidantes, duas moléculas de GSH doam um elétron para cada
GSSG, que pode ser reduzido novamente para GSH pela acdo da enzima GSSG redutase
(GR). Um decréscimo das concentracbes de GSH e/ou alta concentracdo de GSSG e uma
baixa relacdo das concentracBes dessas duas moléculas (razdo GSH/GSSG) sdo interpretadas
como prova de desequilibrio redox (GIUSTARINI et al., 2011).

4.6.8 Determinacao da producgéo de Nitrito/nitrato (NOx)

A fim de avaliar os efeitos na producdo de NO do tratamento realizado nos
animais submetidos a I/R renal, foram determinados niveis de nitrito em homogenatos dos
tecidos renais coletados. Cada tecido foi macerado em uma proporc¢do de 50 mg em 500 pL
de cloreto de potassio (KCI) a 1,15%. O homogenato foi centrifugado em tubos a uma rotagéo
de 5000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi coletado e submetido para analise de NOX.
A dosagem de nitrito foi obtida como um indicador da producdo de 6xido nitrico, por meio da
determinacdo total de nitrito/nitrato (NO2/NO3’) em tecido renal. A dosagem de NO2 foi
feita pelo método colorimétrico baseado na reacdo de Griess (GREEN et al., 1982). Para o
experimento, 100 pL do reativo de Griess (sulfanilamida a 1%/ cloridrato de N-(1-naftil)-
etilenediamina 0,1%/ acido fosférico a 5%/ agua destilada na proporcdo de 1:1:1:1) foi
adicionado a 100 pL do sobrenadante do homogenato tecidual e incubado a temperatura
ambiente por 10 minutos. Em condi¢Ges acidas, o nitrito reage com a sulfonilamida formando
um composto intermediario, o sal diazdnico. Em seguida, esse sal reage com o N-naftil-
etilenodiamina (NEED) formando um azo estavel de coloragdo parpura, com o pico de

absorbancia em 540nm.
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4.6.9 Imunohistoquimica para TNF-a e iNOS

A imunohistoquimica foi realizada com a utilizacdo do método da estreptavidina-
biotina-peroxidase (HSU; RAINE, 1981). Os cortes dos tecidos foram desparafinizados (ver
item 4.4.10), hidratados em xilol e alcool e imersos em tampdo citrato 0,1M (pH 6), sob
aquecimento em forno de micro-ondas por 18 minutos para a recuperagao antigénica. Apds o
resfriamento, obtido em temperatura ambiente durante 20 minutos, foram feitas lavagens com
solucdo tamponada de fosfato (PBS), intercaladas com o bloqueio da peroxidase enddgena
com solucéo de H202a 3% (15 minutos). Os cortes foram incubados durante a noite (4°C) com
anticorpos primariosde ratos(TNF-a e iNOS) diluidos 1:2000 em PBS com albumina sérica
bovina 5% (PBS-BSA), de acordo com o manual de cada fabricante. Apos a lavagem no dia
seguinte, foi feita a incubacdo com o anticorpo secundario (de detec¢do) biotinilado anti-lgG
de coelho, diluido 1:2000 em PBS/BSA, por 30 minutos. Depois de lavado, os cortes foram
incubados com complexo estreptovidina peroxidase conjugada (complexo ABC Vectastain®,
Vector Laboratories, Burlingane, CA, USA) por 30 minutos. Ap6s nova lavagem com PBS,
foi realizada a coloracdo com o cromoégeno 3,3"diaminobenzidine-peréxido (DAB). Por fim,
seguiu-se com a desidratacdo das amostras e montagem das laminas para analise. As laminas
foram observadas em microscépio Nikon Eclipse Nis. Software Nis 4.0. A mensuragdo semi-
guantitativa da imunomarcacdo foi realizada por densidade Otica relativa com o uso do

programa Image J (NIH, EUA).

4.7 Analise Estatistica

Para analise de dados, foi utilizado o software estatistico GraphPad® Prism v7.0.
Nos ensaios de perfusdo renal, utilizou-se teste t de Student seguido por analise de variancia
fator duplo (Two-Way ANOVA)que, por sua vez, foi seguida pelo pos-teste de Tukey. Para
analise das demais metodologias, utilizou-se analise de variancia One-Way ANOVA e pos-
teste de Tukey. Os resultados foram apresentados como Média = Erro Padrdo da Média

(E.P.M.), Valores de p <0,05 foram considerados significativos para a analise.
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5 RESULTADOS

5.1 Efeitos dos complexos de ruténio na perfusdo de rim isolado de ratos

Os resultados mostraram ndo s6 aumento da pressao de perfusdo (PP) nos grupos
FOR 811A 1,0 umol/L e FOR 011A 1,0 pmol/L nos tempos 60, 90 e 120 minutos em
comparacdo ao controle externo e o grupo NPS (controle positivo), como também, aumento
da PP nos tempos 90 e 120 min em relacdo ao controle interno (Tabela 4, Figura 11).

A Resisténcia vascular renal (RVR) mostrou aumento significativo nos tempos
60, 90 e 120 min,no grupo FOR 811A 1,0 umol/L, quando comparado ao controle externo e
ao grupo NPS,e no grupo FOR 011 A 1,0 umol/L, quando comparado ao controle externo e
ao grupo NPS nos tempos 90 e 120 min (Tabela 5, Figura 12).

O fluxo urinério (FU) no tempo 120 min, aumentou significativamente nos grupos
FOR 811A 1,0 umol/L e FOR 011A 1,0umol/L em relagdo ao grupo NPS e em relagcdo ao
controle interno (Tabela 6, Figura 13).

O ritmo de filtracdo glomerular (RFG) ndo mostrou alteracGes significativas em
nenhum grupo estudado (Tabela7, Figura 14).

O percentual de transporte tubular de sédio (%TNa*) no grupo FOR 811A 0,3
pumol/L apresentou diminui¢do aos 120 min quando comparado ao controle interno. O grupo
FOR 811A 1,0 umol/L demonstrou diminuicdo significativa em relacdo ao grupo NPS (60 e
90 min) e em relacdo ao controle interno (60, 90 e 120 min). J& o grupo FOR 011A 1,0
pumol/Lapresentou diminuicdo do TNa* em relacdo ao controle interno aos 60 min e,aos 60 e
90 min, em relacdo ao grupo NPS(Tabela 8, Figura 15).

O percentual de transporte proximal de sédio (%pTNa*) no grupo FOR 811A 0,3
pmol/L mostrou diminuicdo aos 90 e 120 min em compara¢do ao controle interno. No grupo
FOR 811A 1,0 pmol/L, o pTNa*diminuiu aos 60 min quando comparado ao grupo NPS e aos
60, 90 e 120 min quando comparado ao controle interno. O grupo FOR 011A 1,0 umol/L
mostrou diminuicdo significativa aos 60 min na compara¢do com o controle interno e grupo
NPS(Tabela 9, Figura 16).

No que se refere ao percentual de transporte tubular de potassio (%TK™), o grupo
FOR 811A 0,3 pmol/L mostrou diminuicdo significativa nos tempos 60, 90, 120 min em
relacdo aos controles externo e interno e NPS. J& o grupo FOR 811A 1,0 umol/L mostrou
diminuicdo significativa em relacdo ao controle interno aos 60 e 90 min(Tabela 10, Figura
17).
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Em relacdo ao percentual de transporte proximal de potéssio (%pTK™), o grupo
FOR 811A 0,3 pmol/L mostrou diminuicdo significativa nos tempos 60, 90, 120 min em
relacdo aos controles interno e externo,e nos tempos 90 e 120, em relacdo ao grupo NPS. Ja o
grupo FOR 811A 1,0 umol/L mostrou diminuigéo significativa em relacdo ao controle interno
aos 60 e 90 min (Tabela 11, Figura 18).

A avaliagdo do percentual de transporte tubular de cloreto (%TCI) mostrou
diminuicdo significativa no grupo FOR 811A 0,3 pmol/L aos 90 e 120 min quando
comparado ao controle interno e aos 90 min quando comparado ao grupo NPS. No grupo
FOR 811A 1,0 umol/L, também houve diminuicdo significativa do %TCI" aos 60, 90 e 120
quando comparado ao controle interno e aos 60 e 90 min quando comparado ao grupo NPS. O
grupo FOR 011A 1,0 umol/L teve diminuicdo significativa do TCI" nos tempos 60 e 120 em
comparacgao ao controle interno e 60 e 90 em relacdo ao grupo NPS (Tabela 12, Figura 19).

A avaliacdo do percentual de transporte proximal de cloreto (%pTCI?) mostrou
diminuig&o significativa no grupo FOR 811A 0,3 pmol/L aos 60, 90 e 120 quando comparado
ao controle interno. No grupo FOR 811A 1,0 umol/L, também houve diminuicéo significativa
do %pTCI aos 60, 90 e 120 quando comparado ao controle interno e aos 60 min também
demonstrou diminuicéo significativa em comparagdo com o controle externo e grupo NPS. O
grupo FOR 011A 1,0 umol/L teve diminuicéo significativa do %pTCI nos tempos 60 e 120
em comparacao ao controle interno e aos 60 min em relacdo ao grupo NPS (Tabela 13, Figura
20).
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Tabela 4 — Pressdo de perfusdo (PP) em mmHg nos grupos controle, NPS, FOR 811A 0,3
pmol/L, FOR 811A 1,0 umol/L e FOR 011A 1,0 pmol/L

Tempo Controle NPS FOR811A FOR811A FORO11A

0,3 umol/L 1,0 umol/L 1,0 umol/L

30 108,8+4,65 94,81+2,88  99,85+5,13 124,0+£7,50 118,5+3,80
60 110,20 +4,75  83,32+3,60  105,80+7,11  145,7+3,60* 139,9+4,50*
90 114,10 £5,10 87,04 £3,05  108,20+7,51 156,7+3,60"* 151,5+6,80"*
120 115,80 +5,06  97,70+4,98  107,746,84 165,4+1,80"* 167,8+5,80"*

Os dados foram expressos em média £ E.P.M. com andlise por teste T de Student ou Two-Way ANOVA e pos-
teste de Tukey. *P<0,05 para comparacéo entre os tempos 60, 90, 120 e o controle interno do grupo (tempo 30),
# P<0,05 para comparacdo em relagdo ao controle externo na mesma faixa de tempo, + P<0,05 para comparacao
em relacdo ao controle positivo (NPS) na mesma faixa de tempo.Fonte: elaborada pela autora.

Figura 11 — Pressdo de perfusdo (PP) nos grupos controle, NPS, FOR811A 0,3 umol/L,
FOR811A 1,0 pmol/L e FORO011A 1,0umol/L
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*P<0,05 para comparagéo entre os tempos 60, 90, 120 e o controle interno do grupo (tempo 30), #P<0,05 para
comparacdo em relacdo ao controle externo na mesma faixa de tempo, + P<0,05 para comparagéo em relagdo ao
controle positivo (NPS) na mesma faixa de tempo.



52

Tabela 5 —Resisténcia Vascular Renal (RVR) em mmHg/mL.g.min" nos grupos controle,

NPS, FOR 811A 0,3 pmol/L, FOR 811A 1,0 umol/L e FOR 011A 1,0 umol/L

Tempo Controle
30 5,88+1,08
60 5,5040,79
90 4,60+0,24
120 4,66+0,23

NPS

4,09+0,26
3,60+0,27
3,76%0,26
4,21+0,31

FOR811A
0,3 umol/L
4,88+0,82
4,95+0,86
4,28+0,47
3,94+0,25

FOR811A
1,0 umol/L
9,58+1,49
10,76+1,30%*
11,52+1,43%*
12,07+1,38%

FORO011A
1,0 pumol/L
6,89+1,03
8,63+1,04
9,39+1,12*
10,18+1,08*

Os dados foram expressos em média £ E.P.M. com andlise por teste T de Student ou Two-Way ANOVA e p6s-
teste de Tukey. # P<0,05 para comparacdo em relacdo ao controle externo na mesma faixa de tempo, + P<0,05
para comparagdo em relagdo ao controle positivo (NPS) na mesma faixa de tempo.Fonte: elaborada pela autora.

Figura 12-Resisténcia Vascular Renal (RVR) nos grupos controle, NPS, FOR811A 0,3
pmol/L, FOR811A 1,0 umol/L e FOR011A 1,0pmol/L
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#P<0,05 para comparacdo em relacdo ao controle externo na mesma faixa de tempo, + P<0,05 para comparagéo
em relacdo ao controle positivo (NPS) na mesma faixa de tempo.
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Tabela 6 — Fluxo urinario (FU) em (mL.g™.min"Y) nos grupos controle, NPS, FOR 811A 0,3
pmol/L, FOR 811A 1,0 umol/L e FOR 011A 1,0 pmol/L

Tempo Controle NPS FOR811A FOR811A FORO11A
0,3 umol/L 1,0 umol/L 1,0 umol/L

30 0,07+0,020 0,04+0,005 0,14+0,012 0,05+0,010 0,06+0,017
60 0,07+0,020 0,04+0,005 0,11+0,006 0,07+0,012 0,08+0,020
90 0,08+0,020 0,05+0,007 0,10+0,002 0,11+0,015 0,12+0,017
120 0,08+0,020 0,05+0,007 0,08+0,002 0,15+0,015*" 0,160,024

Os dados foram expressos em média £ E.P.M. com andlise por teste T de Student ou Two-Way ANOVA e pos-
teste de Tukey. *P<0,05 para comparacdo entre os tempos 60, 90, 120 e o controle interno do grupo (tempo 30),
+ P<0,05 para comparacdo em relacdo ao controle positivo (NPS) na mesma faixa de tempo.Fonte: Elaborada
pela autora.

Figura 13— Fluxo urinario (FU) nos grupos controle, NPS, FOR811A 0,3 umol/L, FOR811A
1,0 pmol/L e FOR011A 1,0pmol/L
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* P<0,05 para comparagao entre os tempos 60, 90, 120 e o controle interno do grupo (tempo 30), + P<0,05 para
comparacdo em relacdo ao controle positivo(NPS) na mesma faixa de tempo.



54

Tabela 7 — Ritmo de Filtragdo Glomerular (RFG) em mL.g~.min" nos grupos controle, NPS,
FOR 811A 0,3 umol/L, FOR 811A 1,0 umol/L e FOR 011A 1,0 umol/L

Tempo Controle NPS FOR811A FOR811A FORO11A
0,3 umol/L 1,0 umol/L 1,0 umol/L
30 0,44+0,14 0,43+0,05 0,50+0,09 0,34+0,05 0,34+0,09
60 0,30+0,08 0,2340,03 0,43+0,05 0,18+0,03 0,26+0,06
90 0,3240,07 0,26+0,05 0,39+0,05 0,32+0,04 0,39+0,05
120 0,3310,07 0,24+0,04 0,29+0,03 0,47+0,05 0,53+0,08

Os dados foram expressos em média + E.P.M. com analise por teste T de Student ou Two-Way ANOVA e pds-
teste de Tukey. *P<0,05 para comparacao entre os tempos 60, 90, 120 e o controle interno do grupo (tempo 30),
+ P<0,05 para comparacdo em relacdo ao controle positivo (NPS) na mesma faixa de tempo.Fonte: Elaborada
pela autora.

Figura 14 — Ritmo de Filtracdo Glomerular (RFG) nos grupos controle, NPS, FOR811A 0,3
pmol/L, FOR811A 1,0 umol/L e FOR011A 1,0 umol/L
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Os dados analisados ndo apresentaram diferencas significativas.
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Tabela 8 —Percentual de transporte tubular de sédio (%TNa*)nos grupos controle, NPS, FOR
811A 0,3 pumol/L, FOR 811A 1,0 umol/L e FOR 011A 1,0 pumol/L

Tempo

30
60
90
120

Controle

88,74+1,36
76,62+3,69
73,60+4,39
70,85%5,73

NPS FOR811A
0,3 umol/L

92,85+1,13 85,83+1,22
87,88+1,49 72,94+2,64
87,31+1,15 71,29+2,50
81,60+2,86 68,11+3,39"

FORS811A FORO011A

1,0 pmol/L 1,0 pmol/L

87,21+1,67 84,17+1,03
63,23+3,88™ 66,37+2,14™
69,47+1,99™ 71,12+1,90*
68,54+1,84" 70,70+1,86

Os dados foram expressos em média + E.P.M. com analise por teste T de Student ou Two-Way ANOVA e pds-
teste de Tukey. *P<0,05 para comparacéo entre os tempos 60, 90, 120 e o controle interno do grupo (tempo 30),
+ P<0,05 para comparacdo em relagdo ao controle positivo (NPS) na mesma faixa de tempo.Fonte: elaborada

pela autora.

Figura 15— Percentual de transporte tubular de sédio (%TNa*) nos grupos controle, NPS,
FOR811A 0,3 umol/L, FOR811A 1,0 pmol/L e FOR011A 1,0pumol/L
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* P<0,05 para comparacao entre os tempos 60, 90, 120 e o controle interno do grupo (tempo 30), + P<0,05 para
comparacdo em relacdo ao controle positivo (NPS) na mesma faixa de tempo.
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Tabela 9 — Percentual de transporte proximal de sédio (%pTNa*) nos grupos controle, NPS,
FOR 811A 0,3 umol/L, FOR 811A 1,0 umol/L e FOR 011A 1,0 umol/L

Tempo Controle NPS FOR811A FOR811A FORO11A
0,3 umol/L 1,0 umol/L 1,0 umol/L

30 89,20+1,54 90,98+1,11 84,37+1,22 87,21+1,66 83,66+1,02
60 75,70+3,43 82,37+1,68 70,16+3,12 63,23+3,87" 65,12+2,07"™*
90 72,16+4,32 82,79+1,40 67,89+2,65" 69,47+1,99" 70,76+1,89
120 69,7345,60 77,99+2,92 64,63+3,47" 68,54+1,83" 70,31+1,97

Os dados foram expressos em média + E.P.M. com analise por teste T de Student ou Two-Way ANOVA e p6s-
teste de Tukey. *P<0,05 para comparacao entre os tempos 60, 90, 120 e o controle interno do grupo (tempo 30),
+ P<0,05 para comparacdo em relagdo ao controle positivo (NPS) na mesma faixa de tempo.Fonte: elaborada
pela autora.

Figura 16 — Percentual de transporte proximal de sédio (%pTNa*)nos grupos controle, NPS,
FOR811A 0,3 pumol/L, FOR811A 1,0 umol/L e FOR011A 1,0umol/L
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* P<0,05 para comparagao entre os tempos 60, 90, 120 e o controle interno do grupo (tempo 30), + P<0,05 para
comparacdo em relacdo ao controle positivo (NPS) na mesma faixa de tempo.



Tabela 10 — Percentual de transporte tubular de potassio (%TK*)nos grupos controle, NPS,
FOR 811A 0,3 umol/L, FOR 811A 1,0 umol/L e FOR 011A 1,0 umol/L

Tempo Controle NPS FOR811A FOR811A FORO11A
0,3 umol/L 1,0 umol/L 1,0 umol/L

30 78,01+2,10 83,26+1,83 71,51+1,92 76,52+2,60 77,1442,04
60 61,58+4,27 62,38+3,17  39,66+4,35%" 42,39+5,32" 58,89+2,70
90 61,25+4,18 64,58+2,69  34,89+3,88"" 53,37+5,13" 63,85+3,07
120 61,3545,34 60,76+6,99  29,96+4,71%" 55,89+4,17 65,56+2,57

Os dados foram expressos em média + E.P.M. com analise por teste T de Student ou Two-Way ANOVA e pds-
teste de Tukey. *P<0,05 para comparacao entre os tempos 60, 90, 120 e o controle interno do grupo (tempo 30),
# P<0,05 para comparacdo em relagdo ao controle externo na mesma faixa de tempo, + P<0,05 para comparacéo
em relacdo ao controle positivo (NPS) na mesma faixa de tempo.Fonte: elaborada pela autora.

Figura 17 — Percentual de transporte tubular de potassio (%TK*)nos grupos controle, NPS,
FOR811A 0,3 umol/L, FOR811A 1,0 umol/L e FOR011A 1,0pumol/L
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* P<0,05 para comparagdo entre os tempos 60, 90, 120 e o controle interno do grupo (tempo 30), #P<0,05 para
comparacdo em relacdo ao controle externo na mesma faixa de tempo, + P<0,05 para comparagédo em relacdo ao

controle positivo (NPS) na mesma faixa de tempo.



Tabela 11 — Percentual de transporte proximal de potassio (%pTK*)nos grupos controle, NPS,
FOR 811A 0,3 umol/L, FOR 811A 1,0 umol/L e FOR 011A 1,0 umol/L

Tempo Controle NPS FOR811A FOR811A FORO11A
0,3 umol/L 1,0 umol/L 1,0 umol/L

30 78,47+1,93 81,40+1,84 70,04+2,10 75,88+2,64 76,63+1,97
60 60,65+4,10 56,87+3,43 39,51+4,53™% 39,4315,42" 57,64+2,69
90 59,80+4,19 60,06+2,94  35,97+4,46™%" 52,6815,72" 63,50+3,06
120 60,2345,32 57,15+7,06  31,93+6,23%* 54,54+4,43 65,17+2,70

Os dados foram expressos em média + E.P.M. com analise por teste T de Student ou Two-Way ANOVA e pds-
teste de Tukey. *P<0,05 para comparacao entre os tempos 60, 90, 120 e o controle interno do grupo (tempo 30),
# P<0,05 para comparacdo em relagdo ao controle externo na mesma faixa de tempo, + P<0,05 para comparacéo
em relacdo ao controle positivo (NPS) na mesma faixa de tempo.Fonte: elaborada pela autora.

Figura 18 — Percentual de transporte proximal de potassio (%pTK™)nos grupos controle, NPS,
FOR811A 0,3 umol/L, FOR811A 1,0 pmol/L e FOR011A 1,0pumol/L
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*P<0,05 para comparacdo entre os tempos 60, 90, 120 e o controle interno do grupo (tempo 30), # P<0,05 para
comparacdo em relacdo ao controle externo na mesma faixa de tempo, + P<0,05 para comparacao em relacéo ao
controle positivo (NPS) na mesma faixa de tempo.
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Tabela 12 — Percentual de transporte tubular de cloreto (%TCI") nos grupos controle, NPS,
FOR 811A 0,3 umol/L, FOR 811A 1,0 umol/L e FOR 011A 1,0 umol/L

Tempo Controle NPS FOR811A FOR811A FORO11A
0,3 umol/L 1,0 umol/L 1,0 umol/L

30 86,82+1,33 91,30+1,29 83,31+1,33 84,98+1,92 81,60+1,14
60 73,34+3,59 84,67+1,76 67,99+2,72 56,59+4,56"* 61,15+2,16™
90 70,56+4,25 84,10+1,35 65,86+2,60™" 64,45+2,59™ 66,96+2,05*
120 68,40+5,59 78,00+3,21 63,71+3,50" 63,79+2,61" 65,35+2,73"

Os dados foram expressos em média + E.P.M. com analise por teste T de Student ou Two-Way ANOVA e pds-
teste de Tukey. *P<0,05 para comparacdo entre os tempos 60, 90, 120 e o controle interno do grupo (tempo 30),
# P<0,05 para comparacdo em relagdo ao controle externo na mesma faixa de tempo, + P<0,05 para comparacéo
em relacdo ao controle positivo (NPS) na mesma faixa de tempo.Fonte: elaborada pela autora.

Figura 19 — Percentual de transporte tubular de cloreto (%TCl)nos grupos controle, NPS,
FOR811A 0,3 pumol/L, FOR811A 1,0 umol/L e FOR011A 1,0umol/L
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* P<0,05 para comparacéo entre os tempos 60, 90, 120 e o controle interno do grupo (tempo 30), #P<0,05 para
comparacdo em relacdo ao controle externo na mesma faixa de tempo, + P<0,05 para comparagéo em relagdo ao
controle positivo (NPS) na mesma faixa de tempo.
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Tabela 13 — Percentual de transporte proximal de cloreto (%pTCI)nos grupos controle, NPS,
FOR 811A 0,3 umol/L, FOR 811A 1,0 umol/L e FOR 011A 1,0 umol/L

Tempo

30

60

90
120

Controle

87,28+1,51
72,41+3,34
69,11+4,19
67,28+5,47

NPS

89,44+1,28
79,16+1,96
79,58+1,60
74,39+3,27

FORS811A
0,3 umol/L
81,85+1,48
65,22+3,19"
62,46+2,81"
60,22+3,63"

FORS811A
1,0 umol/L
84,33+1,88

53,63+4,20"

63,16+2,93"
62,44+2,83"

FORO011A
1,0 umol/L
81,09+1,16
59,90+2,14™
66,61+2,03
64,96+2,84"

Os dados foram expressos em média £ E.P.M. com analise por teste T de Student ou Two-Way ANOVA e p0s-
teste de Tukey. *P<0,05 para comparacéo entre os tempos 60, 90, 120 e o controle interno do grupo (tempo 30),
# P<0,05 para comparacdo em relagdo ao controle externo na mesma faixa de tempo, + P<0,05 para comparacao

em relacdo ao controle positivo (NPS) na mesma faixa de tempo.Fonte: elaborada pela autora.

Figura 20— Percentual de transporte proximal de cloreto (%pTCl)nos grupos controle, NPS,
FOR811A 0,3 umol/L, FOR811A 1,0 umol/L e FOR011A 1,0pumol/L
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* P<0,05 para comparagéo entre os tempos 60, 90, 120 e o controle interno do grupo (tempo 30), #P<0,05 para
comparacdo em relacdo ao controle externo na mesma faixa de tempo, + P<0,05 para comparagdo em relacdo ao
controle positivo (NPS) na mesma faixa de tempo.
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Quadro 2 —Resumo dos resultados obtidos em perfusdo de rim isolado de rato nos grupos
controle, NPS, FOR811A 0,3 umol/L, FOR811A 1,0 umol/L e FOR011A 1,0umol/L

PP RVR FU RFG %TNa* | %pTNa* | %TK* | %TpK* | %TCIl | %TpCl
Controle
NPS
. 1607 | |60 . 160"
FOR 811A . 190 . | oo™ K
1120 . 90" 1 90" . 90
0,3umol/L 120 120
207" 120™* 120"
160 . . .
160%9 1607 - . . 1607 | |60™*9
FORBLIA | . . .. |160790" | 60 160 . .
012 1120™ 90™ . . . 90™ 0
1,0umol/L . 90%1 . 120 90 90 . .
0" 120 120 120
20#+
60#+
! * 180 |
FOR 011A 190 . 160790 . 160™
. 1120™ 160 9012 .
1,0pmol/L | 90™*1 | 120% * o 120
20*#+

* P<0,05 para comparacgéo entre os tempos 60, 90, 120 e o controle interno do grupo (tempo 30), #P<0,05 para
comparacdo em relacdo ao controle externo na mesma faixa de tempo, + P<0,05 para comparacdo em relacdo ao
controle positivo (NPS) na mesma faixa de tempo. Fonte: Elaborada autora.

5.1.1 Quantificacdo de GMPc por ELISA

Para a quantificacdo de GMPc (pmol/mL), foi realizado teste de ELISA nas
amostras de urina da perfusdo de rim isolado. Os resultados demonstraram o aumento
significativo de GMPc nos animais do grupo NPS em relacdo aos controles externo e interno
aos 90 e 120 minutos, como também, aumento de GMPc no grupo FOR 811 A 0,3 umol/L aos
120 min em relacdo aos controles interno e externo, e no grupo FOR 811 A 1,0 umol/L em
relagcdo aos controles externo e interno aos 60, 90 e 120 min e em relacdo ao grupo NPS aos
90 e 120 min. O grupo FOR 011 A 1,0 pumol/L mostrou diminuigdo significativa da
concentracdo de GMPc em relagdo ao grupo NPS aos 90 e 120 min. Ver Tabela 14 e Figura
21.
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Tabela 14 — Dosagem de GMPc (pmol/mL) nos grupos controle, NPS, FOR 811A 0,3
pmol/L, FOR 811A 1,0 pmol/L e FOR 011A 1,0 umol/L
Tempo Controle NPS FOR811A FOR811A FORO11A
0,3 umol/L 1,0 umol/L 1,0 umol/L
30 0,0936+0,0088  0,1062+0,0010 0,3144+0,0887 0,2889+0,0357 0,2250+0,1222

60 0,0904+0,0005  0,1273+0,0010 0,3088+0,0800 0,6047+0,1414™  0,2118+0,1097
90 0,0411+0,0002  0,4809+0,0010%  0,4019+0,0029  0,6679+0,1153"*  0,1192+0,0700*

120 0,0421+0,0008  0,4824+0,0010%  0,3902+0,0186™  0,6446+0,1810""  0,1034+0,0567*

Os dados foram expressos em média + E.P.M. com analise por teste T de Student ou Two-Way ANOVA e pos-
teste de Tukey. *P<0,05 para comparacao entre os tempos 60, 90, 120 e o controle interno do grupo (tempo 30),
# P<0,05 para comparacdo em relacdo ao controle externo na mesma faixa de tempo, + P<0,05 para comparacao
em relacéo ao controle positivo (NPS) na mesma faixa de tempo.Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 21 — Dosagem de GMPc (pmol/mL) em amostras de urina da perfusdao de rim isolado
de rato nos grupos controle, NPS, FOR811A 0,3 umol/L, FOR811A 1,0 umol/L e FOR011A
1,0umol/L
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* P<0,05 para comparagéo entre os tempos 60, 90, 120 e o controle interno do grupo (tempo 30), #P<0,05 para
comparacdo em relacdo ao controle externo na mesma faixa de tempo, + P<0,05 para comparacdo em relacdo ao
controle positivo (NPS) na mesma faixa de tempo.



63

5.1.2 Analise Histoldgica dos Rins Perfundidos com FOR 811 Ae FOR 011 A

A Figura 22corresponde as fotomicrografias do grupo controle externo com rins
direitos perfundidos apenas com solucdo de Krebs-Hanseleit e do grupo controle positivo com
rins perfundidos com NPS1,0 pmol/L. O grupo controle internondo apresentou alteracfes na
arquitetura renal. J& o grupo controle positivo com NPS 1,0 umol/L apresentou alteraces
como deposicdo de material protéico intratubular, tumefacdo tubular, degeneracdo hidrdpica
vacuolar e tubular.

A Figura 23 mostra as fotomicrografias da analise histoldgica de rins direitos dos
grupos perfundidos com os compostos em estudo. O grupoFOR 811 A 0,3 pumol/L néo
apresentou alteracGes na arquitetura renal.J4 o grupo que recebeu FOR 811 A 1,0 umol/L
mostrou alteracbes na arquitetura renal como deposicdo de material protéico intratubular,
atrofia glomerular, tumefacdo glomerular e degeneragdo tubular. Ogrupo FOR 011 A 1,0
pumol/L também mostrou alteracbes na arquitetura renal, como presenga intratubular de
material protéico, tumefacdo glomerular, degeneracdo tubular, tumefacdo tubular einfiltrado

inflamatorio discreto.
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Figura 22—-Fotomicrografias representativas de rins de ratos, demonstrando o cortex, juncéo

cortex-medular e medula interna.Coloragdo Hematoxilina-Eosina, 400x. Microscopio Nikon
Eclipse/Software Nis 4.0
Cortex Juncédo Cortex-medular Medula interna

Grupo controle (A-C) de rins perfundidos apenas com solucdo de Krebs-Hanseleit modificada (RD), nédo
apresentando alteracBes na arquitetura renal. Grupo NPS 1,0 umol/L (D-F) mostrando cértex com deposi¢éo de
material protéico intratubular (1) e tumefacdo tubular (2); a regido cértex-medular com deposicdo de material
protéico intratubular(1) e degeneracdo hidropica vacuolar (3); e medula interna com deposi¢do de material
protéico intratubular (1) e degeneragdo tubular (4). As setas apontam as alteracfes.Fonte: Laboratorio de
Morfologia Experimental Comparada (MEC) - UECE.
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Figura 23—-Fotomicrografias representativas de rins de ratos, demonstrando o cortex, juncdo
cortex-medular e medula interna. Coloracdo Hematoxilina-Eosina, 400x. Microscopio Nikon
Eclipse/Software Nis 4.0

Juncdo Cértex-medular Medula interna

O grupo FOR 811 A 0,3 umol/L (G-1) ndo apresentou alteragdes na arquitetura renal; no grupo FOR 811 A 1,0
pmol/L (J-L), o cértex apresentou deposicdo de material protéico intratubular(l) e atrofia glomerular (5); na
regido cortex-medular observou-se deposicdo de material protéico intratubular (1) e tumefacdo glomerular (6); a
medula interna mostrou deposicao de material protéico intratubular (1) e degeneragdo tubular (7); no grupo FOR
011 A 1,0 umol/L (M-O) o cdrtex apresentou deposicdo de material protéico intratubular (1); tumefacéo
glomerular (6) e degeneracdo tubular (7); a regiao cértex-medular apresentou deposicdo de material proteico
intratubular (1) e tumefagdo tubular (2); na medula interna encontrou-se infiltrado inflamatério discreto (8). As
setas apontam as alteragdes. Fonte: MEC — UECE.
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5.2 Cultura de células e viabilidade celular

Com a finalidade de mensurar o percentual de células viaveis, realizou-se o teste
de reducdo do MTT com as substancias FOR 811 A e FOR 011 A (Tabela 15, Figuras 23 e
24).

Tabela 15 — Percentual de viabilidade das células LLC-MK2 tratadas com diferentes
concentracdes de FOR 811 A

%Viabilidade das células LLC-MK2
Controle 98,88+0,89

31,25umol/L 62,50umol/L 125 pmol/L 250 pmol/L 500 pumol/L  1000umol/L

FOR 811 A 97,12+0,76 96,84+0,68 95,87+0,94  97,71+0,58  82,96+0,67°  76,42+1,96"

FOR 011 A 98,37+0,79 97,68+0,69 96,43+1,47 90,45+0,73" 63,58+0,56"  55,43+1,60"
Os dados foram expressos como percentual de viabilidade £ EPM. A andlise estatistica foi realizada por One-

Way ANOVA seguida pelo teste de Tukey. *(p<0,05) vs. C-, #(p<0,05) vs. I/R. Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 24— Percentual de viabilidade das células LLC-MK2 tratadas com diferentes
concentracdes de FOR 811 A
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Os experimentos foram realizados com n=7. Os dados foram expressos como percentual de viabilidade +
EPM.C-: grupo controle, FOR 811 A: grupo tratado com o composto FOR 811 A (31,25, 62,5, 125, 250, 500,
1000 pmol/L). A andlise estatistica foi realizada porOne-Way ANOVA seguida pelo teste de Tukey. *(p<0,05)
vs. C-.
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Figura 25- Percentual de viabilidade das células LLC-MK2 tratadas com diferentes
concentragdes de FOR 011 A
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Os experimentos foram realizados com n=7. Os dados foram expressos como percentual de viabilidade + EPM.
C-: grupo controle, FOR 011 A: grupo tratado com o composto FOR 011 A (31,25, 62,5, 125, 250, 500, 1000
pmol/L). A andlise estatistica foi realizada porOne-Way ANOV A seguida pelo teste de Tukey. *(p<0,05) vs. C-

Com o objetivo de avaliar um possivel efeito protetor do FOR 811 A E FOR 011
A, as ceélulas submetidas a processo de anaerobiose foram tratadas com as substancias em

estudo e calculou-se o percentual de viabilidade (Tabela 16, Figuras 25 e 26).

Tabelal6 — Percentual de viabilidade das células LLC-MK2 submetidas ao modelo de I/R in
vitro
%Viabilidade das células LLC-MK?2
Controle 100,5+0,92
I/R 48,99+1,66"
31,25umol/L  62,50pmol/L 125 pmol/L 250 umol/L 500 pmol/L 1000umol/L
FOR 811 A 49,67+0,53°  49,38+0,53" 26,00+0,94% 14,38+0,67% 14,14+1,09% 8,59+1,05™
FORO011 A 50,14+155° 35,03+0,53% 32,03+1,50% 18,46+0,78™ 9,48+1,50"  9,42+1,25™

Os dados foram expressos como percentual de viabilidade £+ EPM. A andlise estatistica foi realizada por One-
Way ANOVA seguida pelo teste de Tukey. *(p<0,05) vs. C-, #(p<0,05) vs. I/R. Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 26— Percentual de viabilidade das células LLC-MK2 submetidas ao modelo de I/R in
vitro e tratadas com varias concentragdes de FOR 811 A
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Os dados foram expressos como percentual de viabilidade = EPM. C-: grupo controle, I/R: grupo submetido a
Isquemia/reperfusdo, I/R 011 A: grupo tratado com o composto FOR 811 A (31,25, 62,5, 125, 250, 500, 1000
pumol/L). A analise estatistica foi realizada porOne-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey. *(p<0,05) vs. C-,
#(p<0,05) vs. I/R.

Figura 27— Percentual de viabilidade das células LLC-MK2 submetidas ao modelo de I/R in
vitro e tratadas com varias concentragcdes de FOR 011 A
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Os dados foram expressos como percentual de viabilidade £ EPM. C-: grupo controle, I/R: grupo submetido a
Isquemia/reperfuséo, I/R 011 A: grupo tratado com o composto FOR 011 A (31,25, 62,5, 125, 250, 500, 1000
pmol/L).A analise estatistica foi realizada porOne-Way ANOVA seguida pelo teste de Tukey. *(p<0,05) vs.nC-,
#(p<0,05) vs. I/R.

Pelo ensaio de toxicidade pelo MTT e pela avaliacdo da protecdo na placa de
anaerobiose, escolheu-se a concentracdo de 31,25 pmol/Ldas duas substéncias para se
proceder com 0 ensaio da avaliagdo do potencial transmembrénico mitocondrial pela

rodamina. A rodamina (Rho 123) é um corante capaz de revelar mitocondrias de células



69

viaveis, avaliando, desse modo, o potencial mitocondrial que esta representado nas Figuras 27
e 28.

Figura 28— Analise da respiracao celular do FOR 811 A (31,25 pumol/L) com o uso do corante

rodamina
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Os dados foram expressos como percentual de viabilidade + EPM. C-: grupo controle, I/R: grupo submetido a
Isquemia/reperfusdo, I/R 011 A: grupo tratado com o composto FOR 811 A (31,25 umol/L). A analise estatistica
foi realizada porOne-Way ANOVA seguida pelo teste de Tukey. *(p<0,05) vs. C-, #(p<0,05) vs. I/R.

A substancia FOR 811 A aumentou significativamente a fluorescéncia relativa nos
pocos tratados em relacdo ao grupo I/R (0,74+0,02 vs. 0,46+0,02, respectivamente),mas nao
em relacdo ao grupo controle (0,74+0,02 vs. 1,00 vs. 0,01), demonstrando um potencial efeito
protetor sobre o efeito de disfuncdo da respiracdo celular e da cadeia transportadora de
elétrons causado pela lesdo por I/R (Figura 28). No entanto, a substancia FOR 011 Ana
concentracdo estudada, diminuiu a fluorescéncia relativa nos pogos tratados em relacdo ao
grupo isquemia (0,35+0,02 vs. 0,46+0,02, respectivamente) e em relacdo ao grupo controle
(0,35+0,02 vs. 1,00+0,01) (Figura29). A Figura 30 demonstra o histograma representativo
relativo a distribuicdo populacional da fluorescéncia, confirmando os dados estatisticos
obtidos.
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Figura 29—-Analise da respiracdo celular do FOR 011 A (31,25 pmol/L) com o uso do corante

rodamina
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Os dados foram expressos como percentual de viabilidade = EPM. C-: grupo controle, I/R: grupo submetido a
Isquemia/reperfusdo, I/R 011 A: grupo tratado com o composto FOR 011 A (31,25 umol/L). A analise estatistica
foi realizada porOne-Way ANOVA seguida pelo teste de Tukey. *(p<0,05) vs. C-, #(p<0,05) vs. I/R.

Figura 30— Histograma representativo da analise do potencial mitocondrial pela utiliza¢do do

corante de rodamina
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Os picos representama contagem de eventos (células) que apresentam a respectiva fluorescéncia.
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5.3 Efeito do FOR 811 A sobre os marcadores de fungéo renal

Baseado nos resultados de I/R invitro, nos quais 0 FOR 811 A demonstrou uma
potencial protecdo em células que sofreram lesdo por I/R, e com a finalidade de comprovar
esse efeito, foram realizados experimentos de I/R in vivo.

Para avaliar um possivel efeito protetor do FOR 811 A (10mg/Kg) na leséo renal
aguda por I/R, foram medidos os niveis plasmaticos de creatinina e ureia das amostras de
plasma de 48 horas apds o inicio da reperfusdo (Figura 31 e 32). Os animais que sofreram
lesdo, grupo I/R, apresentaram niveis de creatinina e ureiaplasméticas significativamente
maiores do que os animais do grupo SHAM (1,164+0,05 mg/dL vs. 0,57+0,02mg/dL) e
(174,3£24,66 mg/dL vs. 49,22+4,75 mg/dL), respectivamente. O grupo tratado com o FOR
811A mostrou diminuicdo significativa dos niveis de creatinina e ureia plasméatica quando
comparado ao grupo I/R (0,96+0,06 vs. 1,164+0,05 mg/dL) e (89,25+5,34 mg/dL vs.
174,3+24,66), respectivamente.

Figura 31— Efeito do tratamento com FOR 811 Anos niveis de creatinina plasmatica em

animais que sofreram LRA por I/R
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A Figura mostra o efeito do FOR 811 A nos niveis plasmaticos de creatinina apés lesao renal aguda por I/R. Os
valores da Figura expressam a média + E.P.M. da concentra¢cdo de creatinina plasmatica em mg/dL nos
diferentes grupos experimentais. Grupos: SHAM: controle; 811A: controle tratado com FOR 811 A (10mg/kg,
i.p.); I/R: isquemia/reperfusdo; I/R811A: I/R tratado com FOR 811 A (10mg/kg, i.p.). A andlise estatistica foi
realizada porOne-Way ANOVA seguida pelo teste de Tukey. #(p<0,05) vs. SHAM, *(p<0,05) vs. I/R.
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Figura 32—Efeito do tratamento com FOR 811 A nos niveis de ureia plasmatica em animais
que sofreram LRA por I/R
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A Figura mostra o efeito do FOR 811 A nos niveis plasmaticos de ureia apés lesdo renal aguda por I/R. Os
valores da Figura expressam a média + E.P.M. da concentracdo de ureia plasméatica em mg/dL nos diferentes
grupos experimentais. Grupos: SHAM: controle; 811A: controle tratado com FOR 811 A (10mg/kg, i.p.); I/R:
isquemia/reperfusdo; I/R811A: I/R tratado com FOR 811 A (10mg/kg, i.p.). A andlise estatistica foi realizada
porOne-Way ANOVA seguida pelo teste de Tukey. #(p<0,05) vs. SHAM, *(p<0,05) vs. I/R.

Observa-se na Figura 33 a diminuicéo significativa da taxa de filtracdo glomerular
(TFG) no grupo I/R comparado ao grupo SHAM (0,27+0,04 ml/min vs. 0,70+0,10) e reverséo
desse efeito no grupo tratado com o FOR 811 A em comparagdo ao grupo que sofreu LRA
(0,5940,07 ml/min vs. 0,27+0,04 ml/min).
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Figura 33— Efeito do tratamento com FOR 811 A na taxa de filtracdo glomerular em animais

que sofreram LRA por I/R
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A Figura mostra o efeito do FOR 811 A na taxa de filtracdo glomerular (TFG) ap6s lesdo renal aguda por I/R. Os
valores da Figura expressam a média = E.P.M. da TFG em mL/min nos diferentes grupos experimentais.
Grupos: SHAM: controle; 811A: controle tratado com FOR 811 A (10mg/kg, i.p.); I/R: isquemia/reperfusdo;
I/R811A: I/R tratado com FOR 811 A (10mg/kg, i.p.). A analise estatistica foi realizada por One-Way ANOVA
seguida pelo teste de Tukey. #(p<0,05) vs. SHAM, *(p<0,05) vs. I/R.

5.4 Efeito do FOR 811 A sobre a fun¢ao tubular

Com o intuito de avaliar a funcdo tubular, calculou-se a fracdo de excrecdo de
sodio (FENa®) que representa o percentual de sédio filtrado pelo glomérulo que nédo sofre
reabsorcdo. Na Figura 34, podemos verificar o aumento significativo da FENa*no grupo que
sofreu LRA em relagdo ao grupo SHAM (3,53%0,66 vs. 0,74+0,08). O FOR 811A atenuou

consideravelmente a FENa*em comparacdo ao grupo I/R (2,2+0,28 vs. 3,53+0,66).
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Figura 34 — Efeito do tratamento com FOR 811 A na fracdo de excrecdo de sodio em animais
que sofreram LRA por I/R
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A Figura mostra o efeito do FOR 811 A na fracdo de excrecdo de sodio (FENa*) apds lesdo renal aguda por I/R.
Os valores da Figura expressam a média + E.P.M. da FENa* nos diferentes grupos experimentais. Grupos:
SHAM: controle; 811A: controle tratado com FOR 811 A (10mg/Kkg, i.p.); I/R: isquemia/reperfusdo; I/R811A:
I/R tratado com FOR 811 A (10mg/kg, i.p.). A anélise estatistica foi realizada por One-way ANOVA seguida
pelo teste de Tukey. #(p<0,05) vs. SHAM, *(p<0,05) vs. I/R.

Também foi calculada a fracdo de excrecdo de potassio (FEK™) a fim de reforcar a
analise da funcdo tubular. Na Figura 35, observa-se que o grupo I/R mostrou aumento
consideravel da (FEK*) em relacdo ao grupo SHAM (333,50+83,48 vs. 88,73+18,87). O
grupo tratado com o FOR 811 A foi capaz de reduzir de forma significativa o aumento da
(FEK™) em relacdo ao grupo que sofreu a lesdo (154,8+20,96 vs. 333,50+83,48).
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Figura 35— Efeito do tratamento com FOR 811 A na fracdo de excre¢do de potdssio em
animais que sofreram LRA por I/R
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A Figura mostra o efeito do FOR 811 A na fragdo de excrecdo de potassio(FEK*) apds lesdo renal aguda por I/R.
Os valores da Figura expressam a média + E.P.M. da FEK* nos diferentes grupos experimentais. Grupos:
SHAM: controle; 811A: controle tratado com FOR 811 A (10mg/kg, i.p.); I/R: isquemia/reperfusdo; I/R811A:
I/R tratado com FOR 811 A (10mg/kg, i.p.). A anlise estatistica foi realizada porOne-Way ANOVA seguida
pelo teste de Tukey. #(p<0,05) vs. SHAM, *(p<0,05) vs. I/R.

5.5 Efeito do FOR 811 A sobre o dano oxidativo

5.5.1 Efeito do FOR 811 A sobre os niveis de glutationa reduzida (GSH) tecidual apds LRA
por I/R.

A Figura 36 mostra a determinacdo dos niveis de GSH. Um decréscimo em sua
concentracdo é tido com prova de desequilibrio redox. O grupo que sofreu LRA mostrou uma
diminuicdo dos valores de GSH em relacdo ao grupo SHAM (2536+£292,2mcg/g tecido vs.
4825+724,7mcg/g tecido), o que indica dano oxidativo no grupo I/R. O tratamento com FOR
811 A foi capaz de aumentar consideravelmente os niveis de GSH em comparacao ao grupo
I/R (5821+£347,6mcg/g tecido vs. 4825+724,7mcg/g tecido).
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Figura 36 — Niveis de GSH em tecido renal
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Efeito do FOR 811 A nos niveis de GSH ap06s lesdo renal por I/R. Os valores da Figura expressam a média +
E.P.M dos niveis teciduais de GSH nos diferentes grupos experimentais. Grupos: SHAM: controle; 811A:
controle tratado com FOR 811 A (10mg/kg, i.p.); I/R: isquemia/reperfusdo; I/R811A: I/R tratado com FOR 811
A (10mg/kg, i.p.). A andlise estatistica foi realizada porOne-Way ANOVA seguida pelo teste de Tukey.
#(p<0,05) vs. SHAM, *(p<0,05) vs. I/R.

5.5.2 Efeito do FOR 811 A sobre os niveis de nitrito/nitrato tecidual apés LRA por I/R

A Figura 37 mostra a determinacdo dos niveis de nitrito/nitrato em tecido renal. O
grupo I/R apresentou aumento dos valores de nitrito/nitrato em relagdo ao grupo SHAM
(1066+53,91nM/g tecido vs. 740,9+68,66 nM/g tecido). Observa-se uma tendéncia a
diminuicdo dos niveis de nitrito/nitrato no grupo tratado com FOR 811, mas ndomostrou
significancia em relacdo ao grupo que sofreu I/R, como também ndo mostrou diferenca

significativa em comparagéo ao grupo SHAM.
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Figura 37 — Niveis de nitrito/nitrato tecidual em tecido renal
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Efeito do FOR 811 A nos niveis de nitrito/nitrato apds lesdo renal por I/R. Os valores da Figura expressam a
média = E.P.M dos niveis teciduais de GSH nos diferentes grupos experimentais. Grupos: SHAM: controle;
811A: controle tratado com FOR 811 A (10mg/kg, i.p.); I/R: isquemia/reperfusdo; I/R811A: I/R tratado com
FOR 811 A (10mg/kg, i.p.). A andlise estatistica foi realizada porOne-way ANOVA seguida pelo teste de
Tukey. #(p<0,05) vs. SHAM, *(p<0,05) vs. I/R.

5.6 Efeito do FOR 811 A na marcacao imunohistoquimica para TNF-a e iNOS

A andlise imunohistoquimica dos tecidos renais dos animais isquemiados mostrou marcagédo
para a enzima iNOS, relacionada a processos inflamatdrios e para citocina TNF-a. O
tratamento com o FOR 811 A foi capaz de diminuir as marcac¢6es para iINOS nos grupos
SHAM (19,87+0,60) e I/R811 A(20,82+0,60) em relacdo ao grupo I/R (31,41+4,15), como
tambeém, foi capaz de diminuir as marcacfes para TNF-a nos grupos SHAM (22,2 £ 2,3) e
I/R811 A (22,82 + 1,14) em relagdo ao grupo I/R (35,56 + 2,1), 0 que € mostrado nas Figuras
38 (A-D)e39 (E-H).
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Figura 38— Fotomicrografias (200x) de imunohistoquimica para TNF-o
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Fotomicrografias (200x) de tubulos renais com marca¢do de imunohistoquimica para TNF-o nos grupos: A)
grupo controle, B) grupo I/R e C) grupo I/R 811A (10mg/Kg). Fonte: elaborada pela autora.

D)Mensuragao por densidade 6ptica da marcagdo de TNF-a em tecido renal
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Mensuragdo por densidade Optica da marcacdo de TNF-a em animais dos grupos: SHAM: controle; I/R:
isquemia/reperfusdo; I/R811A: I/R tratado com FOR 811 A (10mg/Kkg, i.p.). Os valores da Figura expressam a
média + E.P.M. da densidade 6pticanos diferentes grupos experimentais. A andlise estatistica foi realizada por
One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey. #(p<0,05) vs. SHAM, *(p<0,05) vs. I/R.
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Figura 39— Fotomicrografias (200x) de imunohistoquimica para iNOS
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Fotomicrografias (200x) de tdbulos renais com marcacdo de imunohistoquimica para iNOS nos grupos: E) grupo
controle, F) grupo I/R e G) grupo I/R 811A (10mg/Kg). Fonte: elaborada pela autora.

H) Mensuracdo por densidade optica da marcagdo de iNOS em tecido renal
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Mensuragdo por densidade Optica da marcacdo de INOS em animais dos grupos: SHAM: controle; I/R:
isquemia/reperfusdo; I/R811A: I/R tratado com FOR 811 A (10mg/kg, i.p.). Os valores da Figura expressam a
média + E.P.M. da densidade Optica nos diferentes grupos experimentais. A analise estatistica foi realizada por
One-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey. #(p<0,05) vs. SHAM, *(p<0,05) vs. I/R.
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6 DISCUSSAO

O sistema de perfusdo renal foi utilizado neste estudo com a finalidade de
compreender as alteragdes fisiologicas de complexos de ruténio em rim isolado de rato para a
analise de possiveis efeitos renais dos compostos FOR 811 A e FOR 011 A, excluindo a
influéncia de outros 6rgéos nos tecidos dos rins analisados. Esse modelo, portanto, possibilita
0 estudo da fisiologia renal de forma isolada (HU et al., 2010).

O nitroprussiato de sodio (NPS), usado como controle positivo, ndo mostrou acéo
em nenhum dos pardmetros analisados. Bastron e Kaloyanides (1972) mostraram o efeito do
NPS em rim isolado de cachorro e verificaram um aumento de 10% no fluxo sanguineo renal
gue ocasionou uma diminuicdo na RVR, enquanto o RFG ndo sofreu alteracdo. Apesar do uso
de alta concentracdo de NPS, verificou-se uma resposta fraca, o que leva a crer que esse
composto ndo é um potente vasodilatador renal em concentragdes clinicamente aceitaveis.

Broman et al. (2017), por sua vez, verificaram que rins submetidos a hipotermia
mostraram vasoconstricdo com aumento da pressdo de perfusdo, aumento de RVR e
diminuicdo do RFG. Quando esses rins foram perfundidos com NPS, esse farmaco se mostrou
incapaz de afetar o fluxo sanguineo renal e ritmo de filtracdo glomerular, o que pode ter
ocorrido devido ao mecanismo de autorregulagdo, o qual foi capaz de anular a acgdo
vasodilatadora do NO (BROMAN et al., 2017).

O rim apresenta mecanismos compensatorios, cuja funcdo é manter constante o
ritmo de filtracdo glomerular (RFG), denominados de autorregulacdo do RFG, nos quais ha
participacdo ativa das arteriolas aferente e eferente. A teoria miogénica aponta que as
arteriolas aferentes contraem sua musculatura lisa com o aumento da pressdo sanguinea e
aumento da resisténcia vascular renal, de forma a manter a pressdo intraglomerular e RFG
constantes. Ja a teoria da retroalimentacdo tubulo-glomerular, na qual a méacula densa
(localizada entre a porcdo espessa da alca de Henle e o tabulo distal) controla a quantidade de
cloreto de sodio que chega a ela, detecta alteracfes nos niveis de NaCl e no RFG do
glomérulo a que pertence, gera um sinal que alcanga a arteriola aferente, provocando a
dilatagédo ou contracéo, de acordo com a situacdo. No entanto, ainda ndo foi esclarecido como
se da esse sinal (ZATZ, 2012).

Em relagdo aos metalofarmacos em estudo, observou-se um aumento significante
na pressdo de perfuséo (PP) na concentragdo de 1,0 umol/L dos dois compostos, FOR 811 A e
FOR 011 A, em relacdo ao controle interno, externo e grupo NPS. O FOR 811 A demonstrou

aumento da resisténcia vascular renal (RVR) em todos os tempos em relacdo ao controle
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externo, enquanto o FOR 011 A apenas no tempo de 120 minutos. No grupo com o FOR 811
A 0,3 umol/L, ndo foram observadas alteracGes nos parametros PP e RVR. O fluxo urinério
aumentou significativamente aos 120 minutos nos grupos FOR 811 A 1,0 umol/L e FOR 011
A 1,0 umol/L, mas ndo demonstrou alteracao na dose de 0,3 pmol/L do FOR 811 A.

Apesar de se esperar uma atividade vasodilatadora dos compostos, visto que
estudo realizado por Silva (2009) mostrou que complexos de nitrosilo ruténio possuem
atividade vasodilatadora, no presente estudo verificou-se uma atividade contraria, como o
aumento na PP e na RVR que pode ser devido a uma atividade vasoativa das substancias
sobre as arteriolas aferentes e eferentes, 0 que provoca uma vasoconstricdo e aumento da
pressdo de perfusdo (WAECKEL et al., 2014).

O equilibrio do ténus vascular das arteriolas aferente e eferente é crucial para a
hemodinamica glomerular (ITO; ABE, 1996). A arteriola aferente participa diretamente da
determinacdo do fluxo sanguineo renal e da taxa de filtracdo glomerular em conjunto com as
arteriolas eferentes, ambas as arteriolas contribuem para o controle da pressdo arterial,
controle de sédio e homeostasia de fluidos (PATZAK et al., 2005).

O estudo realizado por Silveira et al. (2015) em perfusdo de rim isolado com um
peptideo natriurético da serpente Crotalus durissus cascavella em uma concentracdo de
0,3pg/mLmostrou similaridade com os achados deste trabalho, uma vez que também
demonstrou aumento de PP, RVR, FU e diminuicdo dos transportes de Na*, K" e CL"
Salienta-se que, peptideos natriuréticos, como o peptideo natriurético atrial (ANP) e a
uroguanilina, tendem a mostrar um aumento do RFG pela vasodilatagdo pré-glomerular aliada
a vasoconstricdo em arteriolas eferentes (ENDLICH; STEINHAUSEN, 1997).

Outra explicacdo que pode ser apontada para o aumento de PP, RVR e FU
ocasionado pelos metalofarmacos € a acdo de endotelinas, peptideos vasoconstritores que no
rim provocam aumento de RVR por vasoconstricdo das arteriolas aferentes e eferentes,
artérias arqueadas e interlobulares, o que leva a reducdo do fluxo sanguineo, RFG e inibicao
da reabsorcdo de sal e agua, o que causa diurese e natriurese (ZANATTAet al., 2008).

No que concerne aos percentuaisde transportes total e proximal de eletrélitos, o
composto 811 A mostrou diminuicdo significativa dos percentuais de transportes totais e
proximais de Na*(%TNa", %pTNa"),K*(%TK", %pTK") e CI'(%TCI, %pTCI) nas duas
concentragdes, 0,3 pmol/L e 1,0 umol/L em relacdo ao controle interno. J& o0 FOR 011 A
mostrou diminui¢do significativa apenas dos %TNa", %pTNa‘e %TCI", %pTCI".

Esse efeito nos transportes totais e proximais de Na* e CI" pode estar acontecendo
pela ativacdo da GCs que gera GMPc(MONICA; BIAN; MURAD, 2016) no grupo do FOR
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811 A em ambas as concentragfes.Estudos in vitro mostraram que outros agentes que
estimulam a producdo ou, de outro modo, aumentam as concentragfes intracelulares de
GMPc, podem, muitas vezes, simular os efeitos de peptideos natriuréticos, ou seja, diminuir
transporte de sodio e aumentar a natriurese (SIDNEY SHAW; ZIMMERMANN, 1992).
Sendo assim, essas conclusdes corroboramo resultado da dosagem de GMPc, pois o
grupoFOR 811 A, que apresenta NO em sua molécula, mostrou aumento significativo da
concentracdo de GMPc em ambas as concentracfes estudadas.O grupo NPS também mostrou
aumento da concentracdo de GMPc, visto que se trata de um doador de NO conhecido que
atua na via NO/GC/GMPc (GOLAN et al., 2014). Tanahashi et al. (1999) mostraram que o
NPS pode produzir 6xido nitrico e aumentar os niveis de GMPc no rim e suprimir a
reabsorcdo de sodio, mas a propriedade natriurética do NPS pode ser mascarada por seus
efeitos contrarios como, por exemplo, a hipotensdo sistémica (TANAHASHI et al., 1999).
Nos experimentos de perfuséo de rim isolado realizados, pode ter ocorrido a camuflagem dos
efeitos do NPS, mas também a concentracdo utilizada de NPS pode ndo ter sido suficiente
para produzir efeitos nos parametros renais avaliados.

Com a diminuicdo dos transportes de eletrolitos devido a acdo dos compostos
estudados e consequente aumento de excrecdo de sédio, pode ter havido também uma
autorregulacdo do RFG pela teoria da retroalimentacéo tibulo-glomerular, na qual a macula
densa controla as concentracfes de NaCl e 0 RFG e gera um sinal que provoca a contracdo ou
dilatacdo das arteriolas aferentes (RAIJ; BAYLIS, 1995; SILVERTHORN, 2010; WANG et
al., 2017). Nesse caso, houve aumento da concentragdo de sodio na macula densa devido a
acdo natriutérica dos compostos. Desse modo, a arteriola aferente se contrai, aumentando a
RVR, a PP, estabilizando o RFG, o0 que aconteceu com 0s compostos estudados.

Apbs a isquemia renal, a deplecdo de ATP celular gera hipoxantina que, durante o
processo de reperfusdo, € convertida em espécies reativas de oxigénio que induzem
mecanismos de morte celular. Além disso, o célcio se acumula dentro das células tubulares
isquémicas e ativa uma variedade de enzimas de degradacdo (proteases e lipases),
promovendo a ruptura do citoesqueleto e a perda da polaridade das células tubulares. A
polaridade das células alterada prejudica o transporte tubular e ativa os mecanismos de
retroalimentagéo tibulo-glomerular (SCHRIER et al., 2004).

A retroalimentacdo tubulo-glomerular também € ocasionada devido a polaridade
celular alterada que reduz a reabsorcéo de sodio e aumenta o aporte de sodio & mécula densa.
A ativacdo da mécula densa provoca uma cascata de eventos que culmina com a

vasoconstricao da arteriola aferente e reducédo da perfusdo e da pressdo glomerular, resultando
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em diminuicdo do RFG. Esses eventos vasculares sdo decorrentes do aumento de mediadores
vasoconstritores, como a endotelina, a adenosina, a angiotensina Il, o tromboxano A2, dentre
outros, e da reducdo de mediadores vasodilatadores como o O&xido nitrico (NO), a
prostaglandina E2 (PGEZ2), acetilcolina e bradicinina (VAIDYA et al., 2008, SCHRIER et al.,
2004).

Majid et al. (1998) apontou que uma infusdo de um doador de dxido nitrico em
cdes anestesiados aumentou a excrecdo de sodio, 0 que demonstrou a acdo direta do NO na
natriurese e diurese. No entanto, esses efeitos ndo foram associados com mudancas no RFG,
portanto, podem estar ocorrendo diretamente na funcéo do transporte tubular.Em rim normal,
0 NO afeta a hemodinamica renal e as fungdes tubulares renais. 1sso ocorre porque ele
diminui as resisténcias das arteriolas aferentes e eferentes e diminui a reabsor¢édo nos tabulos
renais proximais pela reducdo da atividade da bomba de Na*/K*/ATPase (SRISAWAT et al.,
2015).

Nos grupos FOR 811 A 0,3 e 1,0 umol/L, observou-sediminuicdo significativa do
transporte de potassio. Essa diminui¢do pode estar diretamente relacionada ao aumento da
excrecdo de sodio que promove a perda de potassio. A grande oferta de sodio as porcdes
finais dos néfrons ocasiona o aumento da secrecdo de potassio por esses segmentos
(SEGURO et al., 2012).

A bomba de NA*/K*/ATPase representa um papel importante no rim e esta
envolvida no transporte ativo de certos solutos e na manutencdo da homeostase de eletrolitos
intracelulares. Alteragdes em seu funcionamento podem provocar uma desestabilizacdo das
concentracfes de potassio no organimo(HEIMANN; KRIEGER; ZATZ, 2011; LINARDI et
al., 2011). Alguns estudos sugerem que a acdo do NO mediada por mecanismos dependentes
de GMPC diminui o funcionamento da bomba de NA*/K*/ATPase (GUZMAN,;
INGELFINGER; GARG, 1995; LIANG; KNOX, 1999).

Quanto ao fluxo urinario, ressalta-se que este sofreu um aumento somente nos
grupos FOR 811 A e FOR 011 A na concentracdo de 1,0 umol/L. O aumento do fluxo
urinério pode ser devido a diminuicdo do percentual de transporte de eletrolitos, o que esta
relacionado a natriurese e, por consequéncia, a diurese (DOBROWOLSKI et al., 2015).

A analise histologica dos rins perfundidos apontou alteragdes nos grupos tratados
com os complexos de ruténio na concentracdo de 1,0 umol/L, como degeneracdo glomerular e
do epitelio tubular, discreto processo inflamatorio, atrofia e tumefagdo glomerular, deposito
de proteina intratubular. O grupo NPS (umol/L) também mostrou altera¢cbes como deposicao

de material protéico intratubular, tumefacdo tubular, degeneracdo hidropica vacuolar e
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degeneracdo tubular. No experimento realizado em cultura de células LLC-MK2,houve
toxicidade celular nas maiores doses testadas dos metalofarmacos, o que parece ser dose-
dependente. O Nitroprussiato, bastante usado na clinica como um farmaco anti-hipertensivo,
apresenta comprovada toxicidade dose-dependente a qual pode ser atribuida, principalmente,
a producdo de cianeto, a liberacdo excessiva de NO e consequente aumento de espécies
reativas (GOC et al., 2017).

Os principais achados histologicos na LRA sdo a perda de células epiteliais
tubulares e a presenca de proteina nos tabulos renais (SRICHAlIet al., 2008). Desse modo, as
lesBes encontradas na analise histoldgica nos grupos FOR 811 A e FOR 011 A na
concentracdo de 1,0 pumol/L sdo indicativas de LRA.Esses resultados também podem
justificar as alteracdes nos transportes de eletrolitos dos compostos estudados, fortalecendo a
hipétese de disfuncdo tubular devido a ocorréncia de danos teciduais nos grupos com
alteragOes histologicas.

A isquemiae reperfusdo € uma das principais causas de lesdo renal aguda (RAO et
al., 2017)). A isquemia, por um lado, leva a sérios efeitos deletérios para diferentes 6rgaos,
por outro lado, a reperfusdo proporciona mais lesdes celulares nos 6rgios-alvo da isquemia. E
importante mencionar que a isquemia é causada por choque ou processos cirdrgicos como
transplante renal, ressec¢do de tumores e traumas (BRITO et al., 2017). Vérios fatores estdo
envolvidos na fisiopatologia da lesdo renal por I/R, como hipdxia induzida por deplecdo de
ATP, producédo de EROs e resposta inflamatéria (WEI et al., 2016).

Intervencges terapéuticas que promovem vasodilatacdo durante a fase inicial de
reperfusdo, ao melhorar o fluxo sanguineo e oxigenagdo para o rim, neutralizam alguns dos
efeitos prejudiciais da lesdo por I/R e preservam a funcdo renal. Além disso, os doadores de
oxido nitrico que agem pela via NO/GCs/GMPC podem ser benéficos durante a reperfuséo,
compensando a biodisponibilidade reduzida de NO apoés lesdo isquémica (HOOSGOOD et
al., 2014).

Primeiramente, experimentos de viabilidade celular foram realizados in vitroem
células LLC-MK2, uma linhagem celular imortalizada de tdbulos proximais de macaco
(Macaca mulatta). Essas células sdo bastante usadas para o teste de susbtancias devido a
maior reprodutibilidade de estudos e menor sensibilidade das células a fatores toxicos
(HULL; CHERRY; TRITCH, 1962).

O FOR 811 A apresentou diminuicdo significativa da viabilidade celular apenas
nas maiores concentra¢fes, 500 e 1000 pumol/L. J& o FOR 011 A mostrou diminuicdo

significativa da viabilidade celular nas concentracdes 250, 500 e 1000umol/L, demonstrando,
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assim, maior perfil citotoxico. Quando as células foram submetidas ao processo de I/R,
apresentaram diminuicdo de viabilidade em relagdo ao controle. Os tratamentos ndo foram
capazes de recuperar a viabilidade celular, pois a viabilidade dos grupos tratados permaneceu
estatisticamente semelhante ao grupo isquemia nas concentragdes de 31,25 e 62,5umol/L no
tratamento com o FOR 811 A e apenas na dose 31,25 pumol/L para o FOR 011 A. No entanto,
estudos mostraram que complexos de ruténio apresentam propriedades antioxidantes
(SANTANA et al., 2015; COSTA et al., 2017), e, sabendo-se que a LRA por I/R interfere na
modulacdo da funcdo mitocondrial (KURIAN; PEMAIH, 2014), avaliou-se o potencial
mitocondrial das células submetidas a I/R com o uso da técnica de citometria de fluxo. Os
resultados revelaram significativo efeito protetor do FOR 811 A, em relacdo a disfuncdo da
respiracdo celular e da cadeia transportadora de elétrons, causado pela lesdo por I/R. J4 0 FOR
011 A ndo mostrou protecdo do dano por I/R. Isso pode estar relacionado a possiveis
propriedades antioxidantes do composto, as quais podem estar associadas a presenca de NO
na molécula do FOR 811 A, visto que o composto FOR 011 A ndo apresenta o NO.

As mitocondrias desempenham papéis centrais no metabolismo celular e
sinalizacdo redox, essas organelas também sdo fontes de EROs. Reacdes redox catalisadas por
varias desidrogenases dependentes de nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida, NAD(H),
sdo vitais no metabolismo energético, como a glicdlise e a fosforilagdo oxidativa. As
moléculas de NADH sdo oxidadas para gerar ATP por meio da cadeia de respiracao
mitocondrial e sdo usadas como marcadores de fun¢des mitocondriais (ZHAO; YANG, 2016).
Toledo Janior et al. (2002), em estudo realizado com complexos de nitrosilo ruténio,
descobriram que os compostos estudados liberavam NO rapidamente e seu potencial de
reducdo se mostrou adequado para reducdo por sistemas bioldgicos. Os autores demonstraram
ainda que a reducdo do complexo de nitrosilo ruténio se dava concomitantemente a oxidagédo
mitocondrial de NADH e observaram que o grupo nitrosilo pode ser reduzido por
componentes intracelulares.

Com os resultados obtidos in vitro, partiu-se para 0s experimentos in vivo de I/R
apenas com o composto FOR 811 A devido a potencial protecdo dos danos provocados por
I/R em células epiteliais tubulares renais, o que nao foi demonstrado pelo composto FOR 011
A. O modelo experimental utilizado neste estudo visa reproduzir o dano causado por I/R.

O modelo de LRA utilizado nesta pesquisa foi capaz de induzir a lesdo renal
aguda de acordo com estudos realizados na mesma linha de pesquisa (DA COSTAEet al.,
2015). O pré-tratamento com o FOR 811 A (10mg/kg) nos animais submetidos a I/R

apresentou melhora parcial nos niveis plasmaticos de creatinina e diminuicéo significativa dos
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niveis plasmaticos de ureia em relacdo ao grupo que sofreu lesdo. A taxa de filtracdo
glomerular do grupo I/R 811 A apresentou aumento em relacdo ao grupo I/R, o que
demonstrauma melhora da funcdo glomerular no grupo que recebeu pré-tratamento com o
FOR 811 A.

A medida de creatinina plasmética &€ o marcador mais utilizado na clinica para
definicdo da LRA junto com a dosagem de ureia plasmatica, fracdo de excrecdo de sodio,
osmolaridade e o célculo da taxa de filtracdo glomerular, avaliado pelo clearance de
creatinina(HSU et al., 2016).

A lesdo renal aguda compromete também a excrecdo de eletrolitos, além do sédio,
a hipercalemia (aumento da concentracdo de potassio no sangue) é bastante grave por levar a
arritmias que podem ser fatais. A LRA é caracterizada por lesdo dos tubulos proximais, o que
afeta principalmente a reabsorcdo de eletrolitos, aumentando a excrecdo destes (YU et al.,
2012). Além disso, O tratamento com FOR 811 A parece ter efeito protetor de leséo tubular,
visto que as fracOes de excrecdo de sodio e potassio que estavam aumentadas no grupo I/R
tiveram o valor diminuido significativamente no grupo tratado.

Jeong et al. (2004) comprovou a reducdo da lesdo renal por I/R com a
administracdo de um doador de 6xido nitrico que parece ter causado a supressao da producéao
de endotelina-1 renal, um potente mediador de vasoconstri¢do, o qual aumenta durante a leséo
por I/R.

Nos testes relacionados ao estresse oxidativo, o pré-tratamento com o FOR 811 A
mostrou aumento significativo nos niveis de glutationa reduzida(GSH), em contraste com o
grupo I/R. Baixas concentracbes de GSH demonstram um desequilibrio redox e estdo
presentes na LRA, visto que essa patologia tem como uma de suas principais caracteristicas, a
geracdo de EROs(GIUSTARINI et al., 2011; LEE et al., 2017).0 FOR 811 A aumentou a
producdo de GSH, demonstrando ter efeito antioxidante in vitroe in vivo. Estudo realizado
com trimetazidina, uma droga anti-isquémica, mostrou protecdo renal contra lesdo por I/R
pela reducdo do estresse oxidativo, esse efeito parece ser mediado pela ativacdo da via de
sinalizacdo Akt/eNOS (MAHFOUDH-BOUSSAID et al, 2014).

Em relacdo a dosagem de nitrito/nitrato, 0 composto apresentou uma tendéncia a
diminuicdo de nitrito/nitrato, ndo mostrou diferenca significativa em relagdo ao grupo
controle, no entanto, ndo demonstrou diminui¢do significativa em relacdo ao grupo I/R. O
INOS gerado durante a I/R contribui para lesdo renal. J4 0 NO produzido por iNOS reage com
O2’e produz o anion peroxinitrito (ONOO") que é altamente reativo. NO e ONOOsdo

reconhecidos por sua capacidade de induzir lesdo oxidante quando em altas concentragdes nos
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tecidos (IMPELLIZZERI et al., 2015). NO e ONOO'sdo convertidos a nitrito (NO) e/ou
nitrato (NOs), sendo os niveis teciduais de nitrito/nitrato indicativos da formacdo de NO e
ONOO'". Portanto, os altos niveis de nitrito/nitrato s&o indicativos de lesdo renal
(YANARATES et al.,, 2008). O FOR 811 A ndo foi capaz de reveter o aumento de
nitrito/nitrato, provavelmente por causar aumento da biodisponibilidade de NO.

Na anélise da marcacdo de TNF-a e iNOS por imunohistoquimica, verificou-se a
diminuicdo de marcacdo de ambos os mediadores inflamatorios nos grupos SHAM e tratado
com o FOR 811 A. O fator de necrose tumoral (TNF-a) € uma citocina pro-inflamatéria
produzida primariamente pela ativacdo de mondcitos/macrofagos que tem papel importante na
iniciacdo e continuacdo da inflamacdo e imunidade. No rim, 0 TNF-a ¢ expresso, sintetizado e
liberado por macrofagos infiltrantes e células renais endoteliais, mesangiais, glomerulares e
epiteliais tubulares (SANCHEZ-NINO et al., 2010).

Na I/R, ha presenca marcante de estresse oxidativo que leva a ativagdo da
sinalizacdo de mecanismosque acarretam a producdo de TNF-o que ativa o fator nuclear NF-
«B que, por sua vez, induz a expressdo de TNF-a, 0 qual pode regular positivamente outras
citocinas e mediadores pré-inflamatorios e, assim, causar danos teciduais pelo aumento
gradativo nos niveis sericos de IL-1B ¢ iNOS. TNF-o, lipopolissacarideos ¢ a /R induzem o
aumento da atividade da iNOS, o que leva ao desenvolvimento de danos nos tabulos renais
(ARAGNO et al., 2003; FUKUMOTO et al., 2011). Chatterjee et al.(2007) sugeriram que a
supressdo da atividade de iNOS pode diminuir a lesdo e disfuncdo renal e pela diminuicdo da
producdo exarcebada de NO. Kobayashi (1995) mostrou que o NO diminui a adesdo
leucocitaria, infiltracdo neutrofilica e a formagdo de mediadores inflamatérios durante a
isquemia. Desse modo, pode-se sugerir que um dos fatores que colaboram com a diminuicéao
de expressdo de iNOS ¢ a redugédo de TNF-a pela acdo protetora do NO.

A melhora dos danos causados pela I/R renal no grupo tratado com o
metalofarmaco pode estar relacionada ao aumento da biodisponibilidade de NO.Senbel et al.
(2014) mostrou que o preé-tratamento de animais submetidos a I/R renal com L-arginina,
precursora da sintese do NO, apresentou resultados protetores dos danos causados pela leséo
por isquemia, atribuindo-se a agdo ndo so as propriedades antioxidantes, como também ao
aumento da biodisponibilidade do NO pela L-arginina. A I/R envolve disfuncdo endotelial, a
qual pode ser atribuida a diminuicdo de NO disponivel. Esse estudo sugere que a interacdo
entre NO e EROs parece ser benigna, visto que o tratamento realizado mostrou protegédo

tambeém em relacdo a dosagem de estresse oxidativo.
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Mashiach et al. (1998) trata que o NO parece ter uma atividade benéfica durante a
isquemia devido a sua atividade vasodilatadora,provavelmente via NO/GMPc/GCs, visto que
nos experimentos de rim isolado, os tratamentos com o FOR 811 A aumentaram a expressao
de GMPc. Campelo et al. (2012) realizaram tratamento com um complexo de ruténio, o Rut-
bpy (cis-[Ru(bpy)2(SO3)(NO)]PFe), também denominado FOR 0810, em modelo de I/R
cerebral, e mostrou que a expressdo da ativacdo de NF-xB foi reduzida e a pressdo sanguinea
se mostrou estavel durante a mudanca de fase de isquemia para reperfuséo, provavelmente
devido a liberacdo do NO pelo complexo de ruténio. Esse mesmo composto protegeu leséo
géstrica por naproxeno pela ativacdo de GCs e canais Katp, diminui¢do de radicais livres,
producdo de citocinas e inibicdo de adesdo neutrofilica (SANTANA et al., 2015).

O presente trabalho apresentou algumas limitagdes, principalmente em relacdo a
investigacdo de mecanismos envolvidos no processo de LRA por I/R. Apesar das evidéncias
mostradas nesse e em muitos outros estudos sobre o tema, varios mecanismos envolvidos na
I/R renal ainda ndo foram elucidados. Ademais, torna-se necessaria a investigacdo de forma
mais apurada das acdes da substancia estudada, 811 A, visto que os resultados sugeremum

efeito terapéutico renal dose-dependente.
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7 CONCLUSOES

O estudo mostrou que o FOR 811 A e o FOR 011 A na concentracdo de 1,0
pmol/L promoveram alteracBes nos parametros hemodinamicos renais, com aumento da
pressdo de perfusdo, resisténcia vascular renal (em relacdo do controle externo) e fluxo
urinério. O composto FOR 811 A, em ambas as concentra¢des, diminuiu os transportes totais
e proximais de sodio, potassio e cloreto, enquantoo FOR 011 A diminuiu os transportes totais
e proximais de sodio e cloreto. Nenhum grupo mostrou alteracbes no RFG o que pode ser
devido a acGes de autorregulagdo renal. A anélise histoldgica dos rins perfundidos demonstrou
toxicidade na concentracdo de 1,0 umol/L para ambos 0s compostos, 0 que € sugestivo de
lesdo renal aguda, a qual parece ser dose-dependente.Na dosagem de GMPc, os niveis de
GMPc aumentaram nos grupos FOR 811 A em ambas as concentracfes estudadas e no grupo
NPS, o que denota uma ac¢do do composto FOR 811 A e do nitroprussiato sobre a GCs, visto
que esses compostos apresentam NO em sua estrutura o qual age pela ativacdo de GCs e
aumento de GMPc. O aumento de GMPc ndo foi observado no grupo do FOR 011 A
provavelmente devido a inexisténcia de NO em sua estrutura.

Em linhagem de células LLC-MK2, o FOR 011 A teve toxicidade maior do que o
composto FOR 811 A que, por sua vez, demonstrou efeito protetor sobre a disfungéo da
respiracdo celular e da cadeia transportadora de elétrons causado pela leséo por I/R.

O estudo sugere, ainda, efeito protetor da lesdo renal aguda por I/R in vivopelo
nitrosilo complexo de ruténio FOR 811 A, pois este diminuiu niveis de creatinina, uréia,
fracdo de excrecdo de sodio e potassio e, por outro lado, aumentou a concentracdo de GSH, o
que indica efeito antioxidante. A analise imunohistoquimica diminuiu a marcacdo de iNOS e
TNF-a, o que sugere uma atividade anti-inflamatoria pela inibicdo da producéo de TNF-a e

consequente inibicdo de iNOS.
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