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RESUMO

Introdugao: A cicatrizacdo de feridas é dividida em 3 fases: Inflamatoria;
Proliferativa e Maturacional. Varios fatores podem provocar alteragbes no
processo cicatricial. Drogas imunossupressoras, como o tacrolimus, podem
influenciar no reparo de feridas. Objetivo: Avaliar histologia de cicatriz
vesical e bioquimica sérica de ratos imunossuprimidos com tacrolimus, com
rim unico submetido a isquemia/reperfusdo. Método: 50 ratos foram
randomizados em 5 grupos. Ocorreram 3 obitos em cirurgia, ficando 47 ratos
nos grupos: Controle (Ndo Submetido a cirurgia, n=10), Sham (Submetido a
cirurgia, sem droga, n=8), T1 (Submetido a cirurgia + tacrolimus 1mg/kg,
n=10), T2 (Submetido a cirurgia + tacrolimus 0,1mg/kg, n=10), T3 (Submetido
a cirurgia + tacrolimus 10mg/kg, n=9). A cirurgia visava reproduzir aspectos
do transplante renal. Realizou-se laparotomia mediana, nefrectomia direita,
isquemia/reperfuséo renal esquerda, cistotomia seguida de cistorrafia. Apds,
os ratos receberam a medicac&do diariamente (Controle e Sham receberam
apenas solugéo fisiolégica. T1, T2, T3 receberam tacrolimus nas doses ja
citadas). No 14° dia, realizamos cistectomia para analise histologica por
Hematoxilina-Eosina e dosagens séricas de uréia, creatinina e tacrolimus.
Resultados: Houve diferenga significativa no tacrolimus sérico comparando
T3 com outros grupos (p<0,05). Houve aumento na creatinina do T3 e piora
da uréia dos grupos com tacrolimus. Houve diferenga significativa entre todas
as variaveis histologicas comparando os grupos com e sem tacrolimus
(p<0,05). Conclusées: O tacrolimus associado a isquemia/reperfusao €

nefrotdxico, suprime inflamagéo e parece atrasar a cicatrizagao de bexiga.

Palavras Chave: Cicatriz. Bexiga. Rim. Ratos. Imunossupresséo.

Tacrolimus.






ABSTRACT

Introduction: Wound healing is divided into three phases: inflammatory,
proliferative and maturational. Several factors can cause changes in the
healing process. Immunosuppressive drugs such as tacrolimus, may influence
wound repair. Objective: Evaluate bladder histology in healing and
biochemical analysis of rats with a single kidney subjected to ischemia /
reperfusion, treated with tacrolimus. Method: 50 rats were randomized into 5
groups. 3 rats died in surgery, 47 rats were divided in groups: Control (non-
operated, n = 10), Sham (operated without drugs, n = 8), T1 (operated +
tacrolimus 1mg/kg, n = 10), T2 (operated + tacrolimus 0.1 mg/kg, n = 10), T3
(operated + tacrolimus 10mg/kg, n = 9). The surgery was the same in all:
laparotomy, right nephrectomy, left kidney ischemia / reperfusion, followed by
cystotomy and bladder suture. After that, the rats were submited to gavage
daily (Control and Sham with saline solution. T1, T2, T3 with tacrolimus in
doses already mentioned). On the 14th day, after death induction, cystectomy
was performed and bladder sent to histological analysis by hematoxylin-
eosin. The serum urea, creatinine and tacrolimus were analysed too. Results:
There was difference in serum tacrolimus in T3 compared to the other groups
(p < 0,05). There was higher doses of creatinine in T3 group and higher urea
in groups with tacrolimus. There were significant differences among all
histologic variables comparing groups with and without tacrolimus (p<0,05).
Conclusions: Tacrolimus associated with ischemia / reperfusion is
nephrotoxic, suppresses inflammation and seems to delay the healing of the
bladder.

Keywords: Scar. Bladder. Kidney. Rats. Immunosuppression. Tacrolimus.
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1 INTRODUGAO

O processo de reparo das feridas pode ser dividido basicamente em
trés fases, inflamatdria que visa limitar a quantidade de lesao e prevenir leséo
adicional, proliferativa que é o processo reparador com reepitelizagao,
sintese da matriz e neovascularizagado e, maturacional que € o periodo de
contragao da cicatriz com ligagao cruzada de colageno, retragcdo e perda do
edema (SABISTON, 2004).

Inumeros fatores estdo relacionados a alteragdes da cicatrizacao,
retardando o processo, a exemplo as infecgdes, hipoxia, diabetes, radiagao
ionizante, envelhecimento e desnutricdo (SABISTON, 2004). Além disso,
estudos tem demonstrado que algumas drogas exdgenas inibem a
cicatrizagdo. Agentes quimioterapicos como adriamicina, mostarda
nitrogenada, metotrexato, doxorrubicina inibem a proliferacdo celular, o
numero de plaquetas, células inflamatorias e fatores de crescimento. O
tamoxifen, um modulador do receptor estrogénico utilizado para neoplasia
mamaria, além de reduzir a proliferagao celular, parece reduzir a resisténcia a
ruptura da ferida. Os glicocorticoides prejudicam a proliferagdo dos
fibroblastos e a sintese de colageno, além de reduzir a quantidade de tecido
de granulagdo (THOMAS, 1997).

O tacrolimus, pertencente ao grupo dos inibidores da calcineurina,
tem o efeito de inibir a transdugao de sinais entre os linfécitos T, suprimir a
proliferagdo das células B induzidas pelas células T-Helper e inibir a
formacéo de linfécitos citotoxicos, que sao os principais responsaveis pela
rejeicdo de transplante (ASTELLAS PHARMA US, 2005). E um
imunossupressor potente, no entanto apresenta possiveis efeitos
indesejaveis como diminuigao a reagao vacinal, leucopenia, trombocitopenia,
disfungdes renais, sintomas uretrais e da bexiga (ASTELLAS PHARMA US,
2005). Os efeitos citados poderiam estar relacionados com alteragdes da
cicatrizacdo de vias urinarias, o que nos leva a pesquisar mais a fundo esse
tema.

A cicatrizagdo e os efeitos de imunossupressores em diversos 0rgaos,
como intestino, pancreas e figado tem sido bem descritas por alguns autores

em diversas situagdes. Moreira descreveu que o tacrolimus produz alteracdes
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histologicas como edema, infiltrado inflamatério e atrofia no péncreas, em
vigéncia de pancreatite aguda induzida, em modelos experimentais
(MOREIRA et al., 2011). Gama Filho publicou sobre os efeitos do tacrolimus
na regeneragdo hepatica de ratos pos hepatectomia (GAMA FILHO et al.,
2010). Vizzotto Junior quantificou a resposta inflamatoria em estudo sobre a
influéncia da cisplatina administrada no pré e no pds-operatério sobre a
cicatrizagdo de anastomoses colonicas em ratos (VIZZOTTO JUNIOR et al.,
2003)

Poucos sédo os estudos na literatura que tratam especificamente da
cicatrizagdo de bexiga sob a influéncia da droga tacrolimus. Considerando o
fato de que a imunossupressao com tacrolimus e o rim unico isquémico sao
os estados basais de pacientes transplantados renais, mais estudos para
avaliar a cicatrizagdo vesical e a funcdo renal nesse contexto sao

necessarios.

1.1 OBJETIVOS

1) Realizar andlise das dosagens de tacrolimus, creatinina e uréia dos
animais do estudo e comparar os valores entre os grupos.

2) Realizar analise histopatolégica, com graduagdo de neutrofilos,
edema, congestdo vascular, monomorfonucleares, tecido de granulacdo e
fibrose, no tecido vesical em cicatrizacdo de ratos com rim Unico submetido a

isquemia e reperfusdo, imunossuprimidos com tacrolimus.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CICATRIZAGAO

Considerou-se no presente estudo trés fases do processo de
cicatrizagdo: Inflamagéo, fase proliferativa (correspondente a formacéo de
tecido de granulacdo e deposigdo de matriz extracelular) e maturacional ou
de remodelamento (FIGURA 1). A coagulagdo nem sempre é considerada

uma fase da cicatrizagao.

FIGURA 1: FASES DO PROCESSO DE CICATRIZACAO(ADAPTADO DE
HATANAKA e CURI, 2007)

G COAGULACAO
U |NFLAMACAO

TECIDO DE GRANULACAO
|

PLAQUETAS
OFILOS
NEUTROFLOS REMODELAMENTO
MACROFAGOS
A AT G
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C
E
L
U
L
A
S
o 2 4 6 8 10 12 14 116 . ANOS .....

DIAS APOS O FERIMENTO

Conforme descrito anteriormente, a fase inflamatéria do processo de
cicatrizagdo inicia-se imediatamente apos a injuria local e é marcada
basicamente por dois eventos, hemostasia e inflamagdo. Representa uma
tentativa do tecido em limitar a lesdo através da cessagdo do sangramento,
selamento da superficie da ferida e remogdo de tecido necrético, residuos
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estranhos e bactérias existentes (SABISTON, 2004; HATANAKA e CURI,
2007 ).

Com a leséo tecidual, ocorre exposi¢gao de colageno e plaquetas e,
apos a vasoconstri¢cdo inicial, segue um processo de vasodilatagdo mediado
principalmente por substéncias vasoativas como histamina e serotonina,
agregacéo plaquetaria e ,finalmente, formagao de coagulo. Inicia-se entdo um
processo de migragéo celular, com predominio de neutréfilos, que possuem
fungdo fagocitaria e antimicrobiana, ocorrendo nas primeiras 24 horas. O
segundo grupo de células envolvido no processo inflamatério s&o os
macrofagos, essenciais ao processo, 0S quais possuem sua quimiotaxia
marcada nas primeiras 24 a 48 horas e atuam em diversas frentes, como
debridamento da ferida, regulagédo da sintese da matriz, recrutamento celular
e angiogénese. Estes processos sdo mediados por substancia produzidas ou
liberadas pelos macréfagos, como fatores de crescimento, (TGF-B, EGF,
PDGF) citocinas (TNF-a, IL-1, IL-6), enzimas (colagenase, elastase),
fibronectina. Por volta do quinto dia aparecem os linfocitos, que exercem
seus efeitos principalmente sobre os fibroblastos através de citocinas
estimuladoras e inibidoras, como IL-2, fator ativador do fibroblasto, TGF-p,
TGF-a e IFN-y (SABISTON, 2004).

A segunda fase do processo cicatricial, chamada proliferativa, &
marcada basicamente por trés eventos: Angiogénese; Fibroplasia; e
Epitelizacdo. Caracteriza-se pela formagdo de tecido de granulagao,
constituido por um leito capilar, fibroblastos, macréfagos, um frouxo arranjo
de colageno, fibronectina e acido hialurénico. Quanto a angiogénese,
seguindo a lesdo vascular ocorre uma migracdo de células endoteliais
promovida por fatores como FGF, PDGF E TGF-3. A divisdo destas células
endoteliais migratorias resulta na formagado de um tubulo ou luz e, por fim,
ocorre a deposigdo da membrana basal, resultando em maturagao capilar. No
que diz respeito a fibroplasia, os fibroblastos, diferenciados a partir de células
mesenquimatosas, sdo quimioatraidos para o local inflamatério onde se
dividem e produzem os componentes da matriz extracelular. Sua proliferagao
€ estimulada por fatores como TGF-B, PDGF, EGF e IGF-1 e estdo
relacionados com a sintese de colageno, que é iniciada ainda na fase

inflamatdria. Transcorre um periodo, marcado pela diferenciacdo completa
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dos fibroblastos e o aparecimento de colageno na ferida, que dura de 3 a 5
dias e é chamado de fase de retardo. Apds quatro semanas ocorre um
declinio da taxa de sintese de colageno e a ferida entra em uma fase de
maturacdo do colageno, que pode durar meses ou até mesmo anos. O
terceiro evento desta fase consiste na eptelizacdo, onde ocorre a formacéao
de uma rede celular coesa e a coaptacgao entre epiderme, membrana basal e
derme (SABISTON, 2004).

Um conceito importante no processo cicatricial € o de matriz
extracelular. Esta consiste em um arcabouco estabilizador da estrutura fisica
dos tecidos, regulando de maneira dinamica o comportamento das células
que fazem contato com a mesma. As células em seu interior produzem
constituintes macromoleculares como glicosaminoglicanas, proteoglicanas e
proteinas fibrosas, como colageno, elastina, fibronectina e laminina
(ALBERTS B, et al., 2002).

O colageno € uma molécula rica em glicina e prolina, em forma de
tripla hélice, encontrada em todos os animais multicelulares e correspondem
a cerca de 25 % da massa protéica dos mamiferos. Existem mais de 20 tipos
de colageno e os principais componentes do tecido conjuntivo sao os tipos |,
Il, 11, V e XI (ALBERTS B et al., 2002). Durante o processo de cicatrizagao ha
uma dindmica prevaléncia do tipo de colageno. Por exemplo: Inicialmente ha
prevaléncia do tipo Il, posteriormente tipo | (SABISTON, 2004).

A Ultima etapa do processo cicatricial consiste em um processo de
contracdo da ferida, um movimento centripeto de toda a estrutura de pele
circulante, reduzindo a quantidade de cicatriz desorganizada. Este processo
ocorre gragas a agao dos miofibroblastos (SABISTON, 2004).

2.2 IMUNOSSUPRESSAO

A imunossupresséo clinica foi iniciada nos anos 50 com uso de
glicocorticéides associados a azatioprina e/ou globulina antilinfociticas que
permaneceram como principais drogas imunossupressoras até o inicio dos
anos 80, quando a ciclosporina foi introduzida no mercado norte americano
(ABBUD FILHO e RAMALHO, 1997). A partir dos anos 90 agentes quimicos

como tacrolimus, micofenolato mofetil, sirolimus, mizoribina, brequinar,
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gusperimus e deoxiespergualina passaram a ser utilizados em transplantes
de 6rgaos (ABBUD FILHO e RAMALHO, 1997).

A resposta imunologica contra um orgao transplantado € um processo
dependente da célula T, que apos encontrar-se com antigeno pode
apresentar diferentes respostas, tais como apoptose, anergia, ativacao
parcial e/ou total, com expansao clonal e proliferagdo de células efetoras
governadas por diferentes citocinas (ABBUD FILHO e RAMALHO, 1997). A
sequéncia que leva a ativagdo completa do linfocito T requer trés sinais
externos, em receptores localizados em sua membrana celular. O primeiro
sinal ocorre com o reconhecimento das moléculas HLA, ou de seus
peptideos, pelo receptor da célula T (TCR). Essa interagéo fisica ativa uma
série de proteinas tirosinaquinases (TKs) que, por sua vez, ativam vias
efetoras como a via da fosfolipase C, via do inositol trifosfato, calcineurina e
diacilglicerol e proteinoquinase. Apenas o primeiro sinal ndo é o suficiente,
portanto os receptores CD4 e CD8 também devem se acoplar ao TCR para
completar a ligagdo. O segundo sinal ocorre através da interacdo de
moléculas de adesao e seus respectivos encaixes, por exemplo, CD28 com
B71-1. Os dois primeiros sinais ligam os eventos da membrana
citoplasmatica aos eventos nucleares, acarretando a producéo de citocinas,
que geram na célula T a passagem da fase GO para a fase G1. Porém, para
que o linfécito T tenha condigdes de seguir o ciclo celular e se proliferar &
necessario um terceiro sinal. Este ocorre quando as citocinas encaixam nos
seus receptores e emitem sinais de transcricdo para o nucleo, através das
PTKs e/ou de fatores de transcricdo. Esses sinais passam por uma proteina
chamada MTOR (Mammalian Target of Rapamycin) e ativam enzimas do tipo
ciclinas E/CDK2 e D/CDK4 e a proteina retinoblastoma que s&o essenciais
para a passagem das células da fase G1 para a fase S na sintese de DNA
(ABBUD FILHO e RAMALHO, 1997).

Embasados neste conhecimento, pode-se dividir as drogas
imunossupressoras conforme seu local de agédo e seus efeitos nos linfocitos
em: 1.drogas que afetam a estrutura da membrana celular (anticorpos
policlonais e monoclonais, anticorpos anti-receptor da IL-2), 2. drogas que
afetam a sintese das citocinas (glicocorticoides, ciclosporina, tacrolimus,
sirolimus e leflunomide) e 3. drogas que afetam a sintese de nucleotideos
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(purinas como azatioprina e micofenolato mefotil e pirimidinas, como
brequinar) (ABBUD FILHO e RAMALHO, 1997).

2.2.1 TACROLIMUS

O FK 506 (tacrolimus - Prograf®) é um macrolideo produzido pelo
fungo Streptomyces tsukubaensis com potente atividade imunossupressora.
Atua nas vias bioquimicas intracelulares dependentes de calcio e de suas
interacbes com o receptor citoplasmatico, a proteina acopladora do FK 506.
Inibe entdo os genes precoces de ativagdo das células T bloqueando a
expressdo do RNA mensageiro de varias citocinas (ABBUD FILHO e
RAMALHO, 1997). Pertence ao grupo dos inibidores da calcineurina, assim
como a ciclosporina, e compde a pedra fundamental da terapia

imunossupressora padrao (GASTON, 2006).

2.2.2 IMUNOSSUPRESSAO E CICATRIZAGAO

Independente do esquema terapéutico, as drogas imunossupressoras
possuem efeitos adversos como nefrotoxicidade (CATANEO-DAVILLA et al.,
2009), efeitos de ordem cardiovascular (KRAMER et al., 2003), diabetes
mellitus (KASISKE BL, et al., 2003), efeitos cosméticos como hirsutismo,
hiperplasia gengival, alopécia (MARGREITER et al., 2002; KOHNLE et al.,
1999; SHAPIRO et al, 1998). Além destes, pode haver influéncia no
processo de cicatrizagao e regeneragdo (GAMA FILHO, et al., 2010; FISHEL
et al., 1983; EKICI et al., 2007; DEAN et al., 2004).

Fishel R et al, verificaram um atraso no processo cicatricial em ratos
com uso de ciclosporina, através da analise de hidroxiprolina (FISHEL et al.,
1983).

Dean PG et al, compararam, através de um estudo prospectivo, os
indices de complicacdes referentes a cicatrizacdo de parede em pacientes
submetidos a transplante renal, em uso de tacrolimus versus sirolimus.
Verificaram um maior indice de complicagbes no grupo onde foi empregado
sirolimus (DEAN et al., 2004).
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Schaffer, em 1998, descreveu de forma pioneira o efeito deletério do
tacrolimus na cicatrizagdo. Ele descreveu que o tratamento de ratos com
2mg/kg ao dia de tacrolimus, durante 10 dias, reduziu a concentragdo de
oxido nitrico local e a deposicao de colageno (SCHAFFER et al., 1998).

Schaffer e Fuchs, em 2005, observaram redugao na cicatrizagcao da
derme de animais tratados com tacrolimus, no entanto, em estudo paralelo
sobre cicatrizagao intestinal, os mesmos autores ndo encontraram diferenca
ao uso de tacrolimus (SCHAFFER et al., 2005).

2.2.3 IMUNOSSUPRESSAO E FUNCAO RENAL

Quando se trata de transplante renal, a evolugdo no arsenal de
drogas tem proporcionado a utilizagdo de distintos esquemas de
imunossupressdo, viabilizando o uso racional das drogas, redugdo dos
efeitos colaterais e otimizagcdo de resultados. Estes esquemas podem
consistir, por exemplo, em uma associa¢gdo de um inibidor da calcineurina a
um agente antiproliferativo e um corticéide (SAMANIEGO et al., 2006;
HARDINGER et al., 2004; ALBERU e URREA, 2003). Entre as drogas muito
utilizadas, podemos mencionar o tacrolimus (Prograf®).

Os inibidores da calcineurina, a exemplo o tacrolimus e a ciclosporina,
alteram a hemodinamica glomerular, resultando em diminuigdo da filtracdo
glomerular (GARCIA et al., 2004).

Avaliando receptores de transplante hepatico com insuficiéncia renal
crbnica, Ponton, em 2010, relatou que os inibidores da calcineurina sdo os
principais fatores patogénicos para a disfungdo renal em receptores de
orgaos solidos (PONTON et al., 2010).

2.3 ISQUEMIA E REPERFUSAO

As lesbes de reperfusao sdo descritas como as alteragdes funcionais e
estruturais que ocorrem durante o restabelecimento do fluxo apés um periodo
de isquemia. A restauracdo do fluxo sanguineo pode resultar em varios

efeitos deletérios, como necrose de células irreversivelmente lesadas,
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acentuado edema celular (cell swelling) e restauragdo nao uniforme do fluxo
para todas as por¢des do tecido. Esta restauracao cadtica do fluxo tissular é
conhecida como fenébmeno do nao refluxo (no reflow phenomenon), que € o
resultado de um circulo vicioso de disfuncédo endotelial vascular, reducdo da
perfusdo local, mais alteragdes disfuncionais, mais edema, etc (EVORA et al.,
1996).

A isquemia provoca lesdes pela falha na fosforilagdo oxidativa e a
morte celular € devido a deplecdo de ATP. O ATP é necessario para o
funcionamento da bomba de sodio-potassio, mantendo altos niveis
intracelulares de potassio e baixos niveis de sédio. Quando a bomba de
sodio-potassio é prejudicada, sodio e agua difundem para o interior da célula,
causando o fendmeno de edema celular e, por consequéncia, o fendmeno do
nao refluxo (CAMPBELL-WALSH, 2007)

2.3.1 ISQUEMIA/REPERFUSAOQ E IMUNOSSUPRESSAO

Algumas drogas imunossupressoras tém efeito nefrotoxico bem
estabelecido. Outras drogas tem efeito inbcuo ou até podem melhorar a
funcdo renal. Quando um imunossupressor é associado ao fendmeno de
isquemia e reperfusdo de um 6rgao, o efeito da droga pode se tornar mais
evidente. Cologna, em 2008, estudando a agao da ciclosporina A em rins de
ratos submetidos a isquemia normotérmica e reperfusdo, concluiu que a
droga protegeu a fung¢ao renal e reduziu a les&o tecidual de rins submetidos a
40 minutos de isquemia e reperfusdo subsequente (COLOGNA et al., 2008)

2.3.2 ISQUEMIA/REPERFUSAO E CICATRIZAGAO

O o6rgao que esta em processo de reparo de um ferimento pode ser
submetido a isquemia antes, durante ou apds a reparagao tecidual. Alguns
autores utilizam essa associacdo de eventos para o estudo da cicatrizagao.
Miranda, em 2010, demonstrou que o azul de metileno ndo mostrou efeitos
benéficos na cicatrizagdo de anastomoses intestinais submetidas a isquemia

e reperfusdo em ratos (MIRANDA et al., 2010). Poucos sao os estudos que
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analisam os efeitos da isquemia e reperfusdo de um orgao solido na
cicatrizagdo de outro 6rgéo.

2.3.3 ISQUEMIA/REPERFUSAO E FUNCAO RENAL

O tempo de isquemia renal esta diretamente relacionado a piora da
funcéo renal. Thompson, em 2007, estudando sobre o impacto do tempo de
isquemia durante cirurgia renal em rim unico de humanos, identificou que a
isquemia normotérmica durante mais de 20 minutos e isquemia fria durante
mais de 35 minutos aumentam o risco de faléncia renal aguda. Além disso, o
mesmo autor comparou grupos com e sem clampeamento vascular renal e
encontrou que isquemia normotérmica por mais de 20 minutos aumentou a
chance de faléncia renal cronica (41% x 19%) e dialise permanente (10% x
4%) (THOMPSON et al., 2007)

Meyer, em 2011, também relatou alteragbes no fluxo de rins murinos
submetidos a isquemia e reperfusdo. Em seu estudo, os rins submetidos a
isquemia durante 30 minutos apresentaram uma restituicdo maior do fluxo
sanguineo apos reperfusdo quando comparados a rins submetidos a 60
minutos de isquemia (MEYER et al., 2011).
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3 MATERIAL E METODO

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Foram utilizados 50 ratos machos da raga Wistar, idade média de 8
semanas, oriundos no Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR,
tendo média de pesos iniciais entre 221 & 2451 gramas (APENDICE 1).
Foram divididos aleatoriamente em cinco grupos de 10 animais, no entanto
ocorreram 3 Obitos no ato cirurgico, restando 47 ratos no experimento
(divididos em grupos — Quadro 1). Um dos grupos (controle) ndo foi operado.
Os 4 grupos restantes foram operados, seguindo técnica asséptica.

Quadro 1: Grupos

Grupos N° de Animais Procedimento
CONTROLE (C) 10 Nao Submetido a cirurgia + SF0,9%
SHAM (SH) 8 Submetido a cirurgia + SF0,9%
T1 10 Submetido a cirurgia + Tacrolimus 1mg/kg
T2 10 Submetido a cirurgia + Tacrolimus 0,1mg/kg
T3 9 Submetido a cirurgia + Tacrolimus 10mg/kg

3.2 PADRONIZAGAO E NORMAS DO ESTUDO

Este projeto foi aprovado em 10 de julho de 2009 pelo Comité de Etica
no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR (ANEXO 1).
Foram observados os Principios Eticos na Experimentagdo Animal do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e as exigéncias
estabelecidas em “Guide for The Care and Use of Experimental Animals
(Canadian Council on Animal Care)”. Utilizou-se para a escrita, as Normas
para dissertagdes da Universidade Federal do Parana (NORMAS PARA
APRESENTACAO DE DOCUMENTOS CIENTIFICOS. UFPR. 2007).
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3.3 AMBIENTE DE EXPERIMENTACAO

Os animais foram triados para exclusdo daqueles com possiveis
doencas. Foram alocados em caixas de polipropileno, com sepilho
selecionado, substituido diariamente (FIGURA 2). As caixas também eram
lavadas diariamente. O fornecimento de agua e comida foi ad libitum, com
racdo adequada para a raga Wistar. As salas para manutencao dos animais
apresentavam sistema de iluminagdo para claro e escuro, respeitando-se o

ciclo diuturno dos animais, a cada 12 horas.

FIGURA 2: RATOS WISTAR

3.4 PROCEDIMENTO CIRURGICO

3.4.1 PRE OPERATORIO

Os animais foram mantidos em jejum de 8 horas. Todos foram
pesados. Cerca de 30 minutos antes do procedimento utilizou-se Diazepam
intra-muscular como pré-anestésico, na dose de 5mg/kg (BIOTERIO DE
PRODUCAO E EXPERIMENTACAO DA FCF E IQ DA USP, 2010).
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3.4.2 PER OPERATORIO

Para a realizagdo do procedimento cirirgico os animais foram
anestesiados com uma associagao de Xilazina 10mg/kg (Xilazin® - Syntec do
Brasil) e Cetamina 90mg/Kg (Cetamin® - Syntec do Brasil) intraperitoneal
(BIOTERIO DE PRODUGAO E EXPERIMENTACAO DA FCF E 1Q DA USP,
2010) (FIGURAS 3 E 4).

FIGURAS: 3) ANESTESICOS;
4) TECNICA DE ANESTESIA INTRA-PERITONEAL.

O procedimento consistiu em laparotomia mediana de 5cm (FIGURAS
5 E 6), nefrectomia direita, clampeamento vascular renal a esquerda por 20
minutos e reperfusao subsequente (FIGURA 7), seguido de dissecgao vesical
(FIGURA 8).

FIGURAS: 5)CAMPO CIRURGICO; 6) LAPAROTOMIA MEDIANA
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FIGURAS: 7) CLAMPEAMENTO RENAL ESQUERDO;
8) DISSECCAO VESICAL

Foi realizada uma cistotomia longitudinal de um centimetro em linha
média (FIGURA 9). A parede vesical foi aproximada em 2 planos ( primeiro
plano com pontos continuos e segundo com pontos separados), utilizando fio
monofilamentar absorvivel sintético poliglecaprone 4.0 (Monocryl® - Ethicon)
(FIGURA 10).

FIGURA 9: CISTOTOMIA
7 ;
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FIGURA 10: CISTORRAFIA

Por fim, fechamento da parede abdominal em 2 planos, ambos com
pontos continuos, utilizando fio de nylon 3.0 (Mononylon® - Ethicon). Durante

todo o procedimento, os ratos foram mantidos sob anestesia.

3.4.3 POS OPERATORIO

Todos os animais receberam no primeiro dia de Pds-Operatorio
medicagéo analgésica (dipirona) intramuscular associada a hidratagéo diaria.
Receberam dose diaria de 0,5ml de solug¢do (cada grupo recebeu um tipo de
solugéo descrita na sequéncia) via gavagem com técnica e sonda de calibre
adequados (MAAHS, 2008; CLOSS ONO, 2009) (FIGURAS 11, 12 E 13).

FIGURAS: 11) TECNICA DA PEGA DO ANIMAL; 12) SONDA DE GAVAGEM
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FIGURA 13: TECNICA DE GAVAGEM

Os animais dos grupos CONTROLE e SHAM receberam solugao
fisiologica de cloreto de sddio 0,9%, o T1 recebeu tacrolimus (Prograf®,
Janssen-Cilag Farmacéutica Ltda.) diluido na solugao fisiolégica 0,9% na
dose de 1mg/Kg/dia, o T2 recebeu tacrolimus diluido na solugao fisiologica
0,9% na dose de 0,1mg/Kg/dia e o T3 recebeu tacrolimus diluido na solugao
fisiologica 0,9% na dose de 10mg/Kg/dia. A diluicao foi feita no momento da
administragdo devido a molécula do tacrolimus permanecer estavel por
apenas 24 horas quando diluida em solugdo de NaCl. Foram mantidos
confinados, alimentados diariamente com racdo propria para a espécie
(Nuvilab®) e entdo sacrificados no 14° dia de experimento, contando como

dia zero o dia da cirurgia.

3.5 COLETA DE AMOSTRAS

No momento da eutanasia, utilizou-se anestesia profunda com
associagao de Xilazina (10mg/kg) e Cetamina (90mg/kg). Realizada entéao
fixagdo do animal em tabua cirdrgica com fita adesiva, antissepsia abdominal
e toracica, toracotomia mediana, pungdo cardiaca com seringa de 10ml,
agulha 25x8mm, para retirada de amostra de sangue e indugdo de parada
cardio-respiratéria por exsanguinagao. O sangue coletado, cerca de 6 a 8ml
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por rato, foi armazenado em 2 frascos, coletando-se cerca de 3 a 4ml em
cada frasco; 1 frasco preparado com &cido etilenodiaminotetracético (EDTA)
para a dosagem de tacrolimus e outro frasco para dosagens bioquimicas. Em
seguida os frascos foram encaminhados ao laboratério de apoio.
Imediatamente apds a coleta de sangue, foi realizada nova laparotomia
mediana com analise macroscopica do sitio cirurgico, identificagcao e delicado
isolamento cirurgico da bexiga (FIGURA 14). Realizou-se entdo cistectomia
com secgao vesical ao nivel do trigono, abertura longitudinal posterior da
bexiga até a cupula, evitando-se a manipulagdo da cicatriz na regido anterior.
A peca foi preparada com a mucosa em contato com o papel filtro, a cicatriz
da cistorrafia em sentido longitudinal, o material foi colocado em cassete
plastico e a fixagao feita em formalina 10% (FIGURA 15). O material fixado
em formalina foi enviado ao laboratério de patologia para o restante dos

preparos e analises.

FIGURAS: 14) MOMENTO DA CISTECTOMIA
15) TECIDO VESICAL PARA ANALISE
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3.6 ANALISE DAS AMOSTRAS

3.6.1 ANALISES BIOQUIMICAS

As amostras de sangue foram transportadas em ambiente sob
temperatura controlada, e estavam devidamente identificadas. Foram
entregues ao bioquimico responsavel em laboratorio de analises clinicas. Os
seguintes métodos e unidades foram utilizados:

- Dosagem de tacrolimus, pelo método de quimioluminescéncia
(GEISELER, 1992). O aparelho utilizado foi: Architect 12000, marca Abbott. A
unidade de medida foi nanogramas/dl;

- Dosagem de creatinina e wuréia, pelo método enzimatico
colorimétrico (SODRE, 2007). O aparelho utilizado foi: Vitros Versao 5.1 FS,
marca Johnson e Johnson. A unidade de medida foi miligramas/dl.

3.6.2 ANALISES HISTOLOGICAS

No laboratério de patologia, de maneira ordenada, o material que
estava em formalina 10% foi submetido a lavagem, diafanizagc&o e inclusao
em parafina. Os blocos de parafina foram para microtomia, cortes de 4um de
espessura, e preparados em laminas, coradas através da técnica de
Hematoxilina-Eosina, para analise por microscopia o6tica comum. A
patologista ndo sabia a quais grupos pertenciam cada lamina (estudo cego).
Na microscopia, realizou-se analise e quantificagdo das seguintes variaveis
inflamatorias: Neutréfilos, Edema, Congestdo, Monomorfonucleares, Tecido
de Granulagéo e Fibrose (FIGURAS 16, 17 E 18).
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FIGURA 16: HISTOLOGIA EM HE DEMONSTRANDO EDEMA (AREAS
MAIS CLARAS), VASOS CONGESTOS (*) E NEUTROFILOS (SETA).
(AUMENTO 100X)

FIGURA 17: HISTOLOGIA COM MUCOSA PRESERVADA E DISCRETA
FIBROSE EM LAMINA PROPRIA (SETAS). (AUMENTO 40X)

L r D ] ." I:
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FIGURA 18: HISTOLOGIA COM FIBROSE PROXIMA AO MUSCULO LISO
(AUMENTO 200X)

As variaveis inflamatérias foram classificadas em acentuado,
moderado, discreto e ausente, de acordo com a intensidade em que foram
encontradas; e transformadas em variaveis quantitativas através da
atribuicdo de indice numérico aos achados histolégicos. O edema, a
congestdao e os neutréfilos foram considerados indicativos de inflamagéao
aguda, sendo a essas variaveis atribuido sinal negativo. As células
monomorfonucleares, o tecido de granulagao e a fibrose foram os indicativos
de inflamagao crénica, sendo atribuido sinal positivo. Os possiveis valores e

variaveis sdo melhor demonstrados na TABELA 1.
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Tabela 1 Intensidade dos Achados Histologicos
Variaveis

Inflamatérias ~ Acentuada Moderada Discreta Ausente

Neutrdfilos -3 -2 -1 0

Edema -3 -2 -1 0

Congestao -3 -2 -1 0

MMN 3 2 1 0

T Granulacao 3 2 1 0

Fibrose 3 2 1 0

ApoOs a atribuicdo do indice numérico aos achados histologicos,
realizamos a somatoria dos indices representantes de inflamag¢ao aguda com
os indices representantes de inflamacao crénica em cada rato, encontrando
dessa forma o Escore Histologico Detalhado. Esse Escore fornece uma
estimativa da fase do processo inflamatério em que se encontra a cicatriz de
cada animal. Realizando-se a média dos Escores de cada grupo, pdde-se
comparar os grupos entre si. Também realizamos a comparagdo de cada

achado histolégico individualmente entre os grupos.

3.6.3 ANALISES ESTATISTICAS

Foram aferidas as médias, desvios padrdo e medianas das variaveis
inflamatorias, dos valores de tacrolimus sérico, creatinina e uréia. Para
comparagao das variaveis inflamatorias entre os grupos foi utilizado o teste
nao parameétrico de Qui-quadrado, com alfa 5% (significancia p<0,05). Para
comparagao dos valores de tacrolimus sérico e uréia utilizou-se o teste T de
Student (essas variaveis tiveram distribuicdo normal, na curva de Gauss).
Para a analise dos valores de creatinina utilizou-se o teste ndo paramétrico

de Mann-Whitney (os grupos SH e T1 n&o apresentaram distribuigdo normal).
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4 RESULTADOS
4.1 ANALISES BIOQUIMICAS

As amostras apresentaram quantidade suficiente para as analises em
todos os ratos. Houve presenga de tacrolimus nas dosagens séricas dos
grupos que receberam a droga, o que comprova que houve absorgdo do
medicamento administrado. Ndo houve perda de amostras no processamento

do sangue analisado.
4.1.1 TACROLIMUS SERICO

Os valores de tacrolimus mostraram que a administracdo de
diferentes doses produziu niveis séricos diferentes entre os grupos. No grupo
C e SHAM as dosagens de tacrolimus foram zero. No grupo T1 a média de
valores séricos de tacrolimus foi 0,490+0,228 ng/dl. No grupo T2 a média foi
de 0,301+0,191 ng/dl. No grupo T3 a média foi 2,222+0,738 ng/dl. Houve
diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) nas doses de tacrolimus
sérico entre os grupos T1 x T3 (p=0,00008) e T2 x T3 (p=0,00003). Nao
houve diferenga significativa nas doses de tacrolimus entre os grupos T1 x T2
(p=0,0667) (GRAFICO 1). Os valores individuais de cada rato estdo
apresentados no apéndice 2.

Grafico 1: Valores Séricos Tacrolimus (ng/dl)
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4.1.2 CREATININA SERICA

As dosagens de creatinina dos grupos foram: C com média de
0,42+0,14 mg/dl; SHAM com média de 0,41+0,03 mg/dl; T1 de 0,37+0,05
mg/dl; T2 de 0,34+0,05 mg/dl e T3 de 0,50+0,05 mg/dl. Nao houve diferenca
estatistica quando comparados os grupos C, SHAM, T1 e T2 entre si. No
entanto, houve diferenga significativamente estatistica quando se comparou
os valores de Creatinina dos grupos SH, T1 e T2 com o grupo T3 (GRAFICO
2). Os valores individuais de cada rato estdo apresentados no apéndice 3.

Grafico 2: Valores Séricos Creatinina (mg/dl) (*p<0,05)
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4.1.3 UREIA SERICA

As dosagens de uréia nos grupos foram: C com média de 44,90+2,85
mg/dl; SHAM com média de 53,75+4,71 mg/dl; T1 de 72,60+6,27 mg/dl; T2
de 71,00+7,07 mg/dl e T3 de 94,62+10,81 mg/dl. Apenas a comparagdo T1 x
T2 nado apresentou diferenga significativa (p>0,05). Todos os outros grupos
comparados entre si apresentaram p<0,05 (GRAFICO 3). Os valores
individuais de cada rato estdo apresentados no apéndice 4.
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Grafico 3: Valores Séricos Uréia (mg/dl)
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4.2 ANALISES HISTOLOGICAS

Para apresentagdo dos achados histolégicos foram utilizadas as
médias das graduagdes histologicas. O sinal negativo apenas representa
quais sao as variaveis de fase aguda, ndo significando que os valores mais
negativos sdo menores. As graduagdes histoldgicas individuais de cada rato
encontram-se nos apéndices 8, 9, 10, 11 e 12.

4.2.1 NEUTROFILOS

O grupo Controle n&o apresentou infiltrado neutrofilico (Ausente = 0). O
grupo SHAM apresentou a maior média de neutrdfilos, ou seja -0,375. Todos
0s grupos submetidos ao uso de tacrolimus (T1, T2 e T3) apresentaram
menor graduagao do infiltrado neutrofilico se comparados ao grupo SHAM
(p<0,05). Nao houve diferenga estatistica quando comparados entre si os
grupos com uso da droga. Os valores médios da graduagédo do infiltrado
neutrofilico se encontram na TABELA 2.
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Tabela 2:
Neutréfilos C SHAM T T2 T3
(Média)
Graduacéao do
achado 0 -0,375 -0,1 -0,1 0

microscopico

p valor xT1 (p=0,0137)  xT2 (p=0,9262)  xT3 (p=0,2996)
_ XT2 (p=0,0137) XT3 (p=0,2996)

(comparagées) XT3 (p=0,0075)

4.2.2 EDEMA

O grupo C teve uma baixa graduacao de edema, ou seja -0,2. O grupo
SHAM apresentou valor médio de -0,625 na graduagao do edema. Todos os
grupos com uso de tacrolimus apresentaram menor graduagado de edema se
comparados ao grupo SHAM (p<0,05). Nao houve diferenga estatistica na
comparagao dos grupos com uso da droga entre si. Os valores médios da
graduacgéo do edema se encontram na TABELA 3.

Tabela 3:
Edema C SHAM T1 T2 T3
(Média)
Graduacéao do
achado -0,2 -0,625 -0,2 -0,2 -0,111

microscopico

p valor xT1 (p=0,0150)  xT2 (p=0,5704)  xT3 (p=0,2845)
_ XT2 (p=0,0150)  xT3 (p=0,2845)
(comparagdes) xT3 (p=0,0094)

4.2.3 CONGESTAO

O grupo C apresentou congestdao vascular ausente. O SHAM

novamente apresentou o maior valor de variavel de fase aguda, sendo a
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graduagdo média da congestdo vascular de -0,75. Os grupos T1, T2 e T3
apresentaram graduagdes de congestao vascular significativamente menores
se comparados ao SHAM (p<0,05), no entanto n&o houve diferenca

estatistica se comparados entre si.

Tabela 4:
Congestao C SHAM T T2 T3
(Média)
Graduacéao do
achado 0 -0,75 -0,3 -0,2 -0,444

microscopico

o valor xT1 (p=0,0088) xT2 (p=0,4129)  xT3 (p=0,2535)
_ xT2 (p=0,0062)  xT3 (p=0,4141)
(comparagdes) XT3 (p=0,0125)

4.2.4 MONOMORFONUCLEARES

O grupo C apresentou infiltrado monomorfonuclear ausente (graduagao
= 0). O grupo SHAM apresentou graduagéo do infiltrado monomorfonuclear
de 1,25. Os grupos T1, T2 e T3 apresentaram graduagdes menores de
monomorfonucleares, quando comparados ao grupo SHAM (p<0,05). Os
valores encontram-se na TABELA 5.

Tabela 5:
MMN C SHAM T1 T2 T3
(Média)
Graduacao
do achado 0 1,25 1 0,8 0,778

microscopico

p valor XT1 (p=0,0091)  xT2 (p=0,1438)  xT3 (p=0,2414)

_ xT2 (p=0,0125)  xT3 (p=0,1765)
(comparagdes) XT3 (p=0,0154)
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4.2.5 TECIDO DE GRANULAGCAO

Houve auséncia de Tecido de Granulacdo no Controle. Todos os
grupos apresentaram baixa quantidade de Tecido de Granulagdo, mas o
SHAM novamente apresentou maior meédia (0,875), com p<0,05 se

comparado aos grupos com uso de droga. Valores na TABELA 6.

Tabela 6:
Tecido de C SHAM T T2 T3
Granulagao
(Média)
Graduacéao do
achado 0 0,875 0,4 0,1 0,444

microscopico

xT1 (p=0,0105)  xT2 (p=0,1760)  xT3 (p=0,3488)

p valor
_ xT2 (p=0,0154)  xT3 (p=0,2388)
(comparagdes) xT3 (p=0,0209)
4.2.6 FIBROSE

O grupo Controle apresentou média de graduagédo da fibrose quase
ausente (graduacéo = 0,3). O grupo SHAM apresentou graduagao de 1,25.
Todos o0s grupos com wuso de tacrolimus apresentaram taxas
significativamente maiores de fibrose se comparados ao grupo SHAM. Os

valores encontram-se na TABELA 7.

Tabela 7:
Fibrose C SHAM T T2 T3
(Média)
Graduacéao do
achado 0,3 1,25 1,7 2,5 2

microscopico

xT1 (p=0,0466)  xT2 (p=0,0090) XT3 (p=0,0087)
_ xT2 (p=0,0015)  xT3 (p=0,2368)
(comparagées) XT3 (p=0,0451)

p valor



45

4.2.7 ESCORE DETALHADO

O Escore Detalhado, ou seja, valor resultante da somatéria dos
achados de variaveis de fase aguda com os de fase crénica, foi estabelecido
em cada grupo. Quanto mais positivo o valor se apresenta, infere-se que a
cicatriz encontra-se mais proxima da fase crénica da cicatrizagdo. O grupo
Controle apresentou Escore Detalhado muito préximo de zero (0,1). O grupo
SHAM apresentou Escore 1,625. Todos os grupos com uso de Tacrolimus
apresentaram Escores maiores, mais positivos. Houve pouca diferenga no
valor dos escores entre os grupos. N&o foi realizada analise estatistica desse
Escore por ele ndo apresentar uma linearidade nos valores, ser apenas uma

inferéncia a fase da cicatrizacao.

Tabela 8:
Escore C SHAM T T2 T3
Detalhado
AGUDA
+ 0,1 1,625 2,5 29 2,666

CRONICA
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5 DISCUSSAO

Os efeitos histoloégicos e bioquimicos do tacrolimus tém sido
demonstrados em varios 6rgaos, em diversos estudos animais (MOREIRA,
2011; GAMA FILHO, 2010; INACIO, 2010). A avaliagdo de creatinina e uréia
em ratos Wistar apresenta parametros bem estabelecidos em condicdes
normais. Santos, estudando ratos da linhagem Wistar, com peso entre 230 a
260 gramas, no Biotéro Central da Universidade Federal de Sergipe,
estabeleceu parametros bioquimicos de uréia em 35,2 + 1,31 mg/dl e de
creatinina em 0,6 = 0,02 mg/dl (SANTOS, 2010). O Centro de Bioterismo da
Faculdade de Medicina da USP usa como parametros normais a uréia entre
41 - 44,6 mg/dl e a creatinina entre 0,3 — 0,6 mg/dl (CENTRO DE
BIOTERISMO DA FMUSP, 2010). Os valores de creatinina encontrados nos
grupos do presente estudo estdo dentro dessas faixas normais citadas, no
entanto o grupo T3 apresentou um valor significativamente maior que os
outros grupos (p<0,05), sugerindo que a droga provoque uma piora da
creatinina. Além disso, os valores de uréia de todos os grupos operados
foram maiores que os valores de referéncia citados, com uma piora
significativa nos grupos com droga, o que comprova a piora da uréia com o
uso do tacrolimus.

Alguns estudos animais tém demonstrado analises e alteracdes de
funcéo renal sob diversos aspectos. Santos, em 2005, realizou nefrectomia
unilateral em ratos e testou os efeitos no rim remanescente de 2 e 4 horas de
pneumoperitbneo. Descreveu que a fungédo e a morfologia renal desses ratos
nao sao alteradas significativamente (SANTOS, 2005). Cologna estudou os
efeitos da Ciclosporina em modelos de isquemia e reperfuséo renal. Concluiu
que a Ciclosporina A teve efeito protetor na funcdo renal e reduziu a
severidade das lesbes teciduais em rins submetidos a isquemia
normotérmica de 40 minutos e posterior reperfusdo (COLOGNA, 2008).
Inacio estudou os efeitos nefrotoxicos do tacrolimus em modelos
experimentais de tumor (carcinossarcoma 256 de Walker inoculado em rins
murinos). Encontrou dosagens de creatinina significativamente maiores nos

grupos com tumor submetidos ao uso de tacrolimus, quando comparados a
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grupos que usaram apenas tacrolimus (1,01+0,30 X 0,71+0,16) e a grupos
que apresentavam apenas tumor (1,01+0,30 X 0,56+0,03) (INACIO, 2010).

Paul, em dissertacao apresentada em 2011, estudando cicatrizagao de
bexiga em ratos sob uso de tacrolimus associado ao micofenolato - mofetil,
nao encontrou alteracido de uréia e creatinina apdés 15 dias de tratamento
com as drogas. Inclusive, sugeriu possivel efeito protetor do micofenolato de
mofetila na funcéo renal (PAUL, 2011).

No presente estudo, o tacrolimus mostrou efeito de piora na funcao
renal, com elevagdo das dosagens séricas de creatinina e uréia, nos ratos
com rim unico submetido a isquemia e reperfusdo, quando comparados aos
ratos que nao usaram a droga. A nefrotoxicidade também parece ser dose-
dependente, com piora progressiva da uréia conforme o aumento da dose de
tacrolimus nos grupos (Grafico 3).

Apesar da presengca de aspectos importantes similiares a um
transplante renal como a isquemia/reperfusao renal e cicatrizagao vesical, no
presente estudo n&o houve o fator antigenicidade (gerado por um enxerto). A
antigenicidade é o principal motivo da utilizagdo de um imunossupressor no
transplante renal, no entanto, quando um imunossupressor, como O
tacrolimus, é utilizada sem o fator antigenicidade, pode-se avaliar os seus
efeitos benéficos e colaterais com maior precisdo. Outra questdo importante
€ a escolha da dose de tacrolimus para experimentos. Ochiai, em 1987,
estudando alotransplantes cardiacos heterotépicos em ratos tratados com
FK506 (tacrolimus), relatou que a dose minima oral diaria para prolongar a
sobrevida do enxerto foi de 1 mg/kg/dia (OCHIAI, 1987). Tacrolimus nas
doses de 1, 2 e 4 mg/kg/dia foi usado por Ramos, em 2008, para testar
toxicidade no desenvolvimento embrionario de ratas durante o periodo de
transito tubario. Nado houve efeitos toxicos maternos ou embrionarios nas
doses testadas (RAMOS, 2008). Na presente pesquisa utilizou-se a dose
padrdao de 1mg/kg/dia no grupo T1 para que a dose testada no grupo T3
(dose 10 vezes maior) ndo se tornasse muito toxica e houvesse perda
precoce de animais, 0 que inviabilizaria o estudo de dose-dependéncia.

Em um estudo cohort em 2010, com 32 pacientes transplantados
renais com potencial risco de efeitos adversos, Hon relatou que a dose alvo
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(dose sérica padrdao) de tacrolimus deve estar entre 5 e 12 ng/ml, o
equivalente a 0,5 e 1,2 ng/dl (HON, 2010). No presente estudo encontrou-se
dose sérica muito préxima no grupo T1 (média de 0,49; GRAFICO 1). Desta
forma pode-se considerar o grupo T2 como tendo sub-dose e o grupo T3
como dose toxica.

Existem métodos e parametros bem estabelecidos para avaliacdo da
cicatrizagdo, como a resisténcia mecanica da cicatriz, a taxa de colageno e o
estudo histologico (GONCALVES-FILHO, 2006). Como em outros estudos, a
exemplo de Gongalves-Filho, optamos por n&o utilizar a analise da
resisténcia mecanica para evitar perda de material e por dificuldades técnicas
na manipulagdo da bexiga murina. Estudo como o de Paul, em 2011,
quantificou a porcentagem de colageno maduro e imaturo em cicatriz de
bexiga sob uso de imunossupressores tacrolimus e micofenolato-mofetil,
demonstrando  predominio de colageno imaturo nos  grupos
imunossuprimidos, sem alterar a quantidade de colageno total (PAUL, 2011).
O autor confirma que o estudo do colageno € uma boa opgéo na avaliagao de
cicatrizagdo. Em nosso estudo, a quantificagdo do colageno fez parte de
outro segmento da pesquisa. Portanto, optamos pelo estudo histolégico, com
analise de variaveis inflamatdrias de fase aguda e crénica.

Na cascata de cicatrizacdo existe a participagao de células com papel
fundamental. Dentre essas, os neutrofilos sdo destaque (uma das variaveis
de fase aguda no presente estudo). Sdo células polimorfonucleares que
possuem nucleo bilobulado, trilobulado ou pentalobulado. Sdo os neutrdfilos
0S mais humerosos no sangue, fazendo parte de aproximadamente 65% dos
leucdcitos do sangue. Sao os principais fagocitos do sangue e participam da
reacao inflamatoria, sendo sensiveis a agentes quimiotaticos liberados pelos
mastdécitos e basdfilos. Agentes quimiotaticos s&o substancias que atraem os
neutréfilos até o local, ajudando no movimento em dire¢cdo ao agente
agressor (JUNQUEIRA, 2005). Pelo fato de estarem presentes em todo o
organismo e em grande numero, os neutrofilos frequentemente sofrem
influéncia de drogas externas e por isso tém grande importancia no decorrer
da cicatrizagdo. Aqui, os neutréfilos da cicatriz, assim como as outras
variaveis inflamatorias, foram suprimidos nos grupos que utilizaram

tacrolimus.
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O tipo de fio utilizado para a sutura vesical, o poliglecaprone 25
(Monocryl®), um material absorvivel sintético, monofilamentar, foi o mesmo
escolhido para analise histolégica de cicatriz vesical em estudo de Simdes,
em 1998. Esta comparou o poliglecaprone 25 ao catgut cromado em suturas
de bexigas de ratos e concluiu que o comportamento tecidual € similar para
os 2 fios, no entanto no grupo do catgut observou-se matriz calculosa em
46,15% das bexigas apds 50 dias de cirurgia. Ja no grupo do poliglecaprone
ndo se observou litiase no mesmo periodo de tempo (SIMOES M.L.P.B.,
1998).

Em relagcdo ao método histoldgico, outros autores o utilizaram para
analise da evolugéo cicatricial de forma eficaz. Vizzoto Junior sugeriu que a
Cisplatina, droga quimioterapica, provoca uma lentificagdo na cicatrizagéo de
anastomoses colbnicas. Utilizou o meétodo de graduagdo de indices
histologicos e as mesmas variaveis inflamatorias aqui utilizadas (neutrofilos,
edema, congestdo, MMN, tecido de granulagdo e fibrose). Encontrou
infiltrado neutrofilico e edema significativamente maiores nos grupos em que
usou cisplatina antes da cirurgia colénica. Também utilizou escore de
somatoria de variaveis de fase aguda com as de fase cronica e classificou os
grupos conforme o periodo de evolugao da cicatriz. Dessa forma relatou que
0S grupos que usaram a cisplatina obtiveram escore diferente dos que nao
usaram. Concluiu que a cisplatina provoca lentificagdo da cicatrizagao
(VIZZOTO JUNIOR, 2003). O Escore Detalhado utilizado em nosso estudo,
onde a cicatrizagdo de bexiga nos grupos com uso de tacrolimus teve uma
tendéncia a cronicidade, foi 0 mesmo escore utilizado por Vizzoto Junior para
estimar a fase do processo inflamatério, embora Vizzoto tenha calculado
esse escore para cicatrizagado colénica e com uso de quimioterapico.

Fumagalli, avaliando o quimioterapico mitomicina na cicatrizagéo
colénica de ratos, encontrou persisténcia dos achados histoloégicos de
processo inflamatorio agudo nos animais que usaram a droga. Propds que
haveria persisténcia da fase proliferativa na cicatriz (FUMAGALLI, 1991).
Similar a esses achados, mas utilizando um imunossupressor e avaliando
cicatriz vesical, também tivemos indices histolégicos sugestivos de
persisténcia da fase proliverativa nos grupos com tacrolimus.

Ekici, em 2007, estudando os efeitos do imunossupressor Sirolimus na
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cicatrizagdo de bexiga em ratos, concluiu que o Sirolimus afeta todas as
etapas da cicatrizagdo vesical, com diminuicdo do numero de células
inflamatorias, angiogénese e proliferacdo de miofibroblastos, adiando o
processo de cicatrizagao (EKICI ET AL, 2007).

Myers, em 1961, apresentou uma forma, que atualmente é bem
conhecida, de graduacéo de escores de feridas em cicatrizagdo. Da mesma
forma, ele considera inflamagdo aguda, inflamagédo cronica, tecido de
granulagdo e colageno como parametros, no entanto, em seu escore, ele
também associa outros fatores como abcesso, crosta, regeneragao epitelial e
fibroblastos (MYERS, 1961). Similar a Myers, utilizou-se no presente estudo
sinal negativo e positivo para os escores de inflamagdo aguda e crénica
respectivamente.

Magalhdes, em tese apresentada na Universidade Federal do Ceara
em 2007, avaliando o efeito do Dersani® e da agua de coco liofilizada em
cicatrizagédo cuténea de ratos Wistar, encontrou evidéncias macroscopicas de
maior taxa de reparacgao tecidual no periodo compreendido entre 7 e 12 dias
pos lesdo, em todos os grupos testados. Na analise microscépica, a autora
encontrou, no 12° dia do experimento, aumento na quantidade de colageno
nas feridas de grupos em que usou agua de coco amorfa e cristalina como
tratamento na cicatrizagdo por segunda intengdo. Também encontrou, no 12°
dia, aumento da densidade vascular das feridas tratadas com triglicerideo
sobre a cicatriz, no entanto n&o encontrou diferenga estatistica na
quantificacdo de neutrofilos e inflamagéo crénica em nenhum grupo testado
(SONIA FELICIO MAGALHAES, 2007), Esse estudo reafirma a eficacia do
meétodo histoldgico para avaliagao da cicatrizagéo.

O laboratério fabricante do tacrolimus descreve como reacdes
adversas possiveis a leucopenia (ASTELLAS PHARMA US, 2005). Isso pode
ter reflexos na cicatrizacdo. Em concordancia com essa reacdo adversa,
encontramos uma significativa diminuigdo do infiltrado neutrofilico e

monomorfonuclear, embora esse achado tenha sido na cicatriz de bexiga.
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6 CONCLUSOES

A isquemia por 20 minutos e reperfusdo subsequénte mostrou-se
nociva para a fungdo renal, provocando uma piora significativa na uréia dos
ratos em relagdo ao controle ndao operado. O tacrolimus também apresentou-
se nefrotdxico, com piora da fungao renal se mostrando dose dependente.

O tacrolimus provocou um atraso na cicatrizagdo de bexiga, com
persisténcia de taxas elevadas de fibrose no 14° dia de pdos operatério.
Apresentou também diminuigdo significativa do infiltrado neutrofilico, da
congestéo vascular, do edema, do infiltrado monomorfonuclear e do tecido de

granulagao nos grupos com uso da droga.
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APENDICE 1

MEDIAS DE PESO INICIAL E TEMPO CIRURGICO POR GRUPO

Média de pesos

Média de tempo

(gramas) cirurgico (minutos)
CONTROLE 230
SHAM 221 29
™ 2451 38
T2 234,9 34
T3 229,3 37




APENDICE 2
DOSAGENS SERICAS DE TACROLIMUS (NANOGRAMAS/ML)

61

Ratos T T2 T3

1 0,5 0,2 2,8

2 0,9 0,5 3,7

3 0,3 0,3 2,4

4 0,5 0,3 1,2

5 0,3 0,2 1,6

6 0,6 0,01 2,1

7 0,2 0,2 1,8

8 0,8 0,5 1,9

9 0,3 0,2 2,5

10 0,5 0,6

Média 0,49 0,3011 2,2222
Desvio Padrao 0,2283 0,1917 0,7378

Mediana 0,5 0,2 2,1
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APENDICE 3
DOSAGENS SERICAS DE CREATININA (MG/DL)

Ratos Cc SHAM T1 T2 T3
1 0,3 0,4 0,4 0,4 0,5
2 0,3 0,5 0,4 0,3 0,5
3 0,3 0,4 0,3 0,3 0,5
4 0,3 0,4 0,4 0,3 Indefinido
5 0,3 0,4 0,4 0,4 0,4
6 0,54 0,4 0,4 0,3 0,5
7 0,57 0,4 0,4 0,3 0,6
8 0,67 0,4 0,4 0,4 0,5
9 0,43 0,3 0,3 0,5
10 0,49 0,3 0,4
Média 0,42 0,4125 0,37 0,34 0,5
Desvio 0,14 0,0353 0,0483 0,0516 0,0535
Padrao
Mediana 0,365 0,4 0,4 0,3 0,5
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APENDICE 4
DOSAGENS SERICAS DE UREIA (MG/DL)

Ratos C SHAM T1 T2 T3
1 42 59 75 83 86
2 45 55 80 75 113
3 44 48 70 60 89
4 44 58 75 68 Indefinido
5 41 53 60 68 83
6 48 48 74 62 95
7 51 59 71 68 87
8 45 50 77 74 108
9 44 79 75 96
10 45 65 77
Média 44,9 53,75 72,6 71 94,62
Desvio 2,8460 4,7132 6,2751 7,0710 10,8092
Padrao
Mediana 44,5 54 74,5 71 92
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APENDICE 5
ESTATISTICA COMPARATIVA DOS VALORES DE TACROLIMUS
UTILIZANDO TESTE T DE STUDENT (p-valor)

Comparagoes p-valor
T1xT2 0,0667
TIxT3 0,00008
T2xT3 0,00003




APENDICE 6
ESTATISTICA COMPARATIVA DOS VALORES DE CREATININA COM
TESTE DE MANN-WHITNEY (p-valor)

Comparagoes p-valor
C x SHAM 0,8589
CxT1 1,0000
CxT2 1,0000
CxT3 0,1551
SHAM x T1 0,4239
SHAM x T2 0,2863
SHAM x T3 0,0011
T1xT2 0,5453
T1xT3 0,0003
T2xT3 0,0003
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APENDICE 7
ESTATISTICA COMPARATIVA DOS VALORES DE UREIA UTILIZANDO
TESTE T DE STUDENT (p-valor)

Comparagoes p-valor
C x SHAM 0,0006
CxT1 0,0001
CxT2 0,0001
CxT3 0,0001
SHAM x T1 0,0001
SHAM x T2 0,0001
SHAM x T3 0,0001
T1xT2 0,5990
T1xT3 0,0003
T2xT3 0,0001
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APENDICE 8
INTENSIDADE DAS VARIAVEIS INFLAMATORIAS DE CADA RATO DO
GRUPO CONTROLE E MEDIAS

Ratos | Netrof. | Edema | Congestao | MMN | T Gran | Fibrose | Escore

C Detalh.

1 0 0 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0 0 0

3 0 0 0 0 0 1 1

4 0 0 0 0 0 0 0

5 0 -1 0 0 0 0 -1

6 0 -1 0 0 0 1 0

7 0 0 0 0 0 0 0

8 0 0 0 0 0 0

9 0 0 0 0 0 1 1

10 0 0 0 0 0 0 0
Média 0 -0,2 0 0 0 0,3 0,1
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APENDICE 9
INTENSIDADE DAS VARIAVEIS INFLAMATORIAS DE CADA RATO DO
GRUPO SHAM E MEDIAS

Ratos | Netrof. | Edema | Congestdo | MMN | T Gran | Fibrose | Escore
SHAM Detalh.
1 -1 -1 1 2 1 2
2 0 0 -1 1 1 1 2
3 0 -1 -1 1 1 1 1
4 -1 -1 -1 1 1 2 1
5 0 -1 -1 1 2 2 3
6 -1 -1 -1 2 0 1 0
7 -1 0 0 2 0 1 2
8 0 0 0 1 0 1 2
Média | -0,375 | -0,625 -0,75 1,25 | 0,875 1,25 1,625
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APENDICE 10
INTENSIDADE DAS VARIAVEIS INFLAMATORIAS DE CADA RATO DO

GRUPO T1 E MEDIAS

Ratos | Netrof. | Edema | Congestao | MMN | T Gran | Fibrose | Escore
T Detalh.
1 -1 -1 -1 1 0 1 -1
2 0 0 1 0 2 3
3 0 0 1 0 3 4
4 0 0 -1 2 2 1 4
5 0 0 1 0 1 2
6 0 0 1 0 2 3
7 0 0 1 0 1 2
8 0 0 0 0 1 1
9 0 -1 -1 1 2 3 4
10 0 0 0 1 0 2 3
Média | -0,1 -0,2 -0,3 1 0,4 1,7 2,5
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APENDICE 11
INTENSIDADE DAS VARIAVEIS INFLAMATORIAS DE CADA RATO DO

GRUPO T2 E MEDIAS

Ratos | Netrof. | Edema | Congestao | MMN | T Gran | Fibrose | Escore
T2 Detalh.
1 0 0 0 0 3 3
2 0 0 0 1 0 3 4
3 0 -1 0 1 0 1 1
4 0 0 0 0 0 2 2
5 0 0 0 1 0 3 4
6 0 0 1 0 3 4
7 0 0 0 1 0 2 3
8 0 -1 -1 1 0 2 1
9 -1 0 -1 1 1 3 3
10 0 0 0 1 0 3 4
Média | -0,1 -0,2 -0,2 0,8 0,1 25 29
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APENDICE 12
INTENSIDADE DAS VARIAVEIS INFLAMATORIAS DE CADA RATO DO
GRUPO T3 E MEDIAS

Ratos | Netrof. | Edema | Congestao | MMN | T Gran | Fibrose | Escore
T3 Detalh.
1 0 0 -1 1 1 2 3
2 0 0 -1 1 1 1 2
3 0 0 -1 1 2 2 4
4 0 0 0 1 0 3 4
5 0 -1 -1 1 0 1 0
6 0 0 0 0 0 3 3
7 0 0 0 1 0 3 4
8 0 0 0 1 0 2 3
9 0 0 0 0 0 1 1
Média 0 -0,111 -0,444 0,778 | 0,444 2 2,666
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APENDICE 13
p-VALOR PELO TESTE DE QUI-QUADRADO ( TESTE NAO
PARAMETRICO)

Comparacgoes | Netrof | Edema | Congestdao | MMN | T Gran | Fibrose

SHAM xT1 | 0,0137 | 0,0150 0,0088 0,0092 | 0,0105 | 0,0466

SHAM xT2 | 0,0137 | 0,0150 0,0062 0,0125 | 0,0154 | 0,0015

SHAM x T3 | 0,0075 | 0,0094 0,0125 0,0154 | 0,0209 | 0,0451

T1xT2 0,9262 | 0,5705 0,4129 0,1438 | 0,1761 | 0,0090

T1xT3 0,2996 | 0,2845 0,4140 0,1765 | 0,2388 | 0,2368

T2xT3 0,2996 | 0,2845 0,2535 0,2414 | 0,3488 | 0,0087
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