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RESUMO: Objetivo: Relacionar as ateracGes morfologicas renais sob microscopia de luz, de ratos submetidos a oclusdo de aorta,
em modelo que simule a condi¢do clinica de reparagdo cirdrgica de um aneurisma de aorta abdominal. M étodo: Ratos Wistar (N=60),
machos pesando entre 200 e 250g, foram distribuidos em trés grupos: | (ssmulado); 11 (isquemia); 111 (isquemia + reperfusdo); e cada
grupo redistribuido em dois subgrupos: A (30 min); B (60 min). Foi realizada isquemia utilizando clamp vascular (8mm) na aorta
abdominal infra-renal de acordo com o grupo estudado. Ao final de cada experimento os animais foram mortos e realizada andlise
histol6gica renal cortical e medular (descritiva e morfométrica) através de metodologia convencional (parafina-hematoxilina-
eosing). A andlise semiquantitativa de lesdo tubular e intersticial foi realizada de acordo com o indice de lesdo tubular e indice de lesdo
intersticial. Para a andlise estatistica foram aplicados os seguintes testes: Mann-Whitney, Kruskal-Wallis, Comparagdes mdltiplas
(p<0,001). Resultados: Observou-se no grupo Il alteracdes histoldgicas tubulares e intersticiais significantes com relagdo aos
outros grupos (p<0,001). Conclusdo: A oclusdo da aorta abdominal infra-renal em ratos esta associada a lesdes estruturais renais
tanto tubulares quanto intersticiais principalmente na fase de reperfusdo (Rev. Col. Bras. Cir. 2005; 32(4): 178-182).

Descritores: Morfologia: Rim: Aorta abdominal: Ratos, Wistar

INTRODUCAO

Desde aprimeiraoperacdo realizadacom sucesso para
aresseccdo de aneurisma da aorta abdominal infra-renal feita
por Dubost em 1951, tem sido verificada a associagdo subse-
guente de insuficiéncia rena, que € uma causa importante de
morbidade e mortalidade no pds-operatdrio 4. Suainstalagdo
€ multifatorial tendo sido verificado que o clampeamento da
aortainfra-renal parece ser um dosfatoresmaisimportantesna
patogénese da disfuncdo renal *7. Esta variade 1 a 65% em
diferentesestudos®2. A insuficiénciarenal tem como substrato
anatdbmico a necrose tubular aguda, com manifestacdes clini-
caselaboratoriais muito semel hantes em sereshumanos e ani-
mai s de experimentagdo como o rato?® 1%,

O desenvolvimento e a progressdo dainsuficiéncia
renal aguda se devem a perdadafuncdo das célulasepiteliais
tubulares devido a um processo de delecdo ou morte. A
disfuncéo renal ocorre, na grande maioria das vezes, apos
periodos de isquemia/reperfusdo renal %28,

Além disso, € bem conhecido o fato de que nalesio
isquémica e naisguemialreperfusdo ocorre também necrose
tubular e células em apoptose, que podem ser vistas ao longo

dos segmentos do néfron, e contribuem para o estabeleci-
mento dainsuficiénciarenal -2,

Independente da via das lesdes nefron-tubulares, é
importante estabel ecer umarelacdo tempora entre a ocluséo
daartériaaortainfra-rena e o aparecimento de lesBesrenais.

A proposta desta pesquisafoi relacionar as alteragBes
morfol 6gi cas sob microscopiadeluz com o grupo deoclusdo de
aorta, num modelo em ratos que simule a condicdo clinica de
reparacdo cirdrgicade um aneurismadaaortaabdominal.

METODO

O projeto de pesquisafoi aprovado pelo Comité de
Eticaem PesquisadaUNIFESP-EPM (Protocolo no. 836/01) e
ratificado pela Comissio de Etica da Universidade Iguagu
(UNIG).

Foram utilizados 60 ratos (Rattus norvegicus
albinus), machos, com peso médio de 220 gramas. Osanimais
foram mantidos no Biotério daUniversidade Iguagu (UNIG)
por quinze dias, para observacdo e adaptacéo.

Os procedimentos operatérios foram realizados no
L aboratorio do Biotério daUniversidade | guagu e no Labora-
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torio daDisciplinade Histologiae Embriologia-UFRJ. Osra-
tosforam distribuidos a eatoriamente em trésgrupos: 1= simu-
lado; 1= isquemig; I11=isquemia+ reperfusdo. Osanimaisfo-
ram redistribuidos aleatoriamente (n=10) nos seguintes
subgrupos: |A=simulado de 30 minutos; I1B= simulado de 60
minutos; 1A= isquemiade 30 minutos; [1B= isquemia de 60
minutos; I11A= isquemia de 30 minutos + reperfusio de 30
minutos; I11B= isquemia de 60 minutos + reperfusio de 60
minutos.

Osanimaisforam anestesiados com inalacéo de éter
dietilico. Iniciou-se 0 ato operatdrio somente apos ter sido
constatada a perdadosreflexos de endireitamento, deretirada
do membro pélvico ao estimulo doloroso provocados por
preensdo e do reflexo palpebral. Foi realizadalaparotomiame-
dianade aproximadamente quatro centimetros com bisturi 1&
mina 15, com subseqiiente afastamento das al¢as intestinais
paraadireita. A disseccdo da aorta abdominal infra-renal foi
realizada por meio de gazes, cotonetes e pingas hemostéaticas
apropriadas.

Em seguidafoi realizadaheparinizacéo sistémicana
dose de 10 a 15 U/100g/peso, por puncdo da veia cava utili-
zando-se seringa de 1 ml acoplada a agulha 13x3 (30G Y%).
ApGs trés minutos a aorta abdominal infra-renal foi ocluida
através de clampe vascular 8 mm. Ao término do tempo de
oclusdo da aorta infra-renal de cada animal foi realizada
nefrectomiabilateral, e os animais mortos por exsanguiinagéo.

O estudo histol égico compreendeu umaanalise des-
critivae uma semi-quantitativa. O estudo descritivo compre-
endeu umaandlise do compartimento glomerular e do compar-
timento tdbulo-intersticial renal. Neste tltimo foi analisado em
separado o compartimento intersticial onde os seguintes
pardmetros foram determinados; edema intersticial, conges-
t80 capilar, hemorragiaintergticia einflamagao e, no comparti-
mento tubular, o grau de vacuolizago, descamacdo celular e
alteracdo nuclear.

A avaliagdo semiquantitativa de cada pardmetro foi
feitaas cegas. Asimagensforam capturadas por camaradigi-
tal (Coolpix 550, Nikon, Japan) acopladaamicroscopio deluz
(Eclipse400, Nikon, Japan) utilizando alente objetivade X40.
Os cortes histoldgicos receberam coloragdo pela HE sendo
analisados 10 campos corticais e cinco campos medul ares por
animal.

Asimagens foram avaliadas por um observador e a
guantificacdo foi feita segundo uma escalade zero atrés cru-
zes, correspondendo a alteracdo ausente, leve, moderada e
intensa, respectivamente.

Os resultados foram expressos como indice de leséo
intersticial e indice de lesdo tubular, correspondendo ao
somatorio de pontos conferidos para cada parametro corres-
pondente, segundo metodologia descrita por Takito

-indicedelesdointerdticial: valor maximo=12

-indice delesdo tubular: valor maximo=9

A andlise estatisticados resultados obtidos foi reali-
zada pela Disciplina de bioestatistica do Departamento de
MedicinaPreventivadaUNIFESP-EPM.

Para a andlise estatistica, de acordo com a natureza
das varidveis estudadas, foram aplicados os seguintes testes:
teste de Mann-Whitney; andlise de varidncia por posto de
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Kruskal-Wallis; em todos os testes fixou-se em 0,001 o nivel
de rejei¢do da hipotese de nulidade, assinalando-se com um
asterisco (*) os valores significantes®

RESULTADOS

O corte de rins dos animais do grupo |A apresenta-
vam histol ogia preservada semel hante ao normal, aspecto vis-
to tanto nas coloragdes pelaHE e PAS. Nos animaisdo grupo
IB foi verificado haver uma pequena alteragdo do contorno
apical decéulastubularesnaHE assm como diminuto alarga-
mento do intersticio renal por edema.

Na coloracdo pelo PAS ndo foi verificada ateracdo
grosseira em bhorda estriada dos tabulos. Nos animais dos
grupos I|A e B assim como nos dos grupos | 1A e llIB foram
verificadasintensificagdo daslesbestubulares, irregularidade
na borda apical chegando a perdafocal do citoplasma apical
nosgruposlil(A eB) e perdafocal daafinidadetintorial pelo
PAS indicativo de alteracdo/perda da borda estriada além de
progressdo do edemaintersticial.

Congestdo capilar discretafoi verificadanointersticio
eglomérulosevidenciadanosgrupos!lA eB (Figuras1, 2,3
e4). Célulasinflamatorias ndo foram vistas nos gruposl, Il e
I11A. Nogrupo | 11B foi verificadaapresencade céulasinfla-
matérias, leucécitos polimorfonucleares ou células
mononucleares no intersticio (umacélulainflamatériaem ra-
ros campos) sendo mais comum a presencadestas células nos
capilares sangliineosintersticiais. Hemorragiaintersticia ndo
foi verificada nos cortes histol 6gicos dos grupos.

A andlise descritivadaslesdesrenais se correl acionou
com os achados histomorfométricos como pode ser visto no
Gréfico 1.

A andlise estatistica dos dados histomorfométricos
demonstrou haver alterac8o tubular eintersticial significante
entre os animais dos grupos | 11B em comparac&o com os ou-
tros grupos estudados. Também foi verificado haver diferen-
casignificativa entre os animais isquémicos e reperfundidos
com o tempo.

DISCUSSAO

Este trabalho confirmou a presenca de alteragtes
histol 6gicas tubulares apds lesdo por isquemia e isquemia/
reperfusdo em ratos submetidos & clampeamento infra-renal
da aorta e sacrificados imediatamente apds a oclusdo, tanto
apos 30 quanto 60 minutos deisquemia, com e sem reperfuso.

E bem conhecido o fato de que alteragbes
morfol 6gicas compativeis com necrose isquémicade células
tubulares renais sdo verificadas apos pel 0 menos 30 minutos
de isquemia e com mais de uma hora de reperfusdo 7. As
modificagles, reflexo dairreversibilidade dainjuria, consistem
na presenca de alteragdes nucleares como picnose, caridlise
ou cariorréxis associada com a homogeneidade e acidofilia
citoplasmética®. E bem conhecido o fato que muitasvezes as
células agredidas ainda conseguem sobreviver apresentando
somente alteracdes subletais que consistem em degeneracéo
hidrépica ou vacuolar com modificagBes metabdlicas discre-
tas, mas aindacompativeis com asobrevivénciacelular.
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Entretanto, com o aporte de oxigénio, quando do
restabel ecimento do fluxo sanguineo, aslesdes se exacerbam
pelo fato dessas cél ulasja estarem metabolicamente compro-
metidas ndo tendo, portanto, a capacidade de exercer suas
fungdes no sentido de manter o equilibrio idnico e suas defe-
sas antioxidantes $81°, Associado amorte celular por necrose,
genes reguladores da apoptose também sdo ativados culmi-
nando com a perdamaior de células ao longo dos segmentos
dos nefrons o que contribue para o estabelecimento dainsu-
ficiénciarenal 22,

? I.IJII'.ILLIHF—

6 Intersticial -
85 a
e
2 3
=
a 3
o
8 2
=

yHl 1

LA

A 1B A lIB A B

Gréfico 1- Distribuicdo do indicedelesdo intersticial etubular nos
diferentes grupos experimentais. |A: Grupo simulado — 30 minutos;
IB: Grupo simulado 60 minutos; I1A: Isquemia — 30 minutos; 11B:
Isquemia—60 minutos; 111 A: Isquemia/Reper fusdo 30 minutos; 111B:
I squemia/Reper fusdo 60 minutos.
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Figural - Fotomicrografia do rimde ani-
mal do grupo I11A. Tlbulos renais exibin-
doirregularidade no bordo apical das cé-
lulase edemaintersticial. HE X 40.

Figura 2 - Aspecto do rim de animal do
grupo I11A. Corte histolégico corado pelo
PAS exibindo tubul os renais com perda fo-
cal daafinidadetintorial pelo PAS X 40.

Figura3- Cortehistoldgico dorimdeani-
mal do grupo I11B. Célulastubularesapre-
sentando irregularidade do bordo apical
gue por vezes se apresenta solto na luz
tubular e importante edema intersticial.
HE X 40.

Figura 4 - Rim de animal do grupo 111B
exibindo intensa perda da afinidadetintorial
pelo PAS e edema intersticial evidente.
PASX 40.

Nosso protocol o experimental, empregando animais
mortos logo apds a isquemia ou logo apds a liberagdo do
clampe, permitiu a demonstragéo de que com 30 minutos de
isquemiajahaalteracGes tubulares que sdo agravadas com 30
minutos de reperfusdo. Existem trabal hos anteriores confir-
mando que a presenca de necrose tubular aguda morfol 6gica
é verificada apés dois dias de reperfusdo %.

Foram verificadas, porém, modificacBes da borda
estriada tubular, associada a ruptura da integridade celular e a
obstrucdo tubular em estudos realizados apds 30 minutos de
isquemia e duas horas de reperfusio % ou apds uma hora de
isquemiacom uma atrés horas de reperfuso ®. Os achados sdo
semel hantes aos encontrados em nosso experimento apos uma
horadeisquemiaereperfusdo. Em estudo semelhante a0 nos-
S0, porém com exploracdo ultra-estrutural, Arendshorst et al @
comprovaram que apds uma atrés horas de isquemiahouve o
gparecimento de modificagbes subletai s (tumefacdo mitocondrial
de baixa amplitude — condensag@o da matrix e dilatagdo das
cristas) em tubulos, o que corrobora os nossos achados.

Sabe-se que os tecidos fixados por imersdo podem
apresentar artefatos que sdo facilmente confundidos com al-
teragdes patol égicas. Estudo realizado considerando areagdo
das células renais durante autdlise in vitro evidenciou que,
mesmo em tecidos fixados imediatamente ap0s a retirada do
organismo ha alteracdes mais proeminentes em tibulos
proximais. A maioria dos tubulos se apresenta com aluz ndo
aparente devido atumefagdo celular, havendo também alguma
perdadaafinidadetintorial nuclear .

N&o utilizamos uma fixagao por perfusdo devido ao
fato de que esta ao ser readlizada com animais ainda vivos
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poderiaalterar o tempo de reperfusdo ou provocar reperfusdo
nos animais submetidos somente aisquemiao que aterariao
protocol o do nosso experimento. | gual mente, em Nosso mate-
rial levamos em consideracdo a presenca destes artefatos.
As modificagBes consideradas foram comparativas
em relac8o aos animais do grupo simulado. Por este motivo
optamos por utilizar umaanalise semiquantitativadeimagens

digitalizadas para diminuir a margem de erro. O achado de
maodificagbes no compartimento tubular no grupo IB apesar
de ser um controle podeter sido provocado pel o maior tempo
deexposicdodorim.

Concluindo, aoclusdo daaortaabdominal infra-rena
em ratos esta associada a modificaces morfoldgicas renais
principamente na fase de reperfuséo.

ABSTRACT

Background: The aimof this study was to investigate the influence of infrarenal corss-clamping in therenal tissue. Methods:
Groups of male Wistar rats (N=60) were subjected or not to infrarenal aortic cross-clamping following or not by reperfusion
according to each group: 1A (sham-30 min-n=10); 1B (sham-60min-n=10); 1A (30min of ischaemia-n=10); 1B (60min of
ischaemia-n=10); 11 A (30min of ischaemia + 30min of reperfusion-n=10); I11B (60min of ischaemia + 60min of reperfusion-
n=10). All animalswere submitted to nephrectomy. The histol ogical analyses (descriptive and mor phometry) were accomplished
through conventional methodol ogy (par affin embedding and hematoxilylin and eosin staining). Semiquantitative analyses of
tubular damage (modified structure) and intersticial edema were carried out according to an index of intensity of injury. Data
wasvalidated by applying statistical tests: Mann-Whitney, Kruskal-Wallis, Multiple Comparisons. Sgnificancewas accepted at
p< 0.001.Results: Occurrence of signicant tubular and intersticial damagesin group |11 was observed. Conclusion: Occlusion
of theinfrarenal aortain ratscan lead to renal morphological effects, especially in reperfusion phase.

Key words: Morphology; Kidney; Aorta abdominal; Rats, Wistar.
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