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RESUMO

GONCALVES, Gabriela Faria Buys. Avaliagdo histomorfométrica do rim apds isquemia
quente e o efeito protetor do resveratrol ou da quercetina em ratos Wistar. 2020. 85f. Tese
(Doutorado em Fisiopatologia e Ciéncias Cirurgicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

Introducdo e Objetivos: A realizagdo da isquemia/reperfusédo durante a cirurgia
poupadora de néfrons causa lesdes que sdo uma questdo critica da nefrectomia parcial. Ainda
ndo ha resultados quantitativos do uso do resveratrol e da quercetina apds a isquemia renal.
Os objetivos deste estudo sdo avaliar quantitativamente a histomorfologia do cortex renal
apos isquemia quente e o possivel efeito protetor do resveratrol ou da quercetina. Métodos:
Sessenta ratos Wistar machos (9 semanas de idade) foram divididos em 6 grupos de 10
animais: Sham (S); Sham tratado com Resveratrol (SR), Sham tratado com Quercetina (SQ),
Isquemia ndo tratado (I); Isquemia tratado com Resveratrol (IR) e Isquemia tratado com
Quercetina (1Q). Os grupos SR e IR receberam 30 mg/kg de resveratrol por via intraperitoneal
60 minutos antes do procedimento cirurgico. Os grupos SQ e IQ receberam 50 mg/kg de
quercetina administrada por gavagem por 3 dias antes e apds a laparotomia, e por via
intraperitoneal 60 minutos antes da cirurgia. O grupo Isquemia teve a artéria e veia renais
esquerdas clampeadas por 60 minutos. Os animais foram eutanasiados 4 semanas apos 0
procedimento, o sangue foi coletado para dosagem sérica de uréia e creatinina e os rins foram
coletados e fixados. O peso renal e o volume renal, a relacdo entre as areas de cortex e néo-
cortex (C-NC), a densidade volumétrica glomerular (Vv[Glom]), volume glomerular médio
ponderado (VWGV) e nimero de glomérulos por rim (N[Glom]) foram avaliados por
métodos estereoldgicos. Os resultados foram comparados por one-way ANOVA com pos-
teste de Bonferroni, e considerados significativos quando o valor de p<0,05. Resultados: A
ureia sérica no grupo | foi aumentada em relacdo ao grupo S em 10,4%, e ndo foram
observadas diferencas significativas nos grupos IR ou IQ quando comparados aos grupos S e
SR ou S e SQ (p=0,01). A C-NC do grupo 1Q foi maior que o I em 5,9%, e o grupo | foi
significativamente menor em relacdo aos grupos S e SQ, e o grupo | também foi menor em
relacdo ao grupo SR (p<0,01). A Vv[Glom] do grupo IR foi maior em 49,1% quando
comparada ao | e ndo apresentou diferenca significativa quando comparada aos grupos S e
SR, ja o grupo 1Q apresentou esse parametro maior em 33,7% quando comparado ao grupo I,
que diminuiu significativamente quando comparado aos grupos S e SQ (p<0,01). O N[Glom]
do grupo IR apresentou-se aumentado em 35,6% quando comparado ao | e ndo apresentou
diferencas significativas quando comparado aos grupos S e SR (p=0,01), e o 1Q foi maior em
28,3% quando comparado ao I, que diminuiu em relacéo aos grupos S e SQ (p<0,01). O peso
e volume renais e 0 VWGV néo apresentaram diferenca significativa entre 0s grupos.
Conclus@es: A isquemia renal quente arteriovenosa promove um grande dano ao tecido
funcional do rim e a administracdo prévia de resveratrol ou quercetina tem efeitos protetores
no cortex renal, sugerindo que esses compostos podem ser usados preventivamente na
nefrectomia parcial.

Palavras-chave: Isquemia renal. Nefrectomia parcial. Resveratrol.  Quercetina.

Histomorfometria.



ABSTRACT

GONGCALVES, Gabriela Faria Buys. Histomorphometric evaluation of the kidney after warm
ischemia and the protective effect of resveratrol or quercetin in Wistar rats. 2020. 85f. Tese
(Doutorado em Fisiopatologia e Ciéncias Cirurgicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

Introduction and Objectives: Injury caused by ischemia/reperfusion in the kidney
remains a critical issue regarding nephron sparing surgery. There are still no quantitative
results of the use of resveratrol and quercetin after renal ischemia. The objectives of this study
are to quantitatively assess the histomorphology of the renal cortex after warm ischemia and
the possible protective effect of resveratrol or quercetin. Methods: Sixty male Wistar rats (9
weeks of age) were divided into 6 groups of 10 animals: Sham (S); Sham treated with
Resveratrol (SR) and Sham treated with Quercetin (SQ), Untreated Ischemia (1); Ischemia
treated with Resveratrol (IR) and Ischemia treated with Quercetin (1Q). SR and IR groups
received 30 mg/kg of resveratrol intraperitoneally 60 minutes before the surgical procedure.
The SQ and 1Q groups received 50 mg/kg of quercetin administered by gavage for 3 days
before and after laparotomy, and intraperitoneally 60 minutes before surgery. The Ischemia
group had the left renal artery and vein clamped for 60 minutes. The animals were euthanized
4 weeks after the procedure, blood was collected for serum urea and creatinine, and the
kidneys were collected and fixed. Renal weight and volume, the cortex-non-cortex areas ratio
(C-NC), the glomerular volume density (Vv[Glom]), the weighted mean glomerular volume
(VWGV), and glomerular number per kidney (N[Glom]) were evaluated by stereological
methods. The results were compared by one-way ANOVA with Bonferroni post-test, and
considered significant when the value of p<0.05. Results: Serum urea in subgroup | was
increased in relation to group S in 10.4%, and no significant differences were observed in the
groups IR or 1Q when compared to groups S and SR or S and SQ (p=0.01). The C-NC of the
IQ group was higher than the I group in 5.9%, and the group | was significantly lower in
relation to the S and SQ groups, which was also observed in relation to the SR group
(p<0.01). The Vv[Glom] of the IR group was higher in 49.1% when compared to the group I
and did not present significant difference when compared to the S and SR groups, whereas the
IQ group had this parameter higher in 33.7% when compared to the group I, which decreased
significantly when compared to S and SQ groups (p<0.01). The N[Glom] of the IR group was
increased by 35.6% when compared to group | and did not present significant differences
when compared to the S and SR groups (p=0.01), and the 1Q was higher in 28.3% when
compared to group I, which decreased in relation to the S and SQ groups (p<0.01). Renal
weight and volume and VWGV showed no significant difference among groups. Conclusions:
Arteriovenous warm renal ischemia promotes a great damage to the functional tissue of the
kidney and previous administration of resveratrol or quercetin has protective effects on the
renal cortex, suggesting that these compounds can be used preventively in partial
nephrectomy.

Keywords: Renal ischemia. Partial nephrectomy. Resveratrol. Quercetin. Histomorphometry.
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INTRODUCAO

O cancer renal € o 6° tipo mais comum em homens e 0 10° mais comum em mulheres
em todo o mundo, representando 5% e 3% de todos os diagnosticos, respectivamente
(SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2019). A doenca é classificada como a 162 causa mais
frequente de morte por cancer em todo o mundo (FERLAY et al., 2015). O tratamento
cirurgico é a base para a remocao segura de tumores renais (CAMPBELL et al., 2017).

Nos tempos atuais, a nefrectomia parcial (NP) é comum mesmo em pacientes com 0
rim ipsilateral sadio, objetivando poupar o maximo de néfrons funcionais (VEYS et al., 2018;
CHOUDHARY et al., 2018). Isto pode ser explicado em parte pela melhoria das técnicas de
diagnostico por imagem renal (DENIFFEL et al., 2018) e melhores métodos cirurgicos que
vem sendo descobertos, descritos e reproduzidos (COOPER et al., 2018; GARISTO et al.,
2018).

A isquemia renal quente (IRQ) € comumente realizada durante a NP, consistindo na
interrupcao temporaria do fluxo sanguineo renal (BAGETTI-FILHO et al., 2012; DE SOUZA
et al., 2012; VOLPE et al. 2015; BECHARA et al., 2016; 2017; DAMASCENO-FERREIRA
et al., 2017; 2018). O clampeamento vascular atraumatico permite que o cirurgido trabalhe em
um campo cirurgico relativamente limpo devido a hemostasia provida pela IRQ, facilitando a
resseccdo tumoral, a correcdo e sintese dos defeitos parenquimatosos, além de prevenir a
perda de sangue pelo paciente (FUNAHASHI et al., 2014). Ap6s a completa resseccdo da
massa tumoral e sintese da area incisada, o fluxo sanguineo é restabelecido pela retirada do
instrumento cirdrgico pertinente, ocorrendo imediatamente a reperfusdo do 6rgdo (VOLPE et
al. 2015).

A IRQ possui, de fato, vantagens transoperatorias e pos-operatérias imediatas, porém,
a interrupcdo do suprimento sanguineo e a conseguinte reperfusdo tecidual sdo
conhecidamente danosas ao tecido renal (BOLTON; LYNCH, 2018; BUYS-GONCALVES et
al., 2019).

A margem de tempo estipulada para a realizacdo da NP com IRQ em humanos é de 30
minutos, objetivando minimizar os efeitos pods-operatorios da lesdo isquémica no tecido
remanescente, mesmo ja tendo sido relatado que esse tempo provoca alter¢fes negativas aos
parametros de funcdo renal (THOMPSON et al., 2010; 2012). Estudo atual aponta que, em

pacientes em que o tempo de é IRQ maior que 30 minutos, a taxa de filtracdo glomerular
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diminuiu significativamente em ambos os rins 3 meses apés a NP (CHOUDHARY et al.,
2018). Cada minuto de IRQ conta para o aumento da lesdo progressiva do tecido renal.
Quanto menor o tempo de IRQ, menores as chances de desenvolvimento de insuficiéncia
renal aguda e cronica (THOMPSON et al., 2010; 2012; ZABELL et al., 2017).

O uso de modelos animais € essencial para o0 avango de variacdes técnicas da NP
convencional, seja a laparoscopica (DE SOUZA et al., 2012; DAMASCENO-FERREIRA et
al., 2017) ou robdtica (KIM et al., 2016), o que também se aplica a testes de diferentes tipos
de IRQ (BAGETTI-FILHO et al., 2012; BECHARA et al., 2016; 2017), técnicas operatorias
alternativas a mesma (ABREU et al., 2018), pré-condicionamento isquémico (XIE et al.,
2018) ou ate a auséncia da IRQ durante a NP (HOU & JI, 2015).

Estudos experimentais em modelos animais séo realizados ha décadas em busca da
amenizacdo dos danos da IRQ e manutencdo da funcéo renal apds a NP. Estudo em modelo
suino realizou a IRQ arteriovenosa de 16,5 minutos, em média, associada a NP, o que resultou
na diminuicéo significativa da densidade volumétrica glomerular (DE SOUZA et al., 2012).
Bechara et al. (2016) concluiram que a IRQ arteriovenosa de 30 minutos causa perda
significativa do namero de glomérulos nesse mesmo animal. Recentemente, Damasceno-
Ferreira et al. (2017) realizaram um estudo em porcos, submetendo-os a IRQ arteriovenosa de
10, 20 ou 30 minutos. Cerca de um quarto dos glomérulos foi perdido no grupo de 30 minutos
e a perda significativa desses ndo foi detectada antes de 20 minutos.

O modelo experimental mais utilizado para a IRQ é o murino. A IRQ bilateral de 40
minutos foi relacionada ao colapso glomerular, hipertensdo tubular, coagulos plaquetarios no
glomérulo e necrose tubular em ratos (BERTELI et al., 2002). Sener et al. (2006) relataram,
em um estudo que utilizou 0 modelo de 45 minutos de IRQ unilateral em ratos, hemorragia
intersticial, dilatacdo tubular, degeneracédo e atrofia glomerular. O tempo prolongado de 120
minutos de IRQ produziu danos severos de edema glomerular, hemorragia intersticial,
infiltrado inflamatdrio e apoptose (KINACI et al., 2012).

O tempo minimo de IRQ para producdo de alteracfes renais secundarias a isquemia
severa em ratos € de 60 minutos, com perda significativa do numero de glomérulos apds
analise histomorfométrica (BAGETTI-FILHO et al., 2012).

Ysebaert et al. (2000) observaram, em rins de ratos submetidos a 60 minutos de IRQ,
necrose tubular aguda nas primeiras 12 a 24 horas pos-isquemia com importante atividade da
mieloperoxidase (MPO) renal, refletindo ativacdo de celulas inflamatdrias de adeséo.

Utilizando-se também do tempo de 60 minutos de IRQ, Khader et al. (2015) relataram lesdo
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celular tubular e perda estrutural de células epiteliais tubulares. Li et al. (2018) mencionam o
aumento significativo sérico de uréia e creatinina, dano tecidual (infiltrado inflamatdrio,
dilatacdo dos tubulos renais, edema glomerular), e aumento de malondialdeido (MDA) e
citocinas, como o fator de necrose tumoral o (TNF-a), interleucina 6 e interferon y utilizando
IRQ de 60 minutos em ratos.

Com a justificativa da busca por redugdo dos danos renais relacionados a IRQ,
pesquisas com uso de drogas nefroprotetoras sdo constantemente relatadas na literatura
cientifica (BERTELLI et al., 2002; KAHRAMAN et al., 2003; SENER et al., 2006; KINACI
etal., 2012; CHEN et al., 2014; KHADER et al., 2015; WIETZIKOSKI et al., 2017; LI et al.,
2018; DAMASCENO-FERREIRA et al., 2018).

O resveratrol foi associado a conservacdo tecidual qualitativa como nefroprotetor
contra os danos imediatos causados pela IRQ no tecido renal dos ratos tratados (BERTELLI
et al., 2002; SENER et al., 2006; KHADER et al., 2015; LI et al., 2018). Houve também
manutencdo do volume glomerular médio, aumento da relacdo entre as areas do
glomérulo/capsula glomerular, diminuicdo de agregados plaquetarios nos capilares
glomerulares (BERTELLI et al., 2002), manutencdo dos niveis séricos de uréia e creatinina
(SENER et al., 2006; KHADER et al., 2015; LI et al., 2018) e ATP (KHADER et al., 2015),
diminuicdo da expressédo do TNF-a, lactato desidrogenase (SENER et al., 2006; KHADER et
al., 2015), MDA (SENER et al., 2006; LI et al., 2018), MPO, aspartato aminotransferase
(KHADER et al., 2015), interleucinas (KHADER et al., 2015; LI et al., 2018) e manutencao
da atividade da glutationa (SENER et al., 2006). Tal bioflavondide também foi associado ao
aumento da atividade da superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPx) (KITADA; KOYA, 2013).

A quercetina produziu resultados positivos imediatos quando associada a IRQ,
incluindo diminuicdo de infiltrado inflamatdrio tecidual e necrose (KINACI et al., 2012;
CHEN et al., 2014). Diminuiu também a atividade da xantina oxidase (XO) e a producéo de
anions superoxido (O:c-) (HANASAKI; OGAWA; FUKUI, 1994). O tratamento com a
quercetina também provocou reducdo da expressdao de MPO, TNF-a (KAHRAMAN et al.,
2003), MDA e oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) (KINACI et al., 2012), além de outros
indicadores de peroxiadacdo lipidica (CHEN et al., 2014). Esse bioflavondide também se
demonstrou eficaz ao provocar o aumento da atividade da SOD e da CAT, assim como da
expressao de glutationa (KAHRAMAN et al., 2003; KINACI et al., 2012).
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Como descrito acima, os efeitos nefroprotetores imediatos contra a IRQ do resveratrol
e da quercetina estdo amplamente relatados na literatura cientifica. Porém, ndo ha nenhum
estudo que ofereca dados bioquimicos, histopatolégicos, morfométricos e estereoldgicos do
estado do parénquima renal no pds-operatorio mediato apos IRQ associada ao tratamento com
0 resveratrol ou quercetina. Tais dados podem esclarecer se a morfologia do rim pos-
isquémico é beneficiada pelo tratamento pré-isquemia com esses antioxiadantes e se a funcéo

do 6rgdo é preservada.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Um breve historico da nefrectomia parcial

No século passado, a nefrectomia radical (NR) foi a predominante abordagem
cirurgica para a excisdo de neoplasias do rim (ROBSON, 1963), pelas principais razfes de
gue remove o tumor primario com uma ampla margem de seguranca cirdrgica e a maioria dos
pacientes possui o rim contralateral normal (HERR, 2005; CHOUDHARY et al., 2018).

Abordagens cirurgicas para tumores renais sempre foram determinadas por
consideracGes patologicas e apresentacdo clinica do paciente (ERTEMI et al., 2017;
CHOUDHARY et al., 2018). Uma base patoldgica para a cirurgia poupadora de néfrons foi
estabelecida muito antes da tomografia computadorizada moderna e imagem de ressonancia
magnética viabilizarem tal procedimento cirurgico (HERR, 2005) .

Em 1869, a primeira NR planejada foi realizada e, em 1870, 0 mesmo cirurgido fez a
primeira NP (SIMON, 1876). Durante essa época, dois fatos incontornaveis que influenciam a
histéria inicial da cirurgia renal foram estabelecidos: um rim poderia ser excisado com
seguranca do corpo humano, e o paciente poderia sobreviver com um rim solitério. Tais duas
descobertas levaram ao amplo uso da NR e da NP nas Gltimas décadas do século X1X (HERR,
2005).

No inicio do século XX, a NP continou a ser subutilizada como tratamento de
neoplasias malignas renais, sendo somente realizada como tratamento para doencas
localizadas e ndo neoplasicas do rim, como cistos, tumores benignos, carblinculos,
hidronefrose localizada, suplantando a NR nesses casos. O entusiasmo pela NP para tumores
malignos renais foi desencorajado pelo fato de que, na maioria dos casos, o tumor se
apresentava distribuido pelos tecidos adjacentes, praticamente todos os pacientes tinham
sintomatologia clinica e o tamanho da massa tumoral era de médio a grande (HERR, 2005).

Conclusbes positivas para a NP como tratamento de tumores renais malignos de
tamanho pequeno a moderado surgiram, apoiando sua realizacdo nos casos em que 0 rim
contralateral fosse insuficiente e necessitasse do apoio do tecido remanescente saudavel do
acometido (GOLDSTEIN; ABESHOUSE, 1937). Porém, a maioria dos cirurgides a
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considerava como tecnicamente mais exigente do que a NR, sendo associada a uma maior
taxa de complicacOes e simplesmente desnecessaria na maioria dos casos (HESS et al., 1950).

Em 1981, Engen e Herr removeram um tumor de 2 centimetros do rim direito de uma
mulher de 40 anos com o rim ipsilateral normal e propuseram que a NP é uma opc¢éo cirurgica
que foi preferivel a NR para pequenos tumores renais incidentais. Esses ultimos passavam a
ser descobertos com mais frequéncia devido ao aumento do uso da tomografia
computadorizada a partir dos anos 90. A principal preocupacgéo entre os urologistas era a
possibilidade de recorréncia local por insuficiéncia de excisdo ou tumores multicéntricos
(HERR, 2005). Licht e Novick (1993) relataram resultados favoraveis precoces em 241 casos
coletados da literatura (1967 a 1991) de NP com o rim contralateral normal (apenas duas
recidivas locais foram relatadas e 95% dos pacientes sobreviveram). O grupo advertiu que a
NP era apropriada apenas para tumores renais pequenos, periféricos e acidentalmente
descobertos.

Herr (1999) e Fergany; Hafez; Novick (2000) relataram mais 10 anos de
acompanhamento em mais de 100 pacientes que apresentam recorréncia e quase 100% de
sobrevivéncia, especialmente naqueles com tumores unilaterais com menos de 4 centimetros.
Atualmente, a NP é o tratamento padrdo-ouro para tumores renais localizados classificados
como T1 (<4 a 7 cm) (CAMPBELL et al., 2017). Veys et al. (2018) relatam a eficacia e
seguranca da NP em pacientes com carcinoma de células renais >T1b (>7 cm), e que a
cirurgia poupadora de néfrons preservou a funcdo renal com maior frequéncia do que nos

pacientes que foram submetidos a NR.

1.2 Anatomia macroscépica e microscopica renal

Topograficamente, os rins do humano estdo localizados lateralmente a coluna
vertebral, entre a ultima vértebra toracica e a terceira vertebra lombar, bilateralmente. O
polo superior do rim direito estd muitas vezes situado inferiormente em relacdo ao pdlo
superior do rim esquerdo. Possuem formato de grdo de feijdo, apresentando uma borda lateral
convexa e outra medial concava, na qual se situa o hilo, onde entram e saem vasos sanguineos

e nervos e saem os ureteres. O hilo contém também tecido adiposo e os dois ou trés calices
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maiores, que se reunem para formar a pelve renal, parte superior, dilatada, do ureter
(MARTINI; TIMMONS; TALLITSCH, 2009) (Figura 1).

O rim é constituido por duas regides: a cortical e a medular. Em um corte longitudinal,
0 cortex compreende a camada externa do parénguima. A medula é formada por alguns cones
invertidos circundados por todos os lados (exceto nos apices), pela camada de tecido cortical.
Nesse mesmo corte, esses cones assumem o formato de uma pirdmide, dai o termo
estabelecido para denominar o tecido medular é pirdmide renal. O &pice de cada uma dessas
piramides é denominado papila renal. As camadas de tecido cortical entre elas séo
denominadas colunas renais (KAYE; GOLDBERG, 1982; SAMPAIO; FAVORITO, 1993)

que podem ser observadas na figura 1.
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Figura 1 — Estrutura anatdmica do rim

Parte externa
da capsula fibrosa

Cortex renal

Medula renal Medula
renal

Piramides renais
Piramide renal

Parte interna
da capsula

fibrosa Seio renal

Seio renal

Abertura de um
célice renal menor Parte interna
Tecido adiposo Célice renal menor da capsula fibrosa
no seio renal

Calice renal

R Pelve renal

Hilo

Pelve renal
renal

Hilo renal Calice renal maior

Lobo renal Calice renal menor

Papila renal
Papila renal
Colunas
renais

Ureter

Parte externa Lnbo renel

da cépsula fibrosa
Capsula fibrosa

Costela Xl

Calice renal
menor

Calice renal
menor
Calice renal
maior
Pelve renal

Calice renal
maior

Pelve renal

Ureter

Ureter

Legenda: A — Secgdo frontal do rim humano, mostrando as principais estruturas em um desenho e em uma peca
anatbmica. Os contornos de um lobo renal e de uma piramide renal estdo indicados por linhas
tracejadas. B — Desenho sombreado mostra a disposi¢ao dos calices renais e da pelve renal dentro do
rim.; C — Urograma do rim esquerdo, mostrando os calices renais, a pelve renal e o ureter.

Fonte: MARTINI; TIMMONS; TALLITSCH, 2009.

Em cada rim humano ha cerca de 600 a 800 mil néfrons, considerados suas unidades
funcionais. O néfron é formado por uma parte dilatada, o corplsculo renal, pelo tdbulo
contorcido proximal, pelas partes delgada e espessa da alca de Henle e pelo tibulo contorcido
distal. O tdbulo coletor conecta o tubulo contorcido distal aos segmentos corticais ou

medulares dos ductos coletores (AARESTRUP, 2012). As piramides renais sdo constituidas
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por alcas de Henle e ductos coletores, os quais juntam-se (aproximadamente vinte) para
formar os ductos papilares que desembocam na superficie papilar (regido crivosa) drenando a
urina no sistema coletor (férnice do célice menor) (SAMPAIO; MANDARIM-DE-
LACERDA, 1988a; SAMPAIO; MANDARIM-DE-LACERDA, 1988b).

O tecido cortical, alvo deste estudo, € constituido por corpusculos renais com tubulos
contorcidos proximais e distais (Figura 2). O corpusculo renal tem cerca de 200 um de
didmetro e é formado por um tufo de capilares do tipo fenestrado, o glomérulo, que é
envolvido pela céapsula glomerular (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). A capsula contém
dois folhetos, um interno, ou visceral, junto aos capilares glomerulares, e outro externo, ou
parietal, que forma os limites do corpusculo renal (Figura 2). Entre os dois folhetos da capsula
glomerular existe o espagco capsular, que recebe o liquido filtrado através da parede dos
capilares e do folheto visceral da capsula. Cada corpusculo renal tem um polo vascular pelo
qual penetra a arteriola aferente e sai a arteriola eferente, e um polo urinario, no qual tem
inicio o tubulo contorcido proximal (AARESTRUP, 2012; GUERCI et al., 2017).

Ao penetrar o corplsculo renal, a arteriola aferente divide-se em varios capilares, onde
circula sangue arterial, cuja pressdo hidrostatica é regulada principalmente pela arteriola
eferente, que tem maior quantidade de musculo liso do que a aferente (GUERCI et al., 2017).
O folheto externo ou parietal da capsula glomerular é constituido por um epitélio simples
pavimentoso, que se apoia na lamina basal e em uma fina camada de fibras reticulares. As
células do folheto interno ou visceral sdo chamadas de poddcitos e formadas pelo corpo
celular, de onde partem diversos prolongamentos primarios que ddo origem aos
prolongamentos secundarios (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017). Esses ultimos se encontram
em contato com a membrana basal onde, entre eles, existem espagos denominados fendas de
filtracdo, fechados por uma membrana com cerca de 6 nm de espessura. Ha uma membrana
basal entre as células endoteliais e os poddcitos (fusdo das membranas basais do endotélio e
dos podacitos): a barreira de filtracdo glomerular (CUNNINGHAM; KLEIN, 2014).
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Figura 2 — Histologia do cértex renal

Legenda: Fotomicrografia do cortex renal de um rato. * — Glomérulos; Cabeca de seta preta — Tubulo contorcido
proximal; Cabeca de seta amarela — Tubulo contorcido distal; Seta preta — Capsula glomerular (folheto
externo); Seta amarela — Espaco capsular. Hematoxilina e eosina, 200X. Barra de escala = 100 um.

Fonte: A autora, 2020.

1.3 Fisiologia renal

A principal forca diretriz da filtracdo glomerular é a pressdo hidrostatica do sangue
arterial que passa pelos capilares glomerulares. As forgas que se opdem a filtracdo séo a
pressdo oncética plasmatica nos capilares glomerulares e a pressao hidrostatica no espago
capsular, ja que a pressdo oncotica no espaco capsular € irrelevante, pois as proteinas de peso
molecular médio a elevado néo séo filtradas (GUERCI et al., 2017). Em condi¢Ges normais,
0s rins mantém a taxa de filtracdo glomerular em um nivel relativamente constante pela
modulacdo renal da pressdo arterial sisttmica e do volume intravascular e pelo controle
intrinseco do fluxo sanguineo renal e da pressdo dos capilares glomerulares
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(CUNNINGHAM; KLEIN, 2014). Os efeitos renais na pressdo e volume arteriais sao
mediados, primariamente, por fatores humorais sistémicos, em particular pelo sistema renina-
angiotensina-aldosterona (EMDIN et al., 2015).

O controle intrinseco da perfusdo dos capilares glomerulares é mediado pelo reflexo
miogénico e o feedback tubuloglomerular (SCULLY et al., 2013). O reflexo miogénico regula
o fluxo sanguineo renal e a taxa de filtragdo glomerular por constricdo arteriolar aferente
imediata ap6s um aumento na tenséo da parede arteriolar, aumentando, assim, a resisténcia ao
fluxo sanguineo em resposta a pressdo de perfusdo aumentada. Por outro lado, a dilatagédo
arteriolar ocorre quase imediatamente ap6s uma diminuicdo na tensdo da parede arteriolar,
reduzindo, assim, a resisténcia ao fluxo quando a pressdo de perfusdo vascular diminui.
(CUNNINGHAM; KLEIN, 2014). A resposta miogénica depende da inervagdo renal, mas
pode ser influenciada por mediadores quimicos, como o oOxido nitrico (DAUTZENBERG;
KEILHOFF; JUST, 2011).

A porcdo distal do néfron estd intimamente associada ao glomérulo do mesmo néfron.
Um grupo anatomicamente distinto de células epiteliais, a macula densa, localiza-se na por¢éo
distal do ramo ascendente espesso da alca de Henle (PRESTON; WILSON, 2014). A macula
densa situa-se entre as arteriolas aferente e eferente, adjacente a regido mesangial
extraglomerular. Essas quatro estruturas juntas sdo conhecidas como o aparelho
justaglomerular JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

Caso haja um aumento do volume do filtrado glomerular e, consequentemente, da
concentracdo de cloreto de sddio e a captacdo desse sal pelos receptores da méacula densa, ha
uma despolarizacdo das células da mesma com liberacdo de adenosina trifosfato (ATP)
(CUNNINGHAM; KLEIN, 2014). A presenca dessa Ultima molécula suprime a liberacéo de
renina das células justaglomerulares, aumenta a resisténcia na arteriola aferente, diminui a
pressdo de perfusdo capilar glomerular, desencadeia a contragdo celular mesangial e reduz o
coeficiente de filtracdo glomerular. Essas respostas levam a reducdo da taxa de filtracdo
glomerular no néfron (WANG et al., 2015).
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1.4 Fisiopatologia da isquemia renal quente

Devido a sua essencial funcdo de filtracdo sanguinea e manutencdo do equilibrio
hidrico, eletrolitico e &cido-basico, os rins sdo érgdos que possuem consideravel
vascularizagdo, recebendo 20-25% do débito cardiaco (1 litro de sangue circula em ambos por
minuto) (KAUFMAN; KNOHL, 2018). Quando o fluxo sanguineo é interrompido durante a
IRQ, uma sequencia de eventos bioguimicos é iniciada, levando a disfuncdo celular, com
formacdo de edema citoplasmatico e intersticial, sequido de morte da célula (MALEK;
NEMATBAKHSH, 2015; BUYS-GONCALVES et al., 2019).

A lesdo isquémica é mais grave e aguda do que a puramente causada pela privacdo
parcial do suprimento de oxigénio para a ceélula, a hipéxia (NORMAN et al., 2015). O
oxigénio € criticamente importante para a fosforilagdo oxidativa da adenosina difosfato em
ATP, sendo esta a forma de armazenamento de energia essencial para as funcdes celulares
(CUNNINGHAM; KLEIN, 2014). Durante a hipoxia, a produgdo de energia celular fica
dificultada ou até inibida pela caréncia do aceptor final de elétrons da fosforilagdo oxidativa
mitocondrial, porém, como ndo necessariamente se trata de auséncia de fluxo sanguineo, a
continuidade desse dispde glicose, oriunda de diversas vias de obtengdo, para a célula
hipoxica (NORMAN et al., 2015). Sendo assim, a via anaerobica de obtengcdo de ATP, a
glicolise, torna-se uma opcdo viavel para que a célula em hipoxia possa suprir, mesmo que
minimamente, seus transportadores ativos por mais tempo que a célula isquémica (AKRAM,
2013).

Com a interrupcao do suprimento sanguineo, além da hipdxia (e conseguinte andxia),
ha também a ndo chegada de substratos para a glicolise. Logo, a geracdo de ATP é cessada de
forma aguda quando estes sdo exauridos, ou até mesmo quando a glicolise € inibida pelo
acumulo de metabdlitos que seriam removidos pela continuidade do fluxo sanguineo (SECIN,
2008; MALEK; NEMATBAKHSH, 2015). Devido a essas razdes, a isquemia lesa os tecidos
muito mais rapidamente do que a hipdxia, levando os mesmos a cessacao de geracdo de ATP,
lesdo mitocondrial e acumulo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (Figura 3) (SECIN,
2018; SIMMONS; SCHREIBER; GILL, 2008; KANAGASUNDARAM, 2015; MALEK;
NEMATBAKHSH, 2015), com suas principais consequéncias descritas nos paragrafos

seguintes.
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O fosfato de alta energia, na forma de ATP, é necessario para todos 0s processos de
sintese e degradacdo dentro da célula, incluindo o transporte de membrana, a sintese de
proteinas, a lipogénese e as reacoes de diacilacdo-reacilacdo, necessarias para a renovacao dos
fosfolipidios (PRESTON; WILSON, 2014). A deplecdo significativa de ATP tem amplos
efeitos criticos em muitos sistemas celulares. A atividade da bomba de sddio e potéssio
dependente de ATP é reduzida (FERNANDEZ-MONCADA; BARROS, 2014), resultando
em acumulo intracelular de sodio e efluxo de potéssio. O ganho final de soluto é
acompanhado por um ganho isosmotico de agua, causando tumefacdo celular. Ocorre
aumento compensatorio na glicolise (KANAGASUNDARAM, MALEK; NEMATBAKHSH,
2015). Como consequéncia, as reservas de glicogénio intracelular sdo rapidamente exauridas e
0 &cido latico se acumula, levando a diminuicdo do pH intracelular e a diminuicdo da
atividade de muitas enzimas celulares (JHA et al., 2015). A faléncia na bomba de calcio leva
ao influxo desse cation com efeitos danosos em véarios componentes celulares (VISHNU et
al., 2014) (Figura 3). A deplecdo prolongada ou crescente de ATP causa 0 rompimento
estrutural do aparelho de sintese proteica, manifestado como desprendimento dos ribossomos

do reticulo endoplasmatico rugoso (HAN et al., 2013).

Figura 3 — Cadeia de reacOes isquémicas iniciais
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Legenda: Durante a isquemia, 0s gradientes de ions transmembrana sdo dissipados, permitindo que as
concentragdes citosdlicas do calcio subam, o que, por sua vez, ativa a protease que converte
irreversivelmente a xantina desidrogenase em xantina oxidase. Ao mesmo tempo, o ATP celular é
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catabolizado em hipoxantina, que se acumula. Durante a reperfusdo, xantina oxidase, usando oxigénio
readmitido e hipoxantina, gera superoxido (Oze-).
Fonte: BUYS-GONGALVES et al., 2019.

As mitocondrias produzem energia de sustentacdo da vida na forma de ATP
(CUNNINGHAM; KLEIN, 2014), mas sdo também componentes criticos da lesdo e morte
celular, sendo sensiveis a varios tipos de estimulos nocivos, incluindo hipéxia. Os danos
mitocondriais resultam em graves anormalidades bioguimicas além da falha na fosforilacdo
oxidativa (GO et al., 2015), levando a deplecdo progressiva de ATP, fosforilacdo oxidativa
anormal e & formacédo de ERO (HOLZEROVA; PROKISCH, 2015). Essas organelas contém
também varias proteinas que, quando liberadas para o citoplasma, informam a célula que ha
uma lesdo interna e ativam a via de apoptose (COOPER, 2018).

Os radicais livres sdo espécies quimicas que possuem um unico elétron ndo pareado
em Orbita externa. Tais estados quimicos sdo extremamente instaveis e reagem prontamente
com quimicos organicos e inorganicos e, quando gerados nas células, atacam avidamente os
acidos nucleicos, assim como uma variedade de proteinas e lipidios celulares (NELSON;
COX, 2014). Além disso, os radicais livres iniciam reacdes autocataliticas; as moléculas que
reagem com eles séo, por sua vez, convertidas em radicais livres, propagando, assim, a cadeia
de danos (SUN et al., 2018).

As ERO sdo um tipo de radical livre derivado do oxigénio normalmente produzidas
em pequenas quantidades, em todas as células, durante as reacGes de oxidacgdo e reducdo que
ocorrem durante a respiracdo e a geracdo de energia mitocondrial (CUNNINGHAM; KLEIN,
2014). Nesse processo, 0 oxigénio é sequencialmente reduzido nas mitocondrias através da
adicdo de quatro elétrons para gerar agua (NELSON; COX, 2014). Entretanto, essa reacao é
imperfeita, e pequenas quantidades de intermediarios toxicos altamente reativos sdo geradas
quando o oxigénio é apenas parcialmente reduzido (HOLZEROVA; PROKISCH, 2015; SIES,
2015). Quando a producdo de ERO aumenta ou quando os sistemas de remocdo sao
ineficientes, o resultado é um excesso desses radicais livres que leva a uma condigéo lesiva
chamada de estresse oxidativo (SIES, 2015).

As células desenvolveram multiplos mecanismos para a remocao de radicais livres e,
desse modo, minimizar a acdo danosa das ERO (LOMBARDO et al., 2013; TOVMASYAN,;
REBOUCAS; BENOQV, 2014; CHO et al., 2018; HUANG et al., 2018; LIN et al., 2018)
(Figura 4). Existem varios sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos que contribuem para a
inativacdo das reagdes de radicais livres. A taxa de decomposigdo espontanea do superoxido é
aumentada significativamente pela agédo das SOD (CHO et al., 2018), GPx (HUANG et al.,
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2018), e CAT (LIN et al., 2018). Apesar da relativa capacidade de autoprotecdo celular, o
aumento patoldgico da produgdo e concentracdo de ERO sobressai-se a dos mecanismos
antioxidantes endégenos (HOLZEROVA,; PROKISCH, 2015; SIES, 2015) (Figura 4).

A peroxidacdo lipidica das membranas plasmatica e organelares é uma das reacdes
nocivas causadas pelas ERO devido a grande vulnerabilidade das ligacdes duplas de lipidios
polinsaturados. Além disso, as interacdes lipidio-radical geram perdxidos, que sdo instaveis e
reativos, e sobrevém uma reacdo em cadeia autocatalitica (NEGRE-SALVAYRE et al., 2010).
Ocorrem também lesdes proteicas, ja que as ERO promovem ligacdo cruzada das proteinas
mediadas por sulfidrila, resultando no aumento da degradacdo ou perda da atividade
enzimatica (SIDDIQUI et al., 2016). As reacgOes radicais livres com a timina no &cido
desoxirribonucleico (DNA) mitocondrial e nuclear produzem quebra do filamento Gnico no
DNA, causando a lesao irreversivel final do estresse oxidativo (JENA, 2012) produzido pela

lesdo isquémica e causa necrose.

Figura 4 — Principais reac0es de peroxidacao lipidica e acdo dos antioxidantes endogenos
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Legenda: Papel do anion superéxido na geracdo de outras ERO. O-+ - (superéxido); H,O, (perido de hidrogénio);
OH- (hidroxila); Fe?* (ferro); H,O (4gua); O, (oxigénio); NO" (6xido nitrico); ONOO™ (peroxinitrito);
H* (hidrogénio); HOONO (4&cido peroxinitrito); NO, (diéxido de nitrogénio); MPO
(mieloperoxidase); Br (brometo); CI- (cloreto); HOBr (acido hipobrémico); HOCI (4cido
hipocloroso); SOD (superdxido dismutase); CAT (catalase); GPx (glutationa peroxidase).

Fonte: BUYS-GONCALVES et al., 2019.
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Durante a reperfuséo, o retorno do sangue oxigenado ao tecido isquémico inicia uma
cascata de eventos que irdo lesd-lo ainda mais (BRASILEIRO FILHO, 2011), apesar de
apresentar alguns beneficios para o tecido isquémico, j& que o suprimento de oxigénio e,
consequentemente, o0 energético, sdo restabelecidos e os metabdlitos toxicos sdao removidos
pela corrente sanguinea (KANAGASUNDARAM, 2015; MALEK; NEMATBAKHSH,
2015).

Devido a producdo aumentada de ERO pelas células, o retorno abrupto do suprimento
sanguineo (100ml/min/100g de tecido) e, consequentemente, de oxigénio, provoca aumento
correspondente na producdo de ERO, especialmente porque a lesdo mitocondrial leva a uma
reducdo incompleta de oxigénio (BOULETI; MEWTON; GERMAIN, 2015). Os mecanismos
de defesa antioxidantes celulares também podem ser comprometidos pela isquemia,
favorecendo o acumulo de ERO (MALEK; NEMATBAKHSH, 2015). Os produtos dos
leucdcitos ativados podem causar lesdo adicional ao tecido, também ocorrendo a ativacao do
sistema complemento. As proteinas do complemento ligam-se aos tecidos lesados ou a
anticorpos depositados nos tecidos isquémicos, e uma subsequente ativacdo do complemento
acentua a inflamacao e a lesdo celular oxidativa (ZWAINI et al., 2017).

O tempo necessario para a ocorréncia de lesdo por isquemia no rim varia de acordo
com a regido tecidual a ser considerada (SECIN, 2008). A concentracdo de oxigénio é
diretamente proporcional a ocorréncia de circulacdo de sangue arterial, logo, o nivel de
oxigenacdo cortical é o mais alto, seguido da medula externa e 0 mais baixo se encontra na
medula interna, atingindo seu minimo na regido papilar (SIMMONS; SCHREIBER; GILL,
2008). As células epiteliais corticais usam principalmente metabdlitos de &cidos graxos,
lactato, cetonas e aminoacidos para producdo de ATP por vias aer6bicas (EVANS et al.,
2011).

Células da medula externa metabolizam o succinato e, quando 0s niveis de oxigénio
diminuem, as mesmas podem mudar para vias anaerdbicas independentes. A oxigenacgdo
medular € um subproduto da orientacdo contracorrente dos vasos arteriais e venosos (FRY et
al., 2014), e as celulas dessa regido utilizam predominantemente a glicolise anaerdbica, o que
Ihes confere baixa reserva de energia. Os mecanismos da lesdo isquémica afetam o tecido
renal em orientacdo centrifuga, onde a primeira regido a sofrer com a deplecéo sanguinea é a
medula interna, seguida da externa e, por fim, a regido cortical, que possui maior reserva de
oxigénio e ATP (ABDELKADER et al., 2014).
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1.5 Bioflavondides

Os bioflavonoides representam um dos grupos de compostos fendlicos mais
importantes e diversificados entre os produtos de origem natural. Essa classe de compostos
estd amplamente distribuida por todo o reino vegetal e, até o presente, sdo conhecidos mais de
4.200 variedades de flavonoides (PALIPOCH, 2013). Flavondides estdo presentes em relativa
abundancia entre os metabolitos secundarios de plantas, e sua estrutura baseia-se em um
esqueleto formado por 15 dtomos de carbono constituido por dois anéis de benzeno com trés
carbonos entre eles e um oxigénio como heterodtomo. Seus grupos funcionais hidroxila
mediam seus efeitos antioxidantes pela eliminacdo de radicais livres e/ou pela quelacdo de
ions metalicos (KUMAR; PANDEY, 2013). Esses antioxidantes naturais vem sendo
estudados como preventivos de danos oxidativos sob diversas condicdes patoldgicas renais e
tem se mostrado alternativas viaveis preventivas aos danos da IRQ (PALIPOCH, 2013;
DENNIS; WITTING, 2017; BUYS-GONCALVES et al., 2019).

1.5.1 Resveratrol

Da classe dos bioflavondides, o resveratrol é de ocorréncia natural em muitas plantas e
seus produtos processados, como uvas, frutas vermelhas, vinho tinto e amendoim, sendo um
dos polifendis naturais mais importantes e tem sido amplamente estudado (ALBERTONI;
SCHOR, 2014). Foi identificado e primeiramente isolado em 1940 da raiz do hellebore branco
(Veratrum grandiflorum O. Loes) e da raiz do knotweed japonés, Polygonum cuspidatum, nos
anos 1960. Foi identificado como componente do vinho tinto em 1992, quando a fonte
dietética mais notavel do polifenol recebeu atencdo especial devido a um estudo
epidemioldgico que demonstrou uma possivel correlacéo entre a pouca incidéncia de doencas
cardiovasculares e o consumo de vinho tinto, observado nas popula¢Ges do Mediterraneo
(KAKOTI et al., 2015).

Foi demonstrado que a substancia possui caracteristicas antioxidantes (BERTELLI et
al., 2002; SENER et al., 2006; DONG et al., 2013; LIN et al., 2013; RIBEIRO et al., 2014;
KHADER et al.,, 2015; SHIMIZU et al., 2016; LI et al.,, 2018), antiinflamatérias,
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antibacterianas (WANG et al.. 2018), cardioprotetoras, antidiabetes (XU et al., 2018), anti-
cancer, quimiopreventivas (NAM et al., 2018), neuroprotetoras (BENSALEM et al., 2018) e
anti-envelhecimento (ABHARZANJANI et al.,, 2017). Estudos recentes relataram os
potenciais efeitos benéficos sobre doenca renal proporcionados pelo resveratrol como um
potente agente antioxidante que pode atuar como quelante de ERO e ferro (KITADA; KOYA,
2013; Ll et al., 2018).

Estudos experimentais vem sendo realizados procurando testar a eficiéncia do
resveratrol como protetor dos efeitos negativos da isquemia-reperfusdo em diversos 0rgaos,
sendo estes tubulares (DONG et al., 2013) ou parenquimatosos, como encéfalo (LIN et al.,
2013), testiculo (RIBEIRO et al., 2014), figado (SHIMIZU et al., 2016) e rim (BERTELLI et
al., 2002; SENER et al., 2006; KHADER et al., 2015; LI et al., 2018). Em todos os estudos

citados, os resultados foram satisfatorios.

1.5.2 Quercetina

A quercetina é um bioflavondide bastante concentrado em vegetais comestiveis, como
cebolas, couves e macd. Possui concentracdes menores em bebidas, tal como a cerveja, café e
vinhos, sendo o chad preto a efusdo que apresenta maior concentracdo desse polifenol
(KAWABATA et al., 2015).

Os efeitos benéficos da quercetina sdo relatados atual e frequentemente na literatura
cientifica, como o anti-envelhecimento (ABHARZANJANI et al., 2017), anti-cancer (PATRA
et al., 2018), antinflamatdrio, cardioprotetor (WANG et al., 2018), anti-diabetes
(SRINIVASAN et al., 2018) e antioxidante (KAHRAMAN et al., 2003; KINACI et al., 2012;
CHEN etal., 2014; TOTH et al., 2017; PARK; SHAH; KOH, 2018; UYLAS et al., 2018).

Devido a suas propriedades antioxidantes cada vez mais testadas e comprovadas, a
quercetina segue sendo estudada como protetora contra os danos da isquemia-reperfusédo em
diferentes 6rgdos e tecidos, sendo estes tubulares (TOTH et al., 2017) ou parenquimatosos,
como o rim (KAHRAMAN et al., 2003; KINACI et al., 2012; CHEN et al., 2014), cérebro
(PARK; SHAH; KOH, 2018) e figado (UYLAS et al., 2018).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar funcional, histolégica e quantitativamente rins de ratos submetidos a

isquemia/reperfusdo arteriovenosa com e sem o uso de nefroprotetores.

2.2 Especificos

a)Avaliar, através de andlises bioquimicas, histopatoldgicas, morfométricas e
estereoldgicas e o efeito nefroprotetor causado pela utilizacdo de resveratrol
associado a isquemia/reperfusao arteriovenosa;

b)Avaliar, através de analises bioquimicas, histopatologicas, morfométricas e
estereoldgicas e o efeito nefroprotetor causado pela utilizacdo de quercetina

associada a isquemia/reperfusao arteriovenosa.
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3 MATERIAL E METODOS

Todo o experimento foi realizado de acordo com a legislacdo brasileira para uso
cientifico de animais e foi aprovado pela Comissdo de Etica para o Cuidado e Uso de Animais
Experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG) da UERJ com
namero de protocolo CEUA/040/2017 (Anexo A).

O estudo foi realizado na Unidade de Pesquisa Urogenital da Universidade do Estado
do Rio de Janeiro (UERJ). Foram utilizados sessenta ratos Wistar machos com nove semanas
idade, com peso médio de 300g, obtidos no biotério da Unidade de Pesquisa Urogenital. Os
animais foram acondicionados em caixas préprias de polipropileno com, no méaximo, trés
animais/caixa e receberam agua e racdo ad libitum. O biotério é aclimatado com temperatura
(21£2°C) e umidade controladas (60+£10%) e ciclo de luz (12-12h claro/escuro).

3.1 Delineamento experimental

Foram utilizados 60 ratos machos Wistar de 9 semanas de idade. Para a realizagéo do
experimento, os animais foram aleatoriamente divididos em 6 grupos de 10 individuos
(Figura 5).

Para anestesia, foi utilizado o protocolo de associagédo de cetamina (Syntec, Santana de
Parnaiba, Brasil - 100 mg/Kg) e xilazina (Syntec - 20 mg/Kg) por via intramuscular, com
manutencdo do plano anestésico com uso de subdoses complementares até o fim do
procedimento. Antes da rafia da parede do abdomen, foi administrado cloridrato de tramadol
(Cristalia, S&o Paulo, Brasil - 5 mg/Kg) diretamente na cavidade abdominal, afim de
proporcionar melhor analgesia aos animais. A pesagem de cada um dos ratos foi feita
previamente para realizacdo do calculo da dosagem das medicacdes utilizadas.

Um dos ratos do grupo Sham tratado com resveratrol veio a Obito por parada
cardiorrespiratoria irreversivel apds a administracdo da associacdo anestésica, apesar da
tentativa de reanimacgédo por massagem cardiaca e oxigenacao.

As caixas em que os animais seriam mantidos eram forradas com maravalha limpa.

Folhas de gaze eram abertas e utilizadas para forrar os locais da caixa onde os ratos em pds-
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opertorio imediato seriam acomodados em decubito ventral. Isso para que a maravalha nédo
aderisse a ferida cirdrgica e interferisse no processo cicatricial. Além disso, uma folha de gaze
dobrada foi colocada abaixo da cabega do animal para que essa ficasse acima do nivel da
maravalha, afim de que a mesma néo fosse aspirada pelo animal em recuperacdo anestésica.

Os animais retornaram para suas caixas imediatamente apds a cirurgia em sala com
temperatura ambiente (28°C) para evitar o agravamento da hipotermia causada pelo protocolo
anestésico. Eram mantidos em observacgdo na antessala do biotério até que se movimentassem
com boa recuperacdo dos reflexos, se limpassem, interagissem entre si e demonstrassem
interesse por dgua ou racdo. Apos tais sinais de boa recuperacdo anestésica, os ratos foram
realocados no biotério e mantidos com agua e racdo ad libitum.

Os animais foram manipulados todos os dias até o sétimo dia ap6s o procedimento
cirdrgico para serem examinados clinicamente. Nao houve casos de deiscéncia de sutura ou
infeccdo da ferida cirargica. Foi administrado cloridrato de tramadol (Cristalia - 5 mg/Kg) por
via subcutdnea uma vez ao dia, nos trés dias seguintes ao procedimento cirargico. Todos 0s 59

ratos se mantiveram clinicamente estaveis pelos trinta dias pds-operatorios.
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Figura 5 — Esquema demonstrativo dos procedimentos efetuados nos grupos experimentais
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Legenda: S — grupo Sham; SR — grupo Sham tratado com resveratrol; SQ — grupo Sham tratado com quercetina;
| — grupo Isquemia ndo tratado; IR — grupo Isquemia tratado com resveratrol; 1Q — grupo Isquemia
tratado com quercetina; IRQ — isquemia renal quente; vo — via oral; ip — intraperitoneal; SID - semel
in die (uma vez ao dia).

Nota: O tratamento dos grupos quercetina foi reforcado com administracéo da droga por via oral SID por 3 dias

antes e 3 dias ap0s a laparotomia com ou sem IRQ.

Fonte: A autora, 2020.
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Figura 6 — Clampeamento arteriovenoso esquerdo e evidéncias visuais dos momentos de

reperfuséo renal
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Legenda: Realizacdo da isquemia renal quente arteriovenosa esquerda com pinga buldogue em animal do grupo
Isquemia. A — Inicio da reperfusdo; B — 1 minuto apo6s inicio da reperfusdo; C — 2 minutos ap0és inicio
da reperfusdo; D — 4 minutos apdés inicio da reperfuséo.
Nota: Observar a mudanca gradativa de coloracdo do parénquima renal conforme o sangue volta a circular
no mesmo.
Fonte: A Autora, 2020.
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3.1.1 Grupos Sham

Os animais dos grupos Sham foram submetidos ao procedimento de laparotomia
mediana, tiveram suas visceras abdominais manipuladas e rebatidas, e o hilo renal esquerdo
dissecado. As visceras foram cobertas com gaze embebida em soro fisiolégico durante o
procedimento para impedir o ressecamento das mesmas. A laparotomia durou 60 minutos.
Apdbs esse tempo, a gaze foi retirada, as visceras foram reposicionadas e, em seguida, foi
procedida a rafia abdominal (sutura continua simples com fio de nylon de calibre 3-0

(Technofio, Goiania, Brasil) em dois planos, muscular e cutaneo.

3.1.1.1 Grupo Sham ndo tratado (S)

Os animais desse grupo receberam injecdo intraperitoneal de 1 ml soro fisioldgico 60

minutos antes do procedimento cirdrgico (Figura 5).

3.1.1.2 Grupo Sham tratado com resveratrol (SR)

Os ratos pertencentes a esse grupo receberam injecdo intraperitoneal 30 mg/Kg de
resveratrol (SENER et al., 2006) (Terraternal, Santa Clara, EUA, 99% de pureza) diluidos em

1 ml soro fisiol6gico 60 minutos antes do procedimento cirdrgico (Figura 5).

3.1.1.3 Grupo Sham tratado com quercetina (SQ)

Os animais desse grupo receberam 50 mg/Kg de quercetina (KAHRAMAN et al.,
2003) (New Roots Herbal, VVaudreuil-Dorion, Canada, 98% de pureza) diluidos em 1 ml soro

fisioldgico por gavagem trés dias antes e trés dias ap0s a laparotomia, ainda recebendo injecéo
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intraperitoneal 50 mg/Kg de quercetina diluidos em 1 ml soro fisiologico 60 minutos antes do

procedimento cirurgico (Figura 5).

3.1.2 Grupos Isquemia

Os ratos desse grupo foram submetidos ao procedimento de laparotomia mediana,
tiveram suas visceras abdominais manipuladas e rebatidas, e o hilo renal esquerdo dissecado.
A artéria e a veia renais esquerdas foram isoladas e clampeadas com uma pinga buldogue
(Figura 6), quando o aspecto isquémico do rim pode ser observado imediatamente apds a
interrupcdo do fluxo sanguineo. As visceras foram cobertas com gaze embebida em soro
fisiolégico durante o procedimento para evitar o ressecamento das mesmas. A isquemia
arteriovenosa foi mantida pelo periodo de 60 minutos. Apos esse tempo, a pinga foi retirada e
a reperfusdo do 6rgdo foi observada pelo retorno de sua coloragdo normal (Figura 6). A gaze
foi retirada, as visceras foram reposicionadas e entdo, a rafia abdominal foi procedida (sutura
continua simples com fio de nylon de calibre 3-0 (Technofio) em dois planos, muscular e

cutaneo.

3.1.2.1 Grupo Isquemia ndo tratado (I)

Os animais desse grupo receberam injecdo intraperitoneal de 1 ml soro fisioldgico 60

minutos antes do procedimento cirurgico (Figura 5).

3.1.2.2 Grupo Isquemia tratado com resveratrol (IR)

Os animais pertencentes a esse grupo receberam injecdo intraperitoneal 30 mg/Kg de
resveratrol (SENER et al., 2006) (Terraternal) diluidos em 1 ml soro fisiologico 60 minutos

antes do procedimento cirargico (Figura 5).
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3.1.2.3 Grupo Isquemia tratado com quercetina (1Q)

Os animais desse grupo receberam 50 mg/Kg de quercetina (KAHRAMAN et al.,
2003) (New Roots Herbal) diluidos em 1 ml soro fisiologico por gavagem trés dias antes e
trés dias ap0s a laparotomia, ainda recebendo injecdo intraperitoneal 50 mg/Kg de quercetina
diluidos em 1 ml soro fisiologico 60 minutos antes do procedimento cirargico (Figura 5).

3.2 Coleta e processamento dos materiais

Apds trinta dias da realizacdo do procedimento cirurgico, os animais foram
eutanasiados por sobredose anestésica inalatéria com isofluorano (BioChimico, Rio de
Janeiro, Brasil). Apos a morte do animal, foi realizada a puncdo cardiaca para a coleta de
sangue, que foi posteriormente centrifugado para obtencdo do soro e assim, feita a dosagem
sérica de uréia (Uréia UV, REF 104-4/50, Lote 7013, Labtest, Lagoa Santa, Brasil) e
creatinina (Creatinina K, REF 96-300, Lote 7013, Labtest) por analisador bioquimico
semiautomatico BIO-2000 (Bioplus, Barueri, Brasil). Essa anélise foi realizada no laboratério
de analises clinicas veterinarias do Departamento de Patologia e Clinica Veterinaria da
Universidade Federal Fluminense (UFF).

A cavidade abdominal foi aberta em seguida para acesso aos rins, que foram
dissecados, coletados e pesados. O volume foi aferido pelo método de Scherle, que é utilizado
para determinar o volume de corpos com superficie irregular baseado no principio de
Arquimedes, isto €, um corpo total ou parcialmente imerso em um fluido sofre um empuxo
que € igual ao peso do volume do fluido deslocado pelo corpo. Para mensura-lo, é feito
registro do peso (W) a ser dado através do deslocamento de uma solucgéo salina isoténica pelo
volume do 6rgdo. Como a densidade (o) da solugdo salina isotonica ¢ 1,0048 e o volume (V) €
obtido pela formula: V=W/c, o valor do volume ¢ semelhante ao peso (V=W). Normalmente
0 peso € mensurado em gramas, mas se faz a conversao para a unidade de volume onde um
grama equivale a 1,03 cm® (SCHERLE, 1970).

Os rins foram clivados transversalmente na regido hilar e fixados em frascos separados

contendo solucdo de formalina tamponada a 3,7%. Fragmentos isotropicos, uniformes e
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randémicos dos rins foram obtidos atraves do método de clivagem vertical. Os Gltimos foram
processados rotineiramente para histologia em processadora automatica Leica TP 1020
(Solms, Alemanha) com desidratacdo por banhos de &lcool etilico em concentractes
crescentes, seguidas de clarificacdo em xilol e, finalmente, embebidos e emblocados em
parafina no aparelho Leica EG 1150 H (Solms, Alemanha). Apds secgdo de fatias de 5 um de
espessura através da microtomia (microtomo Leica RM2125 RT) e a confeccdo de laminas, as
mesmas foram secas em estufa. Apds a secagem, as ldminas foram coradas pelo método de
hematoxilina e eosina para a as analises histopatologica e estereoldgicas de densidade
volumétrica glomerular (Vv[Glom]) e volume glomerular médio ponderado (VWGYV)
(BAGETTI-FILHO et al., 2012; BECHARA et al., 2016; 2017; DAMASCENO-FERREIRA
etal., 2017; 2018; ABREU et al., 2018).

As analises foram realizadas utilizando-se fotomicrografias obtidas com resolucéo de
2040x1536 pixels, em um microscopio (Olympus BX51, Toquio, Japao) equipado com uma
camera digital (Olympus DP71, Tdquio, Japdo) em aumento de 200x. Para cada analise, as

fotomicrografias foram capturadas e salvas sob as mesmas condices.

3.3 Andlise histopatolodgica

Dez laminas histologicas coradas em hematoxilina e eosina randomicamente
selecionadas de cada grupo foram enviadas para uma patologista veterinaria experiente. As
laminas foram identificadas de forma aleatéria para evitar viés quanto ao exame realizado. O
exame histopatoldgico consistiu na analise microscépica do parénquima renal para a detecgédo

de possiveis lesdes existentes, a extensdo e a intensidade das mesmas.

3.4 Analises morfomeétricas e estereologicas

A éarea proporcional das regifes de cortex e ndo-cortex (medula, capsula e tecido
adiposo do seio renal) foi calculado utilizando-se o método de Cavalieri (DAMASCENO-
FERREIRA et al., 2017; 2018; ABREU et al., 2018) com a utilizagdo do software ImageJ
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(versdo 1.47t, Image Processing and Analysis in Java). Os rins foram seccionados em sete a
oito fatias transversais de 2 mm de espessura e uma superficie transvesal de cada fatia foi
fotografada em camera Axiocam 506 color (Carl Zeiss Microscopy, LLC, Jena, Alemanha)
acoplada ao estereomicroscopio Stereo Discovery.VV8 (Carl Zeiss), junto com uma régua
milimetrada para posterior calibracdo do ImageJ e, através do mesmo, as imagens foram
analisadas sob magnificacdo de 15x.

Primeiro, calibrando-se através da régua a distdncia ocupada por um numero
determinado de pixels da imagem em milimetros. Depois da calibracdo, foi analisada
primeiramente a area total da fatia e a area da regido ndo cortical em cada imagem utilizando
a ferramenta “Polygon selections” (Figura 7) e, através de subtracdo, foi possivel o célculo a
area da regido cortical.

Multiplicando o valor obtido pelo volume obtido pelo método de Scherle, foi possivel
calcular o volume de cada regido, cortical (VC) e ndo cortical (BAGETTI-FILHO et al., 2012;
BECHARA et al., 2016; 2017; DAMASCENO-FERREIRA et al., 2017; 2018; ABREU et al.,
2018).



Figura 7 — Imagens demonstrativas da quantificacdo das areas proporcionais total e de

ndo cortex das fatias transversais pelo méetodo de Cavalieri

Legenda: A — Area proporcional do rim; B — Area proporcional de regi&o n&o cortex.
Nota: Corte transversal de rim esquerdo conservado em formalina tamponada a 3,7%.
Aumento de 15x. Andlise realizada com uso do software Image J.
Fonte: A autora, 2020.
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Para o célculo da densidade volumétrica glomerular (Vv[Glom]), a qual indica o
volume ocupado pelos glomérulos no cértex de cada rim, foram analisados 25 campos
histolégicos obtidos de cinco diferentes secgdes do cortex renal, sendo esta estimada pelo
método de contagem de pontos M42, onde essa area teste é sobreposta a fotomicrografia a ser
analisada.

A M42 consiste em grade de area quadrangular delimitada por linhas e que contém 21
segmentos de reta (42 pontos). Os glomérulos que sdo tocados ou atravessados pelas linhas
superior e lateral esquerda (linhas proibidas) sdo eliminados da analise. Os glomerulos
restantes dentro da area quadrangular tocados/atravessados pelas linhas inferior e lateral
direita (linhas permitidas) entram na avaliacdo e 0s pontos que se sobrepdem a eles séo
contabilizados (Figura 8).

A Vv[Glom] é dada por Pp/Pt, onde Pp € o numero de pontos que se sobrepdem aos
glomérulos e Pt o nimero total de pontos da grade (42). A Vv é dada em porcentagem e,
multiplicando-se esse valor pelo VC e dividindo o resultado por 100, encontra-se o valor
numeérico da densidade absoluta glomerular em mililitros (VCxVv[Glom](%)/100=Densidade
absoluta [Glom] (ml)) (BAGETTI-FILHO et al., 2012; BECHARA et al., 2016; 2017,
DAMASCENO-FERREIRA et al., 2017; 2018; ABREU et al., 2018).



44

Figura 8 — Disposicdo da grade M42 para analise da densidade volumétrica glomerular

Legenda: As setas amarelas representam os pontos a serem contados na imagem, devido a sua sobreposicdo
aos glomérulos que ndo tocam as linhas proibidas (lateral esquerda e superior).
Nota: Fotomicrografia corada em hematoxilina e eosina, aumento de 200x. Analise realizada com uso do
software Image J.
Fonte: A autora, 2020.

O volume glomerular médio ponderado (VWGV) foi estimado usando o método de
interceptacdo de pontos, analisando 50 mensuracdes de glomérulos por rim. Sobre o
comprimento do glomérulo interceptado pela linha de uma grade com linhas paralelas entre si,
é colocada uma régua logaritimica de 32 mm de comprimento composta de uma série de 15
classes. Essa grade é colocada sobre a imagem em angulos aleatériamente selecionados,
sendo recalculado o angulo, de modo aleatdrio, para cada imagem analisada (variando de 5°
até 90° com intervalos de 5°) (Figura 9) (DAMASCENO-FERREIRA et al., 2017; 2018;
ABREU et al., 2018).
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Figura 9 — Disposicao da grade com linhas paralelas para analise do volume glomerular médio

ponderado

Legenda: As linhas amarelas representam as mensuragdes a serem realizadas na imagem, devido a
sobreposicdo das linhas pretas aos glomérulos.
Nota: Fotomicrografia corada em hematoxilina e eosina, aumento de 200x. Analise realizada com uso do
software Image J. A rotacdo da imagem acima é de 15°.
Fonte: A autora, 2020.

O numero de glomérulos por milimetro cdbico de coértex renal (N[Glom]) foi
calculado pela formula VCxVv[Glom]/VWGV (BECHARA et al., 2016; 2017;
DAMASCENO-FERREIRA et al., 2017; 2018; ABREU et al., 2018). Foi utilizado o software
GraphPad Prism 5 para a anélise estatistica. Os dados bioquimicos e estereologicos obtidos
foram comparados por one-way ANOVA (andlise de variancia) com o pos-teste de

Bonferroni. Para todas as comparagdes, o valor de p<0,05 foi considerado significante.
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4 RESULTADOS

4.1 Resveratrol

4.1.1 Andlises bioguimicas

Os niveis séricos de ureia no grupo | aumentaram em 10,4% em relagdo ao grupo S
(Gréfico 1; Tabela 1). Ndo foram observadas diferengas entre os outros grupos. Além disso,

nenhuma diferenca foi observada em relacdo a analise da creatinina sérica (Tabela 1).

Tabela 1 — Dados bioquimicos e estereoldgicos dos rins esquerdos dos grupos

submetidos a laparotomia sem e com tratamento com resveratrol e a IRQ sem e

com tratamento com resveratrol

S [ SR IR p
Uréia 41,5+1,7° 45,8+3,7° 448+26  433+21  0,01*
Creatinina  0,44+0,01  0,47+0,03 0,46+0,03 0,46x0,05 0,21
Peso Rim  1,08+0,15 1,23+0,21 1,23+0,18  1,12+#0,14 0,16
Vol. Rim  1,06+0,15 1,18+0,18 1,21+0,18  1,13+0,14 0,13
VC 0,79+0,09  0,82+0,11 0,93+0,14  0,81+0,10 0,05
C-NC 0,75+0,02°  0,68+0,02°¢  0,76+0,02°¢ 0,71+0,03" <0,01*
Vv[Glom] 5,99+0,77% 4,03+0,46°%¢ 552+1,05° 6,01+0,65" <0,01*
VWGV 15,09+1,79  14,36+2,08  16,46+1,6 1571+2,41 0,15
N[Glom]  31,50+4,90% 23,30+4,10°%¢ 31,80+8,70° 31,60+6,90" 0,01*

Legenda: Dados expressos em média + desvio padrdo. S — grupo Sham; | — grupo Isquemia ndo
tratado; SR — grupo Sham tratado com resveratrol; IR — grupo Isquemia tratado com
resveratrol; IRQ — isquemia renal quente; VC — volume cortical; C-NC — relagdo entre
as areas de cortex e ndo cértex; Vv[Glom] — densidade volumétrica glomerular; VWGV
— volume glomerular médio ponderado; N[Glom] — nimero de glomérulos por rim. a#b,
c#d, e#f — diferencas significativas entre as médias.

Fonte: A autora, 2020.
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Grafico 1 — Representacdo dos niveis séricos de uréia dos grupos submetidos a

laparotomia ou a IRQ sem e com tratamento com resveratrol

60+

SR IR

Legenda: “*” - diferenga significativa; S — grupo Sham; | — grupo Isquemia ndo tratado; SR
— grupo Sham tratado com resveratrol; IR — grupo Isquemia tratado com
resveratrol; IRQ — isquemia renal quente.

Nota: Niveis séricos de ureia no grupo | aumentaram em 10,4% em relagdo ao grupo S,

indicados pelo “*”.

Fonte: A autora, 2020.

4.1.2 Andlise histopatoldgica

A analise histopatoldgica revelou congestdo tubular e medular discreta em uma lamina
dos animais do grupo Sham e uma do grupo Sham tratado com resveratrol, mas a arquitetura
cortical foi preservada (Figura 10).

Alteraces histoldgicas graves apresentadas pelos rins do grupo Isquemia ndo tratado,
degeneracdo glomerular, perda da regido cortical, congestdo cortical e medular, presenca de
material amorfo na luz tubular, material eosinofilico amorfo na regido medular, perda da
arquitetura cortical, a infiltrado mononuclear e a aparente perda de glomérulos foram minimas

no grupo Isquemia tratado com resveratrol (Figura 10).



4.1.3 Andlises morfométricas e estereoldgicas
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Embora ndo tenham sido observadas diferencas em relacdo ao peso renal e o volume

renal, VC e VWGV entre 0s grupos, outros parametros morfoldgicos apresentaram alteracfes

importantes. A relagdo entre as areas de cortex e ndo cortex do grupo Isquemia ndo tratado foi

diminuida quando comparada aos grupos Sham e Sham tratado com Resveratrol (9,3% e

10,5%, respectivamente). Por outro lado, o grupo Isquemia tratado com Resveratrol nao

apresentou diferencas significativas quando comparado aos grupos Sham e Isquemia nédo

tratado, diminuindo apenas em relacdo ao grupo Sham tratado com Resveratrol em 6,6%

(Tabela 1; Gréfico 2).

Grafico 2 — Representacdo da relacdo entre areas de cortex e ndo cortex dos

grupos submetidos a laparotomia ou a IRQ sem e com tratamento com

resveratrol
1.0q
e _'_
]
SR IR
Legenda: “*”; «” - diferengas significativas; S — grupo Sham; | — grupo Isquemia ndo

tratado; SR — grupo Sham tratado com resveratrol; IR — grupo Isquemia tratado

com resveratrol; IRQ — isquemia renal quente.

Nota: Relagdo entre areas de cortex e ndo cortex de | foi diminuida quando comparadaa S e
SR, indicado pelo “*”; IR diminuiu apenas em relagéo ao grupo SR, indicado pelo “.”

Fonte: A autora, 2020.

A densidade volumétrica glomerular do grupo Isquemia ndo tratado foi menor em

32,7% em relacdo ao grupo Sham, e 27% menor em relacdo ao grupo Sham tratado com

Resveratrol. No grupo Isquemia tratado com Resveratrol, ndo foi observada diferenca desse
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parametro estereoldgico em relagdo aos grupos Sham e Sham tratado com Resveratrol, sendo
observado aumento de 49,1% em relagdo ao grupo Isquemia néo tratado (Gréafico 3; Tabela 1;
Figura 10).

Grafico 3 — Representacdo da densidade volumétrica glomerular dos grupos

submetidos a laparotomia ou & IRQ sem e com tratamento com resveratrol
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Legenda: “*” - diferencas significativas; S — grupo Sham; | — grupo Isquemia néo tratado;
SR — grupo Sham tratado com resveratrol; IR — grupo Isquemia tratado com
resveratrol; IRQ — isquemia renal quente.

Nota: A densidade volumétrica glomerular de | foi diminuida quando comparada a S, SR e

IR indicado pelo “*”.

Fonte: A autora, 2020.

O ndmero de glomérulos do grupo Isquemia ndo tratado apresentou-se diminuido em
relacdo ao grupo Sham em 26% e em 26,7% quando comparado ao grupo Sham tratado com
Resveratrol. Positivamente, o numero de glomérulos do rim isquémico tratado com
Resveratrol foi 35,6% maior que o dos isquémicos que ndo receberam o tratamento com o
bioflavondide, e ndo houve diferenca significativa entre os grupos Sham, Sham tratado com

Resveratrol e Isquemia tratado com Resveratrol (Grafico 4; Tabela 1; Figura 10).
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Grafico 4 — Representacdo do nimero de glomérlos por rim dos grupos

submetidos a laparotomia ou e a IRQ sem e com tratamento com resveratrol
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Legenda: “*” - diferencas significativas; S — grupo Sham; | — grupo Isquemia ndo tratado;
SR — grupo Sham tratado com resveratrol; IR — grupo Isquemia tratado com
resveratrol; IRQ — isquemia renal quente.

Nota: O nimero de glomérulos por rim de | foi diminuido quando comparado aos grupos S,

SR ¢ IR, indicado pelo “*”.

Fonte: A autora, 2020.
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Figura 10 — Fotomicrografias representativas do cortex renal dos grupos submetidos a

laparotomia sem e com tratamento com resveratrol e a IRQ sem e com tratamento com

resveratrol

Legenda: A — grupo Sham; B — grupo Isquemia néo tratado; C — grupo Sham tratado com resveratrol; D — grupo
Isquemia tratado com resveratrol; IRQ — isquemia renal quente; cabeca de seta preta — material
proteico no ldmen tubular; asterisco (*) — degeneracdo glomerular; seta preta — perda de epitélio
tubular; cabeca de seta vermelha — infiltrado linfocitico. Hematoxilina e eosina, 200x; barra de escala:
100 pm.

Nota: Observar a diminuigdo do nimero de glomérulos na imagem B, representativa do grupo I, em relagdo aos

demais grupos.

Fonte: A autora, 2020.
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4.2 Quercetina

4.2.1 Andlises bioguimicas

No grupo Isquemia ndo tratado, o valor de uréia sérica aumentou em 10,4% em
relacdo ao grupo Sham. N&o foram observadas diferencas significativas entre 0s outros grupos
(Tabela 2; Gréafico 5). Nenhuma diferenca foi observada em relacdo a analise da creatinina

sérica (Tabela 2).

Tabela 2 — Dados bioguimicos e estereoldgicos dos rins esquerdos dos grupos
submetidos a laparotomia sem e com tratamento com quercetina e a IRQ sem e

com tratamento com quercetina

S [ SQ IQ P
Uréia 41,5+1,7°  458+3,7" 41,0£1,6  42,7+24  <0,01*
Creatinina  0,44+0.01 0,47+0,03 0,47+0,04  0,46%0,05 0,27
Peso Rim  1,08+0,15  1,23+0,21  1,24+0,15 1,19+0,11 0,15
Vol. Rim  1,06+0,15  1,20#0,18  1,19#0,15 1,17+0,11 0,15
VC 0,79#0,09  0,82+0,11  0,88+0,11  0,84+0,09 0,29
C-NC 0,75+0,028 0,68+0,02°%¢ 0,74+0,02° 0,72+0,02" <0,01*
VV[Glom] 5,99+0,77% 4,04+0,46>%¢ 6,14+0,43° 540+0,31%" <0,01*
VWGV 15,1+#1,79  1,44+2,08  155+161 1,52+131 0,63
N[Glom]  31,5+4,98* 23,3+4,11°%¢ 348+362° 299+1,76" <0,01*

Legenda: Dados expressos em média + desvio padrdo. S — grupo Sham; | — grupo Isquemia nédo
tratado; SQ — grupo Sham tratado com quercetina; 1Q — grupo Isquemia tratado com
quercetina; IRQ — isquemia renal quente; VC — volume cortical; C-NC — relagdo entre
as areas de cortex e ndo cortex; Vv[Glom] — densidade volumétrica glomerular; VWGV
— volume glomerular médio ponderado; N[Glom] — nimero de glomérulos por rim. a#b,
c#d, e#f — diferengas significativas entre as médias.

Fonte: A autora, 2020.
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Grafico 5 — Representacdo dos niveis séricos de uréia dos grupos submetidos a

laparotomia ou & IRQ sem e com tratamento com quercetina
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Legenda: “*” - diferenca significativa; S — grupo Sham; | — grupo Isquemia n&o tratado; SQ
— grupo Sham tratado com quercetina; 1Q — grupo Isquemia tratado com
quercetina; IRQ — isquemia renal quente.

Nota: Niveis séricos de ureia no grupo | aumentaram em 10,4% em relagdo ao grupo S,

indicados pelo “*”.

Fonte: A autora, 2020.

4.2.2 Andlise histopatoldgica

Como descrito anteriormente, a histopatologia revelou congestdo tubular e medular
discreta em uma lamina do grupo Sham. Altera¢cdes pouco significativas também foram
observadas em duas das laminas do grupo Sham tratado com quercetina. Porém, a arquitetura
cortical foi preservada em ambos os grupos (Figura 11).

Por outro lado, muitos focos de dano parenquimatoso foram observados nos rins do
grupo Isquemia ndo tratado. Isso incluiu material amorfo no lumen tubular, material
eosinofilico amorfo na regido medular, degeneracdo glomerular, infiltrado mononuclear e
perda aparente de glomérulos e de arquitetura cortical. Esses achados patoldgicos foram

minimos nos rins do grupo Isquemia tratado com quercetina (Figura 11).
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4.2.3 Andlises morfométricas e estereoldgicas

A relacdo entre as areas de cortex e ndo cortex do grupo Isquemia nédo tratado foi
diminuida quando comparada aos grupos Sham e Sham tratado com Quercetina e Isquemia
tratado com Quercetina (9,3%, 5,5% e 5,9% respectivamente). Ndo existiram diferencas
significativas entre o grupo Isquemia tratado com Quercetina, Sham e Sham tratado com
Quercetina (Grafico 6; Tabela 2).

Grafico 6 — Representacdo da relacdo entre areas de cortex e ndo cortex dos
grupos submetidos a laparotomia ou a IRQ sem e com tratamento com

quercetina

S I SQ IQ

Legenda: “*” - diferencas significativas; S — grupo Sham; | — grupo Isquemia ndo tratado;
SQ - grupo Sham tratado com quercetina; 1Q — grupo Isquemia tratado com
quercetina; IRQ — isquemia renal quente.

Nota: Relagdo entre areas de cortex e nao cortex de | foi diminuida quando comparada a S,

SQ e 1Q, indicado pelo “*”.

Fonte: A autora, 2020.

A densidade volumétrica glomerular do grupo Isquemia nédo tratado foi menor em
32,7% em relagdo ao grupo Sham, e 34,2% menor em relagdo ao grupo Sham tratado com
Quercetina. No grupo Isquemia tratado com Quercetina foi observado 33,7% a mais em

relagdo ao grupo Isquemia néo tratado. O grupo Isquemia tratado com Quercetina teve esse
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parametro diminuido em relacdo ao grupo Sham tratado com Quercetina em 12%, mas sem

diferengas significativas quando comparado ao Sham (Grafico 7; Tabela 2; Figura 11).

Grafico 7 — Representacdo da densidade volumétrica glomerular dos grupos

submetidos a laparotomia ou a IRQ sem e com tratamento com quercetina
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Legenda: “*”; < - diferengas significativas; S — grupo Sham; | — grupo Isquemia ndo

tratado; SQ — grupo Sham tratado com quercetina; 1Q — grupo Isquemia tratado
com quercetina; IRQ — isquemia renal quente.
Nota: A densidade volumétrica glomerular de | foi diminuida quando comparada a S e SQ,
indicado pelo “*”; 1Q diminuiu apenas em relacéo ao grupo SQ, indicado pelo “.”
Fonte: A Autora, 2020.

O ndmero de glomérulos do grupo Isquemia ndo tratado apresentou-se diminuido em
relagdo ao grupo Sham em 26% e em 33% quando comparado ao grupo Sham tratado com
Quercetina. Felizmente, 0 numero de glomérulos do rim isquémico tratado com Quercetina
foi 28,3% maior que o dos isquémicos que ndo receberam o tratamento com esse polifenol, e
ndo houve diferenca significativa entre os grupos Sham, Sham tratado com Quercetina e
Isquemia tratado com Quercetina (Grafico 8; Tabela 2; Figura 11). O peso e volume renais, 0

VC e 0 VWGV néo apresentaram diferencas entre os grupos (Tabela 2).



Grafico 8 — Representacdo do nimero de glomérulos dos grupos submetidos a
laparotomia ou & IRQ sem e com tratamento com quercetina
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Legenda: “*” - diferencas significativas; S — grupo Sham; | — grupo Isquemia ndo tratado;
SQ — grupo Sham tratado com quercetina; 1Q — grupo Isquemia tratado com

quercetina; IRQ — isquemia renal quente.
Nota: O numero de glomérulos de | foi diminuido quando comparado a S, SQ e IQ,

indicado pelo “*”.
Fonte: A autora, 2020.
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Figura 11 — Fotomicrografias representativas do cortex renal dos grupos submetidos a

laparotomia sem e com tratamento com quercetina e a IRQ sem e com tratamento com

quercetina

Legenda: A — grupo Sham; B — grupo Isquemia ndo tratado; C — grupo Sham tratado com quercetina; D — grupo
Isquemia tratado com quercetina; IRQ — isquemia renal quente; cabeca de seta preta — material
proteico no limen tubular; * — degeneracéo glomerular; seta preta — perda de epitélio tubular; cabeca
de seta vermelha — infiltrado linfocitico. Hematoxilina e eosina, 200x; barra de escala: 100 pm.

Nota: Observar a diminuigdo do ndmero de glomérulos na imagem B, representativa do grupo Isquemia nao

tratado, em relagdo aos demais grupos.

Fonte: A autora, 2020.
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5 DISCUSSAO

Considerando que a lesdo isquémica acarreta em alta producdo de ERO com
consequentes danos morfologicos e funcionais (MALEK; NEMATBAKHSH, 2015; BUYS-
GONGALVES et al., 2019), o uso de antioxidantes é uma opc¢ao terapéutica razoavel para a
prevencdo da lesdo causada pela IRQ apds NP. Muitos estudos mostraram que 0S
antioxidantes podem prevenir lesbes oxidativas isquémicas (BERTELLI et al., 2002;
KAHRAMAN et al., 2003; SENER et al., 2006; KINACI et al., 2012; DONG et al., 2013;
LIN et al., 2013; CHEN et al., 2014; RIBEIRO et al., 2014; KHADER et al., 2015; SHIMIZU
etal., 2016; TOTH et al., 2017; LI et al., 2018) ou ndo-isquémicas (ABHARZANJANI et al.,
2017; BENSALEM et al.; NAM et al., 2018 ;WANG et al.; 2018) em diferentes 6rgaos.

O resveratrol (BERTELLI et al., 2002; SENER et al., 2006; KHADER et al., 2015; LI
et al., 2018) e a quercetina (KAHRAMAN et al., 2003; KINACI et al., 2012; CHEN et al.,
2014) sdo antioxidantes promissores, que mostraram efeitos protetores renais agudos apos
IRQ. Os resultados deste estudo demonstraram que o resveratrol e a quercetina foram eficazes
na prevencao da perda glomerular, uma vez que o numero de glomérulos/rim foi reduzido
apenas em animais submetidos a isquemia e ndo tratados com resveratrol ou quercetina (grupo
).

Os valores de ureia sérica foram aumentados no grupo I, e os tratamentos com
resveratrol ou quercetina preveniram o aumento dos niveis de ureia no grupo IR, assim como
ocorreu com o0 grupo 1Q. Esses achados estdo de acordo com trabalhos publicados
anteriormente, que reforcam os efeitos nefroprotetores do resveratrol (BERTELLI et al.,
2002; SENER et al., 2006; KHADER et al.,, 2015; LI et al., 2018) ou da quercetina
(KAHRAMAN et al., 2003; KINACI et al., 2012) ap6s IRQ usando o rato como modelo.

No presente estudo, os rins isquémicos ndo tratados (grupo ) apresentaram lesdes
histologicas relacionadas a IRQ, que foram previamente relatadas em estudos que utilizaram o
rato como modelo de IRQ unilateral (YSEBAERT et al., 2000; SENER et al., 2006; KINACI
etal., 2012; L1 et al., 2018) ou bilateral (BERTELI et al., 2002; KHADER et al., 2015), e que
analisaram o tecido renal de 6 horas a 10 dias apés a reperfusdo. Os animais usados no atual
estudo tiveram seus rins coletados 30 dias apos a reperfusdo. Logo, lesdes histologicas como
congestdo, degeneracdo glomerular, infiltrado inflamatorio e perda de arquitetura cortical

podem ser relacionadas a evolucdo tardia do dano causado pela IRQ de 60 minutos.
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O tratamento com resveratrol prévio a IRQ foi relacionado a diminuicdo significativa
das lesdes teciduais descritas acima no presente estudo, corroborando assim com dados de
estudos prévios (BERTELI et al., 2002; SENER et al., 2006; KHADER et al., 2015; L1 et al.,
2018). Resultados positivos quanto ao tratamento com quercetina antes e apos a IRQ também
foram demonstrados no atual estudo e se assemelham aos de Kinaci et al (2012), j& que as
lesGes teciduais foram minimizadas no grupo 1Q quando comparadas ao grupo I. No entanto,
0 objetivo principal do presente estudo foi a acdo protetora do resveratrol ou da quercetina por
meio de uma analise objetiva estereoldgica dos aspectos morfométricos dos rins submetidos a
IRQ arteriovenosa.

Como o objetivo da NP é a remocao de tumores renais poupando o maximo de néfrons
possivel (CAMPBELL et al., 2017; VEYS et al.,, 2018; CHOUDHARY et al., 2018), é
razoavel que uma determinacdo imparcial do namero glomerular (que é muito correspondente
ao namero de néfrons) seja importante para o estudo do impacto na funcédo renal (BAGETTI-
FILHO et al., 2012; BECHARA et al., 2016; 2017; DAMASCENO-FERREIRA et al., 2017;
2018; ABREU et al., 2018).

De acordo com a maior base de dados médico-cientificos, o PubMed, este estudo é o
primeiro a mostrar os efeitos protetores tardios do resveratrol ou da quercetina relacionados a
IRQ. Estudos prévios utilizaram analises qualitativas imediatas para demonstrar alteracdes
morfologicas renais apds isquemia/reperfusdo e os efeitos benéficos do resveratrol
(BERTELLI et al., 2002; SENER et al., 2006; KHADER et al., 2015; LI et al., 2018) ou da
guercetina (KAHRAMAN et al., 2003; KINACI et al., 2012; CHEN et al., 2014).

O modelo utilizado no presente estudo é amplamente conhecido por induzir alteragdes
morfologicas (YSEBAERT et al., 2000; KHADER et al., 2015; LI et al., 2018). A inducdo de
60 minutos de IRQ em ratos foi previamente relatada como levando a reducdo glomerular,
conforme analisado por métodos estereoldgicos (BAGETTI-FILHO et al., 2012). Isso foi
confirmado no presente estudo, j& que houve uma diminuicdo na relacdo entre as areas de
cortex e ndo cortex, densidade volumétrica glomerular e nimero de glomérulos no grupo I,
em comparagdo ao grupo S.

Os resultados mais importantes foram aqueles que apontaram que o resveratrol ou a
guercetina preveniram a perda glomerular apds lesdo isquémica. Os valores de densidade
volumétrica glomerular e nimero de glomerulos em animais submetidos a isquemia renal e

tratados com resveratrol (grupo IR) ndo foram diferentes dos do grupo S. J& o grupo de
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animais que sofreu apenas isquemia renal 1, que apresentou valores de densidade volumétrica
glomerular e numero de glomérulos significativamente inferiores.

Além disso, o grupo Sham tratado com resveratrol ou o tratado com quercetina ndo
apresentaram alteracGes renais nem efeitos colaterais perceptiveis no estado geral dos
animais. Tais resultados sugerem que o resveratrol e a quercetina podem ser potenciais
protetores renais quando administrados em um paciente que serd submetido a IRQ, e pode ter
um grande impacto benéfico na funcdo renal a longo prazo, diminuindo a incidéncia de
doenca cronica renal apos o tratamento de tumores renais pequenos com a NP.

Além do mais, estudos publicados anteriormente mostraram os efeitos protetores do
resveratrol (BERTELLI et al., 2002; SENER et al., 2006; KHADER et al., 2015; LI et al.,
2018) ou da quercetina (KAHRAMAN et al., 2003; KINACI et al., 2012; CHEN et al., 2014)
a curto prazo, pois a analise dessas pesquisas foi realizada entre 6 horas e 10 dias apds a
reperfusdo renal. O presente estudo adicionou informacdes a esse topico cientifico, analisando
os rins 30 dias apos a lesdo isquémica e demonstrando que os efeitos protetores do resveratrol
e da quercetina sdo permanentes.

Vale ressaltar que os resultados quantitativos do resveratrol no presente estudo podem
ser relacionados aos seus efeitos relatados em estudos prévios. A prevencdo da perda
glomerular que prevaleceu no grupo IR corrobora com os resultados de Bertelli et al. (2002),
que afirmam que esse flavondide diminuiu a formacdo de agregados plaquetarios nos
capilares glomerulares. Agregados plaquetarios ocorrem durante a IRQ devido as lesdes
ocorridas nas células endoteliais glomerulares que perdem a integridade e sdo estimuladas por
citocinas inflamatérias (RUSSO et al. 2017). Logo, o resveratrol atua prevenindo a trombose
glomerular que ocorre devido a exposicdo do fator de von Willebrand subendotelial e o
colageno da membrana basal, estimulando a adesdo e ativacdo plaquetarias e a formacao de
coagulos.

A manutencdo do numero de glomérulos pelo resveratrol no grupo IR ou pela
quercetina no grupo 1Q desse estudo pode ser também associada as capacidades desses
flavonoides em reduzir a expressdo do TNF-a (KAHRAMAN et al., 2003; SENER et al.,
2006; KHADER et al., 2015). Esse dltimo é uma citocina inflamatéria produzida por
macrofagos, principalmente, mas que também pode ser liberado por células endoteliais sob
estresse oxidativo. Como consequéncia, 0 TNF-a induz a ativagcdo da XO e producdo de
anions superoxido, levando a disfuncao endotelial (ZHANG et al. 2006). A quercetina ainda é

relatada como fator que contribui para a reducdo da atividade da XO e quelante de anions
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superéxido (HANASAKI; OGAWA; FUKUI, 1994), sendo essa atividade um importante
contribuinte para seu efeito nefroprotetor relacionado a IRQ.

O resveratrol e a quercetina foram, da mesma forma, associados a atenuacdo da MPO
e do MDA quando associados a IRQ (KAHRAMAN et al., 2003; SENER et al., 2006;
KHADER et al., 2015; LI et al., 2018). A MPO uma peroxidase produzida principalmente em
leucocitos polimorfonucleares, sendo catalisadora do processo de formacgdo de radicais
altamente reativos, como o &cido hipocloroso (HCLO-). Essa enzima estd conhecidamente
envolvida na cascata patologica do estresse oxidativo e sua amplificagio (NDREPEPA,
2019). O MDA é um conhecido marcador do estresse oxidativo sendo um produto da
peroxidacdo lipidica potencialmente reativo e mutagénico (DEL RIO; STEWART;
PELLEGRINI, 2005). Logo, a capacidade dos dois flavonoides em questéo de reduzir a MPO
e 0 MDA tem significancia em seus efeitos mantenedores do nimero de glomérulos apos a
IRQ.

O resveratrol foi relatado previamente como redutor dos niveis séricos de lactato
desidrogenase (LDH) e aspartato aminotransferase (AST) (SENER et al., 2006; KHADER et
al., 2015). Ambas sdo marcadores de lesbes celulares diversas, inclusive renais. Logo, 0
flavonoide preveniu a necrose glomerular e liberacdo dessas enzimas intracelulares no liquido
extracelular, o que corrobora com os resultados positivos desse estudo. Resveratrol também
foi responsével pela diminuicéo de interleucinas em estudos prévios (KHADER et al., 2015;
LI et al.,, 2018). As interleucinas sdo proteinas produzidas por leucdcitos, principalmente
linfécitos T, macrdfagos e eosindfilos, sendo sinalizadores fundamentais durante os diversos
mecanismos moleculares e celulares envolvidos no processo inflamatorio. A lesdo isquémica
causa a ativacao do sistema imunolégico e a liberagdo de interleucinas (MOMOZANE et al.,
2018) logo, a amenizacdo da liberacdo dessas pelo resveratrol condiz com seus efeitos
benéficos sobre a preservacao do nimero de glomérulos nos rins do grupo IR.

A glutationa é um importante antioxidante endogeno envolvido na oxidagédo de
peréxidos de hidrogénio como cofator da GPx e marcador de processos isquémicos em
humanos (DERIKX; SCHELLEKENS; ACOSTA, 2017). A manuten¢do da atividade e
expressdo da glutationa foram associadas ao resveratrol e a quercetina quando utilizados
como nefroprotetores relacionados a IRQ (KAHRAMAN et al., 2003; SENER et al., 2006;
KINACI et al., 2012). Entdo, ambos os flavonoides podem ter seus efeitos nefroprotetores
justificados por mais esse efeito positivo como contribuintes para a diminuicdo dos efeitos do

estresse oxidativo e peroxidacao lipidica.
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O tratamento com a quercetina associada a IRQ provocou reducdo da expressdo de
Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) (KINACI et al., 2012). O 6éxido nitrico (NO)
enddgeno é um gas sollvel, altamente lipofilico sintetizado pelas células endoteliais. E um
importante sinalizador intracelular e extracelular, e atua promovendo o relaxamento do
musculo liso dos vasos o que provoca, como principal acdo bioldgica, a vasodilatacdo
(CUNNINGHAM; KLEIN, 2014). A IRQ arteriovenosa foi relatada em estudo prévio como
promotora do aumento da expressao de eNOS e da consequente produgédo de NO endotelial
glomerular, sendo a enzima utilizada como marcador de lesdo isquémica em ratos
(VALDIVIELSO et al. 2001). Sendo a guercetina uma minimizadora da expressdo de eNOS,
seu efeito mantenedor do nimero de glomérulos no presente estudo pode ser assim também,
justificado.

O resveratrol e a quercetina foram associados ao aumento da atividade de importantes
antioxidantes endogenos, como a SOD, CAT e GPx (KAHRAMAN et al., 2003; KINACI et
al., 2012; KITADA,; KOYA, 2013). Tais enzimas em maior quantidade auxiliam de forma
significativa no processo de prevencao e reversao das lesdes pelo estresse oxidativo causadas
pela IRQ (BUYS-GONCALVES et al., 2019). O fato desses antioxidantes enddgenos serem
otimizados pelo resveratrol e quercetina também corroboram seus resultados positivos nos
rins isquémicos tratados dos grupos IR ou 1Q.

A quercetina é comercializada em lojas de produtos naturais como suplemento
alimentar em forma de di-hidrato de quercetina em capsulas vegetais, em diversas dosagens e
niveis de pureza, associada ou ndo a outros suplementos. Sua aparéncia é de um p6 amarelo e
ndo apresenta odor. O mesmo ocorre com o resveratrol, sendo esse disponibilizado na forma
de trans-resveratol, com aparéncia de um p6 esbranquicado e inodoro. Ambos os flavonoides
apresentam a mesma faixa de preco, que varia bastante de acordo com o fabricante e pureza,
associacfes com outro suplementos, quantidade de capsulas e dose contida nas mesmas. O
valor da quercetina utilizada no presente estudo foi de R$191,56 com 90 capsulas de 500 mg.
A mesma foi importada do Canada, ja& que somente o fabricante New Roots Herbal detinha o
composto com 98% de pureza. O resveratrol da marca Terraternal custou R$262,00 com 60
capsulas de 500 mg e 99% de pureza, sendo esse importado dos Estados Unidos da América.
Logo, a quercetina com maior nivel de pureza disponivel no mercado possui preco mais
acessivel do que o resveratrol.

Uma limitagdo do presente estudo € que seus resultados ndo podem ser diretamente

transpostos para espécie humana, pois as respostas fisiopatoldgicas sdo diferentes entre
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roedores e humanos. Embora o0 modelo murino de IRQ seja 0 mais comumente usado, este
ainda é um cenério experimental, com varias diferencas para o cenério clinico.

O resveratrol e a quercetina detém resultados pré-clinicos positivos, ndo possuem
efeitos colaterais relatados na literatura cientifica, sdo livremente comercializados como
suplementos e possuem custo acessivel. Ambos poderiam ser avaliados em estudos clinicos
como tratamento complementar, a principio, no pré e pds operatério da NP com IRQ,
podendo ser administrados por via oral em tempo pré-determinado. A avaliacdo da funcédo
renal dos pacientes tratados complementarmente com resveratrol ou quercetina poderia ser

comparada aos ndo tratados.
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CONCLUSOES

A isquemia renal quente arteriovenosa de 60 minutos promove alteracdes sericas e
irreversiveis no rim de ratos, resultando em um ndmero reduzido de glomérulos.

A administracdo prévia de resveratrol ou quercetina protege o tecido renal das lesdes
isquémicas de 60 minutos em ratos, minimizando a reducéo do numero glomerular.

Futuros estudos clinicos investigando o uso do resveratrol e a quercetina como drogas
nefroprotetoras em pacientes submetidos a NP com IRQ sé@o necessarios para conclusdes de

seus efeitos em humanos.
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Background: The objective of this study is to quantitatively evaluate the protective effects of resveratrol
for using during renal warm ischemia.

Methods: Rats were allocated into 4 groups: Sham, Sham Resveratrol, Ischemia, Ischemia Resveratrol.
Sham Resveratrol and Ischemia Resveratrol received resveratrol before surgery. Ischemia and Ischemia
Resveratrol had renal vessels clamped. Animals were euthanized four weeks after. Serum urea and
creatinine were measured. Renal weight and volume, cortex-non-cortex areas ratio, cortical volume,
glomerular volumetric density, volume-weighted mean glomerular volume and number of glomeruli per
kidney were evaluated

Results: Serum urea in Ischemia increased by 10.4% compared to Sham and no differences were observed
among Ischemia Resveratrol and sham groups. The glomerular volumetric density and number of
glomeruli of Ischemia were lower than Sham but Ischemia Resveratrol had no difference compared to
sham groups.

Conclusions: Preoperative administration of resveratrol has renoprotective effects, preventing the
glomerular number reduction observed in warm ischemia.

© 2020 Elsevier Inc. All ights reserved.

Introduction

The diagnosis of small renal cell carcinoma has been rising over
the recent years,' and partial nephrectomy is being increasingly
performed to treat this type of tumor.' Nephron sparing surgery
provides oncological outcomes comparable to those of radical ne-
phrectomy for small renal cell masses with better preservation of
renal function” Therefore, partial nephrectomy has been consid-
ered the gold standard treatment for localized small renal masses.”

Renal warm ischemia is commonly performed during partial
nephrectomy to achieve a bloodless surgical field. However, the
ischemia/reperfusion injury is considered an important issue that
may lead to renal failure.** Although renal ischemia has gained
importance with the recent increase in partial nephrectomies, it is
also an important issue during renal transplantation and

* Corresponding author. Urogenital Research Unit — UER], Av. 28 de Setembro, 87,
Fundos, Vila lsabel, Rio de Janeiro, R, 20651-030, Br azil
E-mail address: desouzadb@gmailcom (DB. De Souza).

https:/ /doiorg/ 10,1016/ amjsurg 2020.02.025
0002-9610/2 2020 Elsevier Inc All rights reserved.

anatrophic nephrolithotomy situations®’ Therefore, drugs that
may protect the kidney during the perioperative®™ and post-
operative periods ' of these procedures are warranted.

Resveratrol is a bioflavonoid whose antioxidant effects have
been already proved on different organs and disease con-
ditions,’*"* including the kidney.® ® This polyphenol also has
protective effects against ischemia/reperfusion injury in various
organs and tissues."” ' Some studies showed resveratrol protec-
tive effects during renal warm ischemia,”~** however long-term
and quantitative analysis demonstrating the prevention of
glomeruli loss were not reported yet.

The objective of this study was to guantitatively evaluate the
possible long-term protective effects of resveratrol for using during
renal warm ischemia in a rat model.

Methods

All experiments were performed according to the national and
international laws for scientific use of animals, and this project was

Please cite this article as: Buys-Gongalves GF et al, Histomorphometric evaluation of the rat kidney submitted to warm ischemia and the
pratective effect of resveratrol, The American Journal of Surgery, https:((doi.org/10.1016(j.amjsurg.2020.02.025
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formally approved by the local Ethics Committee for animal
experimentation.

Thirty-nine male Wistar rats (9 weeks of age) were used. The
animals were randomly allocated into 4 groups: Sham (S) — group
submitted to laparotomy and dissection of the renal pedicle; Sham
Resveratrol (SR) — group treated with resveratrol and submitted to
the same procedures of group Sham; Ischemia (1) - group submitted
to renal warm ischemia; Ischemia Resveratrol (IR) - group treated
with resveratrol and submitted to renal warm ischemia. Groups SR
and IR received 30 mg/kg of resveratrol (Resveratrol, Terraternal,
Santa Clara, USA) intraperitoneally 60 min before the surgical
procedure, while untreated groups (S and 1) received saline
injections.

All rats were anesthetized via intramuscular ketamine (Cetamin,
Syntec, Santana de Parnaiba, Brazil, 100 mg/kg) and xylazine
(Xilazin, Syntec, 20 mg/kg). Under aseptic technique a ventral
midline incision was used to expose the abdominal viscera, which
were displaced to expose the left kidney. The left renal artery and
vein were isolated by blunt dissection. In animals of groups I and IR
the renal vessels were damped for 60 min, while in groups S and SR
the pedicle was dissected but no ischemia was induced. All groups
remained anesthetized for 60 min, when the abdominal viscera
were replaced, and the incision was covered with moistened gauze.
At the end of this period, vascular clamps were removed, and
reperfusion was observed in groups | and IR. For all groups
abdominal cavity was closed routinely.

The animals were euthanized 4 weeks after surgery by anes-
thetic overdose (Isoflurane, BioChimico, Rio de Janeiro, Brazil),
when blood sample was collected by cardiac puncture. Urea and
creatinine serum levels were determined by biochemical analysis
(automated enzymatic method ).

Left kidneys were collected and fixed in 4% buffered formalde-
hyde. The kidneys were weighed, and the renal volume was
measured by the Scherle’s method.*® The cortex-non-cortex areas
ratio (C-NC) was calculated by the Cavalieri method.”” 27 The

cortical volume (CV) was calculated by multiplying the renal vol-
ume by the C-NC*

Random samples from all 39 kidneys were collected according
the orientator method.* Briefly, three randomly-picked non-
sequential transversal sections were placed with the cut surface
facing down and, again at random, cut perpendicularly to the first
plane. Again, the cut surface is faced down and a final randomly
perpendicular cut is applied. From the twelve fragments obtained,
five are randomly picked and used for analysis. These were pro-
cessed for paraffin embedding, sectioned at 5 um thickness, and
stained with hematoxylin and eosin.

From each kidney, 25 histological fields, obtained from five
different sections of the renal cortex, were examined. Glomerular
volumetric density (Vv[Glom]), which indicates the proportional
volume occupied by the glomeruli in the cortex, was estimated by
the point-counting method.”?? The volume-weighted mean
glomerular volume (VWGV) was estimated by using the point-
sampled intercepts method.”” " The estimation of the total
number of glomeruli per kidney (N[Glom]) was achieved through
the formula CVxVv|Glom] VWGV

The guantitative data were tested by D'Agostino & Pearson
normality test and considered normally distributed. Further, all
results were compared by one-way ANOVA with Tukey's post-test.
Analyses were performed using GraphPad Prism 8.3.1 (GraphPad
Software, San Diego, USA). All results were considered significant
when the value of p < 0.05.

All histological fields were examined microscopically for the
characterization of histopathological changes by an experienced
veterinary pathologist who was unaware of the treatment
conditions.

Results

The urea serum levels in group I was 10.4% increased in relation
to the group S (p = 0.01). No differences were observed among the
other groups. Also, no difference was observed regarding the serum
creatinine analysis.

Although no difference was noted regarding kidney weight,
kidney volume, and VWGY among the groups, other morphological
parameters presented important alterations. The C-NC of the group
I'was decreased when compared to groups Sand SR (8,1% and 10,5%
respectively). On the other hand, the C-NC of the group IR did not
present significant differences when compared to group L but it
decreased 4.0% in comparison to group S and 6.6% in comparison to
group SR. The analysis of CV presented significant difference among
the groups (p = 0.0401), as determined by ANOVA, but the only
difference was a 17.7% increase in group SR, in comparison to group
S: no difference among other groups was found.

The Vv[Glom] of the group I'was 32.7% reduced in comparison to
group S and 27.0% reduced in comparison to group SR. Again, the
treatment with resveratrol in animals submitted to renal ischemia
(group IR) prevented the reduction of Vv[Glom] observed in non-
treated animals. In group IR no difference was observed in com-
parison to groups S and SR, while a 49.1% increase was noted in
comparison to group L

The ischemic untreated kidneys (group 1) presented a reduced
number of glomeruli in comparison to groups S and SR (26.0% and
26.7%, respectively). The treatment with resveratrol, in group IR,
prevented this glomeruli loss, as this group showed no difference to
groups S and SR, but 356% increased N[Glom] in comparison to
group L. All quantitative data is presented in Table 1 and repre-
sented in Figs. 1 and 2.

Severe histological alterations presented by the untreated
ischemic kidneys (group I} such as glomerular degeneration, loss of
the cortical region, cortical and medullary congestion, presence of
amorphous material in the tubular lumen, amorphous eosinophilic

material in the medullary region, loss of cortical architecture,
mononuclear infilration and apparent loss of glomeruli were
minimal in the resveratrol treated ischemic kidneys (group IR).
Fig. 1 illustrates these findings.

Discussion

Considering that ischemic injury leads to a huge production of
reactive oxygen species with consequent morphological and func-
tional damages," ™ the use of antioxidants is a reasonable thera-
peutic option for prevention of the renal injury after warm
ischemia during partial nephrectomy. With the advance of lapa-
roscopic and robotic partial nephrectomy, the use of cold
ischemia during nephron-sparring surgeries drastically
decreased.’’ Further, the benefits of using of mannitol, which
was the most used nephroprotective agent, was recently ques-
tioned, with divergent information regarding its effective-
ness'*2 Thus, finding other drugs that could replace mannitol
in the future is warranted.

Many studies showed that antioxidants can prevent
ischemic® '+ 31619-25 gr non-ischemic'* ' oxidative lesions in
different organs. Resveratrol is a promising antioxidant, which
showed renal protecting effects after renal warm
ischemia,'“'®**~2 The results of our study demonstrated that
resveratrol was efficient to prevent the glomerular loss, since N
[Glom] was reduced only in animals submitted to ischemia and
non-treated with resveratrol

Serum urea values were increased in group I, what was unex-
pected for an animal with untouched contralateral kidney. Never-
theless, the treatment with resveratrol prevented this urea levels

Please cite this article as: Buys-Gongalves GF et al, Histomorphometric evaluation of the rat kidney submitted to warm ischemia and the
protective effect of resveratrol, The American Joumal of Surgery, https:(/doi.orgf10.1016/j.amjsurg.2020.02.025
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Table 1
Morphological data of left kidneys and functional serological data of rats subjected to sham surgery or to left renal warm ische mia with or without resveratrol treatment.
5 SR 1 IR pvalue
Urea (mgjdl) 415+ 17 448+ 26 458 + 372 43321 a0108*
Creatinine {mg/dl) 0.44 + 0.01 046 + 0.03 047 + 003 0.46 + 0.05 az217
Kidney weight (g) 108 + 015 123+ 008 123 021 112 £ 004 01588
Kidney volume (ml) 106 + 015 121008 118 £ 018 113 £ 04 01352
Cortex-non-cortex areas ratio 0.74 + 0.02 0.76 + 0.02 0.68 + 0.02%° 0.71 + 0.03** <0.0001*
Cortical volume {ml) 0.79 + 0.09 093 +0.14% 082 +0.11 0.81 +0.10 0.0401*
wiGlom] (%) 5849 + 077 552+ 105 403 + 046% 6.01 + 065 <0.0001*
VWGV (107 pm®) 1509 + 1.79 1646 + 16 1436 + 208 1571 +2.41 Q1530
Number of glomeruli per kidney (< 10°) 31.50 + 490 3180+ 87 2330 + 4.10%° 3160 + 6.90° a0121*

Data expressed as mean + 5.0,V Glom]: Glomerular volumetric density; VWGV: Volume-weighted glomerular volume; S: Group submitted to sham surgery; SR: Group sham

treated with resveratrol
different from group 5

different from group 1. *: significant p value,

rising in group IR. These findings are in accordance to previous
studies performed in single-kidney models, what reinforce the
nephroprotective effects of resveratrol after renal warm ischemia in
the rat kidney.” Severe tissue damage presented by untreated
ischemic kidneys was alleviated by preventive treatment with
resveratrol, which has also been reported in previous studies.” 2"
However, we believe that the main goal of the present study was
the unbiased quantitative analysis of the morphometrical aspects
of the kidney submitted to ischemia and the long-term protective
effects of resveratrol.

As the goal of partial nephrectomy is removing renal tumors,
sparing as much nephrons as possible,” ** it is reasonable that an
unbiased determination of the glomerular number (which is very
correspondent to nephron number) is the end-point that should be
studied to verify if surgical goal was achieved.”*’ %" To the best of
our knowledge, this study is the first one to report long-ter m effects
of resveratrol preventing the glomerular losses after renal warm
ischemia.

The model used in the present study is widely used and known
to induce morphological alterations. The induction of 60 min of

Group submitted to 60 min of renal warm ischemia; IR: Group submitted to warm ischemia treated with resveratrol. a: different from group §; b

warm ischemia in rat kidneys was previously reported as leading to
glomerular reduction, as analyzed by stereological methods.”” This
was confirmed in the present study, as we observed a decrease in
the C—NC, Vw[Glom] and N[Glom] in group I, in comparison to
control group.

The most important results were those which pointed out that
resveratrol prevented the glomerular loss after ischemic injury. The
values of Vv[Glom] and N[Glom] in animals submitted to renal
ischemia and treated with resveratrol were not different from those
of the control group, but different from the group of animals that
only suffered renal ischemia, which showed values of Vv[Glom] and
N[Glom] significantly lower. Furthermore, the control group treated
with reswveratrol did not present any renal changes or noticeable
side effects on the general state of animals. These results suggest
that resveratrol could be a potential renal protector when admin-
istered in a patient who will be submitted to renal warm ischemia,
and may have a great impact, decreasing the incidence of kidney
chronic disease after the treatment of small renal mass.

Further, previously published studies showed the protective
effects of resveratrol in a short-term period, as the analysis of these

Fig. L. Renal cortex photomicrographs of kidneys from the experimental groups. A) Group submitted to sham surgery; B) Group sham treated with resveratrol; C) Group submitted
to 60 min of renal warm ischemia; D) Group submitted to warm ischemia treated with resveratol. Arrow heads depicts mononudear inflammatory infiltrate, Arrow depicts tubular

degeneration, and asterisk (*) depicts congestion areas, Hematoxylin and eosin, 200x.
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Fig. 2 Quantitative results of kidneys from group submitted to sham surgery (5), group sham treated with resveratrol (SR), group submitted to 60 min of renal warm ischemia (1),
and group submitted to warm ischemia treated with resveratrol (IR). A) Cortex-non-cortex areas ratio (C-NC). B) Glomerular volumetric density (W[Glom] ). C) Number of glomeruli

per kidney (N[Glom] ). Bars represents means + standard deviation.

studies were performed 24 h after renal ischemia, in both single-
kidney or double-kidney models**° The present study added
information to this topic, analyzing the kidneys 30 days after the
ischemic injury, and demonstrating that the protective effects of
resveratrol are permanent.

One limitation of the study is that its results cannot be directly
transposed to humans as the pathophysiological responses are
different among rodents and humans. Although the rat model of
renal warm ischemia is the most commonly used, this is still an
experimental setting, with several differences to the clinical setting.
Future clinical studies investigating the use of resveratrol as a
nephroprotective drug in patients submitted to partial nephrec-
tomy with warm ischemia are warranted.

Conclusion

The conclusion of the present study is that preoperative
administration of resveratrol has renoprotective effects, preventing
the glomerular number reduction observed when kidney is sub-
mitted to warm ischemia. These results suggest that this drug may
improve postoperative renal function in patients submitted to
partial nephrectomy with warm ischemia.
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Background: The objective of this study is to quantitatively evaluate the protective effects of resveratrol
for using during renal warm ischemia.
Methods: Rats were allocated into 4 groups: Sham, Sham Resveratrol, Ischemia, Ischemia Resveratrol.
Sham Resveratrol and Ischemia Resveratrol received resveratrol before surgery. Ischemia and Ischemia
Resveratrol had renal vessels clamped. Animals were euthanized four weeks after. Serum urea and
creatinine were measured. Renal weight and volume, cortex-non-cortex areas ratio, cortical volume,
glomerular volumetric density, volume-weighted mean glomerular volume and number of glomeruli per
kidney were evaluated.
Results: Serum ureain Ischemia increased by 10.4% compared to Sham and no differences were observed
among Ischemia Resveratrol and sham groups. The glomerular volumetric density and number of
glomeruli of Ischemia were lower than Sham but Ischemia Resveratrol had no difference compared to
sham groups.
Conclusions: Preoperative administration of resveratrol has renoprotective effects, preventing the
glomerular number reduction observed in warm ischemia.

© 2020 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

The diagnosis of small renal cell carcinoma has been rising over
the recent years,' and partial nephrectomy is being increasingly
performed to treat this type of tumor.*? Nephron sparing surgery
provides oncological outcomes comparable to those of radical ne-
phrectomy for small renal cell masses with better preservation of
renal function.” Therefore, partial nephrectomy has been consid-
ered the gold standard treatment for localized small renal masses.”

Renal warm ischemia is commonly performed during partial
nephrectomy to achieve a bloodless surgical field. However, the
ischemia/reperfusion injury is considered an important issue that
may lead to renal failure.*” Although renal ischemia has gained
importance with the recent increase in partial nephrectomies, it is
also an important issue during renal transplantation and

* Corresponding author. Urogenital Research Unit — UER], Av. 28 de Setembro, 87,
Fundos, Vila Isabel, Rio de Janeiro, R}, 20551-030, Brazil.
E-mail address: desouza.db@gmail.com (D.B. De Souza).

hrtps://doi.org/10.1016/j.amjsurg.2020.02.025
0002-9610/@ 2020 Elsevier Inc. All rights reserved.

anatrophic nephrolithotomy situations.®’ Therefore, drugs that
may protect the kidney during the perioperative® and post-
operative periods'®" of these procedures are warranted.

Resveratrol is a bioflavonoid whose antioxidant effects have
been already proved on different organs and disease con-
ditions,"”” ™" including the kidney.'®~'® This polyphenol also has
protective effects against ischemiafreperfusion injury in various
organs and tissues."” ' Some studies showed resveratrol protec-
tive effects during renal warm ischemia,” > however long-term
and quantitative analysis demonstrating the prevention of
glomeruli loss were not reported yet.

The objective of this study was to quantitatively evaluate the
possible long-term protective effects of resveratrol for using during
renal warm ischemia in a rat model.

Methods

All experiments were performed according to the national and
international laws for scientific use of animals, and this project was
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formally approved by the local Ethics Committee for animal
experimentation.

Thirty-nine male Wistar rats (9 weeks of age) were used. The
animals were randomly allocated into 4 groups: Sham (S) — group
submitted to laparotomy and dissection of the renal pedicle; Sham
Resveratrol (SR) — group treated with resveratrol and submitted to
the same procedures of group Sham; Ischemia (1) - group submitted
to renal warm ischemia; Ischemia Resveratrol (IR) - group treated
with resveratrol and submitted to renal warm ischemia. Groups SR
and IR received 30 mg/kg of resveratrol (Resveratrol, Terraternal,
Santa Clara, USA) intraperitoneally 60 min before the surgical
procedure, while untreated groups (S and I) received saline
injections.

All rats were anesthetized via intramuscular ketamine (Cetamin,
Syntec, Santana de Parnaiba, Brazil, 100 mg/kg) and xylazine
(Xilazin, Syntec, 20 mg/kg). Under aseptic technique a ventral
midline incision was used to expose the abdominal viscera, which
were displaced to expose the left kidney. The left renal artery and
vein were isolated by blunt dissection. In animals of groups [ and IR
the renal vessels were clamped for 60 min, while in groups S and SR
the pedicle was dissected but no ischemia was induced. All groups
remained anesthetized for 60 min, when the abdominal viscera
were replaced, and the incision was covered with moistened gauze.
At the end of this period, vascular clamps were removed, and
reperfusion was observed in groups | and IR. For all groups
abdominal cavity was closed routinely.

The animals were euthanized 4 weeks after surgery by anes-
thetic overdose (Isoflurane, BioChimico, Rio de Janeiro, Brazil),
when blood sample was collected by cardiac puncture. Urea and
creatinine serum levels were determined by biochemical analysis
(automated enzymatic method).

Left kidneys were collected and fixed in 4% buffered formalde-
hyde. The kidneys were weighed, and the renal volume was
measured by the Scherle’s method.”® The cortex-non-cortex areas
ratio (C-NC) was calculated by the Cavalieri method.” *° The
cortical volume (CV) was calculated by multiplying the renal vol-
ume by the C-NC2°

Random samples from all 39 kidneys were collected according
the orientator method.™ Briefly, three randomly-picked non-
sequential transversal sections were placed with the cut surface
facing down and, again at random, cut perpendicularly to the first
plane. Again, the cut surface is faced down and a final randomly

perpendicular cut is applied. From the twelve fragments obtained,
five are randomly picked and used for analysis. These were pro-
cessed for paraffin embedding, sectioned at 5 pm thickness, and
stained with hematoxylin and eosin.

From each kidney, 25 histological fields, obtained from five
different sections of the renal cortex, were examined. Glomerular
volumetric density (Vv[Glom]), which indicates the proportional
volume occupied by the glomeruli in the cortex, was estimated by
the point-counting method.””~?° The volume-weighted mean
glomerular volume (VWGV) was estimated by using the point-
sampled intercepts method”” ™ The estimation of the total
number of glomeruli per kidney (N[Glom]) was achieved through
the formula CVxVv[Glom]/VWGV.>®

The quantitative data were tested by D'Agostino & Pearson
normality test and considered normally distributed. Further, all
results were compared by one-way ANOVA with Tukey's post-test.
Analyses were performed using GraphPad Prism 8.3.1 (GraphPad
Software, San Diego, USA). All results were considered significant
when the value of p < 0.05.

All histological fields were examined microscopically for the
characterization of histopathological changes by an experienced
veterinary pathologist who was unaware of the treatment
conditions.

Results

The urea serum levels in group [ was 10.4% increased in relation
to the group S (p = 0.01). No differences were observed among the
other groups. Also, no difference was observed regarding the serum
creatinine analysis.

Although no difference was noted regarding kidney weight,
kidney volume, and VWGV among the groups, other morphological
parameters presented important alterations. The C-NC of the group
[ was decreased when compared to groups S and SR (8,1% and 10,5%
respectively). On the other hand, the C-NC of the group IR did not
present significant differences when compared to group I, but it
decreased 4.0% in comparison to group S and 6.6% in comparison to
group SR. The analysis of CV presented significant difference among
the groups (p = 0.0401), as determined by ANOVA, but the only
difference was a 17.7% increase in group SR, in comparison to group
S; no difference among other groups was found.

The Vv[Glom] of the group | was 32.7% reduced in comparison to
group S and 27.0% reduced in comparison to group SR. Again, the
treatment with resveratrol in animals submitted to renal ischemia
(group IR) prevented the reduction of Vv[Glom] observed in non-
treated animals. In group IR no difference was observed in com-
parison to groups S and SR, while a 49.1% increase was noted in
comparison to group 1.

The ischemic untreated kidneys (group I) presented a reduced
number of glomeruli in comparison to groups S and SR (26.0% and
26.7%, respectively). The treatment with resveratrol, in group IR,
prevented this glomeruli loss, as this group showed no difference to
groups S and SR, but 35.6% increased N[Glom] in comparison to
group L. All quantitative data is presented in Table 1 and repre-
sented in Figs. 1 and 2.

Severe histological alterations presented by the untreated
ischemic kidneys (group 1) such as glomerular degeneration, loss of
the cortical region, cortical and medullary congestion, presence of
amorphous material in the tubular lumen, amorphous eosinophilic
material in the medullary region, loss of cortical architecture,
mononuclear infiltration and apparent loss of glomeruli were
minimal in the resveratrol treated ischemic kidneys (group IR).
Fig. 1 illustrates these findings.

Discussion

Considering that ischemic injury leads to a huge production of
reactive oxygen species with consequent morphological and func-
tional damages.s_m the use of antioxidants is a reasonable thera-
peutic option for prevention of the renal injury after warm
ischemia during partial nephrectomy. With the advance of lapa-
roscopic and robotic partial nephrectomy, the use of cold
ischemia during nephron-sparring surgeries drastically
decreased.”’ Further, the benefits of using of mannitol, which
was the most used nephroprotective agent, was recently ques-
tioned, with divergent information regarding its effective-
ness''*?. Thus, finding other drugs that could replace mannitol
in the future is warranted.

Many studies showed that antioxidants can prevent
ischemic® ™ 11131619725 or non-ischemic'*'%~'* oxidative lesions in
different organs. Resveratrol is a promising antioxidant, which
showed renal protecting effects after renal warm
ischemnia.'>'5%~25 The results of our study demonstrated that
resveratrol was efficient to prevent the glomerular loss, since N
[Glom] was reduced only in animals submitted to ischemia and
non-treated with resveratrol.

Serum urea values were increased in group I, what was unex-
pected for an animal with untouched contralateral kidney. Never-
theless, the treatment with resveratrol prevented this urea levels

Please cite this article as: Buys-Gongalves GF et al., Histomorphometric evaluation of the rat kidney submitted to warm ischemia and the
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Table 1
Morphological data of left kidneys and functional serological data of rats subjected to sham surgery or to left renal warm ischemia with or without resveratrol treatment.
H SR | R p value

Urea (mg/dl) 415+17 448 + 26 458 +3.7% 433 +21 0.0108*
Creatinine (mg/dl) 044 + 001 0.46 + 0.03 0.47 £+ 0.03 0.46 + 0.05 02117
Kidney weight (g) 1.08 +0.15 123+ 018 123 +0.21 112 +0.14 0.1588
Kidney volume (ml) 1.06 +0.15 121+ 018 118 +0.18 113 + 014 0.1352
Cortex-non-cortex areas ratio 0.74 + 002 0.76 = 0.02 068 + 0.02*° 0.71 + 0.03* <0.0001*
Cortical volume (ml) 079 + 009 093 + 0.14* 0.82 +0.11 0.81 + 010 0.0401*
Vv[Glom] (%) 599 +077 552 + 1.05 4.03 + 0.46%° 6.01 + 0.65° <0.0001*
VWGV (=10° pm’) 1509 + 1.79 1646 + 1.6 1436 + 2.08 15.71 £ 2.41 01530
Number of glomeruli per kidney (x10%) 31.50 + 4.90 31.80 = 87 2330 + 4.10°" 31.60 + 6.90° 0.0121°

Data expressed as mean + 5.0.Vv[Glom): Glomerular volumetric density; VWGV: Volume-weighted glomerular volume; S: Group submitted to sham surgery; SR: Group sham
treated with resveratrol; I: Group submitted to 60 min of renal warm ischemia; IR: Group submitted to warm ischemia treated with resveratrol. a: different from group S; b:

different from group SR; c: different from group 1. *: significant p value.

rising in group IR. These findings are in accordance to previous
studies performed in single-kidney models, what reinforce the
nephroprotective effects of resveratrol after renal warmischemiain
the rat kidney.”” Severe tissue damage presented by untreated
ischemic kidneys was alleviated by preventive treatment with
resveratrol, which has also been reported in previous studies.”” *°
However, we believe that the main goal of the present study was
the unbiased quantitative analysis of the morphometrical aspects
of the kidney submitted to ischemia and the long-term protective
effects of resveratrol.

As the goal of partial nephrectomy is removing renal tumors,
sparing as much nephrons as possible,”~>? it is reasonable that an
unbiased determination of the glomerular number (which is very
correspondent to nephron number) is the end-point that should be
studied to verify if surgical goal was achieved.""”" ?" To the best of
our knowledge, this study is the firstone to report long-term effects
of resveratrol preventing the glomerular losses after renal warm
ischemia.

The model used in the present study is widely used and known
to induce morphological alterations. The induction of 60 min of

warm ischemia in rat kidneys was previously reported as leading to
glomerular reduction, as analyzed by stereological methods.”’ This
was confirmed in the present study, as we observed a decrease in
the C—NC, Wv[Glom] and N[Glom] in group L in comparison to
control group.

The most important results were those which pointed out that
resveratrol prevented the glomerular loss after ischemic injury. The
values of Vv[Glom] and N[Glom] in animals submitted to renal
ischemia and treated with resveratrol were not different from those
of the control group, but different from the group of animals that
only suffered renal ischemia, which showed values of Vv[Glom] and
N[Glom] significantly lower. Furthermore, the control group treated
with resveratrol did not present any renal changes or noticeable
side effects on the general state of animals. These results suggest
that resveratrol could be a potential renal protector when admin-
istered in a patient who will be submitted to renal warm ischemia,
and may have a great impact, decreasing the incidence of kidney
chronic disease after the treatment of small renal mass.

Further, previously published studies showed the protective
effects of resveratrol in a short-term period, as the analysis of these

Fig. 1. Renal cortex photomicrographs of kidneys from the experimental groups. A) Group submitted to sham surgery; B) Group sham treated with resveratrol; C) Group submitted
to 60 min of renal warm ischemia; D) Group submitted to wam ischemia treated with resveratrol. Arrow heads depicts mononuclear inflammatory infiltrate, Arrow depicts tubular

degeneration, and asterisk (*) depicts congestion areas. Hematoxylin and eosin, 200x.
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Fig. 2. Quantitative results of kidneys from group submirted to sham surgery (5 ), group sham treated with resveratrol (SR), group submitted to 60 min of renal warm ischemia (1),
and group submitted to warm ischemia treated with resveratrol {IR). A) Cortex-non-cortex areas ratio (C-NC). B) Glomerular volumetric de nsity (Vw[Glom]). C) Number of glomeruli

per kidney (N[Glom ). Bars represents means + standard deviation.

studies were performed 24 h after renal ischemia, in both single-
kidney or double-kidney models. 2 2° The present study added
information to this topic, analyzing the kidneys 30 days after the
ischemic injury, and demonstrating that the protective effects of
resveratrol are permanent.

One limitation of the study is that its results cannot be directly
transposed to humans as the pathophysiological responses are
different among rodents and humans. Although the rat model of
renal warm ischemia is the most commonly used, this is still an
experimental setting, with several differences tothe clinical setting.
Future clinical studies investigating the use of resveratrol as a
nephroprotective drug in patients submitted to partial nephrec-
tomy with warm ischemia are warranted.

Conclusion

The conclusion of the present study is that preoperative
administration of resveratrol has renoprotective effects, preventing
the glomerular number reduction observed when kidney is sub-
mitted to warm ischemia. These results suggest that this drug may
improve postoperative renal function in patients submitted to
partial nephrectomy with warm ischemia.
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