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RESUMO

O dano de isquemia e reperfusao (I/R) € um mecanismo importante da complicagdo do estado
de saude de pacientes com choque hemorragico (CH). Esse mecanismo acarreta em grandes
danos aos orgdos podendo levar a faléncia de multiplos 6rgaos (FMO), situagdo de grande
relevancia clinica por sua taxa de mortalidade e complica¢des. Uma das formas de se avaliar de
forma experimental as consequéncias da FMO ¢ utilizando de modelos pré-clinicos de CH.
Visto que muitos estudos que avaliam dano de 6rgaos ap6és um modelo de CH utilizam um
unico tempo de recuperacdo, existe um déficit na literatura sobre como ¢ a evolucdo dessa
condi¢do. Nesse estudo foram avaliados indicadores de estresse oxidativo e de dano aos 6rgdos
em diferentes tempos de recuperacao apos o dano de I/R induzido pelo modelo de CH em ratos.
Para isso, ratos Wistar machos foram divididos em quatro grupos (n = 10 cada): falso-operado
(sham; utilizado como controle), CH com recuperacao de 2 h, 6 h e 24 h. Apds o periodo de
recuperagdo de cada grupo, os animais foram eutanasiados para a coleta de sangue e 6rgdos
para analise do perfil do estresse oxidativo, e de dano de 6rgdos. Foram avaliados os marcadores
(i)enzimas antioxidantes, tais como CAT, GPx (ii)produtos de oxidacdo como o MDA, GSSG
(111))GSH e grupamentos tiois (iv)estado oxidante total (TOS) e capacidade antioxidante total
(TAC) (v)aspartato amino transferase (AST), alanina amino transferase (ALT), lactato,
creatinina e ureia. Foram encontrados os seguintes resultados: Grupo 2 h: Aumento de AST,
ALT, Creatinina, Ureia sanguineos, e diminui¢do de SH e CAT hepaticos. Grupo 6 h: Aumento
de AST, ALT, Creatinina, Ureia sanguineos, TBARS e SH renais. Diminui¢do da razao
GSH/GSSG, CAT sanguineos ¢ SH e CAT hepaticos. Grupo 24 h: Aumento de AST, ALT
sanguineos, TBARS hepatico e renal e SH renal. Diminui¢do da razdo GSH/GSSG sanguinea
e SH e CAT hepaticos. Utilizando da correlagdo de Pearson, constatou-se uma correlagao entre
o aumento do estresse oxidativo e o aumento de dano hepatico. Nao foi constatado a mesma
correlacdo renal. Houve um aumento do estresse oxidativo, aumento de dano hepatico e
disfuncdo renal de forma geral, tendo uma piora ao longo do tempo de recupera¢do no dano
hepatico. Percebeu-se variagdes nos fatores antioxidantes entre os grupos de CH, o que pode
indicar a atuacdo de mecanismos regulatérios como aumento da expressdo das enzimas
antioxidantes. Existe uma diferenca de respostas entre os dois 6rgaos avaliados que vale a pena
ser investigado, com o intuito de entender a fisiopatologia do dano de I/R em cada um deles.
Com a contribuicdo desse estudo espera-se que outras pesquisas sejam capazes de elucidar
mecanismos para o tratamento e diminui¢do da mortalidade causada pelo CH e dano de I/R.

Palavras-chave: Choque-hipovolémico, Estresse-oxidativo, Faléncia-multipla-de-6rgaos



ABSTRACT

Ischemia and reperfusion (I/R) damage is an important mechanism of health complication in
patients with hemorrhagic shock (CH). This mechanism causes major organ damage and may
lead to multiple organ failure (FMO), a situation of great clinical relevance due to its mortality
rate and complications. One way to experimentally evaluate the consequences of FMO is
through preclinical models of CH. Since many studies evaluating organ damage after a model
of CH use a single recovery time, there is a deficit in the literature on how this condition
evolves. In this study, we evaluated indicators of oxidative stress and organ damage at different
recovery times after I/R damage induced by the CH model in rats. For this purpose, male Wistar
rats were divided into four groups (n = 10 each): sham (used as control), CH with 2 h, 6 h and
24 h recovery. After the recovery period for each group, the animals were euthanized to collect
blood and organs for analysis of oxidative stress profile, and organ damage. The markers (i)
antioxidant enzymes such as CAT, GPx (ii) oxidation products such as MDA, GSSG (iii)
antioxidant agents such as GSH and thiol groups (SH) (iv) total oxidant status (TOS) and total
antioxidant capacity (TAC) (v) aspartate amino transferase (AST), alanine amino transferase
(ALT), lactate, creatinine and urea were evaluated. Group 2 h: Increased blood AST, ALT,
Creatinine, Urea, and decreased liver SH and CAT. Group 6 h: Increased blood AST, ALT,
Creatinine, Urea, and renal TBARS and SH. Decreased blood GSH/GSSG ratio, blood CAT,
and liver SH and CAT. 24 h Group: Increased blood AST, ALT, hepatic and renal TBARS and
renal SH. Decreased blood GSH/GSSG ratio and hepatic SH and CAT. Using Pearson's
correlation, a positive correlation was found between increased oxidative stress and increased
liver damage. The same renal correlation was not found. There was an increase in oxidative
stress, increased liver damage, and renal dysfunction overall, with a worsening over the
recovery time in liver damage. Variations in antioxidant factors were seen between the CH
groups, which may indicate the action of regulatory mechanisms such as increased expression
of antioxidant enzymes. There is a difference in responses between the two organs evaluated
that is worth further investigation in order to understand the pathophysiology of I/R damage in
each of them. With the contribution of this study it is hoped that further research will be able to
elucidate mechanisms for the treatment and reduction of mortality caused by CH and /R
damage.

Keywords: Hypovolemic Shock, Oxidative Stress, Multiple Organ Failure.
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1 INTRODUCAO

1.1 Dano por isquemia-reperfusdo em modelo de choque hemorragico

A hipoperfusdo dos tecidos, com consequente diminui¢ao da chegada de nutrientes e
oxigeénio, resulta em isquemia tecidual. A forma mais logica de se tratar isquemia ¢ restabelecer
a perfusdo aos tecidos. Porém, quando um 6rgdo se mantém por um periodo sem ou com baixa
oxigenacgao, e ¢ reperfundido, isso gera o dano de isquemia-reperfusdo (I/R). Primeiramente na
isquemia a produg¢ao de trifosfato de adenosina (ATP) pela mitocondria fica diminuida, fazendo
com que ocorra uma indu¢cdo do metabolismo anaerdbico nas células com o objetivo de
restabelecer a producdo de ATP. O metabolismo anaerdbico por sua vez, produz uma
quantidade significativa de 4cido latico e diminui a produgao de espécies antioxidantes. Quando
este tecido ¢ reperfundido, a passagem de sangue e oxigénio acarreta na producao de espécies
reativas de oxigénio (ERO), que encontra um ambiente com déficit de antioxidantes, e gera uma
resposta inflamatdria bastante intensa (WU ef al., 2018) . Diversas condigdes podem acarretar
em uma isquemia, como aterosclerose, sepse, transplante de 6rgaos e principalmente o choque
hemorragico (CH).

O CH ocorre quando hé uma perda sanguinea consideravel, acarretando uma resposta
compensatoria inicial, diversos mecanismos sao ativados com a finalidade de manter a pressao
sanguinea em niveis que garantam a correta perfusdo tecidual. Dentre essas respostas, a mais
importante ¢ a ativagdo do sistema simpatico causando uma vasoconstri¢ao periférica. Com a
continua perda sanguinea, o corpo perde a capacidade compensatdria, diminuindo, portanto, a
perfusdo dos 6rgaos. Com a hipdxia causada pela falta de sangue, os 6rgaos passam a produzir
acido latico derivado da respiragdo anaerobica, causando um dano celular, que por sua vez gera
ERO (MOORE, 2014).

A principal forma de tratamento do CH ¢ a reperfusdo de fluidos, sendo principalmente
salino ou concentrado de hemacias. O intuito dessa manobra ¢ de devolver o volume dentro dos
vasos, mas principalmente de restabelecer a oxigenagdo dos 6rgdos. Na maior parte das vezes,
essa reperfusdo se da de forma agressiva, para que o paciente retorne a valores de pressao
arterial normais o mais rapido possivel. Mas como ja citado anteriormente, a reoxigenagdo dos
orgaos também causa danos importantes a satide do individuo, visto que isso faz com que todos
os mediadores pro- inflamatdrios e as ERO gerados durante a isquemia circulem por todo o
corpo gerando uma resposta inflamatoria sistémica que pode levar a faléncia de multiplos

orgaos (FMO) (DEWAR et al., 2009; ELTZSCHIG; ECKLE, 2011).
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Sabe-se que a FMO ¢ causada principalmente por uma resposta inflamatoria sistémica,
com producdo exacerbada de fatores que modulam a inflamacdo. Esta resposta inflamatoria
acontece como uma tentativa de defesa a um dano sofrido, porém, por ser uma resposta extrema
e desregulada, acaba causando uma disfuncdo organica (TSUKAMOTO;
CHANTHAPHAVONG; PAPE, 2010). Essa disfun¢do organica fica caracterizada por
parametros de estresse oxidativo elevados, e marcadores de dano de 6rgdos importantes
alterados, como por exemplo, ocorre aumento de aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), lactato, creatinina e ureia. AST e ALT sdo utilizadas como marcadores
hepaticos, e seu aumento indica um dano celular, entretanto, como a AST também esta presente
em outros tecidos, ndo ¢ um marcador tdo especifico como a ALT. Porém, a dosagem desses
dois fatores ¢ muito utilizada para a identificagdo, controle e prognostico de diversas doencas
que afetam o figado (KEW, 2000; LUEDDE; KAPLOWITZ; SCHWABE, 2014). A disfuncao
renal pode ser avaliada pelos biomarcadores, ureia e creatinina séricos, que irdo avaliar a func¢ao
dos rins (KRSTIC et al., 2016). O lactato, ¢ muito utilizado para avaliagdo de pacientes em
situacdo de hipoperfusdo de tecidos, por ser aumentado quando as células entram em
metabolismo anaerobico, sendo um importante avaliador de progndstico para esses pacientes

(ANDERSEN et al., 2013; OKORIE; DELLINGER, 2011).

1.2 Estresse oxidativo

Como mencionado anteriormente, a FMO gerada pelo CH e pelo dano de I/R tem como
consequéncia um aumento na producdo de ERO, podendo causar um aumento do estresse
oxidativo. A definicdo mais atualizada de estresse oxidativo ¢ de que se trata de um
desequilibrio entre as espécies oxidantes e antioxidantes, tendo como predominante as espécies
oxidantes, levando a uma perturbacao da sinalizagdo e controle redox e/ou a um dano molecular
(SIES, 2015).

O estresse oxidativo pode ser ocasionado pelo aumento de ERO como também pela
diminui¢do dos antioxidantes endogenos ou exdgenos. Sabe-se que essa condicdo estd
relacionada com diversas doengas como cancer, diabetes, doengas cardiovasculares e doengas
inflamatorias cronicas, por exemplo, e pode ser uma condi¢ao derivada ou causadora da doenga
(PISOSCHI; POP, 2015).

Diversos fatores contribuem para o balango entre espécies oxidantes e antioxidantes.
Os antioxidantes podem ser classificados entre enzimaticos e ndo enzimaticos e todas as células

contém enzimas antioxidantes, que tem o poder de eliminar as ERO, evitando o dano celular.
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As principais classes de enzimas antioxidantes sdo catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx)
e superdxido dismutase (SOD), existindo ainda outras de importancia clinica (SIES, 1996).

Durante o processo de I/R que acontece no CH, h4 o aumento de neutrofilos circulantes
que causam danos aos tecidos pelo processo indiscriminado de apoptose e necrose, levando ao
aumento consideravel de ERO, aumentando o estresse oxidativo (BOTHA et al., 1995). As
ERO tém um importante papel pro-inflamatério, e seu aumento contribui para o
estabelecimento de uma resposta inflamatéria sistémica, tendo um grande impacto nos danos
aos tecidos e, portanto, na FMO (PARIHAR et al., 2008).

O aumento do estresse oxidativo pode ser classificado de forma temporal ou por
intensidade. A classificacdo temporal divide o estresse oxidativo em agudo ou crénico. O
processo agudo se d4 por um aumento das espécies reativas de oxigénio devido algum fator
gatilho, porém com a acgdo rdpida e efetiva das enzimas antioxidantes o equilibrio volta
rapidamente ao normal. Nesse caso ndo ¢ necessaria nenhuma ativagdo de mecanismos génicos
para maior producdo de enzimas antioxidantes, somente as que ja estdo em circulacdo ou
presentes nas células sdo suficientes para o restabelecimento do equilibrio. J4 em um processo
cronico € necessaria a ativacdo desses mecanismos regulatorios, e esse aumento das ERO se
mantém por horas, dias ou até por mais tempo LUSHCHAK; STOREY (2021).

Na classificagdo por intensidade, nds temos a relagdo entre o aumento de ERO e as
consequéncias desse aumento no organismo, tendo como indicadores do estresse as enzimas
antioxidantes que podem ser induziveis ou inativadas pelo aumento de ERO, e os produtos
celulares e extracelulares resultantes de reacdes com as ERO, como lipideos, carboidratos e
acidos nucleicos (LUSHCHAK; STOREY, 2021).

As ERO, por se tratarem de moléculas altamente reativas e de baixa meia vida s@o
dificilmente avaliadas por ensaios de laboratério (KLISIC et al, 2020). Dessa forma, ¢
necessario avaliar o estresse oxidativo utilizando dosagens de produtos secundarios, também
conhecidos como marcadores do estresse oxidativo. Esses marcadores, além de informar a
situagdo do estresse oxidativo, também tem suas peculiaridades, que podem gerar danos

celulares e respostas inflamatorias secunddrias a sua producao.

1.2.1 Marcadores do estresse oxidativo
1.2.1.1Complexo da glutationa e grupamentos tiois
A GSH exerce um papel antioxidante no organismo, esse papel se da com a reacao de

reducdo de H>O; (perdxido de hidrogénio) em H,O (4gua) e glutationa oxidada (GSSG), que
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ocorre com atuacdo da GPx, agindo como um catalisador da reacdo. A GSSG, quando em
maiores concentragcdes no meio intra e extracelular, tem um potencial citotoxico. Como forma
de protecdo a esse possivel dano causado pelo aumento de GSSG, as células contém em seu
citosol a enzima glutationa redutase (GR) que atua na redu¢do de GSSG em GSH, por meio da
oxidagdo do NAD(P)H (Fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina) em NAD(P)".
Dessa forma, o acimulo de GSSG ¢ evitado, e a quantidade de GSH ¢ restabelecida (FORMAN;
ZHANG; RINNA, 2009).

Figura 1 - Reacdo da agdo antioxidante da glutationa reduzida sob a espécie reativa de

oxigeénio.
GSH

. *

GSSG

HZOZ
NAD(P)*

2H,0
NAD(P)H

Fonte: a autora. Adaptada de (FORMAN; ZHANG; RINNA, 2009).
GSH com peroxido de hidrogénio com agdo da enzima glutationa peroxidase resultando em sua oxidagdo (GSSG)
e formag@o de 4gua para posteriormente, ser reduzida pela acdo da enzima glutationa redutase, retornando a GSH.
GSSG: Glutationa oxidada; GSH: glutationa reduzida; H2Ox: peréxido de hidrogénio; H2O: molécula de agua; GR:

glutationa redutase; GPx: glutationa peroxidase.

A glutationa na sua forma reduzida ¢ classificada como um tiol, ou seja, contém em
sua estrutura grupamentos sulfidrilicos (SH). Apesar de a GSH ser a forma mais predominante
de grupamento tiol reduzido que encontramos, existem outros grupamentos tiois que tem
importancia nos mecanismos de sinalizagdo inflamatéria que ocorre durante o estresse
oxidativo que estdo presentes na circulacdo e nos tecidos. E dependendo da metodologia de
analise utilizada, ¢ possivel avaliar a GSH separadamente, ou os grupos tiois como um todo

(FORMAN; ZHANG:; RINNA, 2009).
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1.2.1.2 Malondialdeido (MDA) e substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)

O MDA ¢ um produto da peroxidacao de acidos graxos poli-insaturados. O aumento
desse derivado ¢ ocasionado pela a¢do de ERO, podendo causar efeitos citotoxicos,
mutagénicos ¢ aumentar a evolucdo de algumas doencas (DEL RIO; STEWART;
PELLEGRINI, 2005).

O potencial do MDA de causar danos se deve a sua alta reatividade com outras
moléculas, principalmente as de acidos nucleicos, reagdo responsavel pelo seu efeito
mutagénico. Outra a¢do ja comprovada do MDA ¢ a sua capacidade de interacdo com fragdes
oxidadas de lipoproteinas causando uma interacdo com macréfagos, e dessa forma levando a
um aumento da formagao de placas ateroscleroticas, aumentando o risco cardiovascular (DEL
RIO; STEWART; PELLEGRINI, 2005).

Por essa relagdo do MDA com danos cardiovasculares e mutagénicos, se tornou de
grande importancia avaliar a concentragdo desse produto de oxidacdo em estudos de estresse
oxidativo. Para isso podemos analisa-lo de duas formas, usando de um método conhecido como
TBARS (do inglés, Thiobarbituric acid reactive substances), que utiliza o acido tiobarbiturico
(TBA) na reagdo, e com a avalia¢ao colorimétrica € capaz de determinar todas as espécies que
reagem com esse composto. Porém, com esse método ndo s6 o MDA ¢ avaliado, mas todas as
moléculas que podem reagir com o TBA, trazendo resultados imprecisos para a concentracao
do marcador, mas ainda de relevancia para avaliagdo do estresse oxidativo. Dessa forma,
estudou-se outras formas de avaliar o MDA, e atualmente alguns estudos utilizam a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para uma dosagem mais precisa e sensivel

desse marcador (DEL RIO; STEWART; PELLEGRINI, 2005).

1.2.1.3 Capacidade antioxidante total (TAC) e status oxidante total (TOS)

Fisiologicamente vivemos em um equilibrio entre espécies oxidantes e antioxidantes,
e uma das formas de avaliarmos esse equilibrio ¢ utilizando da dosagem de TAC e TOS. A
TAC ¢ um marcador capaz de avaliar a atividade antioxidante completa na amostra a ser
utilizada e vem sendo estudada para avaliagdo do consumo de dietas ricas em componentes
antioxidantes, na avaliagao de diferentes condigdes de satide (doengas cronicas, estresse
oxidativo, etc) e também em tratamentos para essas condi¢des de saude (FRAGA; OTEIZA;
GALLEANO, 2014). Ja o marcador TOS, avalia a presenga de todas as espécies oxidantes
presentes na amostra, sendo capaz de demonstrar o aumento dessas espécies apds a ocorréncia

de algum evento traumatico, ou a exposicao a determinadas substancias.
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1.3 Estresse oxidativo e a FMO

Alguns marcadores do estresse oxidativo ja foram avaliados em casos de CH, como o
malondialdeido (MDA) que se apresentou elevado em animais submetidos a modelo de I/R
comparados a animais falso-operados (YANG, Q.-S. et al., 2015). Também foi demonstrado
que nesses casos agentes antioxidantes estdo diminuidos, a exemplo da glutationa reduzida
(GSH) (YANG, L.; DONG, 2017; YANG, Q.-S. et al., 2015).

Em modelos animais, além de poder ser avaliado o estresse oxidativo de forma mais
generalizada, dosando indicadores no sangue, pode-se utilizar a avaliacdo de parametros em
orgdos para a compreensao de como o processo de I/R afetou o estresse oxidativo, e se causou
dano ao tecido avaliado. Assim como no sangue, nos 6rgaos também ¢ possivel avaliar enzimas
antioxidantes, agentes antioxidantes e produtos de oxidacdo, a exemplo da CAT, grupamentos
tiois (SH) e MDA, respectivamente. Essa avaliagdo local é importante, pois ja foi demonstrado
que os 6rgaos se comportam de maneiras diferentes na I/R (GRANGER; KVIETYS, 2015).

A maioria dos estudos que avaliam dano a 6rgdos ou estresse oxidativo em modelos
de isquemia-reperfusdo fazem a analise apds um unico tempo apds a reperfusio, ndo sendo
possivel avaliar se trata-se de um estresse agudo ou cronico (ESIOBU; CHILDS, 2018; YANG,
L.; DONG, 2017; YANG, Q.-S. et al., 2015). E também nao ¢ avaliado qual o desfecho desses

animais ap6s tempos diferentes de recuperacao.

2 JUSTIFICATIVA

O choque hemorragico (CH) tem grande importancia epidemiologica a nivel mundial.
De acordo com a Organizagdo Mundial da Satde (2021) cerca de 4,4 milhdes de pessoas
morrem de trauma no mundo todos os anos, sendo que a hemorragia ¢ uma das principais causas
dessas mortes (KAUVAR; LEFERING; WADE, 2006).

Dentre todas as causas de trauma, que podem levar a uma hemorragia, os acidentes de
transito correspondem a 30% dessas mortes. Somente no Brasil, em 2013 (ANDRADE et al.,
2017), foram observadas 170.805 hospitalizagdes por conta de acidentes de transito.
Considerando que a principal a¢do tomada quando um paciente chega ao hospital com
hemorragia, ¢ a reperfusdo de fluidos, essa manobra, embora necessaria, pode levar ao
desenvolvimento da FMO devido ao processo de I/R, aumentando a estadia de muitos pacientes

nas UTI.
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A longa estadia em hospitais aumenta os riscos de contrair doengas secundarias, como
as infeccdes hospitalares, e possivel evolugdo para um quadro de sepse que tem uma alta taxa
de mortalidade (MATHEW et al., 2018; SINGER et al., 2016).

Poucos estudos tem como objetivo relacionar o dano de I/R com o dano de 6rgaos, e
estresse oxidativo. Dessa forma, a nossa hipdtese ¢ que acontecerd um aumento do estresse
oxidativo em decorréncia do dano de I/R, com uma piora do quadro com o passar do tempo de
recuperagdo. Entender como se comportam esses marcadores no organismo ao longo do tempo
apos a exposicao ao trauma e a reperfusdo de fluidos, tanto em 6rgdos como no sangue, pode
servir de base para estudos futuros que buscam entender e aplicar uma linha de tratamento que

evite, ou atenue os danos causados pela reperfusao.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Avaliar marcadores de estresse oxidativo e de dano de 6rgdos em diferentes tempos
apos a indu¢do do CH em ratos.
3.2 Objetivos especificos
I. Avaliar o status do complexo da glutationa no sangue, com a dosagem de: glutationa
reduzida, oxidada e peroxidase (GSH, GSSG, GPx, respectivamente) e relacdo
GSH/GSSG;
II. Avaliar marcadores antioxidantes em sangue e em 6rgaos, utilizando a dosagem de TAC,
no soro, grupamentos SH em 6rgaos e CAT no sangue e em 0rgaos;
III. Avaliar marcadores oxidantes em sangue e em 0rgdos, utilizando a dosagem do TOS no
soro, MDA no plasma e TBARS em 6rgaos;
IV. Verificar parametros bioquimicos (lactato, AST, ALT, creatinina, ureia) para avaliacao
de dano e funcao hepético e renal;
V. Correlacionar indicadores do estresse oxidativo com indicadores de dano/fungdo de

Orgaos.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Local do estudo

Os animais utilizados no estudo foram provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e mantidos no biotério do Departamento de

Farmacologia da UFSC. As cirurgias e protocolo experimental foram realizadas no Laboratério
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de Doengas Cardiovasculares e Renais (LabCaRe), também localizado no Departamento de
Farmacologia do Centro de Ciéncias Biologicas da UFSC (Responsavel Prof.? Regina de Sordi),
e parte das andlises laboratoriais foram realizadas no Laboratorio de Lipideos e Aterosclerose
(Responsavel Prof. Edson Luiz da Silva), localizado no Departamento de Analises Clinicas do
Centro de Ciéncias da Saude da UFSC e no Laboratério Multiusuario (LAMEB) da UFSC..

Todos os protocolos a serem utilizados nesse trabalho foram aprovados pela CEUA

(n°7396250219).

4.2 Protocolo experimental
4.2.1 Modelo de choque hemorragico

O modelo de CH foi realizado de acordo com trabalhos prévios com algumas
modificagdes (MIRA et al., 2016; SORDI et al., 2015, 2016). Ratos Wistar machos receberam
inicialmente tramadol (10 mg/kg, i.p.). Dez minutos depois foram anestesiados com inje¢ao
intramuscular (regido superior da coxa direita) de cetamina e xilazina (100 e 10 mg/kg,
respectivamente) e posicionados em decubito dorsal sobre uma mesa cirirgica aquecida.
Inicialmente a artéria femoral foi localizada e dissecada para a inser¢do de uma canula de
polietileno (PE10) e agulha, sendo que essa via foi utilizada para duas finalidades: (1) foi
conectada a um transdutor de pressdo (Mikro-Tip®, Millar Instruments, Inc., Huston, Texas,
USA) acoplado a um equipamento de analise de pressdo arterial Powerlab 8/30 (AD
Instruments Pty Ltd., Castle Hill, Australia) por onde foi realizado o registro da pressao arterial
média (PAM) do animal e frequéncia cardiaca (FC); e (2) foi a via utilizada para a retirada do
sangue do animal até que este atingisse uma pressao arterial média de 40 + 2 mmHg. O sangue
foi coletado na presenca de heparina (200 U/dL) para evitar a formagdo de coédgulos, e foi
armazenado na geladeira durante o periodo de choque, e retirado cerca de 20 min antes da etapa
de reperfusdo para alcancar a temperatura ambiente. A veia femoral foi localizada e dissecada
para a insercao de uma canula de polietileno e seringa para a posterior administragdo do sangue
retirado do animal (ressuscitag¢@o) e fluidos. A PAM do animal foi mantida em 40 + 2 mmHg
por 90 minutos com posteriores retiradas de sangue do animal durante a fase de compensacao,
ou com a administragdo de pequenas quantidades de sangue durante a fase de descompensacao.
Apo6s 90 minutos, foi realizada a ressuscitagdo do animal com o sangue retirado em um periodo
de 5 minutos. Ao final da ressuscitagdo, os animais receberam 1,5 mL/kg de ringer lactato via
canulacdo da veia femoral. Apos a ressuscitacdo, nos animais de 6 e 24 h as canulas foram

retiradas, os vasos ligados e a pele da coxa suturada. Os animais foram mantidos em ambiente
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aquecido até a recuperagdo da anestesia e receberam tramadol a cada 12 h (5 mg/kg s.c.). Ja os
animais de 2 h foram mantidos anestesiados e canulados até o momento da coleta.

Figura 2 - Modelo experimental de choque hemorragico.

Choque hemorragico
PAM : 40 + 2 mmHg

-20 min 0 1h30 t[0] t[2h] t[6h] t[24h]
| I —— | | | |
| | 1 | ]
Cirurgia Hemorragia Reperfusao Coleta
Total de sangue Sangue, Orgdos, PAM e
' retirado/S min + Ringer FC

lactato (1,5 mL/Kg)

Fonte: Figura elaborada pela autora.
t[0]: final da reperfusdo; t[2 h]: 2 horas apds final da reperfusdo; t[6 h]: 6 h apds final da reperfusdo; t[24 h]: 24 h

apos final da reperfusdo; PAM: Pressdo arterial média; FC: Frequéncia cardiaca.

4.2.1.1 Desenho do estudo

Foram utilizados 40 animais no estudo, sendo eles divididos igualmente (n=10) para
cada grupo experimental.

Os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais:

a) Falso operado (sham) — animais submetidos aos mesmos procedimentos cirtirgicos
dos animais CH, porém sem sofrer hemorragia e reperfusao;

b) Choque hemorragico 2 h (CH 2) — animais submetidos ao protocolo de CH, e apos
2 h do término da reperfusdo submetidos a coleta;

¢) Choque hemorragico 6 h (CH 6) — animais submetidos ao protocolo de CH, e apos
6 h do término da reperfusao submetidos a coleta;

d) Choque hemorragico 24 h (CH 24) — animais submetidos ao protocolo de CH, e

apos 24 h do término da reperfusdo submetidos a coleta;

4.2.2 Avaliacdo do estresse oxidativo
4.2.2.1 Determinagdo da Concentragao de Hemoglobina

As concentragdes de hemoglobina nas amostras foram determinadas utilizando um kit
comercial (Labtest). Neste método, o Fe(Il) do grupo heme da hemoglobina, oxihemoglobina e

carboxihemoglobina ¢ oxidado ao estado férrico pelo ferricianeto formando hemiglobina (Hi),
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que se combina com o cianeto ionizado para produzir cianeto de hemoglobina (HiCN), o qual

¢ medido em 540 nm.

4.2.2.2 Determinagdo da Atividade Enzimatica da Catalase (CAT)
4.2.2.2.1 Catalase em sangue

Neste ensaio, baseado em protocolos ja conhecidos (JOHANSSON; HAKAN BORG,
1988; WHEELER et al., 1990) a atividade enzimatica da catalase foi determinada pela sua
funcdo peroxidativa. O método se baseia na reacdo da enzima com metanol em presenca de uma
concentragdo ideal de H»O,. Nessa reagdo ¢ produzido formaldeido, o qual é medido
colorimetricamente com Purpald. O reagente Purpald forma um heterociclo biciclico com
aldeidos que, ao oxidar, passa a ter cor roxa. Apesar de ser possivel medir a atividade enzimatica
da catalase por este método em diferentes tipos de amostra, para o presente estudo foi utilizado
sangue hemolisado.

Para isso, em uma placa de 96 pogos, foi pipetado 100 pL de tampao fosfato (pH 7,0),
30 puL de metanol 30%, 20 pL. da amostra (hemolisado) ou padrdo (formaldeido 5,15, 30, 45,
60 ¢ 70 uM) e 20 pL de H,O2 em todos os pocos para iniciar a reagdo. Apos isso a placa foi
coberta e incubada a temperatura ambiente por 20 min. Depois da incubagdo foi pipetado 30
uL de KOH 10 M, para encerrar a reacao, € 30 pL de Purpald e esperou-se que a solucdo ficasse
levemente roxa. A placa foi coberta e incubada no agitador de microplacas a temperatura
ambiente por 10 min. Apo6s 10 min, foi pipetado, 10 pL de periodato de potéssio e incubada no
agitador de microplacas a temperatura ambiente por 5 min. Ao fim foi lido a absorbancia em
540 nm no leitor de placas.

Ap0s os célculos, foi expressa a atividade da catalase por grama de hemoglobina da

amostra.

4.2.2.2.2 Catalase em 0rgdos

As amostras de figado e rim dos animais foram preparadas, em nitrogénio liquido,
utilizando tampao PBS para formagdo do homogenato, ap6s todo o preparo foram mantidas em
gelo até a analise. Utilizando placa de 96 pocos, foi pipetado 10uL. de amostra preparada e
190uL de tampao, contendo em torno de 3 a 5 pg de proteina por pogo de andlise. Foi realizada
uma primeira leitura da placa, para medir a absorbancia do branco, e em seguida, 10uL de
perdxido de hidrogénio 0,5 M foi pipetado em todos os pocgos. Imediatamente foi iniciada a

leitura espectrofotométrica em 240 nm, em intervalos de 15 segundos durante 5 minutos.
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A técnica mediu o decaimento do perdxido de hidrogénio consumido pela catalase,
conforme reagdo mostrada na Figura 2. A cada unidade de catalase na amostra, 1 umol de H>O>

foi consumido por minuto a 25°C em pH 7,0 (AEBI, 1984).

Figura 3 - Equacdo de transformagdo do perdxido de hidrogénio (H>O2) em agua (H20) e

oxigénio (O2) com agdo da enzima catalase.

Catalase

2 H O —» 02 + 2 H20

Fonte: Elaborado pela autora.

Ap0s os calculos os resultados foram expressos em unidade de Catalase/mg de proteina

na amostra.

4.2.2.3 Atividade da Glutationa Peroxidase (GPx)

Conforme WENDEL, 1981 a atividade da GPx pode ser medida pela taxa de oxidagao
do fosfato de dinucledtido de nicotinamida e adenina (NADPH) na presenca de GSH e
glutationa redutase (GR). Em placa de 96 pogos foi pipetado 82,5 pLL de tampao fosfato 143
mM pH 7,5 EDTA 1mM, 125 uL. de NADPH 0,29 mM, 12,5 pL. de GSH 20 mM, 2,5 pL de
GR 10 U/mL, 12,5 pL de t-butil- hidroperoxido 10 mM, 2,67 pL de KCN 9 mM e por fim 10
uL da amostra (hemolisado). Imediatamente apds a pipetagem da amostra foi lido a absorbancia
em 340 nm, no modo cinético, com uma leitura por minuto durante 3 minutos em leitor de
placas (ELISA). Com a realizagdo de célculos, a atividade enzimatica foi obtida em U/mg de

hemoglobina da amostra.

4.2.2 .4 Glutationa Reduzida (GSH)

Utilizando protocolo ja publicado anteriormente (GIUSTARINI et al., 2013) foi
determinada a concentragdo de GSH em amostra de sangue coletada em tubo com EDTA, e no
momento da coleta ja foi misturado com 100 pL de N- Ethylmaleimide (NEM) 310 mM para
evitar a oxidagdo da GSH durante o armazenamento. No preparo da amostra foi misturado 100
uL de TCA (4cido tricloroacético) 15% por mL de sangue. Foi agitado no vortex e centrifugado
a 14,000 g por 2 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante limpido foi filtrado em

membrana de 22 micras e entdo injetado no HPLC.
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O HPLC estava equipado com uma coluna C18 (4.6 x 150 mm, 5 pm) e um detector
UV-Vis. Foi utilizado duas fases moveis A) Acido acético 0,25%; B) Acetonitrila grau HPLC.
A corrida foi feita com 94% de fase A e 6% de fase B com taxa de fluxo de 1,25 mL por minuto,
com andlise no comprimento de onda 265 nm com 400 nm como referéncia. Apos os célculos

o resultado da concentragao foi obtido em umol/g de hemoglobina da amostra.

4.2.2.5 Glutationa Oxidada (GSSG)

Tendo como base protocolo ja publicado anteriormente (GIUSTARINI et al., 2013) a
GSH reage com o acido ditionitrobenzéico (DTNB) formando o tiolato, tionitrobenzodico
(TNB), de cor amarela com absorbancia méxima em 412 nm. Na presenga de NADPH e GR, ¢
obtido também a quantificacdio da GSSG. A GSH ¢ convertida em Glutationa Dissulfeto
(GSSG: forma oxidada da GSH), a qual é enzimaticamente reduzida pela GR. A GSH ¢ a forma
predominante em organismos. Na presenca de GR e NADPH, a GSSG resultante da primeira
reacdo (ou aquela que ja estava presente na amostra) ¢ reconvertida em GSH que ¢ reoxidada a
GSSG formando mais TNB (4cido tionitrobenzoéico). A formac¢do do TNB € monitorada a 412
nm espectrofotometricamente. Como a quantidade de GR ¢ constante e os demais substratos
(como NADPH e DTNB) sdo adicionados em quantidades saturantes, a velocidade de formacgao
de TNB (Absorbancia Maxima em 412 nm) ¢ proporcional a quantidade inicial de GSH (e de
GSSG) nas amostras. Conforme a reagao prossegue, o DTNB vai sendo consumido enquanto a
GSH (e/ou a GSSG) ¢é reciclada. Ou seja, volta para a primeira reagao.

As amostras de sangue foram coletadas em tubo com EDTA, e no momento da coleta
jé foi misturado com 100 pL de N-Ethylmaleimide(NEM) 310 mM para evitar a oxidacdo da
GSH, que formaria GSSG durante o armazenamento, causando uma interferéncia no resultado.

O ensaio enzimatico de 2 minutos foi realizado em 925 L de tampao fosfato PB2000,2
M pH 7.4, contendo 20 pL. de NADPH e 5 pL de DTNB. Foi adicionado a essa mistura 20 uL
de amostra, o tubo foi agitado, e apds isso colocou-se a mistura em cubeta para
espectofotometro. Foram adicionados e homogeneizados 20 pL de glutationa redutase 20
Ul/mL, a absorbancia foi lida a cada 20 segundos durante 1 minuto. Ao término desse primeiro
minuto foram adicionados 10 pLL de GSSG 10 uM, homogeneizado e a absorbancia foi lida a
cada 20 segundos durante 1 minuto. Todas as leituras foram feitas em 412 nm.

Ap6s célculos, os resultados foram obtidos em nM de GSSG por g de hemoglobina da

amostra.
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4.2.2.6 Grupamentos SH em tecidos

As amostras foram preparadas da mesma forma descrita no item 4.2.2.2.2. O preparado
foi centrifugado a 3000 rpm, e retirado o sobrenadante para dosagem de proteinas, que estavam
entre 30 a 100 pg para prosseguimento da dosagem de SH. Com as proteinas dosadas foi
pipetado em placa de 96 pogos a amostra em volume que correspondi a faixa de proteina
desejada, PBS 10 mM 170 pL gsp., 35 pL de tampao e por fim 10 uL de DTNB. A placa foi
agitada, e deixada em temperatura ambiente por lh para incubagdo, durante esse periodo os
grupamentos SH e grupos tidlicos, como a GSH, reagiram com o DTNB formando o TNB
(ELLMAN, 1959). Foi realizada a leitura da absorbancia em 412 nm. Apos os célculos os

resultados foram expressos em mol de SH/ mg de proteina.

4.2.2.7 Malondialdeido (MDA) e Substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)
4.2.2.7.1 MDA no plasma

A avaliagdo da peroxidagdo lipidica plasmatica ou tecidual ¢ realizada pela deteccao
do MDA, produto de oxidagdo de lipideos, apds a sua reacdo com o acido tiobarbiturico,
conforme procedimento descrito previamente (DOMIJAN et al., 2015). Aliquotas de 50 puL de
plasma-EDTA diluido 10 x em dgua foram misturadas com 100 pL de 4cido tiobarbiturico
(TBA) 0,6% recém-preparado e 400 puL de acido o-fosforico 1%. A mistura foi incubada a 90-
100 °C durante 15 min. Apos resfriamento em dgua com gelo, foi adicionado 0,5 mL de butanol
e os tubos foram agitados (vortex) por 30 s e centrifugados a 3000 x g por 5 min. O sobrenadante
(fase butandlica) foi filtrado em membranas de 0,22 pm e injetado na coluna C18 do HPLC,
conforme metodologia descrita por Domijan et al. (2015), com modificagdes. Como fase mdvel
no HPLC foi utilizado uma solu¢do de Fosfato de Pot4ssio monobasico Sigma Aldrich (50
mmol/L) e Metanol (60:40) com fluxo de 0,900 mL/min. O forno foi aquecido a 50 °C e o
comprimento de onda utilizado foi de 532 nm. Foi injetado no equipamento um volume de 20

uL. O resultado final foi obtido em puM.

4.2.2.7.2 TBARS em o6rgaos

Utilizando a técnica conhecida como TBARS em que as extremidades aldeidicas dos
lipoperdxidos reagem com o 4cido tiobarbitirico em meio acido e altas temperaturas e formam
um composto quantificado em espectrofotdmetro, descrita no periddico Methods in
Enzymology (ESTERBAUER; CHEESEMAN, 1990), foi realizada a quantificacdo de

malondialdeido em rim e figado dos animais do estudo.
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Com as amostras homogeneizadas em tampdo, foi realizado a quantificacdo das
proteinas, tendo como faixa ideal para a andlise 1 a 10 mg por amostra. Foi pipetado volume
necessario de amostra em eppendorff para respeitar a faixa ideal de proteina. Neste mesmo
eppendorft foi pipetado 100 pL gsp. de PBS 10 mM, adicionado 200uL de TCA 15%. A mistura
foi agitada em vortex e posteriormente foi centrifugada a 10000 g por 10 min, em temperatura
de 4-10 °C. 200 pL do sobrenadante foram transferidos para outro eppendorff com 200 uL de
TBA 0,67%, essa mistura foi aquecida durante 40 min a 80 °C. Ap0s esfriarem durante 10 min,
250 pL foram transferidos para o poco da placa de 96 pogos e a absorbancia foi lida em 532

nm. Apds os calculos os resultados foram expressos em nmol de TBARS/mg de proteina.

4.2.2.8 Capacidade Antioxidante Total (TAC)

O método se baseia na habilidade dos antioxidantes bloquearem o cétion radical
estavel ABTS (2,2’-azinobis-(3-ethylbenz-thiazoline-6-sulfonic diammonium salt)), um
cromoforo azul- esverdeado com absor¢do maxima em 660 nm, em comparagdo com a
capacidade antioxidante do Trolox, um analogo hidrossoluvel da vitamina E. A adi¢cdo de
antioxidantes ao cation radical pré-formado (azul-esverdeado) o reduz a ABTS com a
consequente descoloragdo da solucdo. A extensdo da descoloragdo, como percentagem de
inibi¢do do cation radical ABTS, ¢ determinada em funcdo da concentracdo da amostra teste e
calculada em comparacao com a reatividade do Trolox. Os resultados foram expressos como
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TAC), definida como a concentragdo da
substancia sob investigacdo (mM, por exemplo) que tem a atividade antioxidante equivalente a

1,0 mM de Trolox (BOTSOGLOU et al., 2008; EREL, 2004; PELLEGRINI ef al., 2001).

4.2.2.9 Estado Oxidante Total (TOS)

Oxidantes presentes na amostra de soro oxidam o complexo formado com o ion ferroso
e a o-dianisidina para ion férrico. A reacdo ¢ facilitada pelas moléculas de glicerol presentes
em grande quantidade no meio reacional. O ion férrico forma um complexo colorido com o
alaranjado de xilenol em meio 4acido. A intensidade da cor € proporcional ao nimero total de
moléculas presentes, e pode ser lida em espectrofotdmetro. O ensaio foi calibrado com perdxido

de hidrogénio e os resultados foram expressos em umol H,O> Equiv./L (EREL, 2005).
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4.2.3 Avaliacdo do dano de 6rgdos
4.2.3.1 Avaliagdes bioquimicas
As analises de AST, ALT, creatinina ¢ ureia foram realizadas utilizando kits
bioquimicos disponiveis comercialmente. O lactato foi obtido com a utilizagdo do aparelho

monitor Accutrend Plus (La Roche).

4.3 Anédlise estatistica

Os dados obtidos das analises bioquimicas foram tabulados em planilhas do Excel para
realizacdo dos cdalculos dos resultados das andlises e estdo expressos como média + desvio
padrdo. Foi utilizado o teste de Grubb’s para identificagdo de outliers (alfa = 0,05), os valores
identificados como outliers foram retirados das andlises posteriores. Os resultados passaram
pelo teste de Shapiro-Wilk para avaliar a distribuicdo dos dados, e a homogeneidade das
variancias foi verificada pelo teste de Bartlett. Quando necesséario, os valores foram
transformados em valores logaritmicos para atingir a normalidade e homogeneidade das
variancias. Para analisar a diferenga entre os grupos foi utilizado a andlise de varidncia
(ANOVA) de uma via seguida do teste post-hoc de Tukey. Para analise das correlagdes entre
métodos foi utilizado o teste de correlacdo de Pearson seguido de uma regressao linear, tendo
um valor de r que pode variar entre um valor de -1 (correlagdo negativa), 0 (sem correlagdo) e
+1 (correlagdo positiva) (MUKAKA, 2012). Um valor de p inferior a 0,05 foi considerado
significativo. Os dados foram analisados por meio do software GraphPad Prism® 9.0

(Califérnia, EUA).

5SRESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Dano/fun¢ao de 6rgaos

Com o intuito de avaliar o dano hepéatico causado pelo modelo de CH utilizado no
estudo, foram avaliados os marcadores AST e ALT no plasma. Foram realizadas dosagens em
3 diferentes tempos de recuperagdo ap6s o choque, e no grupo falso operado.

Comparando os resultados da AST nesses grupos, ¢ possivel identificar um aumento
da concentragdo ao longo do tempo de recuperagdo, sendo o grupo Sham com concentragdo de
191,1£ 102,1 U/L grupo com duas horas de recuperagdo 569,5 + 341,6 U/L, seis horas de
recuperagdo 1.221 + 988,5 U/L e 24 h de recuperagdo 1.642 + 1.398 U/L.

O padrao segue o mesmo para os resultados da ALT nesses grupos, tendo o grupo

Sham com concentragdo de 70,30 + 24,68 U/L, grupo com duas horas de recuperagao 285,9 +
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164,8 U/L, seis horas de recuperacdo 379,8 £ 277,6 U/L e 24 h de recuperagdo 893,0 £ 960,5

U/L. Sendo todos os grupos CH significativamente maiores que o grupo Sham (*p<0,05), tanto

para a AST quanto para a ALT, conforme pode ser visualizado na Figura 4.

Figura 4 - Avaliagdo do dano hepéatico com dosagem de aspartato aminotransferase (AST) e

alanina aminotransferase (ALT).
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AST e ALT em U/L no soro dos animais do grupo controle (Sham) (n=10), e nos grupos que passaram pelo modelo
de CH com diferentes tempos de recuperagao pos insulto, sendo eles: 2 h (n=10), 6 h (n=10) e 24 h (n=10). Valores
representados pela média *+ desvio padrao, considerando **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 (ANOVA de uma
via, seguido do pos-teste de Tukey).

Apesar de alguns estudos questionarem a relacdo entre a elevacdo das enzimas
hepaticas com a necrose desse tecido, esses indices ainda sdo muito utilizados como marcadores
de lesdo hepatica (CONTRERAS-ZENTELLA; HERNANDEZ-MUNOZ, 2016). A AST, esta
presente em outros tecidos, como musculo esquelético e cardiaco por exemplo, e sua elevacao
pode indicar dano a esses tecidos. Ja a ALT, apesar de também estar presente em outros tecidos,
a sua concentracao nos hepatocitos ¢ significativamente maior, e por isso a sua elevacao pode
indicar mais especificamente uma lesdo hepatica, principalmente se vier em conjunto com uma
elevacao de AST.

Outros estudos que avaliaram o efeito de substancias para a mitigacdo dos efeitos
danosos da I/R ao figado, demonstraram resultados similares no aumento na concentracao
plasmaticas de enzimas hepaticas ap0s a aplicacdo do modelo de CH similar ao realizado nesse
trabalho. Em um estudo publicado em 2009, as enzimas hepaticas de ratos foram avaliadas apos
a inducdo do choque hemorragico com duragao de 60 minutos, com duas horas de recuperagao

apos reperfusdo. E obtiveram como resultado, um aumento significativo nas enzimas (pug/mL),
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no grupo CH (ALT 149+28 e AST 234+24) comparado ao grupo Sham (ALT 73+9 e AST
119+10) (HURT et al., 2009).

Outro estudo de 2021, analisou as enzimas hepaticas em ratos ap6s 14 h da reperfusao
apos CH com duragdo de 90 min na fase hipovolémica. Nesse estudo, os animais do grupo sem
tratamento foram reperfundidos com o sangue, assim como no nosso trabalho, e também com
um veiculo de dimetilsulféxido (DMSO). E obtiveram resultados similares ao aumento das
enzimas hepaticas quando comparados ao grupo Sham. Nesse estudo eles também, avaliaram a
histologia hepatica, confirmando o dano hepdtico, e a relagdo entre o aumento das enzimas
(OBERT et al., 2021).

A avalia¢do de dano hepatico pode ser realizada utilizando da medi¢ao das enzimas
hepaticas, porém, quando o intuito ¢ avaliar dano renal, a ureia e creatinina ndo sdo capazes de
predizer o dano. O que ¢é possivel realizar segundo a literatura ¢ uma avaliacdo da fung¢do renal
utilizando desses indicadores. Isso se deve a esses dois marcadores ndo serem intracelulares
como a AST e ALT no figado, e, portanto, o seu aumento ndo indica necessariamente morte
celular e extravasamento dessas substancias no plasma.

A creatinina e a ureia sdo dois metabolitos do organismo que tém sua excregdo
praticamente exclusiva pelos rins, e dessa forma, o seu aumento pode indicar uma baixa taxa
de filtragdo glomerular (TFG), que € o principal indicador de fungdo renal (BAUM; DICHOSO;
CARLTON, 1975).

Foram obtidos resultados de ureia (mg/dL) e creatinina (mg/dL) que indicam que ap6s
a indugdo da I/R, os animais dos grupos de 2 h - Creatinina 1,206 + 0,3744 e Ureia 98,30 +
16,86 - e 6 h - Creatinina 1,072 £ 0,5673 e Ureia 129,5 + 45,97- de recuperagdo, tiveram um
aumento nesses parametros quando comparados ao grupo Sham - Creatinina 0,5880 + 0,1616 ¢
Ureia 59,8 + 14,79 — *p<0,05. Ja com o tempo de 24 h de recuperacgdo - Creatinina 0,5078 +
0,1143 e Ureia 53,89 + 10,62 — os parametros ja voltam ao valor basal, podendo indicar uma

melhora na TFG (Figura 5).
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Figura 5 - Avaliacdo da fung¢do renal pela dosagem de creatinina e ureia.
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Avaliagdo da fun¢do renal pela da dosagem de creatinina (mg/dL) e ureia (mg/dL) no soro dos animais
do grupo controle (Sham) (n=10), e nos grupos que passaram pelo modelo de CH com diferentes tempos de
recuperacdo apo6s insulto, sendo eles: 2 h (n=10), 6 h (n=10) e 24 h (n=10). Valores representados pela média +
desvio padrao, considerando *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 (ANOVA de uma via, seguido do
pos-teste de Tukey).

Um estudo realizado em 2018, demonstrou um aumento significativo da creatinina e
ureia séricas em animais apds 6 h do CH. Nesse mesmo estudo, utilizando da analise histologica
do rim desses animais, foi possivel perceber um aumento da necrose celular, perda da borda em
escova, formacao de cilindros e dilatagao dos tibulos renais (QI et al., 2018). Corroborando a
hipotese de o CH seguido de reperfusdo, causar dano aos rins e a fun¢ao renal. Da mesma forma
WANG et al., 2012 mostraram aumento desses pardmetros 2 h apds o choque hemorragico,
indicando o desenvolvimento de uma disfun¢do renal aguda.

Na literatura encontram-se poucos estudos que avaliam a fungdo renal apds longas
horas de recuperagdo do CH. Um estudo de 1992, que realizou um choque hemorragico com
duracdo de 180 min, e analisou os dados ap6s 24 h da reperfusdo, ndo encontrou diferenca
significativa no aumento de creatinina no grupo CH (0,75 = 0,1 mg/dL) comparado ao grupo
controle (0,6 = 0,02 mg/dL), mas encontrou uma diferenc¢a significativa na ureia desses dois
grupos (CH 26,0 + 2,8 e Controle 17,0 = 1,0 mg/dL)(YU; SEGURO; ROCHA, 1992). Podendo
indicar uma recuperagdo da funcdo renal ap6és um periodo de 24 h, o que condiz com a
caracteristica de adaptabilidade e alta recuperacao renal.

Outro indicador muito utilizado para avaliacdo da disfuncgdo de 6rgaos, e da gravidade
da hipoxia, ¢ o lactato. O lactato ¢ produzido como consequéncia da respiracdo celular

anaerodbica, principalmente pelos musculos, dessa forma, a sua dosagem ¢ usada na clinica para
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avaliagdo de pacientes que estdo passando por um quadro de hipoxia. Por mais que nos grupos
de 2 h e 6 h podemos observar uma leve tendéncia no aumento de lactato, ndo foi identificado

nenhuma diferencga significativa entre os grupos (Figura 6).

Figura 6 - Concentragdo de lactato.
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Avaliago da concentragdo de lactato (nmol/L), logo antes da eutanésia, no sangue dos animais do grupo controle
(Sham) (n=10), e dos grupos que passaram pelo modelo de CH com diferentes tempos de recuperagdo p6s insulto,
sendo eles: 2 h (n=10), 6 h (n=10) e 24 h (n=10). Valores representados pela média + desvio padrao considerando

*p<0,05 (ANOVA de uma via, seguido do pés-teste de Tukey).

O modelo de choque hemorragico aplicado foi capaz de causar dano hepatico e
disfuncdo renal. O dano as células desses dois principais 6rgaos, pode indicar um dano de
orgdos generalizado, levando a FMO. O provavel aumento de necrose e apoptose nos tecidos
pode levar a um aumento na liberagao de espécies reativas de oxigénio na corrente sanguinea e

também no local, podendo levar a um aumento do estresse oxidativo.

5.2 Estresse oxidativo
5.2.1 Sangue
A avaliagdo do estresse oxidativo pode se dar de algumas formas, utilizando da
medi¢do da concentragdo dos produtos formados por reacdes secundarias a formagao de ERO,
medi¢do da atividade de enzimas antioxidantes ou por um comparativo entre essas duas formas.
A TAC ¢ utilizada para avaliagdo de um panorama antioxidante geral, pois com uso
desse método ¢ medido a capacidade antioxidante de todos os elementos antioxidantes presentes
na amostra. No modelo de CH utilizado no estudo, ndo foi observada diferenga significativa
entre os grupos avaliados. Da mesma forma para o TOS, que avalia o potencial oxidante das

espécies presentes na amostra. Observando o grafico da Figura 7, pode ser que exista uma
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tendéncia de aumento tanto da TAC quanto do TOS, no grupo com 6 h de recuperagio, porém

ndo foi identificada diferenca significativa para os resultados.

Figura 7 - Capacidade antioxidante total (TAC) e status oxidante total (TOS)
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A) Avaliacdo da capacidade antioxidante total (TAC) em mM/eq trolox. B) Avaliagdo do status oxidante total
(TOS) uM/eq H202; Medidas realizadas no soro dos animais do grupo controle (Sham) (n=10), e dos grupos que
passaram pelo modelo de CH com diferentes tempos de recuperacgao pés insulto, sendo eles: 2 h (n=10), 6 h (n=10)

e 24 h (n=10). Valores representados pela média + desvio padrdo considerando *p<0,05 (ANOVA de uma via,

seguido do pds-teste de Tukey).

Segundo SIES (2015), essas medigdes generalizadas do estresse oxidativo, como a
TAC e 0 TOS, devem ser evitadas, pois ndo sdo capazes de refletir um estado real do organismo,
sendo preferivel a andlise de parametros mais especificos como produtos de reacdes causadas
pelas ERO e enzimas antioxidantes (POMPELLA et al., 2014).

Um dos produtos de oxidacao mais utilizados para avaliagdo do estresse oxidativo sdo
os TBARS, ou o principal deles o MDA, que sdo gerados pela peroxidacao lipidica causada
pelo aumento de ERO decorrente do processo de I/R. Nao foi identificada nenhuma diferenga
significativa do MDA sérico (uM) entre os grupos Sham (1,999 + 0,6407),2 h (2,011 +0,5230),
6 h (1,652 +0,2529) e 24 h (2,080 + 0,1640) (Figura 8).

Um estudo publicado em 2017, que realizou modelo semelhante de CH, com tempo
de recuperagdo de 4h, avaliou MDA no soro utilizando de um kit ELISA e obteve diferenca
significativa ao comparar grupo controle e grupo CH, tendo um aumento na concentragdo de
MDA no grupo CH (YANG, L.; DONG, 2017). Os métodos de analise do MDA diferem entre

o estudo citado e o realizado nesse trabalho. Com a utilizagdo do método por HPLC a
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identificacdo do MDA se torna muito especifica, dessa forma os resultados dos dois estudos sao
pouco comparaveis.

A maioria dos estudos que constam na literatura que avaliam o MDA em modelo de
CH, utiliza métodos colorimétricos, e poucos avaliam esse pardmetro no soro, geralmente

utilizam amostras do 6rgao de interesse para realizacdo do teste.

Figura 8 - Produto de peroxidagao lipidica, malonaldeido (MDA) plasmatico.
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Medida realizada em HPLC, no plasma dos animais do grupo controle (Sham) (n=7), e dos grupos que
passaram pelo modelo de CH com diferentes tempos de recuperagio pds insulto, sendo eles: 2 h (n=7), 6 h (n=6)
e 24 h (n=6). Valores representados pela média + desvio padrdo considerando *p<0,05 (ANOVA de uma via,

seguido do pds-teste de Tukey).

Seguindo a linha de avaliagcdo de produtos de oxidagdo e enzimas antioxidantes, foi
avaliado o estado do complexo da glutationa no sangue, dosando GSH, GSSG, atividade da
GPx e realizando uma razdo entre concentragdo de GSH/GSSG.

As concentracdes de GSH entre os grupos, por mais que possa ser observado no grafico
(Figura 9-A) uma certa tendéncia de diminui¢do nos grupos de CH, ndo foi comprovado
diferenga significativa entre os grupos. Da mesma forma nao tivemos diferenca significativa na
atividade da GPx, observando o grafico (Figura 9-C) ficou levemente aumentada nos grupos de
2 h e 24 h. Esse aumento inicial da GPx se deve a uma indug¢do inicial pelo aumento da
quantidade de espécies reativas, como uma tentativa de controlar e fazer a manutencao do
equilibrio. Porém com o passar do tempo, e aumento das espécies reativas a GPx comeca sofrer
uma regulacdo e diminui a sua atividade, com a percep¢do de diminuicdo de atividade e um

aumento de marcadores de estresse oxidativo a expressdo dessa enzima aumenta € por esse
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motivo no tempo de 24 h ja é possivel observar um aumento na sua atividade (LUSHCHAK;
STOREY, 2021).

Nao termos encontrado uma diminuicdo da GSH pode ser devido a agdo da GR, na
recuperagdo dessa molécula, ndo sendo possivel utilizar somente esse pardmetro como
marcador. Estudos ja demonstraram que a suplementagdo dos percursores da GSH, tem
potencial de diminuir o estresse oxidativo, e as consequéncias do dano de isquemia-reperfusio
(MIYAKUNI et al., 2018) demonstrando o papel fundamental do ciclo da glutationa nesse tipo
de trauma.

Como demonstrado na Figura 1, a GSH sofre oxidacdo através da a¢do da GPx, para
poder eliminar as ERO, mais especificamente H>O,, formando GSSG. A concentracdo de
GSSG (nM/g Hb) no grupo 24 h (145,6 £ 104,6) foi significativamente maior que a
concentracdo de GSSG nos grupos Sham (46,78 + 26,14), 2 h (47,39 + 23,38) ¢ 6 h (70,94 +
36,21) (Figura 9-B). Esse aumento da GSSG, ja indica uma piora no estresse oxidativo, € por a
GSSG ter potencial citotoxico, o seu aumento gera maior dano as células, liberando mais ERO,

e consequentemente consumindo mais GSH, como tentativa de restabelecer o equilibrio.
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Figura 9 - Complexo da glutationa
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Avaliagdo do complexo da glutationa em sangue dos animais do grupo controle (Sham) (n=10), e dos
grupos que passaram pelo modelo de CH com diferentes tempos de recuperagdo pos insulto, sendo eles: 2 h (n=10),
6 h (n=10) e 24 h (n=10). Valores representados pela média + desvio padrdo, considerando *p<0,05, **p<0,01
(ANOVA de uma via, seguido do pos-teste de Tukey). A) Glutationa reduzida (GSH; B) Glutationa oxidada
(GSSG); C) Glutationa peroxidase (GPx); D) Razdo da glutationa reduzida com a glutationa oxidada
(GSH/GSSG).

Uma boa forma de analisar o estresse oxidativo, ¢ usando da razdo GSH/GSSG que
leva em consideragdo a quantidade de GSSG relativa a quantidade de GSH, sendo que uma
razdo menor, indica uma maior quantidade de GSSG, e portanto, indicando um aumento do
estresse oxidativo (LU, 2013; OWEN; BUTTERFIELD, 2010).

A razao entre GSH/GSSG foi significativamente menor nos grupos 6 h e 24 h quando
comparados ao grupo Sham (Figura 9-D), indicando um aumento no estresse oxidativo nesses
grupos, por mais que nao tenha sido possivel visualizar isso nos outros marcadores.

Outro resultado que corrobora a hipdtese de existir uma relacdo entre o aumento do

estresse oxidativo e CH., ¢ a diminui¢do da atividade da CAT no grupo 6 h (Figura 10). A
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enzima CAT atua como antioxidante no organismo, e, portanto, a sua diminui¢do pode
significar que ela est4 hiporegulada por conta do aumento da concentracdo de marcadores do

estresse oxidativo, e dessa forma ndo é capaz de eliminar as ERO e diminuir o estresse oxidativo

(LUSHCHAK; STOREY, 2021).

Figura 10 - Atividade da enzima antioxidante, catalase (CAT).
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CAT em U/g de hemoglobina no sangue dos animais do grupo controle (Sham) (n=10), ¢ dos grupos
que passaram pelo modelo de CH com diferentes tempos de recuperagdo pos insulto, sendo eles: 2 h (n=10), 6 h
(n=10) e 24 h (n=10). Valores representados pela média * desvio padrdo, considerando *p<0,05 (ANOVA de uma
via, seguido do pos-teste de Tukey).

Em um estudo que avaliou a atividade da CAT no soro de animais que passaram por
um modelo traumatico de choque hemorragico com fratura de fémur, demonstrou também uma
diminui¢do significativa comparada ao grupo controle do estudo (LIU et al, 2021),
confirmando que quando ocorre um dano, com liberagdo de ERO, a atividade da CAT fica
diminuida.

A diminui¢do no tempo de 6 h muito provavelmente se deve a uma diminui¢do da
atividade da CAT quando exposta a grandes quantidades de ERO. Porém o seu aumento em 24
h, pode ser explicado por ser considerada uma exposi¢do cronica a essas ERO, podendo levar
a uma maior expressdo génica da CAT, aumentando a quantidade disponivel e
consequentemente a atividade da enzima (GLORIEUX et al., 2015).

Com a avaliagdo do estresse oxidativo no sangue confirmamos a ideia inicial de que o
CH leva a um aumento do estresse oxidativo geral e com diferentes intensidades para cada
tempo de recuperacdo. Enquanto no tempo de 2 h, mais agudo, ndo foi perceptivel um aumento

do estresse, o que pode ser explicado pelo fato de que durante esse periodo as enzimas e fatores
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antioxidantes ainda sdo capazes de manter o equilibrio. Entretanto, ao longo do tempo, as
enzimas sdo hiporeguladas e os fatores antioxidantes sdo consumidos, o equilibrio se perde e o

estresse oxidativo comeca a aumentar a sua intensidade.

5.2.2 Orgdos

Avaliando o estresse oxidativo nos 6rgdos, foram realizadas 3 analises em tecido
hepatico e renal: dosagem de grupamentos tiois, TBARS e atividade da catalase, sendo possivel
analisar um fator antioxidante (SH), uma enzima antioxidante (CAT) e um marcador de
peroxidagao lipidica (TBARS).

Ap6s o dano de I/R, o figado demonstrou um aumento na concentracdo de TBARS no
grupo de 24 h de recuperacdo. Ja no rim, esse aumento foi significativo tanto no grupo 6 h, e
no grupo de 24 h.

O aumento de TBARS indica um aumento no estresse oxidativo, por conta de um
aumento da peroxidag¢ao lipidica local. Tanto o rim quanto o figado sofreram um aumento dessa
peroxidag@o ao longo do tempo. Esses resultados sdo muito similares ao que ja foi visto nos
marcadores de estresse oxidativo avaliados no sangue, e da mesma forma, no grupo de 2 h nao
foi possivel notar nenhuma diferenca quando comparado com o grupo Sham.

No sangue, quando avaliamos a concentracdo de MDA, n3o vimos diferenca
significativa, sendo esse marcador um tipo de TBARS, porém com a metodologia utilizada nos
orgdos, foi avaliado a concentracdo ndo s6 de MDA, e sim de todos os TBARS, tendo um
resultado mais expressivo dessas espécies, e consequentemente, da peroxidacao lipidica.

Figura 11 — Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) no figado.
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Comparacgdo da concentracdo dos produtos de peroxidagdo lipidica, substincias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) no figado (Grafico A) e no rim (Grafico B) dos animais do grupo controle (Sham) (n=10),

e dos grupos que passaram pelo modelo de CH com diferentes tempos de recuperagdo pods insulto, sendo eles: 2 h
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(n=10), 6 h (n=10) e 24 h (n=10). Valores representados pela média + desvio padrdo, considerando *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 (ANOVA de uma via, seguido do pds-teste de Tukey).

Os grupamentos tidis no figado demonstraram uma diminui¢do em todos os grupos
CH, quando comparado ao grupo Sham [Sham —476,7 +206,1; 2 h—285,3 +61,42; 6 h—258,6
+ 74,86; 24 h — 236,5 + 47,57;(nmol/mg de proteina)], demonstrando um consumo desses
fatores antioxidantes, o que indica um aumento do estresse oxidativo no local.

Ja no rim, tivemos um resultado contrario, com um aumento dos grupamentos tiois nos
grupos 6 h e 24 h (Sham — 103,6 = 10,8; 2h - 117,4 £ 8,91; 6 h — 140,7 + 27,98; 24 h — 128,1
+ 10,90;(nmol/mg de proteina)).

Figura 12 - Grupos tiois (SH) no figado e no rim
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Comparagdo da concentragdo de grupos tidis (SH) no figado (Grafico A) e no rim (Grafico B) dos
animais do grupo controle (Sham) (n=10), e dos grupos que passaram pelo modelo de CH com diferentes tempos
de recuperagdo pos insulto, sendo eles: 2 h (n=10), 6 h (n=10) e 24 h (n=10). Valores representados pela média +
desvio padrao, considerando *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 (ANOVA de uma via, seguido do
pos-teste de Tukey).

Quando avaliamos a atividade da enzima CAT nos 6rgdos, tivemos o mesmo
comportamento que o fator antioxidante SH, sendo possivel observar uma diminuicdo da
atividade dessa enzima no figado, mas sem mudangas significativas no rim.

No figado, todos os grupos CH tiveram uma diminui¢do da atividade da enzima,
comparado ao grupo Sham (Sham — 179,8 £ 82,43; 2 h — 90,65 + 18,62; 6 h — 80,73 + 36,49;
24 h — 44,47 + 18,84;(U/mg de proteina)).
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Figura 13 - Comparagdo da atividade da enzima antioxidante, catalase (CAT) no figado
(Gréfico A) e no rim
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Comparagdo da atividade da enzima antioxidante, catalase (CAT) no figado (Grafico A) e no rim
(Grafico B) dos animais do grupo controle (Sham) (n=10), e dos grupos que passaram pelo modelo de CH com
diferentes tempos de recuperagdo pos insulto, sendo eles: 2 h (n=10), 6 h (n=10) ¢ 24 h (n=10). Valores
representados pela média + desvio padrdo, considerando *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001

(ANOVA de uma via, seguido do pods-teste de Tukey).

Segundo HALLIWELL e GUTTERIDGE (1985) a atividade da catalase difere entre
os 6rgaos, sendo predominante no figado e nos eritrocitos. Essa diferenca entre os dois 6rgaos
mostra que a resposta ao dano de I/R ocorre de maneira diferente entre os tecidos. Enquanto o
rim parece ser mais adaptavel a mudangas de fluxo sanguineo por conta de seus mecanismos
compensatorios, acaba que consegue sofrer menos a falta de perfusdo e oxigenagdo mesmo

tendo menos catalase, ao contrario do figado.

5.3 Correlacao entre dano de 6rgdos e estresse oxidativo

Com a identificacdo de um dano hepatico, disfuncdo renal e aumento do estresse
oxidativo nos grupos que sofreram o CH, fica o questionamento da relacdo entre essas duas
consequéncias do dano de I/R. Com o intuito de avaliar uma possivel correlagao entre o dano
de 6rgdos e o estresse oxidativo foi realizado o teste de correlacdo de Pearson com alguns
marcadores.

Avaliando os fatores antioxidantes, como a CAT e os grupamentos tidis com os
marcadores de dano hepatico, percebeu-se uma correlagdo negativa significativa entre o
aumento da concentracdo de AST com a diminui¢do da enzima CAT (r=-0,357; *p = 0,0235)

(Figura 14 — A). Também foi identificada uma correlacdo negativa significativa entre o aumento
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da concentra¢do de AST com a diminui¢ao da concentracdo de grupamentos tidis no figado (r

= -0,3172; *p = 0,0461) (Figura 15 — A). Indicando uma relagdo entre o aumento do dano

hepatico com a diminui¢do da capacidade antioxidante nesse 6rgao.

Figura 14 - Correlacdo da atividade da enzima antioxidante, catalase (CAT) em 6rgdos, com a

concentragdo de parametros indicadores de dano hepatico e de fun¢ao renal.
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Considerando *p<0,05 (Realizado teste de correlagdo de Pearson seguido de uma regressao linear).

No rim, ndo houve correlagdo significativa entre o aumento de marcadores de
disfuncdo renal com a atividade de CAT nesse 6rgdo. Porém, obtivemos uma correlagao
positiva, quando avaliamos a concentragdo de grupamentos tidis com a ureia (r = 0,4453; *p =
0,0045) e a creatinina (r = 0,3312; *p = 0,0395), ou seja, quanto maior as concentragdes desses
dois marcadores renais, maior também a concentracao dos grupamentos tiois. Essas correlagdes

demonstram mais uma vez a diferenga de resposta antioxidante desses dois 6rgdos frente ao

CH.
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Figura 15 - Correlagao da concentragdo de grupamentos tidis (SH) no figado e no rim com

parametros indicadores de dano hepdtico e de fungdo renal.

A)
AST / SH Figado
1000
L4 r=-0,3172

800 *p=0,0461
2 .
g 600,
[T
T 400 ° ) °
7]

N

(=3

o
R

[

[ ]
[ ]

(]
[ ]

[ ]

o 1 1 1 1 1 1
0 1000 2000 3000 4000 5000
AST
C
) Crea/SH Rim
250
r=0,3312
*p=0,0395
200 o
£ .
("4 -
% 150 W
7] ° , °
[ ]
1004 o0& L g ¢
50 T T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Crea

B)

ALT / SH Figado

r=-0,2712
p=0,0949
[*]
©
1]
k=
('8
T [ ]
(7]
[ ]
[ ]
[ ]
1 1 1 1
1000 2000 3000 4000
ALT

D

) Ure / SH Rim

250
r=0,4453
200 - ° *p= 0,0045

£ 150 °

[ M

% 100 ~.. '...‘.

50
o 1 1 1 1 1
0 50 100 150 200 250

Ure

Grupamentos tidis no figado (SH Figado); Grupamentos tidis no rim (SH Rim); Aspartato

aminotransferase (AST); Alanina aminotransferase (ALT); Creatinina (Crea); Ureia (Ure). Considerando *p<0,05

(Realizado teste de correlagdo de Pearson seguido de uma regressao linear).

Ao observar as correlagdes entre os mesmos marcadores de dano hepatico e disfungao

renal, agora correlacionando com a concentracdo de GSSG no sangue, observamos que o

aumento da concentracdo de ALT esta significativamente relacionado com o aumento da

concentragdo de GSSG. Os outros marcadores ndo indicaram nenhuma correlacgao significativa.
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Figura 16 - Correlacdo da concentragdo da glutationa oxidada (GSSG) em sangue com

parametros indicadores de dano hepdtico e de fungdo renal.
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Considerando *p<0,05 (Realizado teste de correlagdo de Pearson seguido de uma regressao linear).

Valores de r entre 0,3 e 0,5 indicam uma correlagdo fraca, ja valores de r entre 0,5 e

0,7 indicam correlagdes moderadas, portanto, quanto mais proximo de 1 mais forte se torna a

correlacio(MUKAKA, 2012). Embora as correlagdes sejam fracas, o que podemos indicar com

a analise dessas correlacdes ¢ que o dano hepatico parece estar relacionado com o aumento do

estresse oxidativo. Ja no rim, ndo observamos essa correlagao.

De forma geral, pode existir uma correlagdo entre aumento dos marcadores de estresse

oxidativo com a ocorréncia de um dano celular. Com a realizacdo da dosagem de ureia e

creatinina ¢ possivel avaliarmos a fung¢do renal, contudo, a eleva¢do desses marcadores nao

indica diretamente o grau de dano celular sofrido. Consequentemente, os grupos que sofreram
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elevacdo desses marcadores desenvolveram uma disfunc¢do renal, entretanto ndo podemos
afirmar que ocorreu um processo de morte celular, o que pode justificar a falta de relagdo entre
o aumento da ureia e creatinina com os marcadores de estresse oxidativo. Ao contrario do
figado, que com a elevagdo de AST e ALT, podemos afirmar que com o processo de I/R as
células hepaticas sofreram um processo de necrose, e talvez por isso obtivemos resultados que

indicam um aumento de estresse oxidativo nesse 6rgao.

6 CONCLUSAO

Em virtude dos fatos mencionados, foi possivel confirmar de forma parcial a hipotese
levantada. Pois, 0o modelo de CH utilizado no estudo para indu¢ao do dano de I/R, de fato levou
a um dano hepatico, uma disfuncdo renal e um aumento do estresse oxidativo de forma geral.
Realizando a avaliagdo de diferentes tempos de recuperacdo, foi possivel observar diferencas
entre os marcadores ao longo do tempo, tendo uma piora no dano hepatico quanto mais longo
era o tempo de recuperagdo, porém ndo foi observado o mesmo padrao de piora no tecido renal.

A variacdo dos marcadores antioxidantes ao longo do tempo, pode indicar a atuagdo
de alguns mecanismos regulatorios, como hiporegulagdo e indug¢do da expressdo génica das
enzimas antioxidantes com a variagdo da concentragdo de ERO, porém para confirmar a
presenga desses mecanismos se faz necessario a aplicagdo de testes mais especificos. Foi
identificado que no tempo de 24 h de recuperacdo o dano de 6rgdos e o estresse oxidativo se
mostraram aumentados, podendo considerar um estresse oxidativo cronico.

Houve correlagdo positiva entre o dano hepatico e o estresse oxidativo, porém ¢€
importante lembrar que correlagdo ndo implica em causalidade, e dessa forma nao podemos
afirmar que um causa o outro, somente que os dois estdo relacionados. Diferentemente do rim,
que nao foi observado correlacdo do estresse oxidativo e da disfuncao.

Foi observado uma diferenca entre os 6rgdos quando avaliado os parametros de
estresse oxidativo apos a indu¢@o do dano de I/R. Sendo necessario uma maior investigagdo da
fisiopatologia do modelo de I/R nos dois orgdos separadamente, ¢ de como funcionam as
respostas ao estresse oxidativo em cada um deles. Também seria necessario um estudo
histologico das estruturas, tanto renais quanto hepaticas, para avaliar de forma mais precisa e
concreta o dano celular sofrido por esses 6rgaos ao longo do tempo de recuperagdo do CH.

A fisiopatologia do dano de I/R vem se estabelecendo mais fortemente com o passar
do tempo, da mesma forma os estudos e olhares estdo voltados para o entendimento do estresse

oxidativo. A cada novo estudo as metodologias, os mecanismos regulatdrios e as consequéncias
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de cada marcador estdo sendo elucidados. Dessa forma, com o melhor entendimento, sera
possivel encontrar substancias ativas, ou manobras para o tratamento mais eficaz e assertivo

para o dano de I/R.
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