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1. INTRODUCAO

Isquemia é definida como sendo a perda do suprimento sanguineo por reducao do
fluxo arterial de um tecido, em que ha comprometimento da oferta de substratos metabdlicos,
incluindo a glicose (COTRAN et al., 2000). Reperfusdo é o termo utilizado para definir o
restabelecimento do fluxo arterial apds um periodo de isquemia (EVORA et al., 1996).

Segundo EVORA et al. (1996) Apesar da revascularizagdo sangliinea a um 6rgéo
isquémico ser essencial para prevenir a irreversibilidade da lesdo celular, a reperfusdo pode
agravar as lesdes produzidas na fase isquémica isolada. O dano celular induzido apés
reperfusdo de um o6rgao isquémico € denominado de lesdo de isquemia-reperfusédo (I/R).

A isquemia tem papel fundamental em muitas situacdes clinicas. Em seres
humanos a hipoperfusdo severa representa a causa mais frequiente de insuficiéncia renal aguda
(IRA), podendo ser precipitada por cirurgia cardiovascular, trauma, hemorragia, septicemia
ou deplecdo de volume. Além disso, a isquemia € inevitavel nos transplantes renais, sendo
que a lesdo por I/R afeta o individuo tanto a curto (KOUWENHOVEN et al., 2001) bem
como a longo prazo (GUELER et al., 2004).

A reperfusédo inflige em danos adicionais mediados, principalmente, por formacéo
de espécies reativas de oxigénio (NOIRI et al., 2001) que implicam em danos teciduais, pois,
iniciam uma cascata de respostas celulares deletérias precedendo a inflamacéo
(BONVENTRE & ZUK, 2004; FRIEDEWALD & RABB, 2004), morte celular (DIRNAGL
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et al., 1999; FURUKAWA et al., 1997) e, por ultimo, faléncia do 6rgdo (FONDEVILA et al.,
2003).

Foi demonstrado o envolvimento das proteinas quinases ativadas por mitdgeno
(MAPK) em eventos de resposta celular a I/R (BOGOYEVITCH et al, 1995;
BOGOYEVITCH & SUGDEN, 1996; DERIJARD et al., 1995; DOWNEY, 1992; GOTOH &
NISHIDA, 1991), sendo que para PEIPEI et al (1998) os eventos de ativagdo da cascata das
MAPK né&o estéo totalmente esclarecidos.

A unidade central das vias de ativacdo das MAPKs é constituida por trés vias
proteinas quinases que estabelecem uma cascata de ativacdo sequencial que vem sendo
mantidas (WIDMANN et al., 1999). O primeiro componente do modulo é uma MAPK
quinase quinase (MAPKKK) que quanto acionada, ativa a préxima quinase, uma MAPK
quinase (MAPKK) que, entdo induz a ativacdo da quinase final, a MAPK (GARTNER et al.,
1992; SIOW et al., 1997).

A cascata das MAPKSs consiste em uma hierarquia das quinases que tem o papel
de fosforilar e ativar as quinases efetoras como, p38, quinase regulada por sinal extracelular
(ERK) e JNK. Cada quinase efetora € regulada por fosforilagdes reversiveis (WIDMANN et
al., 1999) e, em resposta a ativacdo das MKPs, ocorre a desfosforilacdo especifica e
inativacao das quinases efetoras (p-38, JNK e ERK) pelas MAP quinases fosfatases (MKPs)
de especificidade dupla (HANEDA et al., 1999).

Segundo KEYSE & EMSLIE (1992) em casos de estresse oxidativo e hipoxia
ocorre expressao da fosfatase - 1 da proteina quinase ativada por mitégeno (MKP-1). DORN
et al. (1999); LI et al., (1999) afirmaram tratar-se de um importante membro da familia das
fosfatases de especificidade dupla responsavel por regular a inativacdo das p-38, INK1/2 e
ERK1/2. Desta forma, a regulacdo da expressdao da MKP-1 pode estar relacionada com a
sobrevivéncia ou morte celular em estresse oxidativo.

Intervencdes farmacoldgicas apresentam grande potencial de melhorar as
condicBes clinicas em procedimentos cirdrgicos que envolvam isquemia e reperfusdo
(JAESCHKE, 2003). Dentre as opcdes recentemente estudadas de pré-condicionamento
farmacoldgico, tem-se a protecdo conferida pela clorpromazina cuja acdo protetora ainda nao
foi totalmente esclarecida (NETTO et al. 2001; ARAUJO et al., 2002).

Seguindo tal principio, este trabalho teve como objetivo avaliar a distribuicdo e
expressdo da MKP-1 em diferentes tempos de isquemia e reperfusdo renal ap6s a aplicacédo de

clorpromazina.



2. METODOLOGIA

2.1. Animais de experimentacdo

Foram utilizados 12 animais da espécie canina, sem raca definida, machos, com
peso corpoéreo entre 10 e 25 kg, obtidos junto ao Centro de Controle de Zoonoses da
Prefeitura de Goiania e transferidos para o canil de Experimentacdo Cientifica da Escola de
Veterinria da Universidade Federal de Goias (UFG). O projeto foi aprovado pelo com
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias sob protocolo n°006/2008.

Previamente ao estudo experimental, os cdes foram avaliados clinicamente para a
identificacdo de enfermidades sistémicas e renais que pudessem interferir nos resultados. Foi
realizada ainda colheita de urina e sangue para hemograma e pesquisa de hematozoérios,
conforme rotina do Laboratorio de Patologia Clinica do Hospital Veterinario da UFG, para
ratificacdo das condicOes de higidez organica. Os animais foram divididos em dois grupos de
seis individuos:

Grupo A: cdes submetidos a isquemia e reperfusdo renal sem clorpromazina.

Grupo B: cées medicados com clorpromazina e submetidos a isquemia e reperfusao renal.

2.2. Procedimento cirargico e pds-operatorio

Os animais tiveram inducdo anestésica pela aplicacdo de propofol por via
intravenosa (Propovan, Cristalia, Sdo Paulo, SP) e manutencdo anestésica com halotano
(Halotano, Hoechst do Brasil, Sdo Paulo, SP). Inicialmente, foi realizada uma incisdo
paracostal esquerda para identificacdo e isolamento do rim esquerdo e da artéria renal
esquerda. Apds o isolamento da artéria, os animais de todos 0s grupos tiveram o vaso ocluido
com auxilio de uma pinca Satinsky. Os animais do grupo B receberam clorpromazina
(Amplictil, Aventis Pharma, Sdo Paulo, SP) via intravenosa, na dose de 5 mg/kg, 15 min antes
da clampagem do vaso, que durou 1 h. Apos este periodo, a artéria renal foi desobstruida e
nas primeiras 2h de reperfusdo colhidas amostras para estudo imunoistoquimico.

Ap0os o procedimento cirurgico os animais foram mantidos em gaiolas individuais,
alimentados com racdo duas vezes ao dia e agua ad libitum. Foi realizada a administracédo de
cloridrato de tramadol na dose de 0,1mg/kg/SC, de 12 em 12 horas durante trés dias e
cefalexina duas vezes ao dia, via oral, por 10 dias. Todos os cdes foram doados ao final do

experimento.



2.3. Amostras

Em cada grupo foram extraidas seis amostras de parénquima renal da borda
convexa do rim esquerdo durante o procedimento cirurgico (Figura 1), com utilizacdo de

agulha de bidpsia para tecidos moles (Tru-cut®).

15min 60min de isquemia 120minde reperfusao
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Figura 1: Representacdo esquematica dos momentos de colheita das amostras. CPM=
aplicacéo da clorpromazina; 1°= amostra antes da isquemia; 1>=amostra ap6s 5min

de isquemia; 1°°= amostra ap6s 30min de isquemia; R°=amostra ap6s 5min de
reperfusdo; R*= amostra apds 30min de reperfuséo;R*?°= amostra ap6s 120min de
reperfuséo.

As amostras foram identificadas, fixadas e armazenadas em frascos individuais
contendo formaldeido tamponado a 10% e deixadas a temperatura ambiente durante 12 horas.
As amostras foram posteriormente lavadas em agua corrente por 15 minutos, colocadas em
alcool 70%.

Os fragmentos obtidos por bidpsia foram processados de acordo com o método

convencional de histologia e laminados para posterior realizacdo da imunoistoquimica.

2.4. Imunoistoquimica

Secgdes de rim de 3um foram submetidos a imunoistoquimica e marcados com
anticorpo anti-MKP-1 (Santa Cruz Biotechnology, sc1199). ApoOs desparafinizacdo e
desidratacdo as laminas foram incubadas por 15 minutos com perdxido de hidrogénio 10vol
para bloqueio da atividade da peroxidase enddgena e, posteriormente, para recuperacao
antigénica foi empregada solucdo de citrato com Triton (pH 6,0) em panela Pascal. Mais
tarde, as laminas foram incubadas por uma hora a temperatura ambiente com 3% de soro
albumina bovina (BSA) em PBS para prevenir ligacdes inespecificas. Os tecidos foram
incubados overnight em camara Umida a 4°C por 18 horas com anti-MKP-1 1:200 (v/v)
diluido em BSA 1,5%. As seccbes foram lavadas varias vezes em PBS e incubadas a
temperatura ambiente por 30 minutos com Envision (Dako, Califérnia, USA) seguidas por

lavagens em PBS. A reacdo foi revelada com solucédo de diaminobenzidinaperoxidase (Liquid



DAB Substrate Chromogen System®, Dako, Carpinteria, California, USA) de 3min. As
secc¢oes foram contracoradas com hematoxilina de Mayer por 15 minutos e montadas com
Entellan (Merck, S&o Paulo, SP). O controle negativo foi realizado para identificar coloracdo
inespecifica incluindo no lugar do anticorpo priméario o0 BSA e posteriormente Envision.

As laminas tratadas com os anticorpos para MKP-1 foram analisadas quanto a
localizagdo e tonalidade de marcacdo, por microscopia de luz e a marcacdo mensurada por
avaliagdo semi-quantitativa atribuindo-se os escores relacionados no Quadrol, sendo feita
analise da regido cortical (glomérulo — GL, tdbulo contorcido proximal — TCP e tubulo
contorcido distal — TCD) de todos os fragmentos em aumento de 100x para verificar a
intensidade de marcacéo e localizacéo, sendo confirmadas em aumento de 400x.

A intensidade de marcacdo foi determinada ap6s avaliagdo de todas as laminas

tratadas e, posterior definicdo de tonalidades em escores de gradacéo de cor.

QUADRO 1: Escores aplicados a analise da marcacdo do
anticorpo anti-MKP-1 em rins de cées.
Marcacéo Escore

0 (Auséncia de marcacédo — seta)

1 (Marcacéo discreta)

2 (Marcacdo moderada)




3 (Marcacéo acentuada)

3. RESULTADOS

Observou-se que o emprego do protocolo utilizado na imunoistoquimica foi
favoravel a observacdo da marcagdo pelo anticorpo anti-MKP-1 na presenca da proteina
MKP-1 no citoplasma celular.

Nos fragmentos expostos ao anticorpo anti-MKP-1 a marcacdo foi sempre
positiva nos TCP e TCD, sendo observada variedade na intensidade de marcagdo entre os
momentos de isquemia e reperfusdo comparada dentre os grupos A e B. No Grupo A a
expressao da MKP-1 nos glomérulos variou entre auséncia de marcacdo até marcacdo

acentuada, ja no grupo B variou de marcacao leve a acentuada (Figura 2).

Figura 2. Fotomicroscopia de rim de cdo submetido a isquemia e
reperfusdo, evidenciandodiferenca de intensidade de
expressdo da MPK-1 (200x), onde: A-auséncia de
marcacdo; B- marcacdo leve; C-marcacdo moderada; D-
marcagdo acentuada.



Os resultados revelam que a intensidade de marcacdo dentro de cada grupo
apresentou variagdo nos TCP, TCD e glomérulo. Porém, foi observado que o escore de
marcacdo acentuada foi mais freqliente nos animais do Grupo A comparado ao Grupo B.
Assim, foi observado que o Grupo A apresentou maior variagdo da intensidade de marcagao
pelo anticorpo anti-MKP-1 comparado ao grupo B em que o escore variou entre 1 e 2 tanto

nos tempos de isquemia como de reperfuséo (Tabela 1).

TABELA 1 — Frequéncia (%) da marcagdo com anticorpo anti-MKP-1 em rim
de cées submetidos a isquemia e reperfusédo, tratados (Grupo A) e
ndo tratados (Grupo B) com clorpromazina.

LOCALIZACAO | ESCORE INTENSIDADE DE MARCACAO

10 I5 130 RS R30 R120
GL 0 3333 3333 |0 3333 |0 0

1 0 0 0 6666 |0 66,66
2 6666 |0 100 0 66,66 |0

3 0 66,66 |0 0 33,33 33,33
TCP 0 0 0 0 0 0 0

: 1 100 3333 |3333 |3333 |33,33 |6666

é 2 0 3333 (3333 (3333 |0 33,33
“ 3 0 3333 |3333 [3333 |6666 |0
TCD 0 0 0 0 0 0 0

1 6666 |6666 |3333 |3333 |0 66,66
2 3333 |0 66,66 |0 3333 |0

3 0 3333 |0 66,66 |66,66 |33,33
GL 0 0 0 0 0 0 -
1 50 50 50 50 50 -
2 0 0 0 50 50 -
3 50 50 50 0 0 -
TCP 0 0 0 0 0 0 0

5 1 50 50 0 50 50 100
= 2 50 50 100 0 50 0
” 3 0 0 0 50 0 0
TCD 0 0 0 0 0 0 0
1 50 100 100 50 100 100

2 50 0 0 50 0 0
3 0 0 0 0 0 0

GL-glomérulo; TCP-tabulo contorcido proximal; TCD-tubulo contorcido distal;
0-auséncia de marcacdo; 1-marcacdo discreta; 2-marcacdo moderada, 3-
marcacdo acentuada. 1°= amostra antes da isquemia; 1>=amostra ap6s 5min de
isquemia; 1°°= amostra apés 30min de isquemia; R°=amostra apds 5min de
reperfusdo; R*= amostra ap6s 30min de reperfusdo; R**°= amostra ap6s 120min
de reperfuséo.



4. DISCUSSAO

Foi possivel demonstrar o envolvimento da MKP-1 nos eventos de resposta
celular a I/R como citado pelos autores GOTOH & NISHIDA (1991), DOWNEY (1992),
DERIJARD et al. (1995) e BOGOYEVITCH & SUGDEN (1996). Portanto, é sustentavel que
0 dano provocado pela clampagem da artéria renal provoque danos oxidativos que estimulem
a expressao das diferentes MAPKS, pois segundo WIDMANN et al. (1999), é necessario uma
cascata de reacOes para que ocorra ativacao sequencial da MAPKs

Uma alteragdo molecular observada neste trabalho foi 0 aumento da presenca da
proteina MKP-1 no citoplasma dos TCP, TCD e glomérulo que pbde ser evidenciada devido o
aumento da intensidade de marcacdo pelo anticorpo anti-MKP-1. Segundo PADANILAM
(2003), durante o processo de isquemia ocorre a privacdo de oxigénio e nutriente que
desencadeia uma série de alteragdes celulares e moleculares.

Observou-se que mesmo antes da isquemia havia marcagéo da proteina MKP-1 no
citoplasma celular, o que é justificavel, pois, segundo os autores CHANG & KARIN (2001),
DAVIS (2000), JOHNSON & LAPADAT (2002), PEARSON et al. (2001) e WADA &
PENNINGER (2004), a MKP-1, pertencente ao grupo das MAPKSs, tém diversas funcdes,
entre elas a de determinar a sobrevivéncia, regular a proliferacdo, diferenciacdo e
desenvolvimento celular.

N&o foi possivel estabelecer se a expressdao da MKP-1 estd envolvida com a
sobrevivéncia ou morte celular no processo de isquemia e reperfusdo que os animais foram
submetidos, e nem fazer relacdo com protecdo ou ndo conferida pela clorpromazina. Isto
aconteceu, pois esta fosfatase faz parte de uma familia de proteinas de especificidade dupla,
ou seja, pode estar atuando na sobrevivéncia ou morte celular a depender da MAPK efetora
que esta inibindo, por exemplo, se estiver atuando na desfosforilagdo da p-38 ou JNK estédo
relacionadas com a morte celular e se estiver desfosforilando a ERK1/2 é a sobrevivéncia
celular. Desta forma, ha necessidade de completar este trabalho utilizando outros anticorpos a
fim de tirar conclusdes mais especificas da ativacdo das MAPKSs no processo de isquemia e

reperfusdo renal ap6s tratamento com clorpromazina.



5. CONCLUSAO

Foi possivel concluir que houve maior intensidade de marcagdo pela MKP-1 nos
rins de cdes submetidos a isquemia e reperfusdo sem uso de clorpromazina quando

comparado com aqueles tratados com clorpromazina.
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