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RESUMO

Introducdo: A melatonina (MEL) e a hipotermia tépica (HT) diminuem a leséao
renal na isquemia-reperfusdo (I/R). Nosso estudo avalia se o efeito da
combinacdo de ambas intervencdes tém efeito benéfico aditivo.

Objetivos: Avaliar os efeitos da associacao de MEL e HT na lesé&o renal por I/R,
tendo como desfechos as alteracGes histopatolégicas, dano por estresse

oxidativo, atividade de enzimas antioxidantes e parametros de funcéo renal.

Métodos: Trinta e dois ratos Wistar foram aleatoriamente alocados para quatro
protocolos experimentais realizados no rim esquerdo: isquemia quente (IR),
isquemia fria (HT+IR), melatonina (10mg / kg, IP) (MEL+IR) e melatonina (10mg
/ kg, IP) seguido de isquemia fria (MEL+HT+IR). Nefrectomia direita foi realizada
em todos os ratos antes de qualquer procedimento. Oito rins direitos
aleatoriamente designados constituiram o grupo controle. Nefrectomia esquerda
foi realizada apo6s 240 minutos de reperfusdo para avaliacdo histopatoldgica,
atividade de peroxidacéo lipidica e de enzimas antioxidantes. O soro foi coletado
para avaliacdo de uréia e creatinina. MEL (10mg/Kg, IP) foi administrado 10

minutos antes da isquemia.

Resultados: A associacdo de MEL e HT (MEL + HT + IR) mostrou atenuar o
dano histolégico por isquemia e reperfusdo em comparacdo com MEL e HT
isoladamente (P <0,037). Maiores valores de superoxido dismutase (SOD)
(p<0,001), diminuicao da creatinina (P <0,001) e uréia (P<0,001).

Conclusao: A combinacdo de MEL e HT ofereceu melhor protecéo contra leséo

por I / R renal do que a MEL ou TH administrados isoladamente.

Palavras-chave: Melatonina. Hipotermia. Les&o por Isquemia-Reperfusédo. Rim.

Alteractes histoldgicas. Estresse Oxidativo. Atividade Antioxidante. Ratos.



ABSTRACT

Background: Melatonin (MEL) and topical hypothermia (TH) decrease renal damage in
ischemia-reperfusion (IR). Our study evaluates whether the combination of both

interventions has beneficial additive effect.

Aim: To evaluate the effects of the association of MEL and TH on renal injury due to I/R,
considering histopathological changes, oxidative stress damage, antioxidant enzyme

activity and renal function parameters.

Methods: Thirty-two Wistar rats were assigned to four groups of eight rats each.
Following right nephrectomy, their left kidneys were subjected to warm ischemia (IR),
cold ischemia (TH+IR), intraperitoneal injection of 10 mg/kg melatonin (MEL+IR), and
injection of 10 mg/kg melatonin followed by cold ischemia. Eight randomly assigned right
kidneys constituted the control group. After 240 min of reperfusion, left nephrectomy was
performed for histopathological evaluation, lipid peroxidation, and measurement of
antioxidant enzyme activity. Serum was collected to measure urea and creatinine

concentrations.

Results: Histopathological damage induced by ischemia and reperfusion was more
attenuated in the MEL+TH+IR than in the MEL+IR and TH+IR groups (p<0.037).
Superoxide dismutase activity was significantly higher (p<0.001) and creatinine
(p<0.001) and urea (p<0.001) concentrations, significantly lower in the MEL+TH+IR than

in the MEL+IR and TH+IR groups.

Conclusions: The combination of MEL and TH provides better protection against renal

I/R injury than does MEL or TH alone.

Key words: Melatonin. Hypothermia. Reperfusion Injury. Oxidative Stress. Kidney. Rats.
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1 INTRODUCAO

O dano renal causado durante a isquemia e reperfusao (I/R) é comum em
transplantes renais e cirurgias vasculares devido a cessacdo temporaria do
suprimento sanguineo renal. Procedimentos como nefrectomia parcial, transplante
renal, cirurgia vascular da aorta e artérias renais podem levar a dano estrutural e
funcional irreversivel, como disfuncdo do enxerto, rejeicdo aguda e insuficiéncia

renal aguda/crbnica, dependendo do grau de isquemia (1).

A melatonina (N-acetyl-5-methoxytryptamine) tem sido estudada na
diminuicdo do dano renal na I/R. E o principal produto da glandula pineal, tem
como funcdo a regulacdo do sono, ritmo circadiano e sistema imune (2).
Melatonina (MEL) e seus metabdlitos tém potentes propriedades anti-inflamatérias
e antioxidantes que séo efetivas em situacdes de estresse oxidativo e inflamacgéao
(3). MEL néo s6 neutraliza espécies reativas ao nitrogénio e espécies reativas ao
oxigénio, mas também atua através da estimulacdo de sistemas antioxidantes e
na estabilizacdo de membranas celulares (4). MEL modula a expressao genética

de enzimas protetoras, reduz apoptose e a peroxidacao lipidica (5).

A hipotermia tépica (HT), estratégia fundamentada na literatura para reduzir a
lesdo renal por I/R, atua reduzindo o metabolismo celular e o estresse oxidativo
gue é essencial para a viabilidade do 6rgdo durante o periodo de isquemia.

Utilizada principalmente em transplantes renais e nefrectomias parciais com

clampeamento arterial. O resfriamento a 4°C resulta em reducdo do metabolismo
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a 5-8%, na maioria das células e diminui atividade enziméatica (6-8).

Apesar de ambas as estratégias para reducdo de dano renal na I/R serem
estudadas individualmente e com outras associac¢des, 0 presente estudo observa

os efeitos da associagéo entre a MEL e HT na leséo por I/R renal em ratos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Isquemia e Reperfuséo

Lesdo por isquemia e reperfusdo I/R é caracterizada pela restricao do
suprimento de sangue a um 0Orgdo seguido pelo reestabelecimento do fluxo
sanguineo e reoxigenacdo. As lesGes podem ocorrer apdés infarto, sepse,
transplante de 6rgéos. Este fenbmeno exacerba o dano tecidual por iniciar uma
cascata inflamatoria incluindo radicais livres, citocinas e ativacéo de leucdcitos (9,
10). O dano causado por isquemia ao coragao ou cérebro, pela deprivacdo de
oxigénio, sdo as maiores causas de morte no mundo. A sobrevivéncia do tecido a
isquemia é variavel, o tecido muscular € bastante resistente a isquemia, entretanto
o tecido cerebral € mais sensivel. Muitos tecidos podem se adaptar a
determinados graus de hipOxia, no entanto, qualquer tecido de mamifero
submetido a isquemia por um periodo suficiente, vai sofrer leséo irreversivel (11).
Se o periodo de deprivacdo de O, ndo é longo o suficiente para causar leséo
irreversivel, a reperfusdo com sangue, reintroduzindo O, e nutrientes, pode salvar
o tecido. Entretanto, a reintroducdo do O, a um tecido isquémico pode causar
lesdo adicional, que é mediada em parte pela producdo de espécies reativas ao

oxigénio e depende do periodo que o tecido ficou exposto a isquemia (12).

Caso o0 tempo de isquemia seja prolongado, o tecido estara

irreversivelmente lesado e evoluirdA com necrose, logo, a reoxigenacdo pouco
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adiciona a leséo existente. A reperfusdo de um tecido necrotico pode liberar
agentes toéxicos na circulacdo, como a xantina oxidase, causando problema para
outros 6rgdos do corpo, como a sindrome de disfuncdo de multiplos 6rgéos (13).
Em transplante de érgdos de doador falecido, para prevenir com sucesso a lesao
por reperfusdo, as acbes devem ser aplicadas precocemente, nos estagios dos
distarbios hemodinamicos do doador, retirada e preservacdo de o6rgdos. No
entanto, algumas intervencdes podem ser Uteis quando utilizadas na reperfuséo

do enxerto no receptor (14).

2.2 Fisiopatologia da Leséao Renal por Isquemia e Reperfusao

A isquemia causa morte das células parenquimatosas, consequéncia do
disturbio generalizado do metabolismo celular resultante do consumo do
glicogénio, falta do suprimento de oxigénio e deplecéo do trifosfato de adenosina
(ATP), fundamental para o adequado funcionamento celular através da geracao de
energia, funcionamento das bombas de sodio-potassio (Na'/K") e célcio-magnésio
(Ca**/ Mg?). Ocorre também a degradacdo do ATP em seus metabdlitos
(adenosina, inosina e hipoxantina), conversdo da xantina oxidase pela xantina
desidrogenase e reducdo do pH intracelular (15). A diminuicdo do pH é
acompanhada pela diminuicdo da fosforilagdo oxidativa mitocondrial (16). Ha
também reducdo da perfusdo vascular, causado pelo edema endotelial,

hemoconcentracdo intravascular e o desequilibro entre o 6xido nitrico (NO) e
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endotelina (17). A lesao por reperfusdo envolve mecanismos diretos e indiretos,
incluindo reposta imune, com liberagdo de mediadores inflamatorios, interleucinas
(IL) e fator de necrose tumoral (TNF), causando lesdo por estresse oxidativo e

recrutamento de leucécitos (18).

Durante a reperfusdo, ocorre a formacdo de metabdlitos do ATP com
aumento nos niveis das espécies reativas ao oxigénio, como radical superéxido
(O2-), perbxido de hidrogénio e radical hidroxila (OH) (19). A reacdo de reducdo
do peréxido de hidrogénio (H»0-) & hidroxila (OH"), pelo ferro (Fe?*) e cobre (Cu?),
inicia o processo de peroxidacao lipidica, processo que consiste em uma reacao
em cadeia que leva a destruicao de acidos graxos poli-insaturados. A peroxidagao
lipidica rompe a permeabilidade da membrana celular causando edema celular,
sobrecarga de Ca**, Na®" e lise celular (20). Na peroxidacdo lipidica, indicadores
de leséo tecidual devido as espécies reativas ao O, como F2 isoprostanos, o
malondialdeido (MDA), e as substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
(21). Como resultado da deplecdo de ATP e aumento do Ca** intracelular, ocorre
aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial na peroxidacdo lipidica,
causando aumento do Ca®" mitocondrial, esta alteracdo leva a liberacdo de
citocromo C no citoplasma e subsequente ativacdo da caspase e inicio da morte
celular por apoptose (22). Este processo em que ocorre adaptacao, regeneracéo e
apoptose pode demorar de horas a dias, dependendo do tecido afetado (23). No
néfron, o seguimento mais afetado pela lesdo por I/R é o tubulo contorcido

proximal e o ramo ascendente espesso da alca de Henle, devido a alta demanda

metabdlica e baixa capacidade de adaptacdo ao metabolismo anaerébio. Na fase
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de reperfuséo, ocorre a fase de extensao renal da lesdo isquémica, em que a
congestdo da microvasculatura, e consequente hipoperfuséo tecidual, ocasionam
expansdo da lesdo isquémica (24). No néfron afetado pela lesdo por I/R ocorre
diminuicdo da filtracdo glomerular por obstrucdo dos tubulos proximais, fenébmeno
que ocorre devido a perda da integridade das microvilosidades das células do
tubulo proximal, com consequente liberacdo de debris para a luz tubular, onde

formame-se cilindros obstrutivos (10).

2.3 Estratégias para Reduzir a Lesao por Isquemia e Reperfusao

Um dos motivos pelos quais todo esforco direcionado a criar novas e
eficazes estratégias para preservar o rim e reduzir o dano da lesao por I/R € a
crescente demanda por transplante renal e o ndo acompanhamento proporcional
da oferta de 6rgaos. Razao pela qual os programas de transplantes cada vez mais
tém usado rins de critério expandido, definidos como rins de doadores com mais
de 60 anos ou doadores entre 50 e 59 anos com hipertenséo, creatinina acima de
1,5 mg/dl ou morte de causa cerebrovascular (25). Evidéncias mostram que em
comparacao a doadores vivos e doadores nao critério expandido, rins de doadores
de critério expandido tém maior imunogenicidade (26), maiores taxas de rejeicéo e
risco aumentado de perda do enxerto (27), sendo fundamental o uso de
estratégias de preservacdo e manejo, adaptadas para cada tipo de doador, a fim

de otimizar resultados funcionais e de qualidade de vida para os pacientes.
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A principal estratégia de preservacdo renal é o resfriamento. Calne et al.
mostraram que o simples resfriamento renal em agua gelada preserva a fungéo
renal por 12 horas (28). A reducdo da temperatura abaixo de 4°C reduz o
metabolismo a 5-8%, resultando em menor deplecédo de ATP, menor producéo de
xantina oxidase e menor producdo de espécies reativas ao O, (6). Santos et al.
demonstraram em estudo experimental em ratos, que a temperatura renal com
melhor evidéncia de protecdo € de 4°C (29). Apesar do beneficio conceitual da
hipotermia, ocorrem efeitos colaterais como edema celular, acidose, acimulo de
calcio e producéo de radicais livres, que podem ser parcialmente atenuados com
as solucbes de preservacdo mais utilizadas (30). Inumeras solucdes de
preservacao foram desenvolvidas e avaliadas para perfusdo estatica hipotérmica
de rins para transplante (31). As principais solucfes de preservacéo utilizadas no
transplante renal sdo a pioneira Euro-collins, desenvolvida nos anos 60, o
custodiol (HTK, Histidine-Tryptophan-Ketoglutarate) nos anos 70 a solucdo da
Universidade de Wisconsin (UW), desenvolvida por Belzer e Southard nos anos
80. Apesar de cada solucdo ter caracteristicas diferentes, a solucédo considerada
padrdo ouro até o momento € a da UW, por ter sido demonstrado menor DGF
(delayed graft function) e maior sobrevida do enxerto em um ano (31, 32). Na sua
composicdo, a solucdo da UW possui substratos inertes como lactobionato e
rafinose, que servem como agentes osmoéticos, como coldide, € utilizado o
hidroxietilamido, que previne o edema intersticial e tém efeito benéfico nas
metaloproteinases, contém glutadiona, que previne a formacao de radicais livres, 0

alopurinol, que inibe a xantina oxidase, melhorando a preservacédo renal. Para
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estabilizacdo de membrana, contém magnésio e dexametasona (6). Devido a
mudanca no perfil dos doadores, com doadores de critério expandido, e em
particular doadores sem batimentos cardiacos, ressurgiu interesse na maquina de
perfusdo hipotérmica, que era o0 método original de preservacado renal nos anos
iniciais do transplante renal (33). Jochmans et al. mostraram em ensaio clinico
randomizado uma grande reducéo na DGF (de 70% para 54%) quando foi usada a

maquina de perfusdo hipotérmica (34).

Estratégias para limitar a lesdo por I/R em cirurgias renais, como
nefrectomia parcial e cirurgias vasculares renais, limitam-se ao resfriamento topico
e reducao do tempo do clampeamento vascular. Em nefrectomias parciais, tem se
avaliado o beneficio de clampeamento vascular seletivo e desclampeamento
precoce, o uso de manitol ndo mostrou beneficio em pacientes com funcao renal

normal prévia (35, 36).

Novas estratégias tém sido testadas, como o pré-condicionamento isquémico
(PCI), que induz a tolerancia e adaptabilidade de um 6rgdo ou tecido apods a
exposicao a um breve estimulo isquémico (37). O rim tem a habilidade de ser pré-
condicionado por um periodo nao letal de isquemia, o que o faz tolerar
subsequente lesdo induzida por isquemia (38). Em estudos, PCI reduziu lise
celular, apoptose e peroxidacao lipidica, com melhora da funcdo renal no rim
submetido a isquemia (39). Como alternativas ao PCIl séo testados o pré-
condicionamento local (PCIL) isolado (40), associado a hipotermia (41) e o pré-

condicionamento isquémico remoto (PCIR) (42).
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Diversos estudos testaram substancias antioxidantes em relacdo a sua
capacidade de reduzir a lesdo por I/R, como a N-acetil cisteina (NAC) (43),

vitamina C e E (44) e melatonina (45).

2.4 Melatonina

A melatonina é um hormdénio enddgeno, sintetizado e secretado
principalmente pela glandula pineal (46). Identificada quimicamente e isolada pela
primeira vez nos anos 60, como N-acetyl-5-methoxytryptamine (47). MEL € uma
indolamina sintetizada a partir do triptofano. Este aminoacido essencial é
transformado em serotonina e entdo a serotonina é transformada em melatonina,
em reacdes sequenciais envolvendo quatro enzimas, triptofano hidroxilase (TPH),
descarboxilase de L-aminoacidos aromaticos, N-acetiltransferase (NAT) e hidroxi-
indol-O-metiltransferase (HIOMT) (48, 49). A MEL é também produzida pelo
cérebro, epitélio respiratério, medula Ossea, intestino, ovarios, testiculos, pele
entre outros (50). Quando comparada com outras substancias antioxidantes, a
MEL tem certas vantagens devido a importantes propriedades fisicas e quimicas,
naturalmente encontrado no corpo humano. Por ser uma molécula anfifilica (s&o
moléculas que apresentam a caracteristica de possuirem uma regido hidrofilica,
solivel em meio aquoso, e uma regiao hidrofébica, insolivel em agua, porém
soluvel em lipidios e solventes organicos) permite que a MEL entre em todos os

orgaos e compartimentos subcelulares por difusdo, o que é um diferencial
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importante em relagdo a outros eliminadores de radicais livres (radical
scavengers). Comparada com outros antioxidantes (vitaminas C e E), em relagao
a protecdo de tecidos de lesdo oxidativa, MEL tem mostrado melhor ou igual
efichcia. Outra caracteristica inerente da MEL, que ndo é comum entre outros
antioxidantes, que talvez seja a caracteristica mais interessante do horménio
hipofisario, € a seletividade pela membrana mitocondrial (51). Toxicidade aguda
por MEL é extremamente baixa, seja em estudos com animais ou humanos (52),
com uma larga margem de seguranca (53). Ndo h& registro sobre efeitos
toxicologicos sérios, efeitos colaterais mais frequentemente observados em

estudos clinicos sao sonoléncia e fadiga (54).

A acdo da MEL na reducéo da lesdo por I/R se da grandemente por sua acéo
como eliminadora de radicais livres (free radical scavenger), assim como suas
acOes antioxidantes indiretas, como a estimulacdo do sistema de defesa
antioxidante celular, aumentando niveis de RNAm e atividades de diversas
enzimas antioxidantes (55). Isto inclui superoxido dismutase (SOD), que cataliza a
converséo do O% em H,0,, catalase (CAT), glutadiona peroxidase (GPX), glutamil-
cisteina-ligase, que promove a sintese de outro importante antioxidante
intracelular, a glutadiona (4, 5, 56, 57). MEL age diretamente eliminando diversos
radicais livres e espécies reativas ao nitrogénio, gerados durante a leséao por I/R
(20, 58), reduzindo a atividade da mieloperoxidase (59). Varios estudos apontam
gue MEL protege contra o prejuizo na respiracdo mitocondrial, edema mitocondrial
e peroxidacdo lipidica (60, 61). Durante I/R, MEL regula a atividade de um

marcador de integridade da membrana mitocondrial, glutamato desidrogenase.
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Além disto, estabiliza a membrana microssomal, permitindo, de maneira
concentracdo-dependente, resistir a rigidez induzida pela agédo de radicais livres
(62) e suprime o citrocromo C liberado no citoplasma devido ao edema
mitocondrial (63). MEL preserva o status funcional e energético celular durante I/R
devido a capacidade de reduzir TNFa e inibir a produgédo de NO, aumentando a
expressdo de Oxido nitrico sintetase endotelial (eNOS), fator de protecao
endotelial (64), que, se produzido precocemente, pode revogar o dano da
microcirculacéo da reperfusdo do enxerto (65). Elif et al. administraram 10mg/kg
de MEL intraperitoneal (IP) em modelo experimental em ratos submetidos a I/R, e
demonstraram ter revertido a elevacdo do TNFa e a lesdo histopatoldgica no

tecido renal (66).

Apesar de a literatura dispor de muitos estudos analisando o efeito da MEL e
também da HT na prevencdo de lesdo por I/R, ndo foram identificados estudos

analisando se ha melhora no efeito protetor combinando ambas estratégias.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar se a administracdo de MEL 10mg/kg IP por 10 minutos previamente
a isquemia e hipotermia topica (HT) renal a 4°C durante a isquemia, diminuem a

leséo renal por I/R em um modelo experimental com ratos.

4.2 Objetivos Especificos

Principal: avaliar se o rim submetido a MEL e HT associados tém menor

leséo tecidual por I/R.

Secundarios: Avaliar os efeitos da associacdo de MEL e HT em relacdo ao
estresse oxidativo, atividade de enzimas antioxidantes e parametros funcionais

bioquimicos na leséo renal por I/R
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Resumo

Introduc&o: A isquemia renal € a causa mais comum de lesdo renal aguda.
Melatonina (MEL) e a hipotermia topica (HT) diminuem a les&o renal na isquemia-
reperfusdo (I/R). Nosso estudo avalia se o efeito da combinacdo de ambas
intervencdes tém beneficio aditivo na diminuigdo do dano renal devido a leséo | / R

em ratos.

Objetivos: Avaliar os efeitos da associacdo de MEL e HT na leséo renal por
IR, tendo como desfechos: alteracdes histopatolégicas, dano por estresse

oxidativo, atividade de enzimas antioxidantes e parametros de funcao renal.

Métodos: Trinta e dois ratos Wistar foram alocados aleatériamente em quatro
grupos de oito ratos cada. Apos a nefrectomia direita, os rins esquerdos foram
submetidos a: isquemia quente (IR), isquemia fria (HT + IR), injecdo intraperitoneal
de 10 mg / kg de melatonina (MEL + IR) e injecdo de 10 mg / kg de melatonina
seguida de isquemia fria (MEL + TH + IR). O grupo controle foi composto por oito
rins direitos escolhidos de forma randomizada. Apds 240 min de reperfusao,
realizou-se nefrectomia esquerda para avaliacdo histopatologica, peroxidacao
lipidica e medicédo da atividade enzimatica antioxidante. O soro foi coletado para

medir a concentracao de uréia e creatinina.

Resultados: A associacdo de MEL e HT (MEL + HT + IR) mostrou atenuar o
dano histologico por isquemia e reperfusdo em comparacdo com MEL e HT,
isoladamente (P <0,037). Identificamos maiores valores de superoxido dismutase
(SOD) (P <0,001), diminuicéo da creatinina (P <0,001) e da uréia (P <0,001).

Conclusdes: A combinacdo de MEL e HT ofereceu melhor protecdo contra

lesdo por I/R renal do que a MEL ou TH administrados isoladamente.

Palavras-chave: Melatonina. Hipotermia. Lesdo por Isquemia-Reperfusao.

Rim. Alteracdes Histoldgicas. Estresse Oxidativo. Atividade Antioxidante. Ratos.
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INTRODUCAO

A isquemia renal € a causa mais comum de lesdo renal aguda. Esta
presente em muitas situagdes clinicas, como transplante renal, nefrectomia parcial
e cirurgia cardiovascular (1) e em unidades de terapia intensiva, e também é
responsavel por altas taxas de mortalidade (2). A lesé@o por IR leva a um aumento
da producdo de anticorpos, que pode ser prejudicial aos enxertos renais, 0 que
pode explicar a fisiopatologia da associagcao entre a funcéo tardia do enxerto e a
falha de enxerto a longo prazo (3). Durante a fase de reperfusédo da IR, o fluxo
sanguineo pode produzir radicais livres de oxigénio que promovem a peroxidacao
lipidica envolvida no dano aos tecidos. A peroxidacdo da membrana lipidica, o
dano oxidativo das proteinas e do DNA favorecem a apoptose e a morte celular
(4). Além disso, a reducdo da catalase, superoxido dismutase e glutationa
peroxidase, enzimas antioxidantes, pode ser a via da lesdo por isquemia-
reperfusdo (5). Estudos tém demonstrado efeitos benéficos de antioxidantes e

eliminadores de radicais livres, inibindo esta via para proteger da lesdo por IR (6).

A hipotermia topica (HT) tem sido amplamente aceita como uma estratégia
importante de preservacdo renal e é protetora contra lesbes causadas por
isquemia e reperfusdo (IR). A reducdo da temperatura central do rim abaixo de
4°C resulta em uma diminuicdo do metabolismo em 5-8%, na maioria das células,
e na reducdo da atividade enzimatica (7). A melhoria das solucbes de

preservacao, com o objetivo de neutralizar vias nocivas durante a preservacao a
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frio, permite tempos de armazenamento mais longos e com melhor qualidade de
preservacao (8). Apesar das vantagens da hipotermia, ocorrem efeitos colaterais
indesejaveis, como edema celular, acidose, atividade enzimética alterada,

acumulo de célcio, producgédo de espécies reativas de oxigénio (9).

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) € um importante produto da
glandula pineal, tem funcdo imunoldgica, reguladora do sono e ritmo circadiano.
Além disso, a melatonina (MEL) possui uma potente atividade de eliminagédo de
radicais livres devido a sua capacidade de ser um doador de elétrons (10, 11). A
MEL provou ser um antioxidante / antiinflamatorio importante, atuando em varias
situagdes relacionadas ao estresse oxidativo e a inflamagédo (12-14). MEL
influencia em varios estagios na reducdo de lesfes por IR, ativa enzimas
antioxidantes como SOD e CAT, também reduz a peroxidacdo lipidica e a

apoptose. (10, 15).

Sabe-se que HT e administracdo de MEL individualmente tem beneficios na
reducdo da lesédo por IR. O objetivo deste estudo é observar os resultados da
associacao dessas estratégias para avaliar se ha um beneficio adicional em danos
histoldgicos, estresse oxidativo, atividade enzimatica antioxidante e parametros

bioquimicos.
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METODOS

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Projeto niumero 15-0472, em
conformidade com os Principios Internacionais para a Pesquisa Biomédica
Envolvendo Animais, publicados pelo Conselho de Organizagdes Internacionais de
Ciéncias Médicas (CIOMS), assim como com a lei brasileira de uso cientifico de

animais (Lei 11.794/2008).
Animais e desenho experimental

Ratos Wistar adultos do sexo masculino, com peso entre 276 e 406g (8 a
10 semanas de idade), foram alojados na Unidade de Experimentacdo Animal do
HCPA em grupos de quatro, em gaiolas separadas, a temperatura ambiente (22 +
2 ° C), com um Ciclo claro / escuro de 12 horas e acesso livre a agua e racao
padronizada. De forma prospectiva, ratos foram alocados aleatoriamente em
guatro grupos experimentais. No Grupo 1 (IR, n = 8) o rim esquerdo foi submetido
a isquemia quente durante 40 minutos e reperfusédo de 4 horas. No grupo 2 (HT +
IR, n = 8) o rim esquerdo foi submetido a isquemia fria durante 40 min e
reperfusdo de 4 h. O grupo 3 (MEL + IR, n = 8) MEL (10 mg / kg; IP) foi
administrado 10 min antes da isquemia, seguido de isquemia quente durante 40
min e reperfusao de 4 h. O grupo 4 (MEL + HT + IR, n = 8) MEL (10 mg / kg; IP) foi
administrado 10 min antes da isquemia, o rim esquerdo foi submetido a isquemia

fria por 40 min e reperfusdo de 4 h. Nefrectomia direita foi realizada em todos os
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ratos antes da isquemia. Oito rins direitos aleatoriamente designados constituiram
0 grupo controle (n = 8).

bY

ApOs pesagem, os animais foram submetidos a inducdo inalatéria da
anestesia geral com vaporizador de isoflurano a 3-5%, administrado através de
campanula. Apés, os animais foram colocados em mesa cirdrgica aquecida, em
posicao supina, e os reflexos da pata traseira foram testados para garantir que o
plano anestésico estava adequado. Para manutencdo da anestesia, foram
utilizados fluxo de oxigénio a 1ll/min e vaporizador de isoflurano a 2-3%. Um
termOmetro eletronico retal comum (Termomed 1.0, Incoterm, Porto Alegre, Brasil)
foi utilizado para afericdo da temperatura sistémica. Se necessario, uma lampada
incandescente era utilizada para manter a temperatura sistémica entre 35,5°C-
37,5°C. Antes da incisdo abdominal, foi injetado bupivacaina 0,5% na parede
abdominal, para garantir controle da dor durante e apds o procedimento. Nos
grupos expostos a melatonina, (MEL + IR e MEL + HT + IR), MEL (10 mg / kg; IP)
foi administrado 10 min antes da isquemia. MEL (Sigma, St. Louis, MO, EUA) foi
dissolvido em etanol absoluto e depois diluido em solucdo salina, para dar uma
concentracao final de alcool a 1%. Foi realizada uma incisdo mediana longitudinal
e em seguida a nefrectomia direita. Metade do rim direito foi colocada em
formalina 10% e a outra metade congelada e armazenada a -80°C. Apds, o rim
esquerdo foi submetido a um dos quatro protocolos experimentais previamente
descritos. Para induzir isquemia, o pediculo renal foi clampeado com um clipe
microvascular atraumatico (Medicon, Tuttlingen, Alemanha). A temperatura cortical

do rim esquerdo foi aferida com um probe intraparenquimatoso conectado a um
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termémetro especifico (BAT 12, IITC Life Science, W. Hills, CA, EUA). Nos grupos
expostos a HT (Grupos HT+IR e MEL+HT+IR), a temperatura-alvo (4°C) do rim
esquerdo foi obtida com gelo picado de solugdo salina. Para evitar hipotermia
sistémica, um sistema de succao foi utilizado para remover a solucdo salina
derretida e o rim esquerdo foi isolado do resto da cavidade abdominal através da
aplicacdo de um dispositivo especialmente confeccionado. Apdés 40 min de HT
com isquemia, o pediculo renal era desclampeado e a parede abdominal fechada.
Os animais eram movidos para uma nova gaiola com agua, mas sem comida.
ApoOs 4 h de reperfuséo, eles eram novamente movidos da gaiola para a mesa
cirargica. Novamente era realizada anestesia geral inalatoria. As suturas da
parede abdominal eram removidas e, subsequentemente, era realizada a
nefrectomia esquerda. Os mesmos procedimentos empreendidos com o rim direito
eram praticados no rim esquerdo. Amostra de sangue era coletada através de
puncéo cardiaca. Cardiectomia foi feita para garantir a morte do animal durante a

anestesia.

Alteracdes histopatoldgicas

Metade de cada rim foi fixado em formalina 10%, embebido em parafina,
cortado em laminas e corado pelo método de hematoxilina e eosina (H&E) e acido
periddico de Schiff (PAS). Os critérios empregados para graduar a gravidade da
necrose tubular aguda foram uma adaptacdo da escala de Jablonski et al (16).

Com os seguintes graus de lesdo: 1, mitose e necrose de células individuais; 2,
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necrose de todas as células adjacentes aos tubulos contorcidos proximais, mas
com viabilidade dos tubulos vizinhos; 3, necrose confinada ao terco distal dos
tubulos contorcidos proximais, com uma banda de necrose estendendo-se através
do cortex interno; 4, necrose afetando todos os trés segmentos dos tubulos
contorcidos proximais. Foi atribuido grau zero para descrever achados normais.
Todas as laminas foram examinadas por patologista experiente em patologia

renal, cegado para os grupos controle e experimentais (Figura 1).

Figura 1 - Avaliacao Histopatoldgica

Avaliacdo histopatolégica de rins de ratos que mostram o0s graus de necrose
tubular aguda descrita por Jablonski et al(16) (examinados sob microscoépio de luz,
Olympus bx41, Toéquio, Japdo): Fotomicrografias do cortex renal: (A) nao
apresentando anormalidade, grau 0 (HE x 400); (B) mostrando necrose de células
individuais e células mitéticas em necrose tubular aguda, grau 1 (HE x 400); (C)
mostrando necrose de um grupo de tubulos contornados proximais em necrose
tubular aguda, grau 2 (HE x 400); (D) necrose do terco distal dos tubulos
contorcidos proximais em necrose tubular aguda, grau 3 (HE x 400); (E) necrose
afetando todos os trés segmentos dos tubulos contorcidos proximais, grau 4.



42

Preparacédo do homogeneizado de rim

Os rins foram pesados e homogeneizados por 40 seg em uma
homogeneizadora Ultra-Turrax (IKA Works Inc., Wilmington, DE, EUA) a 4°C na
presenca de 1,15% KCL (9ml por g de tecido) e fluoreto de fenilmetilsulfonil
(PMSF) a uma concentragdo de 100 mM em isopropanol (10 ul por ml of KCI). O
homogeneizado foi entdo centrifugado por 10 min a 3.000 rpm em uma centrifuga
refrigerada (SORVALL Super T21; Kendro Laboratory Products, Weaverville, NC,
EUA). O precipitado foi descartado e o sobrenadante retirado e congelado a -80°C

para analises bioquimicas subsequentes.
Proteina

A concentracdo de proteina foi determinada pelo meétodo de Bradford
utilizando albumina bovina como padréo, seguido de espectrofotometria a 595 nm.
A concentracdo de proteina foi utilizada para determinar os niveis das enzimas

antioxidantes.
Dano por estresse oxidativo

Os niveis de malondialdeido (MDA) foram medidos usando as substancias

reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS).
Atividade das enzimas antioxidantes

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi determinada pela inibicdo da

reacdo do radical superéxido com adrenalina em um espectrofotbmetro a 480 nm.
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Os resultados sdo expressos como USOD/min/mg proteina. A atividade da
catalase (CAT) foi calculada baseado na decomposicéo do perdxido de hidrogénio
em um espectrofotdmetro a 240 nm. Os resultados desse procedimento sdo

expressos como pmol/mg proteina.
Parametros funcionais bioquimicos

Os niveis séricos de uréia e creatinina no inicio (sangue coletado do plexo
retro-orbital) e no final do experimento (do sangue coletado do coragao) foram
estimados usando equipamento de bioquimica automéatico Roche Cobas 8000
c702. Os parametros funcionais bioquimicos foram analisados apenas em relagéao
aos grupos experimentais, pois a uréia e a creatinina foram estimados a partir do

sangue periférico.
Analise estatistica

Os dados foram apresentados como frequéncia e porcentagem e média +
desvio padrédo (P). Realizamos associacdes entre variaveis com os testes qui-
quadrado C?. Para comparar variaveis continuas, utilizou-se o teste ANOVA. O
teste Turkey foi aplicado para comparacdes post hoc. Diferencas estatisticamentes
significativas estatistico foram aceitas com P<0,05. Todas as analises estatisticas
foram realizadas utilizando o Pacote Estatistico para Ciéncias Sociais (PASW

Statistics for Windows, Versao 18.0. Chicago: SPSS Inc).
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Resultados

As caracteristicas de base dos ratos, nos quatro grupos de estudo e no
grupo controle, incluindo o peso, a temperatura e as concentracdes séricas de

creatinina e uréia foram semelhantes.

A avaliacao histopatologica revelou diferencas significativas entre os grupos
estudados (Figura 2). O grau de leséo por | / R foi maior nos grupos IR, HT + IR e
MEL + IR do que no grupo controle. Ha ratos nos grupos IR e HT + IR
apresentados com lesdo de grau 4, enquanto que nenhum dos ratos no grupo
MEL + IR apresentou uma leséo de grau 4 e um tinha grau 0. O grupo MEL + HT +
IR apresentou o menor grau de lesdo, nenhum dos ratos com lesao de grau 3 ou 4

e um com grau 0, semelhante ao grupo controle, rins ndo submetidos a | / R.
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Figura 2 - Diferencas entre os grupos em grau histopatolégico

IR, isquemia e reperfusao; HT + IR, hipotermia tépica + isquemia e reperfuséo;
MEL + IR, melatonina + isquemia e reperfusdo; MEL + HT + IR, melatonina +
hipotermia topica + isquemia e reperfusdo. Teste do qui-quadrado (p <0,037).

O dano ao estresse oxidativo foi medido pelo teste de tecido TBARS, que
avalia o grau de peroxidacéo lipidica. Os valores de TBARS foram mais altos nos
grupos IR e HT + IR, mas foram menores nos ratos em que foi administrado MEL.
Os valores TBARS foram significativamente menores no MEL + IR do que em

todos os outros grupos (P <0,05; Figura 3).
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Figura 3 - Médias de TBARS

IR, isquemia e reperfusdo; HT + IR, hipotermia topica + isquemia e reperfusao;
MEL + IR, melatonina + isquemia e reperfusdo; MEL + HT + IR, melatonina +
hipotermia topica + isquemia e reperfusdo, TBARS; espécies reactivas ao acido
tiobarbiturico.

* MEL+IR vs IR (P<0.05); HT+IR (P<0.05); MEL+HT+IR (P<0.05).

Nota: Para comparar variaveis continuas, utilizou-se o teste ANOVA. O teste
Turkey foi aplicado para comparacfes pos hoc.

A atividade da SOD foi menor no grupo IR do que nos outros grupos e foi
significativamente maior nos grupos MEL + HT + IR e HT + IR que no grupo IR (P
<0,05), a liberacdo de CAT foi maior no grupo MEL + HT + IR do que nos outros

grupos, mas a diferenca néo foi estatisticamente significativa (P> 0,05; Figura 4).
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Figura 4 - Médias de SOD e Catalase

IR, isquemia e reperfusdo; HT + IR, hipotermia topica + isquemia e reperfusao;
MEL + IR, melatonina + isquemia e reperfusdo; MEL + HT + IR, melatonina +
hipotermia topica + isquemia e reperfusdo; SOD, superoxide dismutase; CAT,
catalase. A, SOD; B, CAT.

*|R vs HT+IR (P<0.05); MEL+HT+IR (P<0.05).
T Nao ha diferencas estatisticamente significativas.

Nota: Para comparar variaveis continuas, utilizou-se o teste ANOVA. O teste
Turkey foi aplicado para comparacdes pos hoc.

A avaliacdo dos parametros funcionais, no final do protocolo experimental,
mostrou que as concentracdes séricas de creatinina e uréia foram mais elevadas
no grupo IR. As concentracdes de ambas foram significativamente menores no
grupo MEL + HT + IR do que nos outros grupos (P <0,05). As diferencas da linha
de base também foram menores no grupo MEL + HT + IR, enquanto que 0 grupo
HT + IR apresentou diferenca significativa entre as concentracdes de creatinina

final e basal, Figura 5.
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Figura 5 - Médias de Creatinina e Uréia

Médias de creatinina e uréia entre os grupos de estudo pré e pos-procedimento.

IR, isquemia e reperfuséo; HT + IR, hipotermia topica + isquemia e
reperfusdo; MEL + IR, melatonina + isquemia e reperfusdo; MEL + HT + IR,

melatonina + hipotermia topica + isquemia e reperfuséo. A, creatinina; B,

ureia.

*|R vs HT+IR (P<0.001);

1 IR vs MEL+HT + IR (P<0.001).

T HT+IR vs MEL+IR (P<0.001).

§ MEL+IR vs MEL+HT +IR (P<0.001).

Nota: Para comparar variaveis continuas, utilizou-se o teste ANOVA de dois
sentidos. O teste da Turquia foi aplicado para comparacdes pos hoc.
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Discussao

Identificamos que a I/R causou altera¢des histopatoldgicas, incluindo graus
3 e 4 (16), nos grupos IR e HT + IR. O pré-tratamento com MEL isolada (MEL +
IR) atenuou levemente o dano histopatolégico, ndo apresentando lesdo grau 4,
mas o dano nao diferiu significativamente do grupo de controle. Estudos relataram
gue a MEL desempenha um papel de citoprotecdo na lesédo induzida por IR,
revertendo os danos causados pela nefrotoxicidade por I/R(17). O grupo em que
foi realizado pré-tratamento com MEL foi associado com hipotermia topica a 4°C
(MEL+HT+IR) reduziu marcadamente a leséo histopatoldgica por I/R (P <0,037).
Apresentando lesGes grau zero, 1 e 2, mas nado apresentou lesdes grau 3 ou 4.
N&o havendo, em relacdo ao grupo controle, diferenca estatistica. Assim, o
tratamento combinado mostrou beneficios, reduzindo a extensdo histopatolégica

da lesao tecidual.

Diferentes estudos avaliam o uso da melatonina isolada ou em combinacao
com outras substancias para reduzir a lesdo por I/R (18-20). No entanto, nenhum
estudo foi encontrado para avaliar se a combinacdo do pré-tratamento com MEL
com hipotermia tépica promove a reducao dano por IR. Em trabalho com modelo
experimental de I/R com ratos, em que pré-tratamento com Melatonina 10mg/kg
IP, 10 minutos antes da isquemia, atenuou alteracdes histopatoldgicas e indices

bioquimicos (21). Com o conhecimento de que a hipotermia tépica é uma
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estratégia consolidada para reduzir o dano renal por I/R, atuando na reducao do
metabolismo celular e o estresse oxidativo, essencial para a viabilidade dos

orgdos durante o periodo de isquemia (7).

A lesdo renal induzida por IR esta relacionada a peroxidacao lipidica, um
mecanismo que causa dano oxidativo da membrana celular, levando a producdo
de radicais livres (10), TBARS é um bom indicador do grau de peroxidacdo
lipidica, em nosso estudo o grupo IR aumentou significativamente os niveis de
TBARS, o0 que demonstra aumento da peroxidacéo lipidica devido ao aumento do
estresse oxidativo (22). Nossos dados mostraram que, no grupo MEL + IR, o
valor TBARS diminuiu significativamente quando comparado a todos o0s outros
grupos (P <0,001). O resultado observado mostra que a melatonina reduziu a
producdo de TBARS, o que indica diminuicdo da peroxidacdo lipidica e danos
celulares. Esta diminuicdo da peroxidacao lipidica pode ser, em parte, devido a
propriedade de MEL eliminar o anion peroxinitrito (ONOO-) e o radical hidroxila
(OH) (23). No grupo 4 (MEL + TH + IR), houve uma tendéncia para diminuir a

média de TBARS, mas este achado néo foi estatisticamente significativo.

Atividade das enzimas antioxidantes & um desfecho relevante em pesquisas
sobre I/R. Acumulo de radicais livres e reducdo de enzimas antioxidantes causam
lesdo celular ao nivel da membrana, DNA e proteina. O SOD diminui rapidamente
durante a isquemia renal, sendo o principal fator o tempo de exposi¢cao ao insulto
isquémico (24, 25). De acordo com os achados mostrando que a MEL ativa o SOD
(10), identificamos que a atividade SOD foi significativamente maior no MEL + HT

+ IR do que no grupo IR (P <0,02). Em contraste, nem HT e nem MEL de forma
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isolada aumentaram significativamente a atividade SOD. Esses achados sugerem
gue a combinacao de MEL e TH estimulou as enzimas antioxidantes protetoras,

corroborando nossos achados histopatolégicos.

Identificamos também que o grupo IR apresentou aumento significativo das
concentracbes de creatinina e uréia, mostrando que I/R tem efeitos deletérios
sobre a funcéo renal, mesmo agudamente. As concentracdes de creatinina foram
menores no grupo MEL + HT + IR do que nos grupos IR e MEL + IR, evidenciando
gue a terapia combinada fornece protecdo aditiva da funcédo renal (P <0,05). Além
disso, a isquemia fria isoladamente no grupo de TH + IR apresentou melhor
protecdo da funcéo renal quando comparada aos grupos IR e MEL + IR (P <0,05).
Como esperado, as concentracfes de uréia pés-isquemia foram maiores no grupo
IR, constatando que I/R prejudica a funcdo renal. Embora as concentracdes de
uréia tenham sido mais baixas nos grupos TH + IR e MEL + IR do que no grupo
IR, as diferencas ndo foram estatisticamente significativas. Em contraste, as
concentracfes de uréia foram significativamente menores no grupo MEL + TH + IR
do que nos outros grupos (P <0,05), provavelmente devido ao efeito protetor
sinérgico de ambas as intervencgdes. Os beneficios da isquemia fria a 4°C incluem
a reducdo do metabolismo celular(26, 27) e a producdo reduzida de xantina
oxidase(7), enquanto os beneficios da MEL incluem a ativacdo de enzimas
antioxidantes e a protecao da fosforilacdo oxidativa. Assim, em conjunto, a HT e a
MEL reduzem as concentracdes de creatinina e uréia, ambos os parametros da

funcao renal.
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Em revisdo da literatura, até 0 momento, este estudo é o primeiro a avaliar
os efeitos de MEL e HT sobre lesdo renal induzida por IR. Este modelo
experimental foi considerado adequado, gerando alterac6es histopatoldgicas
induzidas por IR, alteracédo de fatores relacionados ao estresse oxidativo e piora
da funcéo renal. Todos esses parametros foram atenuados pela MEL e TH,
especialmente pela combinacdo das duas intervencgdes. Esta combinagdo mostrou
beneficios no desfecho principal estudado, histopatologia, bem como alterando a
atividade da enzima antioxidante SOD, e os parametros funcionais de creatinina e
uréia.

O presente estudo tem varias limitagdes. Nossa utilizacdo de um modelo de
lesdo induzida por I/R aguda pode ser diferente da lesdo I/R crénica ou em seres
humanos. O acompanhamento em longo prazo pode revelar beneficios adicionais

de MEL + TH.

A melatonina tem sido estudada em varias situacbes, e embora seu papel
no transplante de 6rgdos ainda nao seja estabelecido, estudos experimentais
demonstram seus potenciais efeitos benéficos no transplante de 6rgaos(28). O
fato de ter uma extensa janela terapéutica e ndo possuir efeitos colaterais

significativos(29) sugerindo que mais estudos sao justificados.

Além de HT, as estratégias clinicas atuais para reduzir o dano renal por I/R
incluem fluidos de perfusdo, uso de uma maquina de perfusdo hipotérmica,

administracdo de manitol, um periodo reduzido de isquemia(30). O uso de MEL,
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se comprovadamente eficaz em modelos animais de | / R e em seres humanos,
pode se tornar uma ferramenta disponivel para prevenir o dano renal renado

induzido por I/R.

Concluséao

Este estudo evidenciou que a combinacdo de MEL e HT foi mais efetiva
para atenuar a lesdo induzida por I/R do que ambas intervencbes isoladas.
Estudos adicionais, com maior seguimento, S0 necessarios para consolidar estes

achados.
Declaracédo de conflito de interesse: nao ha conflito de interesse.

Financiamento: FIPE/HCPA.
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Abstract

Purpose: Renal ischemia is the most common cause of acute kidney injury.
Melatonin (MEL) and topical hypothermia (TH) have been shown to reduce renal
ischemia-reperfusion (I/R) injury. This study evaluated whether their combination
was more effective than either alone in decreasing renal damage due to I/R injury

in rats.

Methods: Thirty-two Wistar rats were assigned to four groups of eight rats each.
Following right nephrectomy, their left kidneys were subjected to warm ischemia
(IR), cold ischemia (TH+IR), intraperitoneal injection of 10 mg/kg melatonin
(MEL+IR), and injection of 10 mg/kg melatonin followed by cold ischemia
(MEL+TH+IR). Eight randomly assigned right kidneys constituted the control group.
After 240 min of reperfusion, left nephrectomy was performed for histopathological
evaluation, lipid peroxidation, and measurement of antioxidant enzyme activity.

Serum was collected to measure urea and creatinine concentrations.

Results: Histopathological damage induced by ischemia and reperfusion was more
attenuated in the MEL+TH+IR than in the MEL+IR and TH+IR groups (p<0.037).
Superoxide dismutase activity was significantly higher (p<0.001) and creatinine
(p<0.001) and urea (p<0.001) concentrations, significantly lower in the
MEL+TH+IR than in the MEL+IR and TH+IR groups.

Conclusions: The combination of MEL and TH better protects against renal I/R

injury than does MEL or TH alone.

Key words: Melatonin. Hypothermia. Reperfusion Injury. Oxidative Stress. Kidney.
Rats.
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Introduction

Renal ischemia, the most common cause of acute kidney injury, occurs in many
clinical situations, such as renal transplantation, partial nephrectomy, and
cardiovascular surgery(1), and is being responsible for high mortality rates in
intensive care units (ICUs)(2). Renal ischemia-reperfusion (I/R) injury increases
antibody production, which can be harmful to renal allografts, and may explain the
pathophysiology underlying the association between delayed graft function and
long-term allograft failure(3). Blood flow during the reperfusion phase of I/R injury
can produce oxygen free radicals, which promote lipid peroxidation and can cause
tissue injury. Lipid membrane peroxidation and oxidative damage to proteins and
DNA can result in apoptosis and cell death(4). I/R injury may result from the
downregulation of the antioxidants such as catalase, superoxide dismutase, and
glutathione peroxidase(5). Thus, antioxidants and radical scavengers, which inhibit
this pathway, can protect from I/R injury(6).

Topical hypothermia (TH) has also been shown to protect against renal I/R injury
and has been utlized in kidney preservation, especially during kidney
transplantation. A reduction in the core temperature of the kidney under 4°C
reduces metabolism in the majority of kidney cells to 5-8%, as well as enzyme
activity(7). The improvement of preserving solutions that target harmful pathways
during cold storage better preserve organ quality for longer periods of time(8).
Despite these advantages, hypothermia also has undesirable side effects,
including cell swelling, acidosis, altered enzyme activity, calcium accumulation, and

production of reactive oxygen species (ROS)(9).

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine) is an important product of the pineal
gland that acts as a regulator of sleep, immune function, and circadian rhythm.
Furthermore, as an electron donor, melatonin (MEL) is a potent scavenger of ROS

(10, 11). MEL has been shown to have important antioxidant and anti-inflammatory
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effects in situations related to oxidative stress and inflammation(12-14). MEL has
been found to reduce I/R injury, to activate antioxidant enzymes such as
superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT), and to reduce lipid peroxidation

and apoptosis(10, 15).

The finding that both TH and MEL reduce I/R injury suggested that the two
together may have synergistic effects. This study therefore evaluated whether TH
and MEL alone or in combination, had greater benefit in terms of improving
histopathological parameters, oxidative stress damage, antioxidant enzyme
activity, and biochemical parameters after I/R in rat kidneys.

Methods

The study was approved by the Animals Research Ethics Committee of Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) (case 15-0472) and was performed in
accordance with the International Guiding Principles for Biomedical Research
Involving Animals, published by the Council for International Organizations of
Medical Sciences (CIOMS), as well as with the Brazilian law on the scientific use of
animals (Law 11794/2008).

Animals and experimental design

Adult male Wistar rats, weighing 276—-406 g (age, 8-10 weeks old), were
housed in the Animal Experimentation Unit of Hospital de Clinicas de Porto Alegre
in groups of four in separate cages at room temperature (22+2°C) with a 12-hour
light/dark cycle and free access to water and rat chow. The rats were randomly
allocated to four experimental groups of eight rats each (Figure 1). Following right
nephrectomy, their left kidneys were subjected to warm ischemia for 40 min and
reperfusion for 4 h (IR group); cold ischemia for 40 min and reperfusion for 4 h
(TH+IR group); intraperitoneal injection of 10 mg/kg MEL 10 min prior to warm
ischemia for 40 min and reperfusion for 4 h (MEL+IR group); or intraperitoneal
injection of 10 mg/kg MEL 10 min prior to cold ischemia for 40 min and reperfusion

for 4 h (MEL+TH+IR group). Eight randomly assigned right kidneys constituted the
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control group.

The surgical procedure began with the induction of inhalation general
anesthesia with an isoflurane vaporizer at 3-5%, administrated through a
campanula. Blood was collected from the retro-orbital plexus. The animals were
placed on a warm surgical table in the supine position, and their rear paw reflexes
were tested to ensure that adequate anesthesia was achieved. Anesthesia was
maintained with 1 L/min oxygen and 2-3% isoflurane. A common electronic rectal
thermometer (Termomed 1.0, Incoterm, Porto Alegre, Brazil) was used to assess
systemic temperature. If needed, a heating lamp was used for maintaining the
systemic temperature between 35.5°C and 37.5°C. Before making an abdominal
incision, bupivacaine 0.5% was injected into the abdominal wall to ensure pain
control during and after the procedure. MEL (Sigma, St. Louis, MO, USA) was
dissolved in absolute ethanol and diluted in saline to yield an ethanol concentration
of 1%. Rats in the MEL+IR and MEL+TH+IR groups were intraperitoneally
administered MEL (10 mg/kg) 10 min prior to ischemia. A longitudinal median
incision was made on the abdomen and surgical retractors were applied. Right
nephrectomy was performed. Half of the right kidney was immersed in 10%
formalin and the other half frozen and stored at -80°C. Ischemia was induced in the
left kidneys by clamping the renal pedicle with an atraumatic microvascular surgery
clip (Medicon, Tuttlingen, Germany). Cortical left kidney temperature was assessed
with an intra-parenchymal probe connected to a specific thermometer (BAT 12,
lITC Life Science, W. Hills, CA, USA). The left kidneys in the TH, TH+IR and
MEL+TH+IR groups were flushed with ice-cold saline solution to achieve a target
temperature of 4°C. To avoid systemic hypothermia, a suction system was installed
to remove the cold saline solution, and the left kidney was isolated from the rest of
the abdominal cavity using a device made of polystyrene and latex. After 40 min of
TH or warm ischemia, the clamp was removed from the renal pedicle and the
abdominal wall was closed. The animals were moved to a new warm cage with
water, but without food. After 4 h of reperfusion, they were moved again to the

surgical table and again anesthetized by inhalation general anesthesia. The
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abdominal wall sutures were removed and left nephrectomy was performed. Blood
samples were collected through heart puncture. Cardiectomy was performed to

ensure animal death under anesthesia.
Histopathological changes

Half of each kidney was fixed in 10% formalin, embedded in paraffin, sliced,
and stained with hematoxylin and eosin (H&E) and periodic acid-Schiff (PAS) stain.
The sections were examined under light microscope (Olympus bx41, Tokyo,
Japan) at a magnification of 400x in a blinded manner by an experienced renal
pathologist. The samples were graded histopathologically as described
previously(16), with grade 1 indicating mitoses and necrosis of individual cells;
grade 2 indicating necrosis of all cells in adjacent proximal convoluted tubules, with
survival of surrounding tubules; grade 3 indicating necrosis confined to the distal
third of the proximal convoluted tubule with a band of necrosis extending across
the inner cortex; and grade 4 indicating necrosis affecting all three segments of the
proximal convoluted tubules. In addition, normal findings were designated grade 0
(Figure 1).
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Figure 1 - Histopathological evaluation

Histopathological evaluation of rat kidneys showing the degrees of acute tubular
necrosis described by Jablonski et al(16) (examined under a light microscope;
Olympus bx41, Tokyo, Japan): Photomicrographs of the renal cortex: (A) showing
no abnormality, grade 0 (HE x400); (B) showing necrosis of individual cells and
mitotic cells in Grade 1 acute tubular necrosis (HE x400); (C) showing necrosis of
a group of proximal convoluted tubules in Grade 2 acute tubular necrosis (HE
x400); (D) showing necrosis of the distal third of the proximal convoluted tubules in
Grade 3 acute tubular necrosis (HE x400); (E) showing necrosis affecting all three

segments of the proximal convoluted tubules.
Kidney homogenate preparation

Kidneys were weighed and homogenized for 40 sec in an Ultra-Turrax
homogenizer (IKA Works Inc., Wilmington, DE, USA) at 4°C in the presence of
1.15% KCI (9 ml per g of tissue) and phenyl-methyl-sulfonyl fluoride (PMSF) at a
concentration of 100 mM in isopropanol (10 pl per ml of KCI). The homogenate
was centrifuged for 10 min at 3,000 rpm in a refrigerated centrifuge (SORVALL
Super T21; Kendro Laboratory Products, Weaverville, NC, USA), the precipitate

was discarded, and the supernatant was frozen at -80°C for subsequent
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biochemical analysis.
Protein

Protein concentrations were determined using the Bradford method with
bovine albumin as a standard, followed by spectrophotometry at 595 nm.

Oxidative stress damage

Malondialdehyde (MDA) levels were measured using thiobarbituric acid

reactive substances (TBARS).
Antioxidant enzyme activity

Superoxide dismutase (SOD) activity was determined by assessing the
inhibition of superoxide-dependent adrenaline auto-oxidation,
spectrophotometrically at 480 nm. The results were expressed as USOD/min/mg
protein. Catalase (CAT) activity was calculated based on the decomposition of
hydrogen peroxide, as shown spectrophotometrically at 240 nm, with the results

expressed as pmol/mg protein.
Biochemical functional parameter analysis

Serum concentrations of urea and creatinine (sCr) at baseline and at the
end of the experiment, from the blood samples collected from the retro-orbital
plexus and heart, respectively, were estimated using a Roche Cobas 8000 c702
automatic biochemistry apparatus. Biochemical functional parameters were
analyzed only with regard to experimental groups because urea and sCr were

estimated from peripheral blood.

Statistical Analysis
Data were presented as frequency and percentage or as meanzSD.
Associations between variables were assessed using y? tests. Continuous
variables were compared by one-ANOVA, followed by Turkey’s test for post hoc

comparisons. Statistical significance was set at P<0.05. All statistical analyses
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were performed using the Statistical Package for the Social Sciences (PASW
Statistics for Windows, Version 18.0. Chicago: SPSS Inc).

Results

The baseline characteristics of rats in the four study groups and the control
group, including weight, temperature, and serum creatinine and urea

concentrations were similar.

Histopathological evaluation revealed significant differences among the groups
studied (Figure 2). The degree of I/R injury was greater in the IR, TH+IR and
MEL+IR groups than in the control group. There are rats in the IR and TH+IR
groups presented with grade 4 injury, whereas none of the rats in the MEL+IR
group presented with a grade 4 injury and one had grade 0. The MEL+TH+IR
group showed the lowest degree of injury, with none of the rats having a grade 3 or
4 injury and one having grade 0, similar to the control group of kidneys not
subjected to I/R.
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Figure 2 - Differences between the groups in histopathological grade

IR, ischemia and reperfusion; TH+IR, topical hypothermia+ischemia and
reperfusion; MEL+IR, melatonin+ischemia and reperfusion; MEL+TH+IR,
melatonin+topical hypothermia+ ischemia and reperfusion. Chi-square test
(p<0.037)

Oxidative stress damage was measured by TBARS tissue assay, which
assesses the degree of lipid peroxidation. TBARS values were highest in the IR
and TH+IR groups, but were lower in rats administered MEL. The TBARS values
were significantly lower in the MEL+IR than in all of the other groups (P<0.05;

Figure 3).

SOD activity was lower in the IR than in the other groups, and was significantly
higher in the MEL+TH+IR and TH+IR groups than in the IR group (P<0.05), CAT
release was higher in the MEL+TH+IR group than in the other groups, but the

difference was not statistically significant (P>0.05; Figure 4).
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Figure 3 - Means of TBARS

IR, ischemia and reperfusion; TH+IR, topical hypothermia+ischemia and
reperfusion; MEL+IR, melatonin+ischemia and reperfusion; MEL+TH+IR,
melatonin+topical hypothermiatischemia and reperfusion,TBARS; thiobarbituric
acid reactive species.

* MEL+IR vs IR (P<0.05); TH+IR (P<0.05); MEL+TH+IR (P<0.05).

Note: For comparing continuous variables the one-ANOVA test was used. The
Turkey’s test was applied for post hoc comparisons.
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Figure 4 - Means of SOD and Catalase

IR, ischemia and reperfusion; TH+IR, topical hypothermia+ischemia and
reperfusion; MEL+IR, melatonin+tischemia and reperfusion; MEL+TH+IR,
melatonin+topical hypothermia+ischemia and reperfusion; SOD, superoxide
dismutase. A, SOD; B, catalase.

* |R vs TH+IR (P<0.05); MEL+TH+IR (P<0.05).
T There are no statistically significant differences.

Note: For comparing continuous variables the one-ANOVA test was used. The
Turkey’s test was applied for post hoc comparisons.

Assessment of functional parameters at the end of the experimental protocol
showed that serum creatinine and urea concentrations were highest in the IR
group. The concentrations of both were significantly lower in the MEL+TH+IR
group than in the other groups (P<0.05). Differences from baseline were also
lowest in the MEL+TH+IR group.The TH+IR group showed significant differences

in creatinine concentrations compared to IR and MEL+IR (Figure 5).
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Figure 5 - Means of Creatinine and Urea

Means of creatinine and urea between the study groups pre- and post-
procedure.

IR, ischemia and reperfusion; TH+IR, topical hypothermia+ischemia and
reperfusion; MEL+IR, melatonin+ischemia and reperfusion; MEL+TH+IR,
melatonin+topical hypothermia+ischemia and reperfusion. A, creatinine; B, urea.

*|R vs TH+IR (p<0.001);

1t IR vs MEL+TH + IR (p<0.001).

T TH+IR vs MEL+IR (p<0.001).

§ MEL+IR vs MEL+TH +IR (p<0.001).

Note: For comparing continuous variables the two way ANOVA test was used.
The Turkey’s test was applied for post hoc comparisons.

Discussion

In our study, I/R caused histopathological changes, including grades 3 and 4
injury(16), in both the IR and TH+IR groups. Pre-treatment with MEL alone
(MEL+IR) slightly attenuated these histopathological damages, with no kidney
experiencing grade 4 injury, but the damage did not differ significantly from that in
the control group. MEL has been shown to act as a cytoprotective agent in I/R-
induced lesions, reversing the damage caused by I/R nephrotoxicity(17). The

combination of MEL pre-treatment plus topical hypothermia at 4°C (MEL+TH+IR)
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markedly reduced the degree of histopathological damage induced by I/R.
Although some of these kidneys had grade 1 and 2 injuries, none had grade 3 and
4 lesions, showing no difference with the control group. Thus, combined treatment

showed benefits, reducing the histopathological extent of tissue injury.

Several studies have evaluated the effects of MEL alone or in combination with
other substances on I/R injury(18-20), previous study evaluated whether pre-
treatment with MEL reduced I/R injury(21) In that study, which used an
experimental IR model in rats, pre-treatment with 10 mg/kg MEL 10 minutes prior
to ischemia attenuated histopathological changes and reduced biochemical
indices. I/R-induced renal damage can also be reduced by topical hypothermia,
which reduces cellular metabolism and oxidative stress, making it essential for

organ viability during the period of ischemia(7).

I/R-induced renal injury is associated with lipid peroxidation, a mechanism that
causes oxidative damage to the cell membrane, leading to the production of free
radicals(10), and TBARS is a good indicator of the degree of lipid peroxidation. We
found that the level of TBARS was significantly higher in the IR than in the control
group, indicative of increased lipid peroxidation due to high oxidative stress(22).
We also found that TBARS was significantly lower in the MEL+IR than in the other
groups (P<0.001). This finding, that MEL reduces the production of TBARS
indicates that MEL decreases lipid peroxidation and cellular damage. This
reduction in lipid peroxidation may be partly due to MEL scavenging the
peroxynitrite (ONOO-) radicals and hydroxyl (OH) ions(23). Although TBARS also
tended to be lower in the MEL+TH+IR group than in the IR and IR+TH groups

these differences were not significant.

I/IR causes accumulation of free radicals and the reduction of antioxidant
enzymes, which have deleterious effects on the cell membrane, DNA, and protein.
SOD and CAT activities decrease markedly during renal ischemia, with the main
factor being the time of exposure to ischemic insult(24, 25). In agreement with

findings showing that MEL activates SOD(10), we found that SOD activity was
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significantly higher in the MEL+TH+IR than in the IR group (P< 0.02). In contrast,
neither TH nor MEL alone significantly increased SOD activity. These findings
suggest that the combination of MEL and TH stimulated protective antioxidant
enzymes, corroborating our histopathological findings.

We also found that IR significantly increased creatinine and urea
concentrations, showing that I/R has deleterious effects on renal function, even
acutely. Creatinine concentrations were lower in the MEL+TH+IR than in the IR
and MEL+IR groups, showing that combined therapy additionally protects of renal
function (P<0.05). Moreover, cold ischemia alone in the TH+IR group showed
better protection of renal function when compared with the IR and MEL+IR groups
(P<0.05). As expected, post-ischemia urea concentrations were higher in the IR
group, showing that I/R damaged renal function. Although urea concentrations
were lower in the TH+IR and MEL+IR groups than in the IR group, the differences
were not statistically significant. In contrast, urea concentrations were significantly
lower in the MEL+TH+IR group than in the other groups (P<0.05), probably due to
the synergistic protective effect of both interventions. The benefits of cold ischemia
at 4°C include the reduction of cellular metabolism(26, 27) and the reduced
production of xanthine oxidase(7), whereas the benefits of MEL include the
activation of antioxidant enzymes and the protection of oxidative phosphorylation.
Thus, together, cold ischemia and MEL reduce creatinine and urea concentrations,

both parameters of renal function.

To our knowledge, our study is the first to assess the effects of both MEL and TH
on IR-induced renal injury. This experimental model was found to be adequate, as
IR induced histopathological changes, altered factors related to oxidative stress,
and worsened renal function. All of these parameters were attenuated by MEL and
TH, especially by their combination. This combination showed benefits in the main
outcome studied, histopathology, as well as altering the activity of the antioxidant

enzyme SOD, and the functional parameters creatinine and urea.

The present study had several limitations. Our utilization of a model of acute I/R-
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induced injury may be different from chronic I/R injury or in humans. Longer-term

follow-up may reveal additional benefits of MEL+TH.

Although MEL has been studied in several situations, its role in organ
transplantation has not yet been established. Experimental studies have shown,
however, that MEL may have potential beneficial effects on organ
transplantation(28). MEL has a wide therapeutic window and few important side

effects(29), suggesting that further studies are warranted.

In addition to TH, current clinical strategies to reduce kidney damage by I/R include
perfusion fluids, use of a hypothermic perfusion machine, administration of
mannitol, a reduced period of ischemia(30). The use of MEL, if proven effective in
animal models of I/R and in humans, may become an available tool to prevent I/R-

induced kidney damage.

Conclusions

In conclusion, this study showed that the combination of MEL and TH was more
effective at attenuating I/R-induced injury than was either alone. Additional studies,

with longer follow-up, are warranted.
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8 - CONSIDERACOES FINAIS

No nosso protocolo experimental, a terapia combinada de MEL+HT atenuou a
les&o histopatologica renal. A terapia com MEL isolada teve menores valores de
TBARS, demonstrando a capacidade de diminuir a peroxidacao lipidica. Houve
maior atividade de enzimas antioxidantes nos rins submetidos a MEL+HT, além
disso, melhora nos parametros de funcao renal, demonstrando o efeito protetor da

terapia combinada.

9 — PERSPECTIVAS

Para fundamentar a terapia combinada com MEL e HT, tendo em vista que
este & um protocolo experimental para lesédo renal aguda, torna-se necessario
trabalho com maior tempo de acompanhamento dos animais apos a I/R. Caso os
achados positivos sejam mantidos, justifica-se a possibilidade de avaliacdo dos

efeitos da terapia combina de MEL e HT em humanos.



