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Resumo
A isquemia quente renal (IQR) realizada nas cirurgias de transplantes inter vivos e nefrectomias parciais pode 
contribuir para o desenvolvimento de injúria renal aguda e rejeição do órgão transplantado, na dependência da 
sua duração e da função renal pré-operatória. O uso dos ácidos graxos poli-insaturados ômega 3 tem sido alvo 
de pesquisas devido às suas propriedades anti-inflamatórias, antioxidantes, antifibróticas, vasodilatadoras e 
antitrombogênicas, com perspectivas promissoras nas lesões isquêmicas renais. Este estudo teve por objetivos 
comparar a função renal e alterações microscópicas renais em ratos Wistar, submetidos à IQR, suplementados 
com óleo de peixe enriquecido com ácido graxo poli-insaturado ômega-3. Os animais foram distribuídos 
aleatoriamente em quatro grupos (n = 12): (GC) sem suplementação, (G1) suplementação 30 dias antes da IQR, 
(G2) suplementação 30 dias após IQR, (G3) suplementação 30 dias antes e depois da IQR. Metade dos animais 
de cada grupo foi submetida à eutanásia após 24 horas e o restante após 30 dias do procedimento. Aos 30 dias 
após IQR, todos animais suplementados apresentaram elevação dos valores de creatinina plasmática, quando 
comparada à creatinina pré isquemia (p < 0,05). Comparando os três grupos suplementados ao grupo controle, 
G2 apresentou creatinina plasmática superior no pós-operatório de 30 dias (p < 0,05). Não se observou diferença 
estatística nos escores histopatológicos renais entre os grupos. Conclui-se que, nas condições propostas, o uso 
de ácido graxo poli-insaturado ômega 3 em todos os grupos suplementados não evitou o aumento de creatinina 
plasmática após isquemia quente renal, entretanto preservou a morfologia renal. [P]

Palavras-chave: Ácido graxo poli-insaturado ômega 3. Nefroproteção. Isquemia quente. Histopatologia renal. 
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Introdução

A isquemia quente com consequente interrupção 
momentânea do fluxo sanguíneo renal leva a 
importante redução da hemodinâmica e pode 
causar lesões morfofuncionais momentâneas 
ou permanentes do órgão (Dejavaran, 2006; 
Tennankore et al., 2016). No entanto, é etapa 
fundamental em alguns procedimentos cirúrgicos 
como nefrectomia parcial, nefrotomia e captação 
de rins de doadores vivos quentes (Halazun et al., 
2007; Adin e Scansen, 2011; Holt, 2011; Tennankore 
et al., 2016). Quando as lesões tissulares são 
extensas a ponto de comprometerem cerca de 65% 
da massa funcional renal, estabelece-se a injúria 
renal aguda (IRA), que caracteriza-se como declínio 
abrupto da função renal, avaliada pela elevação 
sérica da creatinina basal ou redução do débito 
urinário (Ronco, 2016). Estas alterações ocorrem 
de horas a semanas após a injúria, contudo, em 
período inferior a três meses, com alta morbidade e 
mortalidade (Vaidya et al., 2008; Bonventre e Yang, 
2011; Pieckering e Endre, 2014).

A ocorrência da IRA pós-cirúrgica em nefrectomia 
parcial foi relacionada com tempos de isquemia 
prolongados, sendo proporcional à presença de 
menor volume funcional de néfrons na massa renal 
remanescente (Thompson et al., 2010; Thompson 
et al., 2012; Abdeldaeim et al., 2015; Volpe et al., 
2015). Tennankore et al. (2016) investigaram 
retrospectivamente a função precoce de rins 
transplantados e seus resultados corroboram com 
outros autores (Siedlecki et al., 2011; Hellegering 
et al., 2012), revelando que o prolongado tempo de 
isquemia quente está diretamente relacionado à 
diminuição da sobrevida do enxerto transplantado 
e ao óbito. Atribui-se ao procedimento de isquemia 
quente causa pré-renal (hemodinâmica) e renal 
intrínseca (isquemia e reperfusão) de lesão aguda 
e potencialmente permanente (Nolan e Anderson, 
1998; Malek e Nematbakhsh, 2015).

O reestabelecimento da perfusão tecidual é 
fundamental para minimizar tais danos, contudo, a 
circulação de radicais livres de oxigênio formados 
durante o período de isquemia inicia complexa 
cascata de eventos inflamatórios, levando ao 

Abstract

The warm renal ischemia (WRI) performed in the surgeries of living kidney transplantation and partial 
nephrectomies may contribute to the development of acute renal injury and rejection of the transplanted 
organ, depending on its duration and preoperative renal function. The use of omega-3 polyunsaturated fatty 
acids has been the subject of research due to its anti-inflammatory, antioxidant, antifibrotic, vasodilating and 
antithrombogenic properties, with promising prospects for renal ischemic lesions. This study aimed to compare 
renal function and renal histopathology in Wistar rats, submitted to WRI, supplemented with fish oil enriched 
with omega-3 polyunsaturated fatty acid. The animals were randomly divided into 4 groups (n = 12): (CG) 
without supplementation; (G1) supplementation 30 days prior to WRI; (G2) supplementation 30 days after 
WRI; (G3) supplementation 30 days before and after WRI. Half of the animals in each group were euthanized 
after 24 hours and the remainder after 30 days of the procedure. At 30 days after WRI, all supplemented animals 
had increased plasma creatinine values, when compared to creatinine pre-ischemia (p < 0.05). Comparing 
the 3 groups supplemented to the control group, G2 presented higher plasma creatinine in the postoperative 
period of 30 days (p < 0.05). There was no statistical difference in the histopathological lesion scores between 
the groups. It was concluded that, under the proposed conditions, the use of omega-3 polyunsaturated fatty 
acids in all supplemented groups did not prevent an increase in plasma creatinine after warm renal ischemia, 
but preserved renal morphology.

Keywords: Omega-3 polyunsaturated fatty acids. Nephroprotection. Warm ischemia. Reperfusion. Renal 
histopathology.
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acúmulo intracelular de cálcio (Evora et al., 1996; 
Malek e Nematbakhsh, 2015), apoptose e necrose 
celular (Padanilam, 2003).

Sabe-se que a via comum das lesões renais 
envolve inflamação e fibrose; desta forma, terapias 
que possam influenciar a resposta inflamatória 
vêm sendo estudadas, incluindo o uso de ácidos 
graxos poli-insaturados ômega 3 (AGPI n-3) 
como moduladores dos mediadores inflamatórios 
derivados de lipídios (Fassett et al., 2010; Hong e 
Lu, 2013).

A família ômega 3, representada especialmente 
pelo EPA (ácido eicosapentaenóico) e DHA 
(ácido docosahexaenóico), é composta por 
ácidos graxos essenciais, poli-insaturados, e tem 
especial importância na composição fosfolipídica 
da membrana plasmática (Waitzberg, 2009). 
Desempenham funções nutricional, estrutural 
e reguladora dos lipídios, atuando de forma 
significativa na hemodinâmica e oxigenação, 
assim como na resposta inflamatória e controle de 
triglicerídeos (Waitzberg, 2009). Ainda, a proteção 
celular é atribuída à ação inibitória sobre a produção 
de eicosanoides derivados do ácido araquidônico, 
como prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos e 
citocinas pró-inflamatórias nos tecidos periféricos 
(Waitzberg, 2009). Atuam também sobre a produção 
de resolvinas e na regulação da expressão gênica 
de fator de transcrição nuclear kapa B (NFkB) [um 
sinalizador inflamatório] e nos receptores ativados 
por proliferadores do peroxissoma (PPARs), que 
possuem ação anti-inflamatória (Yaqoob, 2009). 
Ressalta-se também seu efeito antitrombogênico 
(Woodman et al., 2003), culminando em menor 
agregação plaquetária.

O objetivo deste estudo foi avaliar a função e 
morfologia de rins de ratos Wistar submetidos 
à isquemia quente unilateral, submetidos à 
suplementação oral de óleo de peixe rico em AGPI 
n-3, em dois momentos pós-operatórios.

Material e métodos

O presente trabalho foi aprovado pela Comissão 
de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Pontifícia 
Universidade Católica do Paraná (PUCPR), sob 
número de registro 741/2012. 

Foram utilizados 48 ratos Wistar (Rattus 
novergicus), machos, adultos, pesando entre 250 e 
400g acondicionados em gaiolas com água e comida 
ad libitum, com temperatura (23ºC), umidade e ciclo 
dia e noite (12 horas) controlados. Todos os animais 
foram submetidos ao procedimento de isquemia 
quente renal (IQR) do rim esquerdo com clampe 
vascular atraumático por 30 minutos (Simmons et 
al., 2011), seguido de reperfusão e, imediatamente 
depois, nefrectomia do rim oposto (direito).

Os animais foram distribuídos aleatoriamente 
em quatro grupos (n = 12), conforme programa 
de suplementação oral de óleo de peixe comercial 
- Óleo de Peixe Herbarium®, cápsulas de 1g 
contendo 0,2g de EPA e 0,1g de DHA (EPA:DHA 
2:1) - na dose de 1g.Kg-1: (GC) sem suplementação, 
(G1) suplementação prévia de 30 dias à IQR, 
(G2) suplementação posterior de 30 dias à IQR, 
(G3) suplementação prévia e posterior, ambas 
de 30 dias à IQR. Metade dos animais de cada 
grupo foi submetido à eutanásia em 24 horas pós 
procedimento de isquemia e reperfusão, sendo os 
demais submetidos à eutanásia 30 dias pós IQR. 
Os rins direitos dos animais pertencentes aos 
grupos GC e G2 foram utilizados como controle de 
normalidade sem suplementação.

A concentração plasmática de creatinina 
(LaborClin®) foi avaliada no pré-operatório 
imediato e no momento da eutanásia, em todos os 
animais.

Os rins foram fixados em solução de formaldeído 
a 4% por 24 horas e em seguida processados 
segundo histotecnologia de rotina para a obtenção 
de secções de 4 µm de espessura. Os cortes foram 
corados com hematoxilina-eosina (HE) e analisados 
à microscopia de luz por patologista que desconhecia 
os protocolos de suplementação utilizados.

Foi definido como IRA o aumento pós-
operatório de creatinina plasmática superior a 0,3 
mg.dL-1 quando comparado com momento pré-
operatório imediato, conforme classificação RIFLE, 
demonstrada na Tabela 1. 

Foram avaliados todos os rins isquemiados 
de todos os grupos (GC, G1, G2 e G3) e seis rins 
direitos, não isquemiados e não suplementados 
(do grupo controle). A análise histopatológica foi 
realizada adaptando-se aos critérios de Goujon et 
al. (1999), utilizando-se cinco critérios passíveis 



Rev. Acad. Ciênc. Anim. 2016;14:225-233

Mosko PRE, Meyer F, Lima FO, Fernandes LC, Quitzan JG.228

de observação à microscopia de luz: vacuolização 
citoplasmática apical, descolamento celular, necrose 
tubular, presença de material eosinofílico na luz 
do túbulo e infiltrado inflamatório, graduados em 
escores conforme a abragência das lesões: 1 - 
nenhuma anormalidade, 2 - lesões afetando 10% 
ou menos do rim, 3 - lesões afetando 25% do rim, 
4 – lesões afetando 50% do rim e 5 - 75% ou mais 
de lesão renal. Os escores de cada critério foram 
somados em cada um dos animais, conferindo 
uma pontuação individual. A pontuação individual 
foi somada dentro dos grupos, conferindo uma 

Estágio Creatinina Sérica

1 – Risco “Risk” Aumento de ≥ 0,3 mg.dL-1 ou ≥ 150 a 200% do valor basal

2 – Injúria “Injury” Aumento de 200-300% do valor basal

3 – Falência  “Failure” Aumento > 300% do valor basal

Perda “Loss” IRA persistente, completa perda de função por 4 semanas

Estágio Final “End-Stage” Perda da função renal por 3 meses

Nota: Adaptado de Vaidya et al., 2008. 

Tabela 1 - Sistema de classificação RIFLE para pacientes com IRA (Injúria Renal Aguda)

pontuação global do grupo, tanto no momento 24 
horas, quanto no momento 30 dias.

As análises foram realizadas utilizando o 
software estatístico GraphPad Prism version 3.00 for 
Windows, San Diego - Califórnia, EUA. Foi utilizado 
test T de student pareado para análise dentro dos 
grupos, análise de variância (One-way ANOVA) não 
pareado seguido pelo teste de médias de Bonferroni 
para análise entre grupos e teste de Kruskal-Wallis 
seguido pelo teste de médias de Dunn’s para as 
variáveis não paramétricas. Para todas as análises 
foi adotado nível de significância de 5% (p < 0,05).

Resultados 

A dosagem de creatinina feita após 24 horas na 
metade dos animais de cada grupo revelou que 75% 
destes (18/24; sendo GC: 5/6, G1: 4/6, G2: 5/6 e G3: 
4/6) apresentaram aumento superior a 0,3 mg.dL-1. 
Destes, apenas um animal (G1) apresentou aumento 
de creatinina basal superior a 300% e dois animais 
(GC e G2) apresentaram aumento de creatinina basal 
entre 200 e 300%. Os demais (15/18) apresentaram 
aumento superior a 0,3 mg.dL-1 e até de 200% do 
valor basal.

Na dosagem de creatinina realizada no momento 
da eutanásia aos 30 dias pós-IQR, observou-se que 
dos 24 animais avaliados, apenas dois apresentaram 
aumento de creatinina plasmática superior a 
0,3 mg.dL-1 (um animal de cada grupo G2 e G3), 
equivalente a 8,3%. Contudo, observou-se diferença 
entre as médias de creatinina pré e 30 dias pós-
IQR em todos os grupos suplementados, o que não 

aconteceu no grupo controle, conforme demonstra 
a Figura 1. Ainda, todas as médias pós-IQR 30 dias 
revelaram-se acima dos valores de normalidade para 
a espécie (VR 0,3-0,8mg.dL-1) (Branco et al., 2011), 
conforme Tabela 2.

Comparando-se os valores de creatinina 
plasmática pós-operatória no momento 30 dias 
entre os grupos, observa-se que há diferença 
estatística (P = 0,0283) entre GC x G2, conforme 
Figura 2.

À análise histopatológica, para cada critério 
avaliado, não foi observada diferença estatística 
entre os grupos analisados, comparando-se os 
grupos controle G1, G2, G3, e rins direitos normais 
(N) no momento 24 horas e 30 dias. Contudo, quando 
somados os escores de cada critério avaliado em 
todos os animais de cada grupo, a pontuação total 
obtida diferiu entre os rins isquemiados e os rins 
normais tanto no momento 24 horas, quanto no 
momento 30 dias (Figura 3).



Rev. Acad. Ciênc. Anim. 2016;14:225-233

Impacto da suplementação de óleo de peixe rico em ácido graxo poli-insaturado ômega 3 sobre a função e morfologia renal de ratos Wistar submetidos à isquemia quente 229

Grupos/Momentos GC G1 G2 G3

Creatinina 
Média 

(mg.dL-1)

Pré 0,7600± 0,1262 0,7467 ± 0,1046 0,6883 ± 0,04167 0,6750 ± 0,08264

Pós 0,7633± 0,1240 0,9017 ± 0,05193 0,9533 ± 0,1428 0,8500 ± 0,03633

Valor de p 0,9691 0,046* 0,0049** 0,0080**

Tabela 2 - Tabulação das médias e desvio-padrão e do valor de p considerando-se as concentrações plasmáticas de creatinina pré e 
pós operatórias em cada grupo analisado no momento 30 dias pós-IQR

Nota: * p < 0,05; ** p < 0,01. 
GC - rim esquerdo submetido à isquemia quente por 30 minutos, sem suplementação de AGPI n-3. G1 - rim esquerdo submetido à isquemia quente por 30 
minutos, com suplementação de AGPI n-3 por 30 dias pré-operatório. G2 - rim esquerdo submetido à isquemia quente por 30 minutos, com suplementação 
de AGPI n-3 por 30 dias pós-operatório. G3 - rim esquerdo submetido à isquemia quente por 30 minutos, com suplementação de AGPI n-3 por 30 dias pré 
e 30 dias pós-operatório. 

Figura 1 - Concentrações plasmáticas de creatinina (mg.dL-1) no momento pré-operatório imediato e 30 dias após 30 minutos de 
isquemia quente em ratos Wistar, pertencentes aos grupos GC - grupo controle (rim esquerdo submetido à isquemia quente por 30 
minutos, sem suplementação de AGPI n-3), G1 (rim esquerdo submetido à isquemia quente por 30 minutos, com suplementação de 
AGPI n-3 por 30 dias pré-operatório), G2 (rim esquerdo submetido à isquemia quente por 30 minutos, com suplementação de AGPI 
n-3 por 30 dias pós-operatório) e G3 (rim esquerdo submetido à isquemia quente por 30 minutos, com suplementação de AGPI n-3 
por 30 dias pré e 30 dias pós-operatório.) Os dados estão apresentados como média ± desvio padrão. 
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Figura 2 - Concentrações plasmáticas de creatinina (mg.dL-1) no 
momento 30 dias após IQR por 30 minutos, entre os grupos GC 
- grupo controle (rim esquerdo submetido à isquemia quente 
por 30 minutos, sem suplementação de AGPI n-3), G1 (rim 
esquerdo submetido à isquemia quente por 30 minutos, com 
suplementação de AGPI n-3 por 30 dias pré-operatório), G2 (rim 
esquerdo submetido à isquemia quente por 30 minutos, com 
suplementação de AGPI n-3 por 30 dias pós-operatório) e G3 
(rim esquerdo submetido à isquemia quente por 30 minutos, 
com suplementação de AGPI n-3 por 30 dias pré e 30 dias pós-
operatório). Os dados estão apresentados como média ± desvio 
padrão. Para letras iguais NS, para letras diferentes p < 0,05.

Figura 3 - Pontuação global dos escores de lesão histopatológica 
em cada grupo, no momento 30 dias pós-operatório,, 
considerando-se N - grupo normal (rim direito sem isquemia e sem 
suplementação), GC – grupo controle (rim esquerdo submetido 
à isquemia quente por 30 minutos, sem suplementação de 
AGPI n-3), G1 (rim esquerdo submetido à isquemia quente por 
30 minutos, com suplementação de AGPI n-3 por 30 dias pré-
operatório), G2 (rim esquerdo submetido à isquemia quente por 
30 minutos, com suplementação de AGPI n-3 por 30 dias pós-
operatório) e G3 (rim esquerdo submetido à isquemia quente 
por 30 minutos, com suplementação de AGPI n-3 por 30 dias pré 
e 30 dias pós-operatório).

Discussão

Neste estudo foi observado que 75% dos animais 
apresentaram aumento de creatinina compatível 
com IRA, segundo o critério RIFLE, no pós-IQR de 
24 horas, independentemente do grupo avaliado. 
Este número reflete o impacto da lesão de isquemia 
e reperfusão e redução abrupta da massa renal 
(nefrectomia) em todos os animais em 24 horas, 
independentemente de suplementação prévia 
recebida (G1 e G3).

Neste período de 24 horas pós-IQR, o aumento 
de creatinina é esperado pois trata-se de fase de 
extensão, pós fase de iniciação da injúria, e pode 
durar de minutos até sete dias (Padanilam, 2003). É 
nesta fase de extensão que as lesões de reperfusão 
e inflamação ocorrem após o insulto isquêmico 
(Padanilam, 2003), e na dependência da extensão da 

lesão epitelial é possível observar ou não respostas 
terapêuticas (Bonventre e Yang, 2011).

As variações de creatinina observadas aos 30 dias 
pós-IQR revelaram que os grupos suplementados 
apresentaram creatinina pós-IQR superiores e 
diferentes do momento pré-IQR quando comparadas 
ao grupo controle. Ainda, comparando-se apenas 
creatina pós-IQR, o grupo suplementado pós-IQR 
(G2) apresentou diferença em relação ao grupo 
controle, revelando que o uso do AGPI n-3, (EPA:DHA 
de 2:1) pode ter influenciado negativamente a 
recuperação da taxa de filtração nos animais 
suplementados e observados por 30 dias.

Sabe-se que toda reação inflamatória após 
injúria aguda será seguida de uma fase de reparação 
tissular. Questiona-se, neste momento, se a ação 
anti-inflamatória do AGPI n-3 possa interferir de 
forma negativa nesta fase de reparação. Isto pode 
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não ocorrer nas doenças crônicas, justamente por 
ser o fator inflamatório crônico implicado como 
principal fator de progressão em muitas destas 
doenças.

Neumayer et al. (1992) avaliaram a TFG (taxa 
de filtração glomerular), mensurada por clearance 
de insulina e de creatinina, em cães previamente 
suplementados com AGPI n-3 por seis semanas 
e submetidos à isquemia renal; houve queda da 
TFG no pós-isquemia imediato, mas melhora 
(sem normalização) em 72 horas nos animais 
suplementados. Esta melhora da TFG não foi 
observada nos animais do grupo controle deste 
estudo.

Hassan e Gronert (2009) observaram que ratos 
submetidos à isquemia quente por 30 minutos, 
suplementados previamente com AGPI-n3 por 
quatro semanas, não mostraram aumentos dos 
valores plasmáticos de creatinina no pós-isquemia 
de 24 horas, diferentemente deste estudo, mas 
em isquemia de 45 minutos houve aumento 
significativo dos valores de creatinina no mesmo 
período, quando comparados com grupo controle.

Quanto à análise histopatológica, não foi 
observada diferença nos escores de lesão entre os 
grupos tratados e nem mesmo entre os rins não 
isquemiados e não suplementados considerados 
normais. An et al. (2009) demonstraram que o uso 
de AGPI n-3 foi efetivo para reduzir o infiltrado 
inflamatório tubulointersticial avaliado pelo 
número de células mononucleares/mm2 em 
lâmina, mas não avaliaram o escore de lesão tubular, 
como no presente estudo, portanto não é possível 
comparar os resultados por divergir da metodologia 
empregada.

Fassett et al. (2010) realizaram compilação de 
trabalhos realizados no período de 25 anos, nos 
quais utilizaram AGPI n-3, especialmente EPA e 
DHA, no tratamento de diversas doenças renais, 
agudas e crônicas, com mecanismos patogênicos 
diferentes (nefropatia por IgA, nefrite por 
lúpus, doença renal policística, glomerulopatia 
membranosa, nefrectomia 5/6, nefropatia tóxica 
induzida por gentamicina e ciclosporina, nefropatia 
diabética), e observaram que o papel dos AGPI-n3 
permanece não esclarecido para as doenças renais. 
Estes autores discutem que a não padronização 
de métodos de estudo, as variações do número 

populacional da amostra, da proporção de EPA 
e DHA fornecida, da forma de suplementação 
escolhida, da dose utilizada e do tempo de condução 
dos estudos dificultam a comparação entre os 
resultados, inclusive a realização de metanálise. 
Para a conclusão definitiva sobre o uso do AGPI-n3 
sobre as lesões renais sugere-se a realização de 
estudo amplo, aleatorizado e com controle clínico.

Acredita-se que a dificuldade em comparar os 
dados obtidos no presente estudo com a literatura 
atual deve-se ao fato de não haver outro estudo 
realizado com a mesma metodologia

Conclusão

Aos 30 dias após IQR, todos animais 
suplementados apresentaram elevação dos valores 
de creatinina plasmática, quando comparada à 
creatinina pré isquemia. Comparando os três 
grupos suplementados ao grupo controle, o grupo 
que recebeu após IQR suplementação de 30 dias 
apresentou creatinina plasmática superior no pós-
operatório de 30 dias.

Não foi observada diferença estatística nos 
escores de lesão histopatológica entre os grupos. 
Conclui-se que, nas condições propostas, o uso de 
ácido graxo poli-insaturado ômega 3 em todos os 
grupos suplementados não evitou o aumento de 
creatinina plasmática após isquemia quente renal, 
preservando, entretanto, a morfologia renal.
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