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PALAVRAS-CHAVE Resumo

Rim; Justificativa e objetivos: Avaliar os efeitos do pré-condicionamento isquémico remoto, medi-
Lesao de ante breve isquemia de membro posterior unilateral, em combinacao com dexmedetomidina em
isquemia-reperfusao; lesao de isquemia-reperfusao renal por meio de histopatologia e imunorreatividade da caspase-
Dexmedetomidina; 3 ativa em ratos.

Caspase-3; Métodos: Foram divididos em quatro grupos 28 ratos machos albinos Wistar. Grupo 1 (Sham
Pré-condicionamento [cirurgia controle], n=7): laparotomia e disseccao do pediculo renal foram feitas em 65 minu-
isquémico; tos de anestesia e os ratos foram observados sob anestesia por 130minutos. Grupo 1
Apoptose (isquemia-reperfusao, n=7): no 65° minuto de anestesia, os pediculos renais bilaterais foram

pincados; ap6s 60 minutos de isquemia, foi feita reperfusao de 24 horas. Grupo i (isquemia-
-reperfusao + dexmedetomidina, n=7): no quinto minuto de reperfusao, dexmedetomidina
(100mg/kg intraperitoneal) foi administrada ao grupo com isquemia-reperfusdao. A reperfu-
sdo durou 24 horas. Grupo v (isquemia-reperfusdo + pré-condicionamento isquémico remoto +
dexmedetomidina, n=7): apds a laparotomia, trés ciclos de pré-condicionamento isquémico
(10 minutos de isquemia e 10 minutos de reperfusao) foram aplicados no membro posterior
esquerdo e depois de cinco minutos ao grupo .

Resultados: Os escores de lesao histopatoldgica e imunorreatividade da caspase-3 ativa foram
significativamente menores no grupo Sham em comparacao com os outros. Os escores de lesao
histopatologica dos grupos 11 e v foram significativamente menores do que os do 11 (p=0,03 e
p=0,05). A imunorreatividade da caspase-3 foi significativamente menor no grupo v do que no
I (p=0,01) e ndo houve diferenca significante entre os grupos i1 e m (p=0,06).

* Autor para correspondéncia.
E-mail: nilayboztas@hotmail.com (N. Boztas).
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Conclusées: O condicionamento farmacologico com dexmedetomidina e o pré-condicionamento
isquémico remoto em combinacdo com dexmedetomidina diminuem de modo significante a
lesao de isquemia-reperfusao renal histomorfologicamente. O uso combinado dos dois métodos
previne a apoptose via caspase-3 ativa.

© 2014 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Todos os
direitos reservados.
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Effects of dexmedetomidine in conjunction with remote ischemic preconditioning
on renal ischemia-reperfusion injury in rats

Abstract

Background and objectives: The aim of this study was to evaluate the effects of remote
ischemic preconditioning by brief ischemia of unilateral hind limb when combined with dex-
medetomidine on renal ischemia-reperfusion injury by histopathology and active caspase-3
immunoreactivity in rats.

Methods: 28 Wistar albino male rats were divided into 4 groups. Group | (Sham, n=7): Lapa-
rotomy and renal pedicle dissection were performed at 65th minute of anesthesia and the
rats were observed under anesthesia for 130 min. Group i (ischemia-reperfusion, n=7): At
65th minute of anesthesia bilateral renal pedicles were clamped. After 60min ische-
mia 24h of reperfusion was performed. Group i (ischemia-reperfusion + dexmedetomidine,
n=7): At the fifth minute of reperfusion (100ug/kg intra-peritoneal) dexmedetomi-
dine was administered with ischemia-reperfusion group. Reperfusion lasted 24h. Group
v (ischemia-reperfusion + remote ischemic preconditioning + dexmedetomidine, n=7): After
laparotomy, three cycles of ischemic preconditioning (10 min ischemia and 10 min reperfusion)
were applied to the left hind limb and after 5 min with group .

Results: Histopathological injury scores and active caspase-3 immunoreactivity were significan-
tly lower in the Sham group compared to the other groups. Histopathological injury scores in
groups 1l and v were significantly lower than group 11 (p=0.03 and p=0.05). Active caspase-3
immunoreactivity was significantly lower in the group v than group 11 (p=0.01) and there was
no significant difference between group 11 and group m (p=0.06).

Conclusions: Pharmacologic conditioning with dexmedetomidine and remote ischemic
preconditioning when combined with dexmedetomidine significantly decreases renal
ischemia-reperfusion injury histomorphologically. Combined use of two methods prevents apop-
tosis via active caspase-3.

© 2014 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Published by Elsevier Editora Ltda. All rights
reserved.

A apoptose de células tubulares renais é o resultado de
uma lesdao renal e o primeiro e importante contribuinte
da fisiopatologia da IR. Tanto a inflamacao quanto a apop-
tose coexistem em lesdo de IR renal. Durante a hipdxia,
a atividade da caspase aumenta como resultado do acu-

Introducao

A lesdao renal aguda isquémica € uma sindrome clinica
com altas taxas de mortalidade e morbidade. Por causa da
grande demanda de energia e da complexa rede da micro-

vasculatura renal, o rim é altamente sensivel a lesdao de
isquemia-reperfusao (IR).'— Os mecanismos da lesao
de IR renal sdao multifatoriais, incluindo hipoxia, danos
aos radicais livres e respostas inflamatorias sistémicas.’> A
reperfusdo isquémica do tecido renal induz condicées celu-
lares complexas e morte das células renais por causa da
apoptose.®

Apoptose € uma forma de morte celular programada
geneticamente. Duas vias principais desempenham um papel
na apoptose epitelial. A primeira, conhecida como a via
extrinseca ou de receptor de morte, é estimulada por molé-
culas da familia TNF-« ligada ao CD95 (ligando Fas =CD95)
através de sinais extracelulares. Essa via se conecta com a
segunda, a intrinseca ou mitocondrial, por meio da ativacao
da caspase-3, que inclui o citocromo c e a familia de protei-
nas Bcl-2, que, em conjunto, aumentam a apoptose.’

mulo intracelular de Ca%**. A caspase torna-se ativa nos
tecidos isquémicos e é um indicador de morte celular.? Essas
alteracoes, que podem ser observadas em células tubula-
res, podem causar a perda das bordas em escova das células
tubulares proximais e vazar da membrana basal das células
para o lume tubular, com eventual obstrucao do tubulo.® '

Entre os métodos usados para reduzir os efeitos da lesao
de IR, o pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR) e o
condicionamento farmacoldgico sdo os mais comuns.'' Na
revisdao da literatura de lingua inglesa, nao encontramos
estudo de modelo de IR experimental que investigasse os
efeitos do uso de condicionamento farmacolégico com dex-
medetomidina administrada em combinacao com PCIR.

O objetivo deste estudo experimental foi investigar
histopatologicamente os efeitos renais do PCIR unilate-
ral administrado em combinacdo com dexmedetomidina
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em extremidade inferior e avaliar a imunorreatividade da
caspase-3 ativa em modelo de IR renal em ratos.

Materiais e métodos

Foram usados 28 ratos adultos machos, albinos Wistar, com
250-300g. Até o inicio da pesquisa, os ratos foram manti-
dos em temperatura ambiente (21-22 ° C) e umidade relativa
(40-60%) em um ciclo de claro/escuro (12/12-h) e alimen-
tados com dieta padrao de racao e agua ad libitum. Apods
a aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da instituicdo, o estudo foi feito no Laboratdrio Multidisci-
plinar de Experimentacao Animal. A anestesia foi fornecida
com cetamina (50 mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg)
e administrada por via intraperitoneal (IP). Apds a anestesia,
os animais foram divididos em quatro grupos.

Grupo 1 (Sham, n=7): Apo6s a laparotomia, os pedicu-
los renais, direito e esquerdo, foram expostos no minuto
65 da anestesia e os ratos foram mantidos sob anestesia por
130 minutos sem outra intervencao.

Grupo i (IR, n=7): Apds 60 minutos de isquemia, o clampe
foi removido e a reperfusao dos rins foi permitida por
24 horas.

Grupo ui (IR +dexmedetomidina, n=7): Ap6és 60 minutos
de isquemia, o clampe foi removido, 100 ng/kg de dexme-
detomidina (Precedex 100 wg/2 mL, Abbott Laboratories, IL,
EUA) foram administrados por via IP e a reperfusao dos rins
foi permitida por 24 horas.

Grupo v (IR+PCIR + dexmedetomidina, n=7): Em seguida
a laparotomia, apds cincominutos de PCIR e 60minutos
subsequentes de isquemia renal, o clampe foi removido,
100 ng/kg de dexmedetomidina (Precedex 100 ug/2mL,
Abbott Laboratories) foram administrados e, finalmente, foi
feita reperfusao de 24 horas (fig. 1).

Expor os pediculos renais no grupo i e iniciar a isquemia
no minuto 65da anestesia nos grupos i1 e m foi determi-
nado para sincronizar todos os grupos para o tempo de
pré-condicionamento do grupo v e padronizar o inicio dos
procedimentos. As amostras de tecido foram obtidas apos
24 horas de reperfusao.

Para proteger os ratos da hipotermia, a mesa de operacao
foi aquecida com um aquecedor de lampada durante o
estudo e a temperatura corporal foi medida com uma
sonda retal e mantida a 3.737,5° C. Solucao salina por via

Grupo |
0 1565° min
I R
Grupo Il |
0 65 125 1565° min
[ DR
Grupo Il I
0 65 125 130 1565° min
IR IR I R I DR
Grupo V. T —
0 1020 30 40506065 125130 1565° min
Figura 1 Representacdo esquematica do protocolo experi-

mental. |, isquemia; R, reperfusao; D, dexmedetomidina.

subcutanea a cada hora, dosagem de 3 mL/kg, foi adminis-
trada para prevenir a desidratacao. Durante o tempo de
espera, o abdome foi fechado com tampao de gaze estéril
Umida e pinca cirGrgica. Em todos os grupos, o rim esquerdo
foi removido sob anestesia para analises histomorfoldgicas
e os ratos foram sacrificados por sangria de puncao cardiaca
ao término do estudo. Os rins foram fixados em formol tam-
ponado a 10% e embebidos em parafina, cortados em laminas
de 4-5 um e corados com hematoxilina e eosina para estudo
histoldgico com o uso de microscépio de luz.

Modelo de IR renal

Os pediculos renais bilaterais foram expostos apos a laparo-
tomia. A isquemia renal total dos pediculos renais bilaterais
foi mantida com clampeamento microvascular atraumatico.
A oclusao adequada foi confirmada pela falta de pulsacao
nos pediculos renais e pela palidez dos rins. Apos o periodo
isquémico, os clampes microvasculares foram removidos e a
reperfusdo ocorreu.

Modelo de PCIR

Para o efeito do torniquete do PCIR, um método que mostrou
ser eficaz por cintilografia de perfusao e um medidor de laser
foram usados.'>'3 Para essa finalidade, o membro posterior
esquerdo do rato foi preso com uma tira elastica (1cm de
largura e 30 cm de comprimento) na virilha e se aplicou pres-
sao ao redor. Trés ciclos de 10 minutos de isquemia foram
feitos, seguidos por 10 minutos de reperfusao (65 minutos
no total). A interrupcao do fluxo sanguineo foi confirmada
com o uso de um medidor da corrente do laser (laser Flo
BPM2, Vasamedic, EUA).

Avaliacao histomorfologica de tecido renal

As seccOes de tecido renal apos IR foram avaliadas por
microscopia de luz por dois histologistas, «cegos» para as
designacdes dos grupos de animais, que investigaram
as alteragdes estruturais dos tUbulos proximais (atrofia
tubular, perda de borda tubular em escova, vacuolizacao,
dilatacdo tubular, formacdo de calculo), a infiltracdo de
células mononucleares (CMN), as alteracdes intersticiais
estruturais, a morfologia do corpusculo renal e as células
em necrose e apoptose.

A classificacao das imagens transversais foi feita por
meio de escores semiquantitativos quanto a lesées tubuloin-
tersticiais da seguinte forma: 0=nenhuma lesao, 1=0-25%,
2=26-45%, 3=46-75% € 4=76-100%."*

Métodos de imuno-histoquimica

Os tecidos renais foram fixados em formol tamponado a
10% e, depois dos procedimentos histologicos de rotina,
foram embebidos em parafina e seccionados em cortes de
3 wm de espessura com um micrétomo e coletados em lami-
nas revestidas com poli-L-lisina.

As amostras foram armazenadas em forno a 60 °C durante
12 horas. Em seguida, um anticorpo monoclonal anticaspase-
3 especifico para rato (RB-10287-R7 LabVision) foi usado para
avaliar a imunorreatividade anticaspase-3.
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A atividade da peroxidase endogena foi bloqueada com
uma solucao de peroxido de hidrogénio a 3% em alcool.
As seccoes de lisina foram tratadas com o anticorpo
anticaspase-3 a 4° C durante a noite e, em seguida, incu-
badas com um anticorpo secundario biotinilado durante
30 minutos. Depois da aplicacdo do kit Vector Elite ABC
(Vector Laboratories Inc., Burlingame, EUA), o complexo
biotina-avidina-peroxidase para o anticorpo foi visualizado
com 0,02% de solucdo de 3,3’-diaminobenzidina. Apoés a
contracoloracao com hematoxilina de Mayer, a imagem foi
analisada.

A taxa de coloracao positiva foi avaliada com um indi-
cador de escore semiquantitativo (1-4) para densidade e
distribuicao.

Critérios de exclusao

Os ratos que precisaram de reanimacgéo foram excluidos do
estudo.

Analise estatistica

O programa SPSS (versao 15,0; SPSS, Chicago, IL, EUA) foi
usado. A analise de variancia de Kruskal-Wallis foi feita.
O teste U de Mann-Whitney foi usado para as comparacoes
pareadas dos grupos. Todos os dados foram expressos em
média + desvio padrdo. Os valores de p<0,05 foram consi-
derados como indicadores de significancia estatistica.

Resultados

Um rato do grupo v morreu durante o periodo de reperfu-
sdo e foi excluido do estudo. Os escores histomorfoldgicos
e imuno-histoquimicos das lesdes dos grupos de estudo sdao
apresentados nas tabelas 1 e 2.

Escores histomorfolégicos das lesées renais

Infiltracao de CMN: Os escores histomorfoldgicos das lesoes
do grupo Sham foram significativamente menores do que os
do grupo iv (p=0,01). Os escores das lesdes do grupo IR foram
significativamente maiores do que os dos grupos IR+Dexe
IR+PCIR +Dex (p=0,04 e p=0,04, respectivamente; fig. 2).

Alteracdes estruturais dos tUbulos proximais: Os escores
histomorfoldgicos das lesées do grupo Sham foram signi-
ficativamente menores do que os dos grupos IR, IR +Dex,

Tabela 2 Resultados imuno-histoquimicos das lesdes dos
grupos

Grupo | (n=7) Sham 0,85+0,37
Grupo 11 (n=6) IR 2,50+0,54
Grupo 1 (n=7) IR+Dex 1,71+0,75
Grupo v (n=7) IR +PCIR + Dex 1,42 +0,53

Dados expressos como média 4= DP.

0,8- S—
0,6

0,4 - - S — L — — B S—

Infiltrag@o de células mononucleares
1
i

0,2

Sham IR IR+Dex IR+RIPC+Dex

Figura 2 Escores de infiltracdo de células mononucleares
detectada por exame histomorfoldgico renal. *Comparacao do
grupo IR com o grupo Sham (p=0,01). * Comparacao dos grupos
IR +Dex e IR +PCIR + Dex com o grupo v (p <0,05).

e IR+PCIR+Dex (p<0,01, p=0,02 e p=0,02, respectiva-
mente). O grupo IR apresentou escores significativamente
mais elevados do que os grupos IR+Dex e IR+PCIR+Dex
(p=0,05 e p=0,05, respectivamente), enquanto que nao
houve diferenca significativa entre os grupos IR+Dex e
IR+PCIR+Dex (p=1,00; fig. 3).

Alteracoes glomerulares: Os escores histomorfologicos
das lesdes do Sham foram significativamente menores do
que os do grupo v (p=0,04). O grupo IR apresentou
escores significativamente mais elevado do que os grupos
IR+Dex e IR+PCIR+Dex (p=0,04 e p=0,04, respectiva-
mente), enquanto ndo houve diferenca significativa entre
os grupos IR+Dex e IR+PCIR + Dex (p=1,00; fig. 4).

Escore histopatologico total das lesdes: O do grupo
Sham foi significativamente menor do que o do grupo v
(p=0,003). A comparacao do grupo IR com os grupos IR + Dex
e IR+PCIR +Dex mostrou escores significativamente mais

Tabela 1 Resultados histomorfologicos das lesdes dos grupos

CMN AETP AG ETLI
Grupo | (n=7) Sham 0,14+0,38 0,04+0,0 0,04+0,0 0,28+0,48
Grupo 11 (n=6) IR 1,0£0,63 1,67 +0,82 0,5040,55 3,83+£2,22
Grupo 11 (n=7) IR+ Dex 0,28 +0,49 0,71+0,75 0,0+£0,0 1,42 +1,27
Grupo v (n=7) IR+PCIR + Dex 0,28 +0,49 0,71+0,75 0,04+0,0 1,42 4+1,61
p? 0,04° 0,00° 0,01° 0,008

Dados expressos como média 4= DP.

CMN, infiltracao de células mononucleares; AETP, alteracoes estruturais dos tibulos proximais; AG, alteracdes glomerulares; ETLI, escore

total das lesoes histologicas.
@ Teste de Kruskal-Wallis.
b p<0,05: diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 6 Escore da imuno-histoquimica renal. *Comparacao
Figura 3 Escores de alteracdo de lesdao tubular detec- do grupo IR com o grupo Sham (p<0,01). # Comparacdo do

tada pelo exame histomorfolégico renal. *Comparacdo dos
grupos IR, IR+Dex e IR+PCIR+Dex com o grupo Sham
(p<0,01). # Comparacao do grupo IR com os grupos IR+ Dex e
IR+PCIR +Dex (p=0,05).
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Figura 4 Escores de alteracdo de lesao glomerular detec-

tada por histomorfologia renal. *Comparacdo do grupo IR com o
grupo Sham (p<0,01). # Comparagéo do grupo IR com os grupos
IR+Dex e IR+PCIR+Dex (p<0,05).

elevados do que os do grupo IR (p=0,03 e p=0,05, respecti-
vamente), enquanto nao houve diferenca significante entre
os grupos IR+Dex e IR+PCIR +Dex (p=0,79; fig. 5).

Escore imuno-histoquimico das lesdes: Os escores da
coloracao imuno-histoquimica do grupo IR foram significa-
tivamente maiores do que os do grupo Sham (p=0,001).

Escores histopatoldgicos totais das lesdes
N
"

Sham IR IR+Dex IR+RIPC+Dex

Figura 5 Escore histopatologico total das lesdes detectadas
por histomorfologia renal. *Comparacdao do grupo IR com o
grupo Sham (p <0,01). # Comparacao do grupo IR com os grupos
IR+Dex e IR +PCIR +Dex (p <0,05).

grupo IR com os grupos IR +Dex e IR+PCIR + Dex (p=0,01).

Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos IR e IR+Dex (p=0,06).

Na comparacdo dos escores das lesdes entre os grupos
IR+PCIR+Dex e IR, os do grupo IR+PCIR+Dex foram sig-
nificativamente menores (p=0,01). Os escores das lesdes
dos grupos IR +Dex e IR+ PCIR + Dex nao diferiram (p=0,47;
fig. 6).

Nenhuma infiltracao celular ou perda de borda em escova
foi observada nas seccoes do grupo Sham (fig. 7 A e B).
Contudo, no grupo Iv, observamos infiltracao peritubular de
CMN, mais proeminente na area cortical, e perda de borda
em escova das células do tubulo proximal, atrofia tubular,

Figura 7 Seccbdes (A e B) do grupo Sham. G, glomerular;
P, tUbulo proximal; D, tUbulo distal, borda em escova.
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Figura8 Seccdes (A e B) do grupo IR. L, glomerular; P, tubulo
proximal; D, tUbulo distal; (fx1), acimulo de material proteico
nos tubulos; (x), vertido para dentro do lume de células epite-
liais tubulares.

dilatacdo tubular e vacuolizacdo. Em alguns dos tubulos,
acimulo de material proteico, em conjunto com a formacao
de castas e detritos celulares no lume dos tubulos, foi obser-
vado (fig. 8 A e B).

No grupo IR+Dex, houve perda de borda em escova
das células tubulares, atrofia tubular, dilatacdo tubular,
vacuolizacao e acimulo de material proteico e detritos celu-
lares no lume dos tubulos, porém em menor quantidade do
que no grupo IR (fig. 9 A e B).

Comparado com o grupo IR, o grupo IR+PCIR+Dex
apresentou atrofia tubular, dilatacao tubular, vacuolizacao,
acimulo de material proteico e detritos celulares no lume
dos tubulos e perda de borda em escova das células tubu-
lares, embora em menor quantidade. No entanto, em
comparacao com o grupo IR+Dex, as alteracdes tubulares
foram menos acentuadas (fig. 10 A e B).

A intensidade da coloracdo imuno-histoquimica foi maior
nas células positivas para caspase-3 ativa no grupo IR em
comparacao com o grupo Sham, enquanto foi menor nas
células dos grupos IR + Dex e IR + PCIR + Dex comparados com
o grupo IR. A intensidade da coloracao das células positivas
para caspase-3 ativa do grupo IR +PCIR + Dex foi menor em
comparacao com o grupo IR+Dex (fig. 11).

Discussao

A insuficiéncia renal aguda que ocorre como resultado de
isquemia pode ser causada por hipotensao, hipovolemia e

Grupo lll

-

Figura 9 Seccdes (A e B) do grupo IR+Dex. G, glomerular;
P, tubulo proximal; D, tUbulo distal; (fx2), acimulo de material
proteico a ser reduzido em comparacdo com 0s outros grupos.

hipoperfusao secundaria a desidratacdo, bem como leséo
de IR em cirurgias de grande porte, como as cardiotora-
cicas, vasculares e transplantes.”® A lesdo de IR é uma
das causas mais comuns de insuficiéncia renal aguda no
perioperatoério.'®

Métodos como o PCIR e o condicionamento farmacolo-
gico com dexmedetomidina, que sao usados para prevenir
ou tratar lesdes de IR renal, tém mostrado efeitos positivos
em lesdo de IR em muitos estudos anteriores. "

Em pesquisa na literatura, ndo encontramos estudo que
avaliasse os efeitos da combinacdo desses dois métodos em
lesao de IR. Este estudo experimental, com um modelo de
rato de IR renal, comparou os efeitos do uso de dexmedeto-
midina pura ou PCIR em combinacdo com dexmedetomidina
contra a apoptose renal e os avaliou por meio da imunor-
reatividade da caspase-3 e de escores histopatoldgicos das
lesoes.

De acordo com nossos resultados, o uso de dexme-
detomidina pura ou em combinacdao com PCIR reduziu
significativamente a infiltracdo de CMN, as alteracdes glo-
merulotubulares e o escore total de lesdes de IR. Em
ambos 0s grupos, todos os escores, exceto para os de
alteracées tubulares (p=0,05), foram semelhantes aos do
grupo Sham. Houve reducao significativa da imunorre-
atividade da caspase-3 no grupo dexmedetomidina em
combinacao com PCIR, o que sugere que a apoptose, a
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Figura 10 Seccdes (A e B) do grupo IR+PCIR +Dex. G, glo-
merular; P, tubulo proximal; D, tubulo distal; (fx3), acimulo de
material proteico de ser reduzido em comparagcao com os outros
grupos.

principal via de lesao IR, pode ser reduzida ou prevenida
com o uso dessa combinacao.

Varios periodos de isquemia e reperfusdao foram usados
em modelos de lesdo de IR renal em muitos estudos.'-%2
O periodo isquémico critico depende do 6rgao e isquemia

com duracdo superior a cincominutos para o cérebro e
15-20 minutos para o figado e o rim pode causar morte neu-
ronal e infarto.? Williams et al.?’ investigaram os efeitos
da lesdo de IR em amostras de sangue e tecidos obtidos pos-
-reperfusao apos 45 minutos de isquemia renal e relataram
que a lesao de IR renal ocorreu mais cedo —na quarta hora
- e atingiu o pico na 24® hora.

Os efeitos protetores de drgaos da dexmedetomidina
contra a lesdo de IR foram demonstrados em varios teci-
dos, como o cérebro, o coracdo e os rins.?*%’ Qs efeitos
de dexmedetomidina em lesao de IR renal em ratos
foram investigados por Kocoglu et al.”” Esses pesquisa-
dores relataram uma diminuicdo significativa nos escores
histopatoldgicos de lesao, detectados no minuto 45 apos
a administracao IP de 100 pg/kg de dexmedetomidina no
inicio da reperfusdo. Em nosso estudo, com a mesma dose
de dexmedetomidina administrada no inicio da reperfusao,
um efeito renoprotetor foi obtido, como evidenciado por
reducdes significativas dos escores histologicos das lesdes.
Esse efeito renoprotetor foi encontrado nao so6 durante o
periodo inicial apos a lesdo de reperfusao, mas permaneceu
até a 24 hora, que foi considerada o pico da lesdo de IR.?°

Embora o mecanismo subjacente ao efeito protetor de
dexmedetomidina em IR renal ndo esteja claro, considera-se
que dexmedetomidina aumenta o fluxo sanguineo renal e a
filtracdo glomerular e reduz a liberacio de noradrenalina.?®

Villela et al., # relataram que a administracdo de dex-
medetomidina em dose baixa em caes anestesiados reduziu
a osmolalidade urinaria e o nivel plasmatico de vasopres-
sina e causou a diurese de agua livre. Em pacientes que
nao apresentavam doenca renal, mas foram submetidos a
cirurgia toracica, ao administrar uma infusdao de dexmede-
tomidina, Frumento et al.** relataram melhoria da funcéo
renal, inclusive do fluxo urinario e da filtracao glomerular
no periodo pos-operatorio.

Um dos mecanismos mais provaveis da acdo de dexme-
detomidina é proteger o rim ao inibir a resposta ao estresse

Figura 11

Imagens seccionais coradas da caspase-3 na imuno-histoquimica dos grupos experimentais. (A) Sham, (B) IR, (C) IR + Dex

e (D) IR+PCIR +Dex; fx4, imunocoloracao da caspase-3 ativa indica células epiteliais positivas no tibulo proximal. (C e D) Secgdes
de imunocoloracao da caspase-3 ativa positiva observada nas células epiteliais do tubulo proximal, diminuida no grupo B.
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cirurgico e prevenir a vasoconstricdo mediada pelo sistema
adrenérgico.>'—** Esse mecanismo de acdo também pode
aumentar a vasodilatacao arterial renal por meio de efei-
tos vasculares diretos.'” Ha relato de que PKC desempenha
um papel importante no pré-condicionamento isquémico e
abre os canais de K* dependentes de ATP mitocondrial e
sarcolematico ao estimular as vias de transducao intrace-
lular e induzir a sintese de proteinas celulares protetoras.
Em um estudo das vias opcionais de transducao de sinal,
os agonistas do receptor alfa-2B mostraram estimular a ati-
vidade de PKC e a producao de trifosfato de inositol em
células de tubulos coletores renais distais, o que sugere que
os agonistas alfa-2 imitam a protecdo celular mimico por
PCI.?>3¢ Gu et al., '® investigaram o mecanismo de acdo de
dexmedetomidina in vitro com cultura de células humanas
estabilizadas do tubulo proximal renal, privadas de oxigénio
e glicose. Os pesquisadores relataram tanto um aumento sig-
nificativo da expressao de fosfo-Akt em cultura de células
tubulares ap6s tratamento com dexmedetomidina, depen-
dente da dose, quanto um efeito do adrenoreceptor alfa-2.
A via fosfo-Akt garante a viabilidade celular ao inibir as vias
de apoptose intrinsecas controladas por caspase por meio
da fosforilacao da Bcl-2 pro-apoptotica, o que desencadeia
amorte celular e 0 aumento das expressoes de Bcl-2 e Bcl-XL
antiapoptoticas.

O efeito neuroprotetor de dexmedetomidina foi rela-
tado como o resultado de um aumento das expressoes de
Bcl-2 e Mdm-2 antiapoptéticas; esse aumento tem sido
associado a uma reducdo dos niveis de caspase-3 e Bax®’
pro-apoptoticas. A via Akt é essencial para a recuperacao
de IR renal. Neste estudo, como um indicador de apoptose,
a imunorreatividade da caspase-3 foi avaliada. A ativacao
da caspase-3 € o passo final da apoptose, que é comum as
duas principais vias de apoptose e um indicador definitivo de
morte celular. A administracao de dexmedetomidina mos-
trou diminuir a imunorreatividade da caspase-3 ativa, mas
nao de modo significativo (p=0,06), em comparacao com a
lesao de IR.

Essa diferenca estatisticamente nao significativa pode
ser explicada pelo pequeno nimero de sujeitos do estudo.
O pré-condicionamento isquémico é um método aplicado
mecanica ou farmacologicamente antes da isquemia do
orgao-alvo para reduzir o nivel subsequente da lesao de
IR. O objetivo do pré-condicionamento isquémico é aplicar
isquemia e reperfusdo de 4rgaos-alvo, em curtos interva-
los de tempo, para garantir que o(s) 6rgao(s)-alvo pode(m)
tolerar bem a isquemia. A grande demanda de energia e a
intensa rede microvascular dos rins os tornam vulneraveis
a lesao de IR, que é considerada uma das principais cau-
sas de lesao renal em estenose de artéria renal e cirurgia
microvascular renal. A lesdo de IR renal é a principal causa
de morbidade e mortalidade cardiovascular e esta associada
ao atraso da funcao do enxerto pos-transplante e a ocorrén-
cia de lesao renal em cirurgia cardiaca e aortica e a lesao
renal pos-choque.'-*3%3°

Estudos tanto experimentais quanto clinicos na litera-
tura mostram que o PCl de o6rgao distante pode proteger
o rim.*%4! Semelhantemente ao nosso estudo, Wever et al.,
40 jnvestigaram o efeito do pré-condicionamento isquémico
direto (PCID) em extremidade posterior em lesao de IR
renal. Em contraste, esses autores compararam o efeito
da administracao de PCID, continua ou periodicamente, e

também em uma ou duas extremidades. Embora tenham
feito trés ciclos de PCID, os investigadores usaram perio-
dos 1I/R de 4/4minutos e investigaram os eventuais efeitos
no minuto25 de isquemia. Os autores relataram que a
expressao da molécula-1, que indica lesdao renal e tubu-
lar renal, diminuiu significativamente no grupo com trés
ciclos de 1/R. Além disso, essa protecao nao foi associada a
adenosina, um dos elementos-chave na lesao de IR. O meca-
nismo subjacente do PCID e suas vias de transducao ainda
nao estao completamente esclarecidos. Ambas as vias de
origem neural e transmissores bioquimicos podem desempe-
nhar um papel no mecanismo do PCID.“? Esses mecanismos
podem variar, a depender do 6rgao-alvo e do protocolo de
pré-condicionamento aplicado. Nos métodos de isquemia
miocardica que usaram PCID renal, a expressao da proteina
NF-«B seguida pela abertura dos canais de K*/ATP foi consi-
derada importante.*

Embora a lesdao de IR renal seja um problema clinico
comum e importante, as estratégias para reduzir a lesao
de IR sdo insuficientes e novos tratamentos sao necessarios.
Na literatura, ndo ha relato sobre a protecédo farmacologica
e mecanica em lesao de IR renal em ratos.

Dois métodos diferentes usados em lesoes de IR renal em
ratos: dexmedetomidina, amplamente relatada como efi-
caz, e PCID, que demonstrou ser eficaz em alguns estudos, "
foram combinados e comparados. Semelhantemente a dex-
medetomidina, o uso combinado de dexmedetomidina e
PCID impediu a lesao histopatoldgica e melhorou os escores
da lesao de IR, exceto os escores de alteracdes tubulares,
para niveis proximos ao grupo Sham. Ao mesmo tempo, a
diminuicao significativa da imunorreatividade da caspase-3,
em comparacao com o grupo IR, sugere que o uso combi-
nado de dexmedetomidina e PCID pode prevenir a apoptose.
O uso de dexmedetomidina pura diminuiu a imunorre-
atividade da caspase-3 ativa, ainda que nao de modo
significativo, o que sugere que esses dois métodos ope-
ram por meio das vias semelhantes. Esses dois métodos de
protecao podem aumentar o efeito um do outro.

Em nosso estudo, usamos xilazina, um agente anestésico
com atividade alfa-2-agonista, e cetamina,* que sugeriram
ter efeitos negativos sobre a lesao de IR. Os escores histo-
patolégicos e a imunorreatividade da caspase-3 ativa foram
normais no grupo Sham, o que sugere que a cetamina nao
teve efeito negativo sobre os nossos resultados.

Nao mostramos o efeito isolado do PCID em apoptose, que
desempenha um papel fundamental no mecanismo da lesao
de IR, o que constitui uma limitacdo do presente estudo.
Outros fatores limitantes foram a ndo avaliacao do estresse
oxidativo e dos mediadores inflamatérios, que também sao
responsaveis pela lesao IR, e da via neurogénica.
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