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R E S U M OR E S U M OR E S U M OR E S U M OR E S U M O

Objetivo:Objetivo:Objetivo:Objetivo:Objetivo: Avaliar o efeito protetor do per-condicionamento isquêmico remoto nas lesões de isquemia e reperfusão renal induzida.

MétodosMétodosMétodosMétodosMétodos: Quinze ratos (Rattus Novergicus) foram randomizados em três grupos (n=5): Grupo Normalidade (GN), Grupo Controle

- Isquemia e Reperfusão (GIR) e Grupo Per-condicionamento isquêmico remoto (GPER). Com exceção do grupo GN, todos os demais

foram submetidos à isquemia renal de 30 minutos. No grupo GPER, foi realizado o per-condicionamento isquêmico remoto,

constituído de três ciclos de isquemia e reperfusão de cinco minutos cada aplicado, durante o período de isquemia, no membro

posterior esquerdo dos ratos, por meio de torniquete. Para quantificar as lesões, foram dosados os níveis séricos de ureia e creatinina,

bem como, analisada a histopatologia renal. ResultadosResultadosResultadosResultadosResultados: O grupo GPER apresentou-se com melhores níveis de ureia (83,74 ±

14,58%) e creatinina (0,72 ± 26,14%) quando comparado ao grupo GIR, se aproximando do grupo GN. Na histopatologia, os

menores níveis de degeneração hidrópica e congestão medular foram encontrados no grupo GPER. ConclusãoConclusãoConclusãoConclusãoConclusão: O per-condiciona-

mento isquêmico remoto apresentou  importante efeito protetor na lesão de isquemia e reperfusão renal.

DescritoresDescritoresDescritoresDescritoresDescritores: Traumatismo por reperfusão. Isquemia quente. Reperfusão. Rim. Ratos.

Trabalho realizado no Laboratório de Cirurgia Experimental da Universidade do Estado do Pará.
1. Pesquisador do Laboratório de Cirurgia Experimental da Universidade do Estado do Pará; 2. Coordenador do Laboratório de Cirurgia
Experimental da Universidade do Estado do Pará.

INTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃO

As lesões de isquemia e reperfusão culminam em diver-
 sos efeitos deletérios para os mais diferentes tipos de

órgãos. Contraditoriamente, é a reperfusão a grande res-
ponsável pelas principais lesões nas células do órgão
isquemiado. Inúmeras situações da prática clínica urológica
convergem para a problemática da isquemia e reperfusão
renal, notadamente, o transplante renal é a ocorrência mais
comum deste tipo de lesão no cotidiano da Urologia. A
insuficiência renal aguda possui a lesão de isquemia e
reperfusão como o principal fator etiológico, caracteriza-se
por elevação abrupta dos níveis séricos de ureia e
creatinina1.

Como alternativa para diminuir os efeitos dele-
térios da síndrome de isquemia e reperfusão renal, diver-
sas substâncias foram experimentadas, tais como a
clorpromazina, verapamil, alopurinol, octreotida, óleo de
copaíba, vitaminas C, D e E e ciclosporina A. No entanto, o
efeito da maioria delas foi desapontador1,2.

Além disso, outras técnicas já foram relatadas,
como o pré-condicionamento (PreC) e pós-condicionamento

isquêmico (PosC)3,4, que consistem em alguns ciclos de
isquemia e reperfusão intercalados antes ou após o perío-
do de isquemia principal renal5. Esses procedimentos tam-
bém já foram aplicados, com excelência, em outros ór-
gãos, como o intestino, miocárdio e fígado6. Tais ciclos de
isquemia/reperfusão (I/R) também podem ser aplicados em
órgão ou tecido distante daquele que sofre a isquemia índex,
o que ficou conhecido como pré-condicionamento
isquêmico remoto (rPreC) e pós-condicionamento isquêmico
remoto (rPosC), que também obtiveram sucesso na
minimização do traumatismo por reperfusão em diversos
órgãos7,8.

Schmidt et al. relataram a técnica de per-con-
dicionamento isquêmico remoto (rPerC)9, que consiste na
aplicação do condicionamento isquêmico remoto, atra-
vés de torniquete aplicado no membro posterior de suí-
nos, durante o tempo de isquemia principal, o que real-
mente foi eficaz na prevenção de lesão de reperfusão na
isquemia miocárdica. Este efeito protetor foi corroborado
por estudos posteriores envolvendo isquemia miocárdica,
e o procedimento foi expandido para a isquemia cere-
bral10,11.



530

Rev. Col. Bras. Cir. 2012; 39(6): 529-533

Yamak iYamak iYamak iYamak iYamak i
Efeito protetor do per-condicionamento isquêmico remoto nas lesões da síndrome de isquemia e reperfusão renal em ratos

Os mecanismos envolvidos nos efeitos proteto-
res do condicionamento isquêmico remoto contra a I/R são
complexos e não são ainda totalmente conhecidos, pare-
cem estar ligados com a ativação da via da RISK
(Reperfusion Injury Salvage Kinase), por meio do
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)-Akt e da proteína quinase
ativada por mitógenos p44/p42, além da ERK 1/2
(Extracellular Signal-Regulated Kinase). Foi demonstrado
também o envolvimento dos canais de potássio ATP-de-
pendentes, da adenosina e da via do SAFE (Survivor
Activating Factor Enhancement)5,9,10,12.

Apesar de estas técnicas de condicionamento
isquêmico remoto possuírem mecanismos que se entrela-
çam, o rPreC possui aplicabilidade clínica limitada, visto
que normalmente é impossível predizer quando um órgão
sofrerá evento isquêmico. Neste sentido, os estudos acer-
ca do rPerC se mostram mais interessantes e promissores9.
Todavia, inexistem relatos do efeito do rPerC na síndrome
de isquemia e reperfusão renal.

Desta forma, o presente estudo tem por objetivo
avaliar o efeito do per-condicionamento isquêmico remoto
nas lesões da síndrome de isquemia e reperfusão renal
induzida em ratos.

MÉTODOSMÉTODOSMÉTODOSMÉTODOSMÉTODOS

Foram utilizados 15 ratos Wistar (Rattus
Novergicus), jovens, machos, pesando entre 250-300g. Os
animais foram mantidos no biotério do Laboratório de Ci-
rurgia Experimental da Universidade do Estado do Pará (LCE-
UEPA) com temperatura, luminosidade, umidade e ruídos
controlados, além de água e ração oferecidas ad libitum.
A pesquisa seguiu rigidamente as normas do Council for
International Organization of Medical Sciences (CIOMS)
ethical code for animal experimentations. Além disso, o
projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Ani-
mais da Universidade do Estado do Pará (CEUA- UEPA)
(54/11).

Os animais foram distribuídos randomicamente
nos seguintes grupos (n=5): Grupo Normalidade (GN), Gru-
po Controle - Isquemia e Reperfusão (GIR) e Grupo Per-
condicionamento isquêmico (GPER).

Em todos os grupos o protocolo de anestesia
adotado utilizou a associação de cloridrato de cetamina e
cloridrato de xilazina, administrados por via intraperitoneal,
nas doses de 60mg/kg e 6mg/kg, respectivamente. Os ra-
tos do grupo GN foram utilizados para determinar o pa-
drão de normalidade das amostras. Os dos demais grupos
foram submetidos à laparotomia mediana superior de 3cm;
em seguida realizou-se nefrectomia direita. Posteriormen-
te, fez-se a dissecção da artéria renal esquerda e isquemia
deste rim, através da aplicação de um clamp microcirúrgico
para a oclusão da artéria renal, durante 30 minutos.

Para os animais do grupo GIR, nenhum procedi-
mento adicional foi adotado. Já no grupo GPER, durante o

tempo da isquemia renal index, foram realizados três ci-
clos de isquemia intercalados por três ciclos de reperfusão,
de cinco minutos cada, através de um torniquete aplicado
por meio de uma tira elástica que ocluía os vasos, na base
do membro posterior esquerdo do animal, de modo que os
ciclos de per-condicionamento isquêmico remoto terminas-
sem concomitantemente ao tempo de isquemia (Figura 1).
Concluídos estes procedimentos, houve reperfusão livre de
24 horas.

A parede abdominal dos animais foi suturada
em dois planos. Após a recuperação anestésica completa,
os ratos foram colocados confortavelmente em gaiolas in-
dividuais e receberam água e ração ad libitum. Decorridas
24 horas, foram submetidos novamente ao protocolo anes-
tésico supracitado; em seguida, realizou-se a coleta de
sangue, pela punção da veia cava inferior, bem como, a
coleta do rim esquerdo para análise histopatológica. Pos-
teriormente, os animais foram submetidos à eutanásia por
meio de doses anestésicas letais.

As amostras de sangue foram imediatamente
submetidas à dosagem dos níveis de ureia e creatinina. O
rim esquerdo coletado foi fixado em formaldeído a 10%,
submetido à impregnação por parafina e corado com
hematoxilina e eosina. Múltiplos cortes foram analisados
de acordo com a presença de necrose tubular, degenera-
ção hidrópica, congestão medular, dilatação e atrofia
tubular, seguindo o protocolo desenvolvido por Shih et al.13

que considera grau ‘0’ para o rim normal; grau ‘0,5’ para
pequenas áreas focais; grau ‘1’ para envolvimento de
menos de 10% do córtex renal; grau ‘2’ para envolvimento
de 10-25% do córtex renal; grau ‘3’ para envolvimento de
25-75% do córtex renal; e grau ‘4’ para envolvimento de
mais de 75% do córtex renal.

Os resultados obtidos foram avaliados, nos dife-
rentes grupos, pelo teste de Normalidade de Kolmogorov-
Smirnov (KS) para testar a distribuição gaussiana dos da-
dos. Após isso, realizou-se a análise de variância (ANOVA),
seguida pela correção do teste de Tukey. Os valores foram
considerados significativos para p< 0,05.

Figura 1 Figura 1 Figura 1 Figura 1 Figura 1 - Per-condicionamento isquêmico remoto aplicado, na
base do membro posterior esquerdo, por meio de
torniquete, utilizando-se uma tira elástica.
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RESULTADOSRESULTADOSRESULTADOSRESULTADOSRESULTADOS

Apenas o GIR apresentou níveis séricos de ureia
diferentes estatisticamente dos grupos GPER e GN (p<0,01)
(Figura 2). O grupo GPER (83,74 ± 14,58%) apresentou os
níveis séricos de uréia mais reduzidos em comparação com
o grupo GIR (216,3 ± 1,17%) (p<0,01); no entanto, a com-
paração do grupo submetido ao per-condicionamento
isquêmico remoto com o grupo GN (72,16 ± 9,9%) não
apresentou resultados estatisticamente significantes
(p>0,05).

A partir dos níveis séricos de creatinina das amos-
tras analisadas (Figura 3) pôde-se observar a diferença es-
tatisticamente significante entre os grupos GPER (0,72 ±
26,14%) e GN (0,30 ± 9,72%) que, diferente dos níveis de

ureia, na observação dos níveis séricos de creatinina, apre-
sentaram diferença estatisticamente significante. O grupo
GIR (2,06 ± 12,69%) apresentou os níveis mais altos com-
parado com os outros grupos. Portanto, todos os grupos
foram estatisticamente diferentes (P<0,01).

Ao exame histopatológico renal (Tabela 1), to-
dos os animais submetidos aos procedimentos de isquemia
renal apresentaram congestão medular e degeneração
hidrópica (Figura 4) em diferentes graus. No grupo GIR,
cuja histopatologia apresentou-se mais alterada, foram
observadas extensas áreas de degeneração hidrópica, bem
como, de necrose tubular leve (Figura 5) e congestão me-
dular considerável, apresentando, portanto, um grau de
lesão superior estatisticamente em relação aos outros gru-
pos (p<0,05). O grupo normalidade, padrão de integridade
do tecido renal, quando comparado ao grupo GPER, não
apresentou diferença estatística.

DISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃODISCUSSÃO

O per-condicionamento isquêmico remoto é a
mais recente técnica descrita como forma de atenuar a
lesão de isquemia e reperfusão9. Na literatura, há descri-
ções sobre o per-condicionamento em isquemia miocárdica
e cerebral10,11. No entanto, a presente pesquisa buscou
avaliar seus possíveis efeitos protetores na isquemia renal.
Esta, por sua vez, é a gênese da insuficiência renal aguda
que se caracteriza por níveis elevados de ureia e creatinina2.

Os resultados da análise dos níveis séricos de ureia
e creatinina dos ratos do grupo GIR (Figuras 2 e 3), subme-
tidos apenas à isquemia e reperfusão, obtiveram os valo-
res significativamente mais altos, comprovando a eficácia
do modelo de isquemia utilizado. Por outro lado, os níveis
séricos para o grupo GN apresentaram os valores mais bai-
xos, já que não foram submetidos a procedimento algum.

Os níveis séricos de ureia acompanharam expres-
sivamente os níveis de creatinina nos diferentes grupos.
Exceto para a comparação entre os grupos GN e GPER,
nos quais os valores da ureia não foram estatisticamente
diferentes, os níveis de creatina apresentaram diferença

Figura 2 Figura 2 Figura 2 Figura 2 Figura 2 - Média dos níveis séricos de uréia, (mg/dl) segundo os
grupos do experimento. p<0,01. *p>0,05 (ANOVA).
GN, grupo normalidade. GIR, grupo isquemia/
reperfusão. GPER, grupo per-condicionamento.

Figura 3 Figura 3 Figura 3 Figura 3 Figura 3 - Média dos níveis séricos de creatinina, (mg/dl) segun-
do os grupos do experimento. p<0,01 (ANOVA). GN,
grupo normalidade. GIR, grupo isquemia/reperfusão.
GPER, grupo per-condicionamento.

Tabela 1 -Tabela 1 -Tabela 1 -Tabela 1 -Tabela 1 - Escores da análise histopatológica (Escala de Shih
et al.)13 de cada animal, segundo os grupos do
experimento.

G NG NG NG NG N G I RG I RG I RG I RG I R GPERGPERGPERGPERGPER

Rato I 0 1,0 0,5
Rato II 0 2,0 0,5
Rato III 0 1,0 0
Rato IV 0 2,0 0
Rato V 0 1,0 0,5
Média 0 1,4 0,3

p<0,05 (ANOVA). GN, grupo normalidade. GIR, grupo isquemia/
reperfusão. GPER, grupo per-condicionamento.
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entre os referidos grupos. Sabe-se que a creatinina é pro-
duzida a partir da fosfocreatina muscular, dependendo,
portanto, do metabolismo das células musculares, sendo
pouco afetada pela dieta. Já a ureia tem seus níveis san-
guíneos alterados de acordo com o tipo de alimentação.

Portanto, os níveis séricos de creatinina são mais confiáveis
que os níveis séricos de ureia2, caracterizando, dessa for-
ma, a diferença entre o padrão de normalidade e o grupo
GPER.

Os valores de ureia e creatinina dos ratos do gru-
po GPER indicaram efeito protetor desta técnica na lesão
de isquemia e reperfusão renal induzida, tendo os seus
níveis bem próximos ao do grupo GN. Portanto, assim como
o pré e o pós-condicionamento isquêmico que inicialmen-
te foram descritos em isquemia miocárdica e depois foram
introduzidos no estudo de isquemia e reperfusão renal, o
per-condicionamento segue o mesmo caminho9, tendo
agora comprovado sua eficácia na proteção desse tipo de
lesão nos rins.

A histopatologia renal também tem sido ampla-
mente utilizada para quantificar as lesões causadas pela
síndrome de isquemia e reperfusão renal13; entretanto, o
presente estudo mostra-se inovador na literatura no que
diz respeito à avaliação histopatológica dos efeitos do per-
condicionamento isquêmico na isquemia e reperfusão
renal.

Para esta análise, foi adotada a escala de Shih
et al.13, a qual quantifica a extensão da lesão de isquemia
e reperfusão no tecido renal. No estudo, o maior compro-
metimento do tecido encontrado foi uma lesão de grau 2
no grupo GIR (Tabela 3). Tal fato pode ser explicado pos-
sivelmente pelo reduzido tempo de 30 minutos de
isquemia adotado, bem como, pelo tempo de reperfusão
livre, 24 horas, visto que, a lesão inflamatória necessita
de pelo menos 48 horas para sua instalação de observa-
ção14, ao passo que, quando o grupo GN foi comparado
ao grupo GPER, não foi possível identificar diferenças
significantes, o que demonstra o efeito protetor dessa téc-
nica.

Em conclusão, o per-condicionamento isquêmico
remoto apresentou importante efeito protetor, segundo
análise sérica e histopatológica, quando comparado com o
grupo controle de isquemia e reperfusão. Além disso, o
per-condicionamento aproximou-se consideravelmente do
padrão de normalidade.

Figura 4 -Figura 4 -Figura 4 -Figura 4 -Figura 4 - Corte de rim do rato II do grupo per-condicionamento
isquêmico remoto, onde é possível visualizar  leve con-
gestão tubular e degeneração hidrópica, obtendo
grau 0,5 na escala de Shih et al.13

Figura 5 -Figura 5 -Figura 5 -Figura 5 -Figura 5 - Corte de rim do rato II do grupo Controle - Isquemia e
Reperfusão, onde é possível visualizar degeneração
hidrópica, congestão medular e necrose tubular. Grau
2 na escala de Shih et al.13
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ObjectiveObjectiveObjectiveObjectiveObjective: To evaluate the protective effect of remote ischemic per-conditioning in ischemia and reperfusion-induced renal
injuiry. MethodsMethodsMethodsMethodsMethods: Fifteen rats (Rattus norvegicus) were randomized into three groups (n = 5): Group Normality (GN), Control –
Ischemia and Reperfusion (GIR) and Group remote ischemic per-conditioning (GPER). With the exception of the GN group, all others
underwent renal ischemia for 30 minutes. In group GPER we performed the ischemic remote per-conditioning, consisting of three
cycles of ischemia and reperfusion applied every five minutes during the ischemic period, to the left hindlimb of the rats by means of
a tourniquet. To quantify the lesions we measured serum levels of creatinine and urea, as well as analyzed renal
histopathology. ResultsResultsResultsResultsResults: The GPER group presented with better levels of urea (83.74 ± 14.58%) and creatinine (0.72 ± 26.14%)
when compared to GIR group, approaching the GN group. Histopathologically, the lower levels of medullary congestion and hydropic
degeneration were found in group GPER. ConclusionConclusionConclusionConclusionConclusion: The remote ischemic per-conditioning had a significant protective effect on
renal ischemia and reperfusion.

Key wordsKey wordsKey wordsKey wordsKey words: Reperfusion injury. Warm ischemia. Reperfusion. Rim. Rats.
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