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RESUMDO

Objetivo: avaliar os efeitos do bloqueio da regulacdo do ténus vascular por meio do uso da lidocaina na técnica de pés-condiciona-
mento isquémico na sindrome de isquemia e reperfusao renal em ratos. Métodos: trinta e cinco ratos foram randomizados em sete
grupos de cinco animais: Grupo 1- Controle; Grupo 2- Isquemia e Reperfusao; Grupo 3- Isquemia, Reperfusao e Solugao Salina; Grupo
4- Pés-condicionamento Isquémico; Grupo 5- Pés-condicionamento Isquémico e Solucdo Salina; Grupo 6- Lidocaina; Grupo 7- Pés-
-condicionamento Isquémico e lidocaina. Com excecao do grupo controle, todos os demais foram submetidos a isquemia renal de 30
minutos. Nos grupos de pés-condicionamento, foi realizado o ciclo de isquemia e reperfusao de cinco minutos cada, aplicado logo apds
a isquemia principal. Nos grupos salina e lidocaina foram instiladas as substancias numa taxa de duas gotas por minuto. Para comparar
os grupos, foram dosados os niveis séricos de ureia e creatinina e anélise histopatoldgica renal. Resultados: os grupos pds-condiciona-
mento e poés-condicionamento + lidocaina apresentaram uma reducao nos valores de ureia e creatinina. O grupo lidocaina apresentou
apenas uma reducdo nos valores de creatinina. Na andlise histopatoldgica, apenas os grupos submetidos ao pés-condicionamento
isquémico apresentaram reducao do grau de necrose tubular. Conclusao: a lidocaina nao blogqueou os efeitos do pés-condicionamento
na sindrome de isquemia e reperfusao renal, mas conferiu melhor na protecédo glomerular quando aplicada em conjunto com o pos-
-condicionamento isquémico.

Descritores: Traumatismo Por Reperfusdo. Isquemia Quente. Reperfusdo. Pos-Condicionamento Isquémico. Lidocaina. Ratos.

INTRODUCAO

sindrome de isquemia e reperfusdo contribui com

60-70% da morbimortalidade relacionada a lesao
renal aguda presente em varias situacoes clinicas, como o
transplante renal e a embolia de artéria renal’>. Embora
a reperfusao arterial imediata seja a melhor conduta para
eliminar o processo isquémico®, a reoxigenacao celular
esta associada a um aumento na peroxidacao lipidica, no
dano celular e na piora da funcao’s.

A recente descricao das técnicas de “condicio-
namento tecidual”, que consistem em breves ciclos al-
ternados de isquemia e reperfusdo, é uma abordagem
promissora para o controle dos danos causados pela is-
guemia prolongada e pela lesdo de reperfusao®.

Em 2003, Zhao et al.° desenvolveram o con-
ceito do poés-condicionamento isquémico (POS), que con-
siste em pequenos ciclos de isquemia e reperfusdo antes
da reperfuséo livre em um tecido previamente isquémico.
Esta técnica pode ser facilmente aplicada em situacdes

inesperadas de isquemia, principalmente quando compa-
rada ao pré-condicionamento, com estudos que compro-
vam seus efeitos benéficos em seres humanos'".

Os mecanismos envolvidos no efeito protetor
do POS contra a sindrome de isquemia e reperfusdo sao
pouco compreendidos. Sabe-se que este procedimento
atua na modulacao dos canais de potassio da mitocon-
dria, nos poros de transicdo de permeabilidade mitocon-
driais e na via de sinalizacdo p13-kinase-pAKt'2,

Os exatos mecanismos intracelulares do POS
ainda nao foram totalmente determinados. Um mecanis-
mo sugerido por alguns estudos seria a modulacdo do
ténus vascular™'4, em que o pés-condicionamento au-
mentaria o nimero e duracdo da contracao das arteriolas
impedindo um grande influxo de oxigénio e consequen-
temente a geracdo de espécies reativas de oxigénio. Con-
tudo, na revisdo de literatura realizada, nao foi identifi-
cado nenhum estudo que avaliou diretamente esta via.

A lidocaina é um anestésico local muito utili-
zado para a realizacdo de pequenos procedimentos ci-
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rurgicos. Atua por meio do blogueio de canais de sédio
impedindo o influxo nervoso e a sensacdo dolorosa'™®.
Porém, quando administrado de forma sistémica apre-
senta um efeito vasodilatador que poderia ser utilizado
para bloquear a modulacdo do tdénus vascular'.

Assim, esse estudo busca avaliar os efeitos do
bloqueio da regulacdo do tdnus vascular por meio do
uso da lidocaina na técnica de pés-condicionamento is-
guémico na sindrome de isquemia e reperfusdo renal
em ratos.

METODOS

Trinta e cinco ratos (Rattus norvegicus) Wistar
machos com 15 a 20 semanas, pesando entre 250-300 g,
foram usados neste estudo. Os animais foram mantidos
no biotério do Laboratério de Cirurgia Experimental da
Universidade do Estado do Para, em um ambiente con-
trolado. Agua e racdo foram oferecidas ad /ibitum. Esta
pesquisa seguiu a lei brasileira de experimentacao animal
(11.794/08). O projeto de pesquisa foi previamente apro-
vado no Comité de Etica da Universidade do Estado do
Para (43/12)

Os animais foram randomicamente distribui-
dos em sete grupos de cinco animais cada: 1) Grupo
Controle (CON) em que néo foi induzida isquemia renal;
2) Grupo Isquemia e reperfusao (IR) em que foi realizada
isquemia renal por 30 minutos seguida por reperfusao
sem nenhuma técnica de condicionamento; 3) Grupo
Isquemia e reperfusdo salina (IRS) em que foi realizada
isquemia renal por 30 minutos seguida por instilacdo
de solucao salina numa taxa de duas gotas por minu-
to (Figura 1); 4) Grupo Pés-condicionamento Isquémico
(POS) submetido a 30 minutos de isquemia renal segui-
da por 30 minutos do pds-condicionamento local (trés

B O R

Figura 1. Técnica de instilacdo na artéria renal esquerda.

ciclos de cinco minutos de perfusao renal intercalados
por cinco minutos de isquemia renal)'?; 5) Grupo Pos-
-condicionamento isquémico e Solucdo Salina (POSS)
submetido a 30 minutos de isquemia renal sequida por
30 minutos do poés-condicionamento local (trés ciclos de
cinco minutos de perfusdo renal intercalados por cin-
co minutos de isquemia renal)'" e instilacdo de solucdo
salina numa taxa de duas gotas por minuto; 6) Grupo
Lidocaina (LIDO) submetido a 30 minutos de isquemia
renal seguida por 30 minutos de instilacdo de lidocaina
na artéria renal. A lidocaina foi instilada numa taxa de
duas gotas por minuto; 7) Grupo Pdés-condicionamento
e Lidocaina (POLI) submetido a 30 minutos de isquemia
renal seguida por 30 minutos do pés-condicionamento
local e instilacdo de lidocaina.

Todos os procedimentos foram realizados sob
anestesia com quetamina 70mg/kg e xilazina 10mg/kg,
intraperitoneal. Em todos os grupos foi realizada nefrec-
tomia direita, e a artéria renal esquerda foi dissecada com
o auxilio de um microscépio microcirdrgico. A isquemia
renal foi induzida por meio da aplicacdo de um clamp mi-
crocirdrgico na artéria renal esquerda por 30 minutos. A
temperatura dos animais foi mantida em 37°C por meio
de manta térmica durante todo o procedimento. Foi rea-
lizado reidratacdo pés-operatéria por meio de injecdo de
solucao salina (10ml/Kg) subcutanea.

Durante o periodo de observacdo os animais
receberam analgesia com dipirona 30mg/Kg de 8/8 horas
e 4gua e racdo ad libitum. Os animais ficaram em gaiolas
individuas no poés-operatorio. Foi avaliada a quantidade
de racao e agua consumidas no pré e pds-operatério.

Vinte e quatro horas apés a cirurgia, os ani-
mais foram novamente anestesiados. Amostras de san-
gue foram obtidas da veia cava e foram imediatamente
encaminhadas para analise bioquimica. Os niveis séri-
cos de ureia e creatinina foram mensurados por meio
do ensaio colorimétrico no aparelho Selectra-E utilizan-
do kits especificos da Labtest®. O rim esquerdo foi reti-
rado e fixado em formol a 10% tamponado. As pecas
foram coradas em hematoxilina e eosina. Foi analisada
a presenca de necrose tubular, congestdo medular e
retracdo do tufo glomerular e graduado em 0 — ausen-
te; 1 — leve; 2 — moderado; e 3 — intenso. Os animais
foram submetidos a eutanasia por meio de overdose
anestésica.
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Tabela 1. Niveis séricos de ureia e creatinina de acordo com os grupos estudados.

Grupo Ureia (mg/dl) Creatinina (mg/dl)
CON 39,40 + 03,43 0,50+0,10
IR 216,30 £ 02,52 2,06 £ 0,26
RS 208,40 + 04,66 2,11 +0,19
POS 141,40 + 43,77 0,93+0,18
POSS 140,20 + 30,98 1,02 £ 0,26
LIDO 187,80 + 53,73 1,27 = 0,41
POLI 80,50 + 15,08 0,76 = 0,08

p<0,05 CON vs Demais grupos, p>0,05 IR vs IRS e POS vs POSS.

Os resultados foram expressos como média =
desvio padrao. O software BioEstat® 5.4 (Belém, PA, Bra-
sil) foi utilizado para realizar andlise estatistica. O teste
ANOVA, seqguido do poés-teste de Tukey, foi utilizado para
comparar os niveis de ureia e creatinina entre os grupos e
o teste de Kruskal-Wallis para comparar os escores histo-
patoldgicos. Foi adotado um valor menor do que 0,05 ou
5% para rejeitar a hipotese de nulidade.

RESULTADOS

Durante todo o periodo de estudo nenhum ani-
mal morreu nem foi necessaria a realizacdo de manobras
para reanimacao. Nao houve alteracdo no padrao alimen-
tar dos animais durante o pré e o pds-operatorio (18,63
vs 17,44 g/dia p<0,05). A tabela 1 mostra os niveis séricos
de ureia e creatinina por grupo. Percebe-se que, o grupo
IR apresentou maiores niveis de ureia que os grupos CON,
POS e POLI (p<0,01), e ndo apresentou diferenca signifi-
cante com o grupo LIDO (p=0,62). O grupo POLI obteve
melhores niveis séricos do que o grupo POS (p=0,045). O
grupo POLI foi o Unico grupo que apresentou niveis de
ureia semelhantes ao CON (p=0,32).

Com relacéao a creatinina, o grupo IR apresen-
tou os mais altos niveis quando comparado com todos o0s
outros grupos (p<0,001); o grupo POLI obteve melhores
niveis séricos do que o grupo POS (p=0,043). O grupo
POLI foi o Unico grupo gue apresentou niveis de crea-
tinina estatisticamente semelhante ao CON (p=0,57). O
grupo LIDO teve os niveis de creatinina maiores que 0s
grupos POS e POLI (p<0,01).

Os resultados da analise histopatologica estdo
descritos na tabela 2. Identifica-se um menor grau de

lesdo glomerular em todos os grupos tratados (p<0,05),
porém apenas nos grupos em que foi realizado o pos-
-condicionamento houve uma reducdo do grau de lesao
tubular (p<0,05).

DISCUSSAO

O exato mecanismo do poés-condicionamen-
to isquémico é pouco compreendido. Sabe-se que seus
efeitos séo mediados por meio de canais de potassio'®'s,
modulado por mecanismos neurais e humorais que de-
pendem criticamente do momento em que o condiciona-
mento é aplicado. Quando realizado imediatamente apds
a isquemia principal, a via neuronal é predominante, por
acdo parassimpatica’. Contudo, quando aplicada um
pouco depois da isquemia principal a via humoral é pre-
dominante, através das vias RISK e SAFE?.

Uma das acdes do parassimpatico é a regulacdo
do ténus vascular que quando ativado promove um au-
mento do fluxo sanguineo por vasodilatacao®. O ténus da
artéria renal é regulado primordialmente pela via simpa-
tica, que quando inibida, promove sua dilatacdo?'. Nossa
hipdtese com a instilacdo de lidocaina na artéria renal é
de que isto deva gerar um efeito do tipo parassimpatico
através do bloqueio do ténus vascular simpatico, resultan-
do em uma vasodilatacao sustentada com bloqueio da via
neurogénica de acao do pés-condicionamento.

Os marcadores sanguineos da funcdo renal
mostraram-se diminuidos no grupo submetido ao pos-
-condicionamento, como identificado em diversos outros
estudos, porém os animais tratados com lidocaina também
apresentaram efeito benéfico, principalmente em relacao
a creatinina, mostrando uma protecao glomerular adicio-
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Tabela 2. Média dos escores histopatolégicos de acordo com os grupos estudados.

Parametro COM IR RS POS POSS LIDO POLI
Necrose tubular 0,00 2,60 2,40 1,40 1,20 2,20 1,20
Congestdo medular 0,00 2,80 2,60 1,20 1,40 2,20 1,00
Retracdo glomerular 0,00 2,40 2,60 1,40 1,00 1,40 1,20

p<0,05 CON vs Demais grupos, p>0,05 IR vs IRS e POS vs POSS.

Necrose tubular e Congestao medular: p<0,05 POS, POSS e POLI vs COM, IR, IRS e LIDO; Retracdo glomerular : p<0,05 POS, POSS, POLI e LIDO vs

COM, IR e IRS.

nal??. Esta diferenca nao foi constatada em relacdo aos
niveis de ureia, demonstrando maior comprometimento
tubular, visto que, em condicdes normais, a alca de Henle
é responsavel por 60% da secrecao urinaria de ureia?>.

E importante verificar que os grupos tratados
com solucdo salina ndo apresentaram efeito semelhante
ao grupo lidocaina, evidenciando que a reducao dos mar-
cadores ocorreu devido as propriedades farmacoldgicas
da lidocaina e ndo por uma possivel sobrecarga volémica
da lidocaina instilada.

Um possivel mecanismo envolvido na acao pro-
tetora da lidocaina é por meio do blogueio dos canais
NaV 1.9 intimamente relacionado a fisiopatologia da sin-
drome de isquemia e reperfusdo’®. Quando este canal é
bloqueado h& uma diminuicdo do influxo de sédio intra-
celular e menor lesdo de reperfusdo. Contudo, Lee et al.?*
demonstraram que a infusdo continua de lidocaina no
subcutaneo de ratos apresentou efeitos deletérios na sin-
drome de isquemia e reperfusao renal, evidenciando que
ainda ha necessidade de maior compreensao dos efeitos
deste farmaco e a influéncia da via de administracao.

Na andlise histopatoldgica ndo foram eviden-
ciadas diferencas significativas na comparacao do grau

ABSTRACT

histolégico de lesao glomerular e tubular, com resultados
semelhantes aos identificados na analise dos niveis séri-
cos de ureia e creatinina e confirmando as ilacoes iniciais.
Nao foi identificado nenhum dano adicional pelo uso da
lidocaina que em alguns estudos mostrou-se toxico para
o epitélio renal?*2>.

Novos estudos ainda sao necessarios antes do
uso clinico da lidocaina, especialmente utilizando outros
parametros de analise como estresse oxidativo e viabilida-
de celular, que neste estudo inicial ndo foram testados?®.
Além disso, é controverso na literatura se o pos-condicio-
namento isquémico é influenciado pelo numero de ciclos
ou pelo tempo de condicionamento?”. Ciclos de cinco mi-
nutos podem nao ter sido o modelo adequado para de-
terminar o maximo efeito protetor na lesao de isquemia
e reperfusdo renal. Assim, caso tivesse sido realizado um
ciclo ideal a solucao de lidocaina poderia ndo ter apresen-
tado os efeitos descritos.

Em conclusao, a lidocaina nao blogueou os efei-
tos do pos-condicionamento na sindrome de isquemia e
reperfusdo renal, mas determinou um resultado melhor
na protecdo glomerular quando aplicada em conjunto
com esta técnica.

Objective: to evaluate the effects of blocking the requlation of vascular tone on the ischemia and reperfusion syndrome in rats through the

use of lidocaine in the postconditioning technique. Methods: we randomized 35 rats into seven groups of five animals: Group 1- Control;

Group 2- Ischemia and Reperfusion; Group 3- Ischemia, Reperfusion and Saline; Group 4- Ischemic Postconditioning; Group 5- Ischemic

Postconditioning and Saline;, Group 6- Lidocaine, Group 7- Ischemic Postconditioning and Lidocaine. Except for the control group, all the

others were submitted to renal ischemia for 30 minutes. In postconditioning groups, we performed ischemia and reperfusion cycles of five

minutes each, applied right after the main ischemia. In saline and lidocaine groups, we instilled the substances at a rate of two drops per

minute. To compare the groups, we measured serum levels of urea and creatinine and also held renal histopathology. Results: The post-

conditioning and postconditioning + lidocaine groups showed a decrease in urea and creatinine values. The lidocaine group showed only a

reduction in creatinine values. In histopathology, only the groups submitted to ischemic postconditioning had decreased degree of tubular

necrosis. Conclusion: Lidocaine did not block the effects of postconditioning on renal ischemia reperfusion syndrome, and conferred better

glomerular protection when applied in conjunction with ischemic postconditioning.

Keywords: Reperfusion Injury. Warm Ischemia. Reperfusion. Ischemic Postcondlitioning. Lidocaine. Rats.
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