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RESUMO

ANALISE DO PRE-CONDICIONAMENTO ISQUEMICO REMOTO ASSOCIADO AO

RESFRIAMENTO NA LESAO RENAL POR ISQUEMIA E REPERFUSAO EM RATOS

Introdugao: A lesido renal por isquemia-reperfusdo (IR) pode ser reduzida através de
estratégias protetoras, entre elas a hipotermia e o pré-condicionamento isquémico remoto

(PCIR). A combinacéao destas sustenta um potencial efeito protetor a ser esclarecido.

Objetivos: Avaliar os efeitos da associacao entre o pré-condicionamento isquémico remoto
e a hipotermia tépica em relacéo as lesdes renais por IR, especialmente quanto ao estresse

oxidativo e as alteragdes histologicas no tecido renal.

Métodos: Cirurgias experimentais em trinta e dois ratos Wistar, os quais foram
aleatoriamente selecionados para quatro protocolos cirurgicos: 1 - isquemia do pediculo
renal esquerdo por 40 minutos seguido de reperfusdo sob eutermia (37°C); 2 - isquemia do
pediculo renal esquerdo por 40 minutos seguido de reperfusao sob hipotermia local (4°C); 3
- PCIR através de clampeamento da artéria iliaca esquerda por 15 minutos seguido
reperfusdo por 10 minutos, prosseguindo para isquemia do pediculo renal esquerdo por 40
minutos seguido de reperfusdo sob eutermia; 4 - PCIR através de clampeamento da artéria
iliaca esquerda por 15 minutos seguido reperfusdo por 10 minutos, prosseguindo para
isquemia do pediculo renal esquerdo por 40 minutos seguido de reperfusdo sob hipotermia
local. Todos os ratos sofreram nefrectomia direita no inicio do procedimento, sendo estes
rins considerados o grupo controle. Apdés 240 minutos de reperfusao da IR, os animais
foram submetidos a um segundo procedimento cirurgico para a nefrectomia esquerda.

Todos os rins foram submetidos a avaliagdo tecidual, onde foram analisados o grau de
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necrose tubular aguda pela avaliagao histopatoldgica, além do estresse oxidativo através
da dosagem de isoprostanos e medida da atividade da superdxido dismutase e catalases.

Avaliamos, ainda, as diferengas de creatinina plasmaticas antes e depois do experimento.

Resultados: A combinacdo de PCIR com hipotermia durante experimento de IR revelou
auséncia de diferengcas comparado aos outros grupos de intervencdo na analise do padrao
histolégico (p=0.722). O estresse oxidativo n&o apresentou variagdes significativas entre os
grupos, exceto na medida do superoxido dismutase que foi mais elevada nos protocolos de
isquemia fria (p<0.05). Animais submetidos a protocolos de IR sob hipotermia
demonstraram menores valores de creatinina sérica ao término dos procedimentos

(p<0.001).

Conclusao: A associacado de pré-condicionamento isquémico remoto com hipotermia local
nao gera protecao renal na lesdo por IR. A hipotermia isolada, entretanto, parece ser efetiva
na preservagdo da funcdo renal durante eventos isquémicos. Em nosso estudo, o
pré-condicionamento isquémico remoto isolado seguido de IR quente (37°C) néo
demonstrou beneficios nos parametros avaliados comparado a IR quente sem PCIR ou
mesmo grupo controle, sugerindo que este modelo experimental de pré-condicionamento

isquémico remoto possui restricdes na analise da janela precoce de protecao.

Palavras-chave: Isquemia, Reperfusao, Pré Condicionamento, Hipotermia, Radicais Livres
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ABSTRACT

REMOTE ISCHEMIC CONDITIONING ASSOCIATED WITH HYPOTHERMIA: ANALYSIS

OF THE RENAL LESION IN THE ISCHEMIA-REPERFUSION DAMAGE OF RATS

Introduction: Ischemia-reperfusion injury (IR) can be reduced using protective measures
such as hypothermia and remote ischemic preconditioning (RIPC). The combination of these

might result in potential protective effects to be clarified.

Objectives: To assess the effects of the association between RIPC and topical hypothermia
in relation to renal IR injuries, especially regarding oxidative stress and histological changes

in renal tissue.

Methods: Experimental surgeries in thirty two Wistar rats, which were randomly selected to
four surgical protocols: 1 - IR by left renal pedicle ischemia for 40 minutes followed by single
reperfusion (370C); 2 - IR by left renal pedicle ischemia for 40 minutes followed by
reperfusion under local hypothermia (40C); 3 - RIPC by clamping the left iliac artery for 15
minutes followed by reperfusion for 10 minutes, proceeding to ischemia of the left renal
pedicle for 40 minutes followed by reperfusion (370C); 4 - RIPC by clamping the left iliac
artery for 15 minutes followed by reperfusion for 10 minutes, proceeding to ischemia of the
left renal pedicle for 40 minutes followed by reperfusion under local hypothermia (40C). All
rats underwent right nephrectomy at the beginning of the procedure, and these kidneys
considered the control group. After 240 minutes of reperfusion, the animals were submitted
to a second surgical procedure for left nephrectomy. All kidneys underwent tissue
evaluation, describing the degree of acute tubular necrosis with histopathological analysis.

Oxidative stress assessment occurred through isoprostane dosing and measurement of
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superoxide dismutase and catalase activity. Differences in plasmatic blood creatinine were

evaluated before and after the experiment.

Results: RIPC combined with cold ischemia during IR experiment revealed no differences
compared to any of the other interventional groups regarding the analysis of histological
changes (p=0.722). Oxidative stress shows no significant variations among groups, except in
superoxide dismutase measurements which were higher in cold protocols compared to warm
protocols (p<0.05). Serum creatinine at end of procedure showed lower levels in the animals

submitted to hypothermic IR protocols (p<0.001).

Conclusion: Combining remote ischemic preconditioning and local hypothermia provides no
renal protection in IR injury. Hypothermia, however, seems to be effective in preserving renal
function during ischemic events. Furthermore, in our study remote preconditioning solely
followed by warm IR did not show benefits in any of the evaluated parameters compared to
warm IR alone or control groups, suggesting that this experimental model of preconditioning

has limitations in the early window of protection analysis (< 24 hours).

Key Words: Ischemia, Reperfusion Injury, Hypothermia, Free Radicals, Oxidative Stress
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INTRODUCAO

A interrupcdo da perfusdo celular por isquemia leva a uma cascata de eventos que
culminam em disfungao e morte celular. A reperfusdo paradoxalmente é capaz de produzir
efeitos deletérios adicionais. Esse fenémeno, conhecido como lesao celular induzida por
isquemia-reperfusdo (IR), produz danos teciduais através da producdo de radicais livres,
espécies reativas de oxigénio capazes de modificar o funcionamento das proteinas e
membranas celulares'. Muitas situagdes clinicas e cirurgicas geram, de forma inevitavel,
esse processo de IR como, por exemplo, transplantes, cirurgias com circulagao
extracorpdrea e nefrectomias parciais com clampeamento transitério do pediculo renal®®. A
busca pela redugcdo dos agravos causados pela IR na fisiologia tecidual motivou o
desenvolvimento de diversas estratégias, entre elas: substancias antioxidantes, hipotermia,
solugdes hipertdnicas e o pré-condicionamento isquémico (PCI)®’. Este ultimo consiste na
inducdo da producgao de antioxidantes enddgenos pelos tecidos através de curtos ciclos de
isquemia-reperfusdo, previamente a uma isquemia prolongada®™®. A possibilidade de se
realizar curtos ciclos de isquemia em tecidos distantes do 6rgdo que ird sofrer a IR
prolongada motivou o desenvolvimento do pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR),
promissor mecanismo de prevengdo de danos'"'?. A hipotermia possui papel estabelecido
como estratégia de reduzir o estresse oxidativo na IR renal, sendo fundamental na
preservacado de orgaos transplantados e utilizado em cirurgias renais com clampeamento
arterial™'. Apesar das consideracdes acima, a associagdo do PCIR com a hipotermia e o
seu efeito conjunto na prevencao de danos pela IR, entretanto, ndo foi descrita em modelos

experimentais animais.
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REVISAO DA LITERATURA

| - LESAO TECIDUAL POR ISQUEMIA-REPERFUSAO

A condicdo em que os tecidos sofrem um periodo de restricdo do suprimento sanguineo
seguido pelo restabelecimento da perfusdo, consequentemente, levando a reoxigenagao
celular define o processo de isquemia e reperfusdo. A auséncia de oxigénio devido a
isquemia provoca lesao e morte celular. A reperfusao tecidual, paradoxalmente, é capaz de
acrescentar dano as células que estdo em processo de isquemia através da reoxigenacao,

processo conhecido como lesdo por isquemia e reperfusio (IR)™.

Diversos cenarios clinicos ilustram a les&o por IR, entre as mais frequentes estdo o infarto
agudo do miocardio e o acidente vascular cerebral. O tecido renal sofre este tipo de leséo
em muitas situagcdes como transplantes renais, nefrectomias parciais sob clampeamento do
pediculo renal e cirurgias de aorta abdominal®'®. Durante o transplante renal, por exemplo, o
rim pode sofrer longos periodos de isquemia até ser implantado no receptor'®. Essencial
para sua subsisténcia é a reperfusao tecidual através das anastomoses vasculares e fluxo
sanguineo. Apesar de vital, a reperfusdo com sangue oxigenado pode lesar os tecidos sob
isquemia'’. O grau de les&o por IR apresenta influéncia no funcionamento e na resposta

18-22

imune entre o enxerto e receptor’“““. O conhecimento e a prevencédo da lesdo por IR

apresenta um beneficio potencial nas diversas situagdes clinicas em que podemos antever

a reperfusao tecidual®®?*.
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Il - DANO CELULAR POR ISQUEMIA-REPERFUSAO

A isquemia dos tecidos leva, devido a reducado do aporte de oxigénio, a um disturbio no
processo de fosforilacdo oxidativa das mitocdndrias celulares em funcao da deplegao de
trifosfato de adenosina (ATP). Este se mostra essencial no adequado funcionamento celular
através da geragdo de energia para processos homeostaticos como, por exemplo, nas
bombas de sodio-potassio (Na*/K*) e célcio-magnésio (Ca*/Mg?*). Quando estas se
encontram desreguladas, ocorre edema devido ao influxo de Na*, CI" e Ca* para o interior
da célula e ativagéo da glicolise anaerobia®?®. Além disso, a isquemia induz a produgio de
citocinas pro-inflamatérias como o fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina-1 (IL-1),
objetivando o recrutamento de leucdocitos?’. Se a isquemia for prolongada, o edema tecidual
progressivo somado ao acumulo excessivo de leucdcitos gera obstrugao da microcirculagao

28 Durante o metabolismo

e lesdo irreversivel, fenbmeno conhecido como “no-reflow
anaerdbio também verificamos uma degradagéo do ATP em hipoxantina. Além disso, neste
meio isquémico notamos um acumulo da enzima xantina desidrogenase, a qual
subsequentemente se transforma em xantina oxidase. Ao entrar em contato com oxigénio
proveniente da reperfusédo tecidual e sob agcédo conjunta da xantina oxidase, a hipoxantina
sofre um processo de oxidagao produzindo xantina e superodxido. Este ultimo € um radical
livre de dano celular direto moderado com potencial de se transformar, através da acao de
enzimas locais, em hidroxila, considerado um radical livre altamente téxico e reativo para os
tecidos. Objetivando reduzir os niveis destas substancias nocivas, a célula passa a produzir
antioxidantes. Entre estes estd a superdxido dismutase (SOD), enzima responsavel por
degradar o superoxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio (H,0,), sendo este um radical

livre menos nocivo. Outra enzima antioxidante implicada é a catalase (CAT), encarregada

de transformar o H,O, em agua (H,O) e oxigénio. Estas reac¢des séo ilustradas na Figura 1.
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A complexa cascata de formacado de radicais livres expde a importancia do contato do

oxigénio com o tecido isquémico e seu efeito deletério paradoxal'?°3°.

.

[ AMBIENTE CELULAR ]

228

FIGURA 1: Fisiopatologia da produgdo de radicais livres durante isquemia e reperfusao.
Observa-se a degradagédo do ATP em hipoxantina devido ao metabolismo anaerdbio e
formacgao dos radicais livres superdxido e hidroxila devido ao contato com o oxigénio. Figura
modificada de Bulkley®®. ADP = difosfato de adenosina; AMP = monofosfato de adenosina;
ATP = trifosfato de adenosina; CAT = catalase; H,O = agua; H,O, = peroxido de hidrogénio;

O,=oxigénio; SOD = superoxido dismutase.
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Il - EFEITO DA ISQUEMIA-REPERFUSAO NAS CELULAS RENAIS

As células do tubulo contorcido proximal e ramo ascendente da alga de Henle sao as mais
suscetiveis a sofrer lesdo por IR, provavelmente pelo alto metabolismo necessario para as
trocas ibnicas desta regido. O processo de isquemia e subsequente disfungdo endotelial
ocasionam ruptura e acumulo das microvilosidades das células tubulares proximais na luz
dos tubulos. Células tubulares também se destacam da membrana basal e adentram a luz
tubular. Este acumulo de células e debris obstrui a luz tubular, mecanismo responsavel pela

reducgao da filtragdo glomerular®.

IV - METODOS PARA REDUGAO DO DANO POR ISQUEMIA-REPERFUSAO

Objetivando limitar a lesao celular causada pelo processo de IR, estratégias sdo estudadas
e apresentam resultados significativos. As medidas terapéuticas tradicionais se baseiam na

hipotermia e reducédo do tempo de isquemia®'=?,

A hipotermia sistémica tem demonstrado beneficios quando avaliada por estudos
experimentais em situagdes tais como isquemia miocardica, transplante de 6érgaos,
circulacdo extracorpérea, isquemia da medula espinhal e intestinal. Na pratica clinica,
observamos desfechos positivos, por exemplo, ao associar o resfriamento corporal durante
0 estado de pos parada cardiaca e hipoxia neonatal****. Os mecanismos de regulagio
génica da apoptose e reagao inflamatéria sao influenciados pela hipotermia sistémica, como
foi observado no estudo de Tang et al’®. Apesar disso, a hipotermia sistémica pode causar
coagulopatia, acidose metabdlica e arritmias, limitadores do seu uso*. Desta forma, a
hipotermia local emerge como uma alternativa com potencial menor de efeitos adversos. A

hipotermia tdépica realizada com técnica adequada e isolamento apropriado do 6rgao
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resfriado, como demonstrado pelos experimentos em tecido hepatico de Grezzana Filho et

al, nao influencia na temperatura sistémica, assim como na presséo arterial média*®.

O resfriamento local do rim causa uma diminuicdo do metabolismo celular e, desta forma,
reduz os danos da IR também neste 6rgdo. O stress oxidativo é inferior nos rins sob
hipotermia comparado com seus pares eutérmicos quando expostos a IR*“°. Sendo assim,
esta estratégia terapéutica é amplamente utilizada no transplante renal de humanos e esta
integrada na rotina deste procedimento ha muitos anos. Existem diferentes maneiras de
manter o 6rgdo em hipotermia durante o transporte do enxerto: através de perfusao estatica
ou perfusao pulsatil, ambas eficazes na preservagao do rim pelo periodo de 24 a 72 horas,
sendo a pulsatil capaz de reduzir ainda mais o risco de perda de funcdo e apresenta
melhores taxas de sobrevida do enxerto quando comparado ao armazenamento
estatico’’*2. Os diferentes tipos de solu¢des no qual o tecido sera envolvido também s&o
alvo de estudo. Elas possuem solutos que objetivam preservar pH e ions, além de
impermeabilizantes que evitam a entrada de liquidos no interior das células. Muitas
solugdes incluem coldides, antiplaquetarios, removedores de radicais livres, entre outras
substancias na sua composicdo que podem acrescentar beneficios®*?®, As duas solugbes
de perfusdao mais populares sao Euro-Collins e Universidade de Wisconsin, sendo esta
superior em relacdo & sobrevida do enxerto®. Diversos outros procedimentos cirurgicos que
envolvem IR, como as nefrectomias parciais com clampeamento vascular transitério,
também fazem uso do resfriamento através do isolamento do érgao com gelo, apresentando
resultados estatisticamente positivos na reducido de lesdo renal e manutengao de funcao

renal®44,

A temperatura ideal do resfriamento, apesar de pouco estudada, também deve ser
analisada. Estudo experimental de Santos et al avaliou in vivo diferentes temperaturas em

que o tecido renal de ratos da raga Wistar foram submetidos a IR, encontrando o valor de 4
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graus Celsius como o de maior protegdo aos efeitos do estresse oxidativo®. Fiorentini et al
demonstrou, ainda, que a hipotermia é capaz de reduzir os niveis de fator de necrose
tecidual (TNF) apds IR renal em 6rgéos remotos, como o pulmao, ilustrando a relevéncia e

influéncia sistémica que a temperatura local possui*.

A redugado no tempo de isquemia durante os procedimentos que envolvem IR apresenta
beneficios com comprovada significaAncia. A realizacdo de procedimentos de forma mais
rapida, por exemplo anastomoses vasculares em menor tempo durante o transplante renal,
ou o desclampeamento precoce nas nefrectomias parciais que necessitam oclusao
transitoria do pediculo ilustram na pratica clinica como encurtar o tempo de isquemia®'=3*4¢,
Os avangos em cirurgia laparoscoépica/robética motivaram, ainda, o desenvolvimento de fios
de sutura ancorados que permitem rafiar tecidos sem nos, ilustrando outras formas de

reduzir o tempo cirtrgico®.

Apesar da eficacia em reduzir a lesdo por IR das estratégias descritas, novas medidas
capazes de proteger os tecidos devem ser pesquisadas. O aumento do numero de
procedimentos cirurgicos envolvendo IR, além das preocupantes demandas por
transplantes em todo o mundo fundamentam a necessidade de novas estratégias para

atenuar o dano pela IR"*. Nesse contexto, surge o pré-condicionamento isquémico.

V — PRE-CONDICIONAMENTO ISQUEMICO

A realizagcdo de curtos periodos de isquemia e reperfusdo, estratégia conhecida como
pré-condicionamento isquémico (PCI), é capaz de minimizar os danos causados por uma
isquemia prolongada e reperfusdo posterior. Os breves periodos de isquemia aplicados

promovem um estimulo condicionante e podem ser realizados diretamente no érgao alvo da
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IR (pré-condicionamento isquémico local; PCIL), ou em tecido distante

(pré-condicionamento isquémico remoto; PCIR)®449,

Dentre os estudos pioneiros neste topico esta o de Murry et al, em que foram analisados os
efeitos do PCIL no miocardio canino®. Desde entdo diferentes orgdos estdo em estudo,

entre eles figado e rim, assim como distintos animais, tais como porcos e ratos.

Os estudos experimentais de PCIl em tecido renal tiveram inicio apenas em 1997, quando
Islam et al fizeram uso dos protocolos vigentes de PCIL em rins de ratos, porém com
resultados desanimadores. Este estudo teve importancia, todavia, pois identificou que o
periodo de isquemia renal de 40min era superior ao de 20min quando se objetiva promover
lesdo renal através de andlise histopatoldgica e cintilografica®. Logo apds, Toosy et al
identificaram que o intervalo de tempo entre o PCIl e a isquemia prolongada era um fator
importante. Evidenciou-se beneficio do PCIL se realizado 5 minutos antes da IR, o mesmo
nao ocorrendo quando executado com intervalo de 30 minutos'. Este achado motivou o
abandono dos experimentos utilizando os mesmos protocolos executados em tecido

cardiaco, sendo necessario o aperfeicoamento de um protocolo especifico para o rim.

Torras et al definiram, através de relevante estudo no ano de 2002, as bases atuais dos
protocolos experimentais em PCI de rins de ratos. Neste trabalho, apdés diversos
experimentos com diferentes tempos de isquemia e reperfusao, formulou-se o protocolo de
PCIL que demonstrou maior protecdo renal. O PCIL se mostra mais eficiente se for
realizado apenas um ciclo de 15 min de isquemia seguido de reperfusao por 10 min antes
da subsequente isquemia prolongada da IR®. O tempo desta isquemia sustentada apds o
PCIL utilizado neste estudo foi de 40 min, ja citado anteriormente como o periodo de IR que

induz maior les&o renal por IR



22

Outra modalidade de PCI é o pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR). Este consiste
em curtos ciclos de isquemia-reperfusdo em um 6érgao distante de outro que sofrera um
ciclo prolongado de IR. O conceito de PCIR surgiu com o marcante estudo em caninos de
Przyklenk et al em que se observou associacado entre PCl de um territério vascular
coronariano e protegao miocardica de outro territério vascular durante subsequente IR
cardiaca*. Em 1996 Gho et al expandiram o potencial do PCIR ao reportar beneficio de
curtos ciclos de isquemia arterial mesentérica previamente a IR miocardica, validando a
hipétese de que tecidos utilizados para PCl ndo necessitam ser do mesmo 6rgdo sob IR*.
Kharbanda et al observaram reducgao na lesdo miocardica por IR associando PCIR através
de ciclos de isquemia utilizando torniquete no membro posterior de porcos®. Este foi o
primeiro experimento de PCIR com membros periféricos, diminuindo a complexidade do PCI
e tornando factivel seu uso na pratica clinica. Desde entao diferentes protocolos e tecidos

vém sendo testados, entre eles o rim.

O primeiro estudo que avaliou PCIR e renoprotecdo foi no ano de 2002, quando Ates et al
realizaram um ciclo de 10 min de isquemia hepatica seguido de 10 min de reperfusao
previamente a uma sustentada isquemia renal por 45 min. Os ratos submetidos a este
protocolo apresentaram melhores parametros renais bioquimicos e histopatoldgicos quando

comparados a animais que foram submetidos exclusivamente a IR isolada sem PCI®'.

Lazaris et al estudaram os efeitos renais do clampeamento adrtico subdiafragmatico e o uso
de PCIR, revelando menor lesdo nos rins ao executar curtos ciclos de clampeamento da
aorta infrarrenal. Este € considerado o primeiro estudo a avaliar a isquemia periférica em
PCIR renal®. No ano de 2011, Wever et al foram pioneiros ao estudar IR renal associando
PCIR através de torniquetes nos membros posteriores de ratos. Quatro protocolos
diferentes de PCIR foram testados: um ciclo de 12 minutos de isquemia seguido de 12

minutos de reperfusdo do membro posterior unilateralmente previamente a IR renal por 25
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minutos; um ciclo de 12 minutos de isquemia seguido de 12 minutos de reperfusdo do
membro posterior bilateralmente previamente a IR renal por 25 minutos; trés ciclos de 4
minutos de isquemia seguido de 4 minutos de reperfusdo do membro posterior
unilateralmente antes de IR por 25 minutos; trés ciclos de 4 minutos de isquemia seguido de
4 minutos de reperfusdo do membro posterior bilateralmente antes de IR por 25 minutos.
Ocorreu protecédo renal em todos grupos quando comparados com a IR sem PCIR. Houve
uma superioridade dos protocolos bilaterais sobre os unilaterais, além disso os protocolos
de ciclos fracionados de 4 minutos demonstraram resultados discretamente melhores

comparando com o ciclo de 12 minutos®.

Um dos trabalhos de maior impacto sobre PCI renal € uma meta-analise de 2012 que
investigou 58 artigos experimentais, comparando diferentes protocolos e variaveis. Apesar
de apenas cinco estudos incluidos analisarem o PCIR, os dados expdem equivaléncia dos

beneficios entre pré-condicionamento isquémico local e remoto™.

A possibilidade de produzir os ganhos do PCl sem submeter o rim alvo de IR a isquemias
prévias e reduzir as complicacbes vasculares locais (ex. tromboses arteriais) motivou o
processo translacional para a pesquisa clinica do PCIR. Diversos estudos clinicos
apresentaram resultados positivos na preservacado da fungao renal quando procedimentos
envolvendo IR, tais como circulagido extracorpérea e clampeamento adrtico, foram
associados com PCIR**. Estudo envolvendo nefrectomias parciais videolaparoscopicas
(procedimento em que se realiza clampeamento vascular temporario do pediculo renal)
demonstrou protecdo renal quando a PCIR foi executada através de curtos ciclos de
isquemia no membro inferior utilizando esfigmomandmetro, exemplificando o grande

potencial pratico que esta estratégia possu®.

A associacao entre PCI e hipotermia transoperatéria na reducado de danos renais por IR foi

investigada, até entado, apenas pelo nosso grupo de estudos em isquemia e reperfusao de
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orgaos coordenados pelo Prof. Dr. Carlos Otavio Corso. Neste estudo, Ribeiro et al realizou
IR no rim esquerdo de ratos por 40 minutos, sendo realizado PCIL com e sem resfriamento
local em parte dos animais. Os dados ndo demonstraram efeito sinergistico do PCIL
concomitante a hipotermia na protecéao da lesao renal por IR. O modelo empregado de PCI
nao resultou em beneficios, pelo contrario, revelou-se redutor dos efeitos benéficos do

resfriamento®®.

A despeito disso, estudo de desenho semelhante foi executado com hipotermia tépica
associada a PCIL hepatico. Este artigo observou sinergismo entre as técnicas, resultando

em maior protecdo da combinagdo comparado & hipotermia ou ao PCIL isolados®®.

Revisdo da literatura - através da analise de artigos sobre experimentacdo animal
pesquisados nas bases de dados do PubMed e EMBASE - revelou nao existir, neste
momento, pesquisa que analisa o potencial sinergismo da hipotermia e o

pré-condicionamento isquémico remoto.

Apesar dos diversos experimentos e seus resultados, os mecanismos pelos quais o PCI
promove protecdo a IR ainda nao estdo elucidados. Conjetura-se uma produc¢do enddgena
de antioxidantes capazes de reduzir o estresse oxidativo decorrente das transformacoes
causadas pela anaerobiose e intensificadas pela reagédo com o oxigénio da reperfuséo.
Outra hipotese é de uma complexa cascata bioquimica intracelular envolvendo a geragao
de autacoides (tais como adenosina, bradicinina, endotelina e opiodides) frente a um
estimulo isquémico capazes de circular e alcancar tecidos a distancia®®’. Fato comum a
todos os estudos é que a fisiopatologia dos efeitos protetores do PCI local ou remoto ainda

necessita maiores esclarecimentos.

VI - MARCADORES INFLAMATORIOS E ESTRESSE OXIDATIVO
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Os danos teciduais causados pela IR estdo relacionados ao processo inflamatério e suas
transformacodes celulares. A hipoxia celular leva a uma resposta inflamatéria, seguida do
recrutamento leucocitario, formacado de radicais livres e dano intracelular. A reperfusao
promove a transformagdo de espécies reativas em substancias ainda mais toxicas. A
suplementacao por enzimas antioxidantes, tais como CAT e SOD, reduz danos teciduais
por IR e a deficiéncia destas agrava lesdes, dados que reforcam a influéncia do estresse
oxidativo na IR. A medida da atividade de SOD e CAT correlaciona-se diretamente com a
intensidade do estresse oxidativo tecidual e, desta forma, serve como parédmetro objetivo

nos estudos experimentais®®®*.

A dosagem direta dos radicais livres existe, porém a instabilidade bioquimica in vivo destes
demanda alta complexidade dos reagentes laboratoriais. Em virtude disso, derivados da
peroxidagao lipidica sdo quantificados, entre eles o F2-isoprostano (F2IP) e substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)®*®’. Sabe-se que o F2IP possui valores mais
especificos e estaveis em relagdo ao grau de peroxidagdo lipidica e, desta forma,

considerado o mais fidedigno na avaliagéo do estresse oxidativo®.

VIl - TRANSFORMAGOES HISTOLOGICAS DA ISQUEMIA-REPERFUSAO

A isquemia-reperfusdo causa dano nas diferentes células renais, principalmente as
presentes no tubulo contorcido proximal e no ramo ascendente da al¢ca de Henle devido ao
seu metabolismo intenso. Durante este processo ocorre disfungdo endotelial e
destacamento das células tubulares, responsaveis pela obstrugdo e reducao da filtragédo
glomerular®®. A analise histoldgica renal permite classificar a gravidade da necrose tubular
aguda causada pela IR de rins de ratos em niveis, segundo Jablonski et al: 0 = auséncia de

alteracdes; 1 = mitoses e necroses de células individuais; 2 = necrose das células
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adjacentes aos tubulos contorcidos proximais, preservando os tubulos; 3 = necrose das
células adjacentes aos tubulos contorcidos, associada a necrose do tergo distal dos tubulos
contorcidos proximais; 4 = necrose afetando os trés segmentos dos tubulos contorcidos

proximais®®.

VIl - TECNICA CIRURGICA EXPERIMENTAL

Os modelos cirurgicos animais sao fundamentais no estudo dos danos renais agudos. As
técnicas de isquemia-reperfusdo renal em ratos possuem ampla popularidade em funcéo da

reprodutibilidade dos métodos empregados.

A realizagdo da isquemia renal pode ser executada de diferentes maneiras, sendo o
clampeamento da artéria renal esquerda a de mais facil execucdo. O pediculo renal
esquerdo é mais longo que o direito, fator técnico que facilita na identificagao e isolamento
da artéria renal esquerda e justifica o uso do rim deste lado como alvo dos experimentos. A
etapa de reperfusdo ocorre no momento em que o clampe da artéria renal é retirado e o
sangue retorna ao orgao. O tempo de isquemia e reperfusdo utilizado nos protocolos
experimentais atuais, tanto para induzir um PCIl como para causar dano por IR, foi definido
através dos seguintes ensaios. Islam et al definiram, no ano de 1997, que o periodo de
isquemia renal de 40min foi ideal quando se objetiva promover lesdo renal na IR%. O
protocolo de PCIL identificado por Torras et al em 2002 mostrou-se mais eficiente ao se
realizar um unico ciclo de 15min de isquemia seguido de reperfusdo por 10 min antes da
prolongada IR, motivando a replicagdo deste protocolo nos subsequentes estudos®. Os
protocolos de PCIR ainda nao foram avaliados por muitas pesquisas comparativas, portanto
sao restritos os dados que embasam os protocolos utilizados. O estudo de Wever et al é, no

momento, 0 que se destaca ao experimentar diferentes protocolos com distintos periodos
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de isquemia e reperfusdo em PCIR. Neste estudo, houve discreta superioridade nos
protocolos com ciclos fracionados de 4 minutos de PCIR comparando com unico ciclo de 12

minutos®.

A hipotermia também pode ser realizada com distintos protocolos, tanto sistémica como
local. O resfriamento local em cirurgia pode ser realizado utilizando soro fisioldgico 0,9%
congelado triturado em contato com o 6rgédo que objetiva-se reduzir a temperatura. Ha
necessidade de se isolar o 6rgao para manter a temperatura sistémica habitual. Além disso,
a temperatura da hipotermia deve ser considerada pois diferentes temperaturas de
resfriamento causam efeitos desiguais. Santos et al definiram que em ratos a hipotermia
tépica sob temperatura de 4 graus Celsius possui a maior proteccdo no tecido renal que ira

sofrer IR*.

A translacdo dos resultados experimentais para a pesquisa clinica possui importantes
limitacoes devido as diferencas entre as espécies. A despeito de tais restricbes, os modelos
animais sado essenciais para o entendimento dos mecanismos oxidativos e inflamatérios da

IR.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR) através do
clampeamento da artéria iliaca comum esquerda associado, ou ndo, a hipotermia topica

renal sobre os danos do tecido renal decorrentes do processo de isquemia-reperfusao renal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar se o PCIR, associado ou nao a hipotermia, é capaz de atenuar o desenvolvimento

de estresse oxidativo e les&o histopatolégica renal ocasionados pela IR do rim.

- Avaliar se a hipotermia, associado ou ndo ao PCIR, é capaz de atenuar o desenvolvimento

de estresse oxidativo e a lesao histopatoldgica renal ocasionados pela IR do rim.

- Avaliar se a associacdo de PCIR com hipotermia € capaz de amplificar o potencial

beneficio de cada uma das estratégias de prevencgao de danos na IR renal
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ABSTRACT

The effects of remote ischemic preconditioning and topical hypothermia in renal

ischemia-reperfusion injury in rats.

Introduction: Ischemia-reperfusion injury (IR) can be reduced using measures such as
hypothermia and remote ischemic preconditioning (RIPC). Combination of these might result

in potential protection to be clarified.

Objectives: To assess the association between RIPC and topical hypothermia in renal IR

injuries, especially regarding oxidative stress and histological changes.

Methods: Thirty two Wistar rats, after right nephrectomy, were randomly assigned to four
surgical experimental protocols in the left kidney: warm ischemia (group 1), cold ischemia
(group 2), RIPC followed by warm ischemia (group 3) and RIPC followed by cold ischemia
(group 4). After 240 minutes of reperfusion, the left kidney was collected to analysis of
histological changes, lipid peroxidation and antioxidant enzymes activity. The right kidney
was used as the control group. Serum was collected before and after procedures to evaluate

creatinine.

Results: RIPC combined with cold ischemia during IR experiment revealed no differences
compared to any of the other interventional groups regarding histological changes (p=0.722).
Oxidative stress shows no significant variations among groups. Serum creatinine at end of
procedure showed lower levels in the animals submitted to hypothermic IR protocols

(p<0.001).
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Conclusion: Combining RIPC and local hypothermia provides no renal protection in IR
injury. Hypothermia, however, seems preserve renal function during ischemic events.
Furthermore, RIPC solely followed by warm IR did not show benefits in any parameters
compared to warm IR alone or control groups, suggesting limitations in the early window of

protection analysis.

Key Words: Ischemia, Reperfusion Injury, Hypothermia, Free Radicals, Oxidative Stress
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INTRODUCTION

Interruption of blood flow through ischemia leads to a cascade of events culminating in cell
death. During anaerobic metabolism of ischemic tissues, intracellular hypoxanthine
accumulates due to adenosine triphosphate (ATP) degradation. The reintroduction of blood
flow through reperfusion paradoxically produces additional damage, which is a phenomenon
known as ischemia-reperfusion injury (IR)'. This occurs by combining oxygen from tissue
reperfusion with hypoxanthine resulting in free radical production, which is extremely harmful
to the cellular environment?3. Clinical situations in which we find IR are diverse, such as

transplants, extracorporeal circulation, and partial nephrectomies*®.

Several strategies to reduce IR damage have been developed, including the use of
hypothermia, hypertonic solutions, antioxidants, and, more recently, ischemic
preconditioning (IPC). Hypothermia is routinely used during organ transplantation
preservation and renal surgery by arterial clamping, and is widely used to prevent damage

from IR’.

Inducing endogenous  production of antioxidants through short cycles of
ischemia-reperfusion prior to prolonged ischemia is the definition of IPC, and is one of the
most recent strategies for preventing IR damage®'°. The ability to perform IPC in tissues
distal to the IR-exposed organ, known as remote ischemic preconditioning (RIPC), makes

this a promising and practical transoperative maneuver'" .

There is considerable evidence on the benefits of hypothermia and RIPC as isolated
strategies for the prevention of IR damage in contrast to little information on the association
of synergistic protective effects. Therefore, we evaluated the combined effect of RIPC and

hypothermia on renal IR injury through a pioneering study with experimental surgery in rats.
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METHODS

The study was approved by the Research Ethics Committee of the Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (project number, 150471). It is in compliance with the international guidelines of
good practices in animal research from the National Institute of Health (Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals, Bethesda, USA, 2011) and was conducted in accordance
with the International Principles for Biomedical Research Involving Animals, published by the
Council of International Organizations of Medical Sciences (CIOMS) as well as the Brazilian

law on the scientific use of animals (Law 11.794 / 2008).

Animals and Study Design

In a prospective design, 32 male Wistar rats weighing between 277—447g and aged 54-66
days were randomly assigned following simple randomization (random numbers) into four
groups (group 1, group 2, group 3, and group 4) of eight animals according to the surgical
protocol for the left kidney. Animals were housed in the Animal Experimentation Unit of
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) in groups of four in separate cages at room
temperature (22 + 2°C) under a 12-hour light/dark cycle with free access to water and rat

chow.

All 32 animals underwent right nephrectomy at the beginning of the procedure, and 8 of
these 32 right kidneys were randomly selected to form the control group (Group 0). In Group
1, ischemia of the left renal pedicle was induced for 40 minutes under euthermia (37°C;
Warm ischemia) followed by reperfusion for 4 hours, when we performed left nephrectomy
and euthanasia. In Group 2, left renal pedicle ischemia was performed for 40 minutes under

local hypothermia (4°C; Cold ischemia) and systemic euthermia followed by reperfusion for 4
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hours under euthermia and left nephrectomy. Group 3 underwent RIPC by clamping the left
iliac artery for 15 minutes followed by reperfusion for 10 minutes, proceeding to ischemia of
the left renal pedicle for 40 minutes under euthermia (37°C; RIPC + Warm ischemia), new
reperfusion for 4 hours, and left kidney withdrawal. Group 4 underwent RIPC by clamping
the left iliac artery for 15 minutes followed by reperfusion for 10 minutes under euthermia,
proceeding to ischemia of the left renal pedicle for 40 minutes under local hypothermia (4°C;

RIPC + Cold ischemia), and reperfusion for 4 hours under euthermia (Figure 1).

GROUP 1 C | 40 Warm Ischemia 240" Reperfusion LK

GROUP 2 C 40’ Cold Ischemia 240" Reperfusion LK

GROUP 3 C 15 10' | 40’ Warm Ischemia 240’ Reperfusion LK
RIPC

GROUP 4 C 15’ 10° 40’ Cold Ischemia 240’ Reperfusion LK
RIPC

Figure 1 - Surgical protocols. “C” indicates right nephrectomy, which represents the Control
(Group 0). “LK” represents left kidney retrieval. “RIPC” means remote ischemic
preconditioning using 15 minutes of ischemia of the left iliac artery followed by 10 minutes of

reperfusion

Anesthesia was induced with isoflurane vaporized at 3-5% by inhalation. Soon after, the
animals were placed supine on a heated surgical table; general anesthesia was maintained
by vaporization of isoflurane at 2-3% with an oxygen flow of 1 L/min, with the reflexes of the

right hind paw being periodically tested in order to guarantee adequate anesthesia. The
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systemic temperature of the animals was constantly measured through a rectal electronic
thermometer (Termomed 1.0, Intoterm, Porto Alegre, Brazil). When necessary, a heating

lamp was used to maintain the systemic temperature between 35.0°C and 37.1°C.

After inducing general anesthesia, 1 ml of blood was collected through retro-orbital puncture
for the initial analysis of creatinine under ophthalmic anesthesia. Then, abdominal
trichotomy, intraperitoneal administration of tramadol (10 mg/kg), 0.5% bupivacaine (1
mg/kg) injection at the median incision site, and, finally, longitudinal median laparotomy were
performed. Right total nephrectomy was performed initially after laparotomy in all 32 animals.
Half of the kidneys were stored in formalin 10% for future histopathological analysis; the

other half were kept at a temperature of -80°C for analysis of oxidative stress markers.

The left kidney of the animals was submitted to the four experimental nephrectomy protocols
mentioned previously. The local temperature in the kidney was maintained under euthermia
in groups 1 and 3, whereas renal hypothermia was applied in groups 2 and 4 during renal
pedicle ischemia. This local hypothermia was performed by keeping the kidney in contact
with frozen and crushed 0.9% saline solution and isolated from the other tissues through a
fenestrated protective latex tissue; the temperature was controlled at 4°C using an
intraparenchymal thermometer (BAT 12, IITC Life Science, W. Hills, CA, USA) installed in

the renal cortex.

RIPC was induced in groups 3 and 4 by clamping the left common iliac artery under
euthermia for 15 minutes and reperfusion for 10 minutes before proceeding to left kidney IR.
Left renal pedicle ischemia was performed in all groups (under euthermia in groups 1 and 3
and hypothermia in groups 2 and 4) by clamping the renal pedicle for 40 minutes, followed
by reperfusion under euthermia for 240 minutes. Microvascular clamps (Medicon, Tuttlingen,
Germany) were used to induce vascular ischemia of the left common iliac artery and left

renal pedicle. At the end of 40 minutes of renal ischemia, the vascular clamp was removed



46

and the abdominal wall was sutured. After this, the animal was kept awake for 240 minutes
under analgesia (new dose of tramadol 10 mg/kg) with free access to water in a heated
cage. At the end of the reperfusion period, the anesthetic process and laparotomy were
repeated to perform a left nephrectomy. As in the right kidney, half of the left kidneys were
kept in formalin 10% for histopathological evaluation; the other half were stored at a
temperature of -80°C for measurement of oxidative activity. At the end of the procedure, a
new blood sample was collected through cardiac puncture followed by euthanasia using

cardiectomy.

Histopathological analysis

Renal tissue was fixed in 10% formalin, embedded in paraffin, sliced, and stained by the
periodic acid-Schiff (PAS) and hematoxylin and eosin (H&E) methods. Acute tubular
necrosis was measured through the scale described by Jablonski et al. in 5 degrees (Figure
2): 0, absence of abnormalities; 1, mitosis and necrosis in individual cells; 2, necrosis of the
cells adjacent to the proximal convoluted tubules, preserving the neighboring tubules; 3,
necrosis restricted to the distal third of the proximal convoluted tubules and a zone of
necrosis extending to the inner cortex; and 4, necrosis of all segments of the proximal

convoluted tubules™ . This analysis was performed by a blinded pathologist.
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Figure 2 - Acute tubular necrosis degrees by Jablonski. 0, absence of abnormalities; I,
mitosis and necrosis in individual cells; ll, necrosis of the cells adjacent to the proximal
convoluted tubules, preserving the neighboring tubules; lll, necrosis restricted to the distal
third of the proximal convoluted tubules and a zone of necrosis extending to the inner cortex;

and IV, necrosis of all segments of the proximal convoluted tubules

Oxidative stress and antioxidant enzyme activity

Free radicals are biochemically unstable in vivo, with a costly dosage and highly complex
practical usage. Thus, lipid peroxidation derivatives are usually quantified™. As a renal
oxidative stress measure, tissue levels of F2-isoprostanes (F2IP), superoxide dismutase

(SOD), and catalase (CAT) activities were quantified.
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In order to complete the analyses, half of the kidneys preserved at -80°C underwent
homogenization for 40 seconds at 4°C in the presence of 1.15% KCI (9 mL/g tissue) and
phenylmethylsulfonyl fluoride at a concentration of 100 mM isopropanol (10 uL per ml of KCI)
using Ultra-turrax homogenizer (IKA Works Inc., Wilmington, DE, USA). This homogenate
was then centrifuged in a Sorvall Super T21 refrigerated centrifuge (Kendro Laboratory
Products, Weaverville, NC, USA), and the supernatant was collected and frozen again at
-80°C for biochemical analyses. In addition, protein concentration was measured by the

Bradford method using standard bovine albumin and spectrophotometry at 595 nm.

F2-isoprostane (F2IP) is considered a reliable tissue marker of lipid peroxidation, presenting
very stable and specific values in the quantification of oxidative stress'. Tissue levels of
F2IP were determined through the 8-iso-PGF2a ELISA kit (ADI-900-010, Enzo Life Sciences

Inc., Farmingdale, NY, USA) after homogenization of the kidney.

The measurement of superoxide dismutase activity (SOD) was performed by inhibiting
superoxide radical reaction with epinephrine in a spectrophotometer at 480 nm and

expressed as USOD/min/mg protein.

Quantification of catalase activity (CAT) was based on the decomposition of hydrogen

peroxide in a spectrophotometer at 240 nm and expressed as pmol/mg protein.

Biochemical analysis of renal function

Levels of serum creatinine were determined at baseline from 1 mL of blood collected through
retro-orbital puncture and at euthanasia from blood collected through cardiac puncture using

a Roche Cobas 8000 c702 automatic biochemistry apparatus.
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Statistical analysis

Data analysis was performed using a general linear model for statistical significance using
SPSS program (SPSS Statistics for Windows, Version 21.0, IBM Corp., Armonk, NY, USA).
Since histological grade is an ordinal variable, Kruskal-Wallis test in conjunction with Dunn's
test were used. Bonferroni correction was applied for multiple comparisons between groups.
The level of significance was set at 5% (p < 0.05), and data were expressed as mean and
standard error (SE). Sample size was calculated based in Santos et al'® previous research

using a 80% power of study and considering a 5% significance level.

RESULTS

Weight, age, systemic final temperature, and baseline creatinine did not differ between

groups of animals (data not shown).

Histological analysis identified all grades of acute tubular necrosis ranging from 0 to 4. It was
not possible to ascribe a specific grade to an individual interventional group due to
overlapping of findings. The control group, however, presented only grade 0 damage, which
was not found in any other group. Furthermore, grade 4 absence occurred only in

experimental group 3 (remote preconditioning with warm ischemia) and the controls.

There was a significant difference between groups regarding histological grade and the
controls (p = 0.001). The control group presented a significantly lower degree than all other
groups (p < 0.05). Among interventional groups, there was no statistically significant

difference (p = 0.722).

Oxidative stress levels were measured by F2IP tissue survey and revealed no statistically

difference between interventional groups and control kidneys. When comparing exclusively
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the warm ischemia groups (Group 1 and 3), we observed that those exposed to RIPC before
warm IR presented higher F2IP levels than those in the warm ischemia without

preconditioning group (p < 0.05) (Figure 3).

F2 Isoprostane

F2IP

pg/mL  20.00
15.00
10.00

5.00

0.00

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4

] (Warm IR) (ColdIR)  (RIPC + Warm IR) (RIPC + Cold IR)

Figure 3 - Comparison between groups and F2-isoprostanes tissue levels. No statistically
difference between interventional groups and control kidneys. * Among warm ischemia
groups, we observe that those submitted to RIPC before warm IR present higher F2IP levels
than warm ischemia without preconditioning (p<0.05). Data are expressed as mean + SE.
Generalized linear models were applied. Bonferroni correction was applied to the

significance levels of each test.
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Catalase measurements did not differ statistically between interventional and control groups

(p = 0.736) (Figure 4).

Catalase
0.90

CAT

pmoal/mg

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4
(Warm IR) (Cold IR) (RIPC + Warm IR) (RIPC + Cold IR)

Control

Figure 4 - Comparison between groups and CAT activity. CAT levels do not differ
statistically between interventional and control groups (p=0.736). Data are expressed as
mean + SE. Generalized linear models were applied. Bonferroni correction was applied to

the significance levels of each test.

SOD activity showed higher levels in cold ischemia (groups 2 and 4) compared to that in
warm ischemia without RIPC (group 1) (p < 0.05); however, there was no difference between

the interventional groups and control group (p = 0.736) (Figure 5).
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Superoxide Dismutase

12,00

10,00

8,00

SOD

UsSoD/min/mg 6,00
4,00

2,00

0,00

Contral Group 1 Group 2 Group 3 Group 4
(Warm IR) (Cold IR) (RIPC + Warm IR) (RIPC + Cold IR)

Figure 5 - Comparison between groups and SOD activity. * SOD activity show higher levels
in cold ischemia (groups 2 and 4) compared to warm ischemia without RIPC (group 1)
(p<0.05), however there is no difference between experimental groups and control. Data are
expressed as mean * SE. Generalized linear models were applied. Bonferroni correction

was applied to the significance levels of each test.

Biochemical analysis of renal function at the end of the procedure revealed lower serum
creatinine levels in cold ischemia groups (with or without RIPC) compared to the warm

ischemia sample (with or without RIPC) (p < 0.001) (Table 1).
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GROUP 1 GROUP 2 GROUP 3 GROUP 4 P Value
(Warm IR) (Cold IR) (RIPC +Warm IR) (RIPC + Cold IR)
Baseline
croainine 0,35 +0,06 032+0,10 0,34+0,06 0,32+0,06 0,735
(mg/dL)

Fina Creatinine. 1,72 +0,26° 098+0,17° 1,67£041° 128+036°  <0,001

Table 1 — Serum creatinine levels. Observe that baseline creatinine do not differ, however at
end of experiment there are lower values of creatinine in animals submitted to cold ischemia

(p<001). Similar letters (a,b) do not diverge in the Bonferroni correction for 5% significance.

DISCUSSION

Ischemic preconditioning (IPC) is a maneuver in which short periods of ischemia and
reperfusion precede prolonged ischemia and subsequent reperfusion, promoting a
conditioning stimulus at the target organ (local preconditioning [LIPC]) or at distant tissues
(remote preconditioning [RIPC]). This is an effective strategy in reducing injury through the

tissue IR process*®2,

The first analysis on the effects of preconditioning was described by Murry et al. in 1986
where the effects of LIPC on canine myocardium were evaluated®. Since then, several

studies involving different animals, organs, tissues, and IPC protocols have been described.

The effects of preconditioning on renal tissue were first described in 1997, when Islam et al.
performed LIPC in rat kidneys. The use of protocols based on myocardial experiments

revealed discouraging results. However, this study identified that the ischemia period should
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be more than 20 minutes when there is intent to promote renal injury; further, a duration of

40 minutes was found to be ideal for this purpose®.

In 2002, Torras et al. performed a complex study using different variations of IPC in the
kidneys of rats, reaching the current bases of preconditioning protocols. In study occasion, it
was evidenced that LIPC was shown to be more nephroprotective when performed with a
single 15-min cycle of ischemia followed by reperfusion for 10 min before subsequent
prolonged IR. Due to the similarity with our study, this was the protocol used during our

experiments®.

An alternative to PCI is RIPC, which is defined as short cycles of ischemia-reperfusion in a
tissue distant from another which will undergo a prolonged cycle of IR. The concept of RIPC
arose in 1993 when a canine experimental study by Przyklenk et al. showed that inducing
short IR cycles in a coronary vascular territory caused myocardial protection of another
vascular territory during subsequent cardiac IR'®. Gho et al. expanded the potential of RIPC
by reporting benefits of short cycles of ischemia in the mesenteric artery prior to myocardial
IR in 1996, validating the hypothesis that tissues used for IPC do not need to be from the

same organ under IR".

The first study involving RIPC and nephroprotection occurred in 2002, when Ates et al.
performed a short cycle of hepatic ischemia and reperfusion prior to sustained renal
ischemia in rats. Animals submitted to this protocol presented better biochemical and
histopathological renal parameters when compared to rats exposed exclusively to IR without
preconditioning'®. Wever et al. were pioneers in studying renal IR by inducing RIPC through
tourniquets in the hind limbs of rats in 2011, similarly to our study protocol. At that time,
different RIPC protocols were tested, with nephroprotection occurring in all groups when
compared to IR without RIPC. It is interesting to mention that there was a superiority of

bilateral protocols over unilateral ones and, in addition, protocols of fractional cycles showed
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discretely better results comparing with those with a single cycle'. One of the most
important studies on renal IPC is a meta-analysis on 58 experimental articles, which
compared several protocols. The results revealed equivalent benefits between local and

remote ischemic preconditioning™.

The preconditioning mechanism of protection remains to be clarified despite the result of
several studies. It is believed that there is an endogenous production of antioxidants that
could reduce intracellular oxidative stress. In addition, it is known that the production of
autacoids (adenosine, opioids, endothelin, and bradykinin) is involved in this process, since

these substances are elevated during IPC*>'%2",

The potential to generate benefits without subjecting the target organ to multiple ischemia
and reducing local vascular complications (e.g., arterial thrombosis) is encouraging for the
clinical application of PCIR. Ilts use has been described with reassuring results in the
preservation of renal function during procedures associated with renal IR, such as aortic

clamping, extracorporeal circulation, renal transplantation, and partial nephrectomy®?2"2?,

Hypothermia causes minor cellular metabolism and is another strategy for reducing tissue
damage from the IR process, since renal oxidative stress is lower under low temperatures
compared to its euthermic pairs’. The benefit of local hypothermia in renal tissue varies
according to temperature, as demonstrated by Santos et al. in a study demonstrating that
the temperature of 4°C leads to a lower oxidative activity in renal tissue submitted to IR in
Wistar rats compared to that in other degrees of hypothermia'. Fiorentini et al. also
identified that performing local hypothermia during renal IR reduces inflammatory activity in
remote organs not involved in the IR (e.g., lung), revealing the systemic benefits of this

maneuver?.
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Other variables can influence the effects of hypothermia, including the tissue preservation
solution and perfusion protocols. There are several means of preserving organs for
transplantation, such as the University of Wisconsin and Euro-Collins solutions. It seems that

the former promotes greater survival of renal grafts during transplantation®.

Despite several studies evaluating ischemic preconditioning, there are no studies combining
RIPC and hypothermia to identify whether there is a synergistic protective effect when
applying these two modalities for protection against the effects of prolonged IR on renal
tissue. The association between local renal preconditioning and transoperative hypothermia
was investigated by Ribeiro et al., when LIPC was performed with and without low kidney
temperatures. The results did not demonstrate the synergistic effects of LIPC concomitant
with hypothermia in renal protection during IR. In fact, hypothermia benefits were reduced

when the kidneys were exposed to LIPC?.

Considering the feasibility and benefits of RIPC or hypothermia, we performed the present
study to elucidate the potential combination of its effects on IR lesions. We produced a

short-term experiment using histopathological, oxidative stress and creatinine as endpoints.

In our study, only male rats were selected to keep the sample as homogeneous as possible.
There is also evidence of a greater susceptibility of this sex to renal injury due to IR. It is
believed that estrogen has protective potential for renal tissue under ischemia, a fact that

should be better clarified in the future?.

The unique anesthesia protocol and preoperative preparation were performed in all animals,
since many substances administered could protect or damage the tissue under ischemia and
reperfusion. Tramadol, an opioid analgesic used in our experiment, was recently associated
with an influence on ischemic preconditioning, according to Oliveira et al. This study

demonstrated that tramadol reduces renal IR damage when used alone and associated with
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RIPC. However, there was no positive synergistic effect between RIPC and tramadol, since
performing RIPC without administering tramadol has been shown to be more effective in
reducing renal damage than that when combined®. Another drug used in our study with
influence on the IR process is isoflurane, which was used as an inhalation anesthetic. There
is evidence of the preconditioning effects of the drug itself and this information should be

considered when interpreting the results of our study?.

In analyzing the histopathological changes, we observed that there were no differences
among the experimental groups, even when comparing single warm IR with hypothermia or
preconditioning protocols. However, there was a statistical difference with control kidneys,

meaning that this experimental model of surgery is capable of inducing damage.

The absence of benefits from IPC is previously reported in one of the largest meta-analysis
of experimental ischemic preconditioning, where 12 of 26 studies included did not
demonstrate advantages in performing IPC regarding histological changes'. In this
meta-analysis, the authors analyzed 205 controls and 191 IR animals submitted to different
ischemic preconditioning protocols (including local and RIPC) for a subsequent IR and
histopathological assessment. An overall significant IPC protective effect against tissue
damage was found; however, a strong trend towards a late window of protection is
mentioned, suggesting that these advantages were more pronounced when kidneys were
collected at least 24 hours after preconditioning. Furthermore, an overall study heterogeneity
of 63% is also cited by the authors. In our study, left nephrectomies occurred 240 minutes
after IPC, which is considered an early window, and this could justify the lack of differences

among the interventional protocols in our study.

Despite considerable evidence on renal protection using hypothermia, lack of protection or
histologic damage due to cold temperatures is also mentioned?. In a similar experiment

using acute reperfusion, Santos et al. could not prove statistically that hypothermia reduces
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histological changes in short-time IR'. Moreover, another study comparing structural
changes in renal rats exposed to a single episode of hypothermia showed that rewarmed
kidneys (kidneys exposed to cold and subsequent warm temperatures) have more tubular
changes than persistently cold kidneys®. Our study used a short-time rewarmed protocol
that demonstrated no differences on histology after hypothermic IR. The combination of
remote ischemic preconditioning and hypothermia was also neither beneficial nor

detrimental, compared to single ischemia-reperfusion.

Oxidative stress measured by F2IP tissue levels demonstrated that euthermic RIPC
unexpectedly increased isoprostanes compared to single warm IR, but no differences from
controls were observed in this regard. Remote IPC associated with hypothermia resulted in
similar F2IP levels compared to those in other interventional protocols and control.
Antioxidant enzymes activities defined by CAT and SOD levels also revealed no divergence
between RIPC, hypothermia or combined (RIPC + hypothermia) protocols, and controls.
Albeit cold protocols induced more antioxidant activity in the SOD analysis, these groups did
not differ from controls. This shortage of statistically variation in oxidative stress data
probably results from the acute nature of our experiment, with kidneys being collected after

only four hours of reperfusion.

Regarding renal function parameters, our study demonstrates that cold protocols (cold IR
and RIPC + Cold IR) promote lower serum creatinine levels after IR compared to those in
warm protocols. Performing remote preconditioning has a non-statistically significant trend to
protect kidneys in warm IR. Nevertheless, the combination of hypothermia and RIPC

reduces the benefits of hypothermia alone with no associated synergistic protection.

In summary, our study reveals that RIPC combined with hypothermia did not confer
protection against histological, oxidative, or functional changes in kidneys after IR.

Additionally, there is no benefit in performing RIPC in this model of experimental surgery.
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Despite these results, hypothermia protocols demonstrate better functional outcomes than

warm IR.

The main strength of this research is that, to the best of our knowledge, this is a pioneer
study on the influence of remote ischemic preconditioning on hypothermia during renal
damage from IR. Although we did not achieve positive results in this combination, further

studies are necessary to validate these experimental models.

The limitations in our study must be acknowledged. Initially, short-term experiments such as
ours could preclude the long-term effects of ischemic preconditioning of IR. Furthermore, we
assessed the “early window of protection”, with evidence that “late” protocols (IPC 24-hours
before IR) are more efficient in reducing IR damage'?. Moreover, even though the final
systemic temperatures were not statistically different, we recognize that many animals from
cold protocols had some variation in their temperature, which could contribute to bias.
Finally, the drugs used during surgery could interfere with our results, since recent data
reveal that isoflurane and tramadol could also produce preconditioning effects and confound

our outcomes?*?7,

CONCLUSION

No synergistic benefits were found when remote ischemic preconditioning was applied to
hypothermia in renal IR. Even though we did not achieve positive results in this study, this is
the first research involving protocols of remote preconditioning and hypothermia together.
Furthermore, we could demonstrate that hypothermia promotes better functional outcomes

than warm protocols.
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RESUMO

Efeitos do pré-condicionamento isquémico remoto e hipotermia tépica na lesao renal

por isquemia-reperfusao em ratos

Introducao: A lesido renal por isquemia-reperfusdo (IR) pode ser reduzida através de
estratégias, como hipotermia e pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR). A

combinacgao destas sustenta um potencial efeito protetor a ser esclarecido.

Métodos: Trinta e dois ratos Wistar, apés nefrectomia direita, foram aleatoriamente
selecionados para quatro protocolos cirdrgicos experimentais no rim esquerdo: isquemia
quente (grupo 1); isquemia fria (grupo 2); PCIR seguido de isquemia quente (grupo 3); PCIR
seguido de isquemia fria (grupo 4). Apdés 240 minutos de reperfusdo da IR, o rim esquerdo
foi retirado para analise histopatologica e de estresse oxidativo. O rim direito foi utilizado
como grupo controle. Avaliamos, ainda, as diferencas da creatinina plasmatica antes e

depois do experimento.

Resultados: A combinacdo de PCIR com hipotermia durante experimento de IR revelou
auséncia de diferengas comparado aos outros grupos de intervenc¢ao na analise do padrao
histolégico (p=0.722). O estresse oxidativo ndo apresentou variacgdes significativas entre os
grupos. Animais submetidos a protocolos de IR sob hipotermia demonstraram menores

valores de creatinina sérica ao término dos procedimentos (p<0.001).

Conclusao: Associar PCIR com hipotermia local ndo gera protecgao renal na leséo por IR.
Hipotermia isolada, entretanto, parece ser efetiva na preservagao da funcao renal durante

eventos isquémicos. Além disso, o PCIR isolado seguido de IR quente ndo demonstrou
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beneficios nos pardmetros avaliados comparado a IR quente sem PCIR ou mesmo grupo

controle, sugerindo restricbes na analise da janela precoce de protegao.

Palavras-chave: Isquemia, Lesdo por Reperfusdo, Hipotermia Induzida, Radicais Livres,

Estresse Oxidativo.
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INTRODUCAO

Interrupcéo do fluxo sanguineo por isquemia leva a uma cascata de eventos culminando em
morte celular. Durante o metabolismo anaerdbio do tecido isquémico ocorre acumulo de
hipoxantina intracelular devido a degradacdo de trifosfato de adenosina (ATP). A
reintroducdo do fluxo através da reperfusdo paradoxalmente produz dano adicional,
fendbmeno conhecido como lesdo por isquemia-reperfusdo (IR)'. Isso ocorre porque a
combinacdo de oxigénio proveniente da reperfusdo tecidual com hipoxantina gera a
producdo de radicais livres, substancias nocivas ao ambiente celular®. As situagdes

clinicas em que encontramos a IR sao diversas, tais como transplantes, circulagcao

extracorpdrea e nefrectomias parciais*®.

Diversas estratégias para redugao do dano pela IR vém sendo desenvolvidas, entre elas o
uso de hipotermia, solugbes hipertbnicas, antioxidantes e, mais recentemente, o
pré-condicionamento isquémico (PCI)°. A hipotermia faz parte rotineira da preservagdo de
orgaos transplantados e utilizada frequentemente em cirurgias renais com clampeamento
arterial, tendo seu papel bem estabelecido na diminuicdo do estresse oxidativo pela IR’.
Induzir a produgcdo enddgena de antioxidantes através de curtos ciclos de
isquemia-reperfusdo previamente a uma isquemia prolongada é o que define o PCI, uma
das estratégias mais recentes na prevencédo de danos por IR*'°. A capacidade de executar
o PCI em tecidos distantes ao 6rgao submetido a IR, conhecida por pré-condicionamento
isquémico remoto (PCIR), torna este em uma promissora e pratica manobra

transoperatoria’'?.

Em funcdo do conhecimento atual sobre a hipotermia e PCIR como estratégias isoladas de
prevencao de danos pela IR, surge a necessidade de verificar se a associagcdo de ambas

possui efeitos protetores sinérgicos. Desta forma, avaliamos o efeito conjunto do PCIR e da
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hipotermia na lesdo por IR renal através de pioneiro estudo com cirurgia experimental em

ratos.

METODOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (projeto 150471), estando em conformidade com os guias internacionais de boas
praticas em pesquisa com animais do National Institutes of Health (Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals, Bethesda, EUA, 2011) e de acordo com o0s Principios
Internacionais para a Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais, publicados pelo Conselho
de Organizagdes Internacionais de Ciéncias Médicas (CIOMS), assim como pela lei

brasileira de uso cientifico dos animais (Lei 11.794/2008).

Animais e Desenho do Estudo

Trinta e dois ratos de sexo masculino da raga Wistar, pesando entre 277 - 447g e idade
entre 54 - 66 dias de vida, foram aleatoriamente divididos por randomizag¢ao simples (sorteio
dos animais) em quatro grupos (G1, G2, G3 e G4) de oito animais conforme os protocolos

de experimentacao cirurgica aos quais o rim esquerdo foi submetido.

Todos os trinta e dois animais sofreram nefrectomia direita ao inicio do procedimento, sendo
aleatoriamente selecionados oito destes 32 rins direitos para formar o grupo controle (GO).
Em G1 induziu-se isquemia do pediculo renal esquerdo por 40 minutos sob eutermia (37°C)
seguido de reperfusdo por 4 horas, quando entdo executamos nefrectomia esquerda e
eutanasia. No grupo G2 foi realizada isquemia do pediculo renal esquerdo por 40 minutos

sob hipotermia renal local (4°C) e eutermia sistémica seguido de reperfusao por 4 horas sob



71

eutermia e nefrectomia esquerda. O grupo G3 sofreu PCIR através de clampeamento da
artéria iliaca esquerda por 15 minutos seguido de reperfusédo por 10 minutos, prosseguindo
para isquemia do pediculo renal esquerdo por 40 minutos sob eutermia, nova reperfusao
durante 4 horas e coleta do rim esquerdo. Grupo G4 submeteu-se a PCIR através de
clampeamento da artéria iliaca esquerda por 15 minutos seguido de reperfusdo por 10
minutos sob eutermia, prosseguindo para isquemia do pediculo renal esquerdo por 40

minutos sob hipotermia renal local (4°C) e reperfusao por 4 horas sob eutermia (Figura 1).

GRUPO 1 G 40’ Isquemia Quente 240" Reperfusao RE

GRUPO 2 & 40’ Isquemia Fria 240’ Reperfusao RE

GRUPO 3 & 15 10° | 40 Isquemia Quente 240" Reperfusao RE
PCIR

GRUPO 4 e 157 10° 40’ Isquemia Fria 240" Reperfusao RE
PCIR

Figura 1 — Protocolos cirtrgicos. “C” indica nefrectomia direita, a qual representa o Controle
(Grupo 0). “RE” representa a retirada do rim esquerdo. “PCIR” significa
pré-condicionamento isquémico remoto utilizando 15 minutos de isquemia da artéria iliaca

esquerda seguida de 10 minutos de reperfusao.

Anestesia, Cuidados Perioperatoérios e Cirurgia Experimental
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Realizou-se indugcdo anestésica com isoflurano vaporizado a 3-5% através de campanula.
Logo apds, os animais foram acomodados em posi¢gdo supina sobre mesa cirurgica
aquecida. A manutencdo da anestesia geral foi realizada através da vaporizagao do
isoflurano a 2-3% sob fluxo de oxigénio a 1L/min, sendo os reflexos da pata traseira direita
periodicamente testada a fim de garantir o adequado plano anestésico. A temperatura
sistémica dos animais foi aferida constantemente através de um termdmetro eletronico
(Termomed 1.0, Intoterm, Porto Alegre/Brasil) instalado via retal. A temperatura sistémica foi

mantida entre 35,0°C a 37,1°C através do calor produzido por lampadas incandescentes.

Apoés induzir anestesia geral, coletou-se 1mL de sangue através de pungdo retro-orbital
para analise inicial da creatinina sob efeito de colirio anestésico. Procedeu-se, entdo, para
tricotomia abdominal, administracdo de tramadol 10mg/kg intraperitoneal, injecdo de
bupivacaina 0,5% 1mg/kg no local de incisdo mediana e, finalmente, a laparotomia mediana
longitudinal era executada. Nefrectomia total direita foi executada logo apds a laparotomia
em todos os 32 animais. Metade do rim foi armazenada em formalina 10% para futura
analise histopatoldgica e a outra metade mantida sob temperatura de -80°C para analise

dos marcadores de estresse oxidativo.

O rim esquerdo dos animais foi submetido aos quatro protocolos experimentais de
nefrectomia mencionados anteriormente. A temperatura local no rim foi mantida sob
eutermia nos grupos 1 e 3, ja hipotermia renal ocorreu nos grupos 2 e 4 durante a isquemia
do pediculo renal. Esta hipotermia local foi realizada através do contato do rim com soro
fisiolégico 0,9% congelado e picado, mantendo o rim isolado dos demais tecidos através de
uma lamina de latex fenestrada e controlando a sua temperatura em 4°C através de
termémetro intraparenquimatoso (BAT 12, IITC Life Science, W. Hills, CA/EUA) instalado no

cortex renal.



73

O PCIR foi induzido nos grupos 3 e 4 através do clampeamento da artéria iliaca comum
esquerda sob eutermia por 15 minutos e reperfusdo por 10 minutos antes de prosseguir
para a IR do rim esquerdo. A isquemia do pediculo renal esquerdo foi realizada em todos os
grupos (sob eutermia nos grupos 1 e 3; sob hipotermia nos grupos 2 e 4) através de
clampeamento do pediculo renal por 40 minutos, seguido de reperfusao sob eutermia por
240 minutos. Utilizou-se clampe microvascular atraumatico (Medicon, Tuttlingen/ Alemanha)
na execucao da isquemia vascular da artéria iliaca comum esquerda e do pediculo renal
esquerdo. Ao término da isquemia renal por 40 minutos, retirou-se o clampe vascular,
suturou-se a parede abdominal e o animal foi mantido por 240 minutos desperto sob efeito
analgésico (nova dose de tramadol 10mg/kg) e com livre acesso a agua em gaiola

aquecida.

Ao término deste periodo de reperfusdo, repetia-se o processo anestésico, laparotomia e,
entao, retirava-se o rim esquerdo. Assim como o rim direito, metade do rim esquerdo foi
mantida em formalina 10% para avaliagao histopatolégica e a outra metade armazenada
sob temperatura de -80°C para medida da atividade oxidativa. Ao término do procedimento,
prosseguiu-se nova coleta de sangue através de puncdo cardiaca e eutanasia por

cardiectomia.

Analise histopatolbgica

O tecido renal foi fixado em formalina a 10%, embebido em parafina, cortado em laminas e
corado através dos métodos de acido periddico de Schiff (PAS) e de hematoxilina e eosina
(H&E). A necrose tubular aguda foi medida através da escala descrita por Jablonski et al em
5 graus (Figura 2): 0 - auséncia de anormalidades; 1 - mitose e necrose em células

individuais; 2 - necrose das células adjacentes aos tubulos contorcidos proximais,
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preservando os tubulos vizinhos; 3 - necrose restrita ao terco distal dos tubulos contorcidos
proximais e uma zona de necrose se estendendo ao cortex interno; 4 - necrose de todos
segmentos dos tubulos contorcidos proximais'. A analise das laminas foi executada por um

patologista cegado em relagao ao grupo de experimentacgao renal.

Figura 2 - Necrose tubular aguda por Jablonski: 0 - auséncia de anormalidades; | - mitose e
necrose em células individuais; Il - necrose das células adjacentes aos tubulos contorcidos
proximais, preservando os tubulos vizinhos; lll - necrose restrita ao tergo distal dos tubulos
contorcidos proximais e uma zona de necrose se estendendo ao cértex interno; IV - necrose

de todos segmentos dos tubulos contorcidos proximais.

Estresse oxidativo
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Os radicais livres sao bioquimicamente instaveis in vivo, sendo sua dosagem dispendiosa e
de complexa aplicagao pratica. Desta forma, habitualmente sdo quantificados derivados da
peroxidacdo lipidica'. Como medida do estresse oxidativo renal foram quantificados os
niveis teciduais de F2-isoprostanos (F2IP), dosagens da atividade de Superéxido Dismutase

(SOD) e da atividade da Catalase (CAT).

Para realizar tais analises metade do rim conservado a -80°C sofreu processo de
homogeneizagdo por 40 segundos a 4°C na presenga de KCI 1,15% (9ml/g de tecido) e
fluoreto de fenilmetilsulfonil a uma concentragdo de 100mM de isopropanol (10ul por ml de
KCI) utilizando homogeneizadora Ultra-turrax (IKA Works Inc., Wilmington, DE/Estados
Unidos). Este homogeneizado foi entdo centrifugado em centrifuga refrigerada Sorvall
Super T21 (Kendro Laboratory Products, Weaverville, NC / Estados Unidos), sendo o
sobrenadante coletado e congelado novamente a -80°C para as analises bioquimicas. O
precipitado foi descartado. Além disso, foi necessaria a dosagem da concentragdo de
proteinas através do método de Bradford, utilizando albumina bovina padrdao e
espectrofotometria a 595nm. Esta concentracdo de proteina é essencial na medida dos

niveis das enzimas antioxidantes.

O F2-isoprostano (F2IP) é considerado um confiavel marcador tecidual da peroxidacéo
lipidica, apresentando valores muito estaveis e especificos na quantificagcdo do estresse
oxidativo'. Os niveis teciduais de F2IP foram determinados através do kit 8-iso-PGF2a
ELISA (ADI-900-010, Enzo Life Sciences Inc., Farmingdale, NY/ EUA) ap6s a

homogeneizag¢ao do rim.

A medida da atividade da superédxido dismutase (SOD) foi realizada através da inibigdo da

reacao do radical superéxido com adrenalina em espectrofotdmetro a 480nm.
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A quantificagdo da atividade da catalase (CAT) baseou-se na decomposigéo do peroxido de

hidrogénio em um espectrofotdmetro a 240 nm.

Avaliagdo bioquimica da fungéo renal

Os niveis de creatinina sérica foram determinados através de uma medida basal (1mL de
sangue coletado através de puncao retro-orbital antes da laparotomia) e outra durante
eutanasia (sangue coletado através de pung¢do cardiaca), processados através de

analisador modular automatico Cobas 8000 série c702.

Andalise estatistica

A andlise dos dados foi realizada aplicando modelo linear generalizado para significancia
estatistica usando o programa SPSS (SPSS Statistics for Windows, Version 21.0, IBM

Corp., Armonk, NY / EUA).

Para o grau histolégico, por ser uma variavel ordinal, os testes de Kruskal-Wallis em
conjunto com teste de Dunn foram utilizados. A correcdo de Bonferroni foi aplicada para as
comparagbes multiplas entre os grupos. Um valor de P inferior a 0,05 foi considerado
significativo. Dados foram expressos como média e erro padrao (EP). Calculo amostral foi
baseado na pesquisa de Santos et al'®, utilizando poder de estudo em 80% e considerando

nivel de significancia em 5%.

RESULTADOS
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Peso, idade, temperatura sistémica final e creatinina basal ndo diferiram entre os grupos de

animais (dados nao expostos).

Analise histolégica identificou todos os graus de necrose tubular aguda, ou seja, graus 0 a
4. Nao foi possivel vincular de forma especifica um grau de lesdo a um grupo unico de
intervencdo devido a sobreposicdo de achados. O grupo controle, entretanto, apresentou
apenas lesao grau 0, o qual nao foi identificado nos outros grupos estudados. Além disso,

dano grau 4 esteve ausente apenas nos grupos controle e 3 (PCIR em temperatura 37°C).

Houve diferenga significativa em relagdo a histologia entre os grupos e controle (p=0.001).
Grupo controle apresentou lesbes de menor grau estatistico em comparagdo aos demais
grupos (p<0.05). Entre os grupos experimentais ndo houve diferengas significativas

(p=0.722).

Niveis de estresse oxidativo foram avaliados pela medida tecidual de F2IP e revelaram
auséncia de diferenca significativa entre os rins dos grupos controle e experimentais.
Comparando exclusivamente os grupos de isquemia quente (Grupos 1 e 3), observamos
que aquele submetidos a PCIR antes da IR quente apresentaram niveis mais elevados de

F2IP em relagao aos que sofreram IR sem PCIR prévio (p<0.05) (Figura 3).
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Figura 3 — Comparagéo entre os niveis de F2-isoprostanos teciduais e grupos. Nao ha
diferenga estatistica entre os grupos experimentais e controle. * Enfre os grupos de
isquemia quente, observamos que aqueles submetidos a PCIR antes da IR sob 37°C
demonstraram maiores niveis de F2IP em relagdo ao grupo IR quente sem
pre-condicionamento (p<0.05). Dados expressos como média + desvio padrao. Modelos
lineares generalizados foram aplicados. Corregdo de Bonferroni foi aplicada para

comparagéo de pares.

Valores de CAT nao sofreram variagdes significativas entre controle e experimentos
(p=0.736) (Figura 4). Atividade de SOD apresentou valores mais elevados durante
hipotermia (Grupos 2 e 4) comparado a eutermia sem PCIR (Grupo 1) (p<0.05), entretanto

nao houve diferenga entre os grupos experimentais e controle (p=0.736) (Figura 5).
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Figura 4 — Analise da atividade da CAT entre os grupos. Niveis de CAT ndo apresentaram
diferenga significativa entre controle e grupos intervengédo (p=0.736). Dados expressos
como média * desvio padrdo. Modelos lineares generalizados foram aplicados. Corregdo de

Bonferroni foi aplicada para comparagéo de pares.
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Figura 5 — Avaliagao de atividade da SOD entre os grupos. * SOD apresentou niveis mais

elevados na hipotermia (Grupos 2 e 4) comparado a eutermia sem PCIR (Grupo 1) (p<0.05),
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entretanto ndo houve diferencga estatistica entre os grupos experimentais e controle. Dados
expressos como média t desvio padrdo. Modelos lineares generalizados foram aplicados.

Correcéo de Bonferroni foi aplicada para comparagéo de pares.

Andlise bioquimica da funcao renal ao final do procedimento revelou niveis inferiores de
creatinina sérica nos animais sob hipotermia (Grupos 2 e 4) comparado aos experimentos

sob eutermia (Grupos 1 e 3) (p<0.001) (Tabela 1).

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4

(IR Quente) (IR Fria) (PCIR + IR Quente) (PCIR + IR Fria) Valor P

Crea[f':‘g;sl_?asa' 035+0,06 032+010 0,34+0,06 0,32 £ 0,06 0,735

Cf%;ti"i?;ljina' 1,72+0,26% 0,98+0,17° 1,67 +0,41° 1,28+ 0,36°  <0,001
mg

Tabela 1 — Niveis de creatinina. Observe que a creatinina basal nao difere, entretanto ao
término dos experimentos identificamos valores inferiores de creatinina nos animais
submetidos a hipotermia (p<0.001). Letras semelhantes (a,b) nao possuem diferenca

significativa através da correcdo de Bonferroni a 5%.

DISCUSSAO

O pré-condicionamento isquémico (PCI), manobra em que curtos periodos de isquemia e
reperfusdo precedem uma prolongada isquemia e reperfusdo subsequente, promove um

estimulo condicionante no 6rgao alvo (pré-condicionamento local, PCIL) ou em tecidos a
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distancia (pré-condicionamento remoto, PCIR). Esta € uma estratégia eficaz na diminuicao

de lesdo pelo processo de isquemia e reperfuséo tecidual*®®.

A primeira descricdo de analise dos efeitos do pré-condicionamento foi com o pioneiro
estudo de Murry et al no ano de 1986, quando os efeitos do PCIL no miocardio canino foram
avaliados®. Desde entdo diversos estudos envolvendo diferentes animais, 6rgéos, tecidos e

protocolos de PCI passaram a ser descritos.

Os efeitos do pré-condicionamento no tecido renal foram descritos, inicialmente, no ano de
1997, quando Islam et al executaram PCIL em rins de ratos. O uso de protocolos de PCIL
baseado em experimentos envolvendo miocardio trouxe resultados desencorajadores,
entretanto este estudo observou que o periodo de isquemia renal deveria ser superior a 20
minutos quando ha intencdo de promover lesao renal, sendo 40 minutos ideal para este

fim®.

Apenas no ano de 2002, Torras et al executaram complexo estudo utilizando diferentes
variagbes de PCl em rins de ratos, chegando as bases atuais dos protocolos de
precondicionamento. Nessa ocasido foi evidenciado que um PCIL se mostrava mais
nefroprotetor se realizado com apenas um ciclo de 15 min de isquemia seguido de
reperfusdo por 10 min antes de subsequente prolongada IR. Devido a semelhanga com

nosso estudo, este foi o protocolo utilizado durante nossos experimentos®.

Uma alternativa de PCI é o pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR). Definido como
curtos ciclos de isquemia-reperfusdo em um tecido distante de outro o qual sofrera um ciclo
prolongado de IR. O conceito de PCIR surgiu em 1993 através do estudo em caninos de
Przyklenk et al, quando se observou que induzir curtos ciclos de IR em um territorio vascular
coronariano causou protecdo miocardica de outro territério vascular durante subsequente IR

cardiaca'. Em 1996 Gho et al expandiram o potencial do PCIR ao reportar beneficio de
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curtos ciclos de isquemia arterial mesentérica previamente a IR miocardica, validando a

hipotese de que tecidos utilizados para PCl ndo necessitam ser do mesmo 6rgédo sob IR,

O primeiro estudo envolvendo PCIR e nefroprotegcao ocorreu em 2002, quando Ates et al
realizaram um curto ciclo de isquemia e reperfusado hepatica previamente a uma sustentada
isquemia renal em ratos. Os animais submetidos a este protocolo apresentaram melhores
parametros renais bioquimicos e histopatolégicos quando comparados aos ratos que foram

submetidos exclusivamente a IR isolada sem PCI'8.

Wever et al foram pioneiros ao estudar IR renal associando PCIR através de torniquetes
nos membros posteriores de ratos no ano de 2011, de forma semelhante ao nosso estudo.
Na ocasido, diferentes protocolos de PCIR foram testados, ocorrendo nefroprotecdo em
todos grupos quando comparados com a IR sem PCIR. Interessante mencionar que houve
uma superioridade dos protocolos bilaterais sobre os unilaterais, além disso, os protocolos
de ciclos fracionados demonstraram resultados discretamente melhores comparando com o

ciclo Unico™.

Um dos estudos mais relevantes sobre PCI renal é uma meta-analise do ano de 2012, a
qual analisou 58 trabalhos experimentais, comparando diversos protocolos e variaveis.
Neste artigo cinco estudos incluidos analisaram o PCIR e os dados revelam equivaléncia

dos beneficios entre pré-condicionamento isquémico local e remoto'2.

O mecanismo de protecao do PCI ainda nao esta esclarecido apesar dos diversos estudos
realizados. Acredita-se que exista uma producdo enddégena de antioxidantes, reduzindo o
estresse oxidativo intracelular. Sabe-se, ainda, que neste processo esta envolvida a
producdo de autacéides (entre elas: adenosina, opidides, endotelina e bradicinina), visto

que tais substancias est&o elevadas neste processo®'®2",
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O potencial de gerar beneficios sem submeter o 6rgao alvo a multiplas isquemias e reduzir
as complicagbes vasculares locais (ex. trombose arterial) encorajou o processo de
aplicagdo clinica do PCIR. Seu uso tem sido descrito com resultados animadores na
preservacao da fungao renal em procedimentos cirirgicos associados a IR renal, como por
exemplo: clampeamento adrtico, circulagao extracorpodrea, transplante renal e nefrectomia

parcial®?'??,

O uso de hipotermia causa redugcao do metabolismo celular, sendo outra estratégia na
diminuicdo dos danos teciduais pelo processo de IR. O estresse oxidativo renal é inferior no
rim sob baixas temperaturas comparado com seus pares eutérmicos quando realizada IR™.
O beneficio da hipotermia local no tecido renal varia conforme a temperatura, como
demonstrado por Santos et al em estudo que evidenciou que a temperatura de 4 graus
Celsius leva a uma menor atividade oxidativa no tecido renal submetido a IR em ratos da
raca Wistar quando comparado a outros graus de hipotermia'. Fiorentini et al identificou,
ainda, que a execucgao de hipotermia local durante IR no rim é capaz de reduzir os niveis de
atividade inflamatéria em o6rgaos remotos ndo envolvidos na IR, tais como o pulméao,
revelando os beneficios sistémicos que o resfriamento local possui®. Outras variaveis
influenciam nos efeitos da hipotermia em 6rgaos, entre elas a solugdo de preservagao dos
tecidos e as formas de perfusdo. Existem diversos meios de preservacao de 6rgaos para
transplante e, ao comparar as mais utilizadas, observamos que a solucdo Universidade de
Wisconsin promove maior sobrevida dos enxertos renais quando comparada a solugédo de

Euro-Collins®*.

Apesar dos diversos estudos avaliando precondicionamento isquémico, nao existem
pesquisas combinando o PCIR e hipotermia para identificar se ha um efeito protetor
sinérgico ao aplicar estas duas modalidades de prote¢ao contra os efeitos da IR prolongada

em tecido renal. A associacido entre precondicionamento local e hipotermia transoperatéria
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foi investigada por Ribeiro et al, quando realizou-se PCIL com e sem resfriamento local rins
de ratos submetidos a IR. Os dados ndo demonstraram efeito sinergistico do PCIL
concomitante a hipotermia na protegéo da lesdo renal por IR. O modelo empregado de PCIL
nao resultou em beneficios, pelo contrario, revelou-se redutor dos efeitos benéficos do

resfriamento?.

Considerando o potencial benéfico e a praticidade do precondicionamento remoto e da
hipotermia, desempenhamos o presente estudo para identificar se ocorre uma combinacéo
dos seus efeitos nas lesbes por IR apdés 40 minutos de isquemia sob diferentes
temperaturas. Realizamos um experimento de curto prazo (4h de reperfusdo) utilizando
como desfechos as alteragbes histopatoldgicas, a atividade do estresse oxidativo e as

medidas bioquimicas de fungao renal.

Em nosso estudo, optamos pelo uso de animais do sexo masculino para manter a amostra
mais homogénea possivel. Além disso, existem evidéncias de uma maior susceptibilidade
deste género para lesédo renal por IR. Acredita-se que o estrogénio tenha um potencial
protetor nos tecidos renais sob isquemia, fato que deve ser melhor esclarecido

futuramente?.

Seguimos um protocolo de anestesia e preparo preoperatoério igual em todos os animais,
pois sabemos que muitas substancias administradas podem realizar prote¢do ou danos nos
tecidos sob isquemia e reperfusdo. O tramadol, analgésico opiaceo utilizado em nosso
experimento, foi recentemente associado a influenciar no precondicionamento isquémico,
segundo estudo de Oliveira et al. Neste trabalho foi demonstrado que o tramadol reduz os
danos de IR renal quando usado isoladamente e em conjunto de um PCIR. Entretanto, ndo
houve um efeito sinérgico positivo entre PCIR e tramadol visto que realizar um PCIR sem
administrar tramadol se mostrou mais eficaz em reduzir dano renal por IR do que quando

combinados®. Outro farmaco utilizado em nosso estudo e que possui influéncia no processo
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de IR é o anestésico inalatorio isoflurano, existindo evidéncias de efeitos precondicionantes
do proprio medicamento®”. Estas informacgdes devem ser consideradas ao interpretar os

resultados de nosso estudo, podendo ser considerado um viés de confusdo nos resultados.

Analisando as mudangas histopatoldgicas, observamos que ndo houve diferengas
significativas entre os grupos experimentais, inclusive ao comparar isoladamente IR quente
com o protocolo de hipotermia ou de PCIR. Entretanto, identificamos diferenga estatistica
dos experimentos com os rins do grupo controle, o que significa que este modelo

experimental de cirurgia € capaz de induzir danos.

Auséncia de beneficios com PCI ja foi reportado em uma das maiores meta-analises sobre
pré-condicionamento isquémico experimental, quando 12 de 26 estudos incluidos nao foram
capazes de demonstrar vantagem em realizar PCl na protegdo histologica'®. Nesta
relevante pesquisa, os autores analisaram 205 controles e 191 animais submetidos a
diferentes protocolos de pré-condicionamento (incluindo PCI local e remoto) anteriormente a
uma IR e avaliagao histopatolégica. Identificou-se protecao significativa global pelo PCI no
dano tecidual, porém ha uma grande tendéncia de considerar estes resultados devido a
uma janela de protecao tardia, ou seja, estes resultados sdo mais evidentes quando os rins
sdo coletados apds 24 horas de pré-condicionamento. Além disso, os préprios autores citam
que existe uma heterogeneidade de 63% entre os estudos analisados. Em nosso estudo, as
nefrectomias esquerdas ocorreram 240 minutos ap6s o PCI, considerando, portanto, uma
janela de protegao precoce, o que poderia justificar nossa auséncia de diferengas entre os

protocolos experimentais.

Apesar das variadas evidéncias indicando vantagens na utilizagdo de hipotermia durante IR,

a auséncia de protecio ou, até mesmo, os danos histologicos devido a baixas temperaturas

15,28

também s&o mencionados na literatura Em um modelo experimental similar de

isquemia-reperfusdo, Santos et al nao evidenciaram que a hipotermia reduziu
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significativamente lesdo histolégica em IR de curto-prazo™. Ademais, outro estudo
comparando transformagdes estruturais em rins de ratos expostos a hipotermia unica
demonstrou que os 6rgdos submetidos a hipotermia seguida de eutermia produziram
maiores alteragdes tubulares do que aqueles que se mantiveram sob hipotermia continua?.
Nosso estudo utiliza um protocolo de curto-prazo com rins que sofrem hipotermia e
subsequente aumento de sua temperatura até o momento da coleta e, desta forma, nao
identificamos diferengas histologicas apods IR sob hipotermia. A combinagdo de PCIR e
hipotermia nao foi benéfica ou, tampouco, prejudicial ao tecido renal, comparado a IR

isolada.

O estresse oxidativo medido pelos niveis teciduais de F2IP demonstrou que o PCIR
eutérmico aumentou inesperadamente os isoprostanos em comparagdo com o IR quente
isolado, porém nao houve diferengas com o controle. O pré-condicionamento isquémico
remoto associado a hipotermia resultou em niveis de F2IP semelhantes em comparacao

com os outros protocolos experimentais e controle

As atividades das enzimas antioxidantes definidas pelos niveis de CAT e SOD também nao
revelaram divergéncias com o controle ou os grupos intervencionais. Embora os protocolos
envolvendo hipotermia induzam maiores atividades antioxidantes na analise de SOD, esses
grupos nao diferiram do controle. Esta escassez de diferencas estatisticas nos dados de
estresse oxidativo provavelmente resulta da natureza aguda do nosso experimento, em que

os rins sao coletados apenas quatro horas apds reperfuséao

Em relacdo aos parametros de funcao renal, nosso estudo demonstra que os protocolos
frios (IR sob hipotermia e RIPC + IR sob hipotermia) promovem niveis inferiores de
creatinina sérica apos IR em comparagdo com protocolos de IR sob eutermia. A realizagéo
do pré-condicionamento remoto tem uma tendéncia n&o estatisticamente significativa em

proteger os animais submetidos a IR quente. No entanto, a combinagdo de hipotermia e
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PCIR reduz os beneficios da hipotermia isolada e ndo ha protecdo sinérgica nesta

associagao.

Em resumo, nosso estudo revela que o pré-condicionamento isquémico remoto combinado
com hipotermia nao conferiu protecdo em alteragdes histoldgicas, oxidativas ou funcionais
nos rins apds IR. Além disso, ndo ha beneficio na realizacdo de pré-condicionamento
isquémico remoto neste modelo de cirurgia experimental. Apesar disso, os protocolos de

hipotermia demonstram melhores resultados funcionais em comparacao com IR quente.

A principal validade desta pesquisa € que, até onde sabemos, este é o estudo pioneiro em
avaliar se o pré-condicionamento isquémico remoto influencia a hipotermia durante o dano
renal por IR. Embora ndo tenhamos resultados positivos nesta combinacédo, estudos
negativos sao necessarios para expor o verdadeiro comportamento dos modelos

experimentais.

As limitacbes do nosso estudo devem ser declaradas. Inicialmente, experiéncias de curto
prazo, como a nossa, poderiam impedir os efeitos em longo prazo do pré-condicionamento
isquémico. Além disso, avaliamos a "janela inicial de protecao" e ha evidéncias de que os
protocolos "tardios" (PCI 24 horas antes do IR) sdo mais eficientes na redugéo do dano IR,
Ademais, mesmo que as temperaturas sistémicas finais ndo fossem estatisticamente
diferentes, reconhecemos que muitos dos animais submetidos a protocolos de hipotermia
apresentaram muitas variagdes transitérias em sua temperatura durante o procedimento, o
que poderia ser um fator de confusdo. Finalmente, as drogas utilizadas durante as cirurgias
podem interferir em nossos resultados, ja que dados recentes revelam que isoflurano e
tramadol também podem produzir efeitos de pré-condicionamento e interferir em nossos

resultados?>?’.
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CONCLUSAO

Nao foram encontrados associagdo sinérgica positiva quando o pré-condicionamento
isquémico remoto foi associado a hipotermia na IR renal. Apesar de ndo demonstrar
resultados positivos, este €é o primeiro estudo envolvendo protocolos de
pré-condicionamento remoto e hipotermia juntos. Além disso, identificamos em nossa
pesquisa que a hipotermia promove melhores resultados funcionais do que protocolos sob

temperaturas quentes.
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