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Resumo 

Introdução: a lesão por isquemia-reperfusão (LIR) é uma importante causa de lesão 

renal aguda experimentada na prática clínica. A restauração da perfusão aos tecidos 

após um período de isquemia inicia uma cascata de inflamação associada ao acúmulo 

de íons, formação de espécies reativas de oxigênio (ERO), disfunção endotelial e 

ativação imune. O condicionamento isquêmico é a aplicação de breves ciclos de 

interrupção seguidas de restauração do fluxo sanguíneo, tendo o objetivo de adaptar 

os tecidos à isquemia. Pode ser aplicado antes do estímulo principal, como pré-

condicionamento (PCI), ou depois, sendo denominado pós-condicionamento (PCoI). 

Metodologia: estudo experimental realizado com 40 ratos wistar, divididos em cinco 

grupos para análise comparativa: Sham (S): laparotomia; Controle (C): laparotomia e 

30 min de isquemia; Pré-condicionamento (PRE): laparotomia, PCI e 30 min de 

isquemia; Pré e Pós-condicionamento (PRE/POS): laparotomia, PCI, 30 min de 

isquemia e PCoI; Pós-condicionamento (POS): laparotomia, 30 min de isquemia e 

PCoI. A comparação entre os grupos foi realizada pela análise bioquímica sérica de 

creatinina, ureia, lipocalina associada à gelatinase de neutrófilos (NGAL) e histolologia.  

Resultados: apenas o grupo Sham apresentou valores estatisticamente menores dos 

marcadores de lesão renal e menor incidência de lesão tubular renal à histologia 

(S<C=PRÉ=PRÉ/PÓS=PÓS). 

Discussão e conclusão: no presente estudo, o PCI e o PoCI, isoladamente ou em 

conjunto, foram incapazes de prevenir dano estrutural tubular renal. A duração do 

período isquêmico é um aspecto crítico nas estratégias de condicionamento. Os 

resultados encontrados indicam que o condicionamento pode não melhorar os 

desfechos, e em alguns casos pode ser prejudicial. 

Palavras-chave: pré-condicionamento isquêmico; pós-condicionamento isquêmico; rim; 

ratos; lesão renal aguda 
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Monteiro Arantes V. Effects of Ischemic Preconditioning and Postconditioning in an 

Ischemia-Reperfusion Model: A Comparative Experimental Study in Rats. [PhD thesis]. 

Botucatu: Botucatu Medical School, UNESP-Univ Estadual Paulista Júlio de Mesquita 

Filho; 2016. 75p. 

Abstract 

Background: Ischemia-reperfusion injury (IRI) is an unavoidable aspect of 

transplantation, as well as an important cause of acute kidney injury in clinical practice. 

Restoration of the blood supply after an ischemic period activates an inflammatory 

cascade associated with multiple processes, including ion accumulation, free reactive 

oxygen species (ROS) formation, endothelial dysfunction, and immune activation. 

Ischemic “conditioning” refers to the application of a brief series of ischemic periods 

followed by reperfusion in the setting of major ischemia. In ischemic preconditioning 

(IPC), the conditioning stimulus is applied before the major ischemic event, whereas in 

ischemic postconditioning (IPoC), it is applied after the event.  

Methods: Forty Wistar rats were randomized into five groups: Sham (S): laparotomy; 

Control (C): laparotomy and 30 min ischemia; Preconditioning (PRE): laparotomy, IPC, 

and 30 min ischemia; Preconditioning and Postconditioning (PRE/POST): laparotomy, 

IPC, 30 min ischemia, and IPoC; Postconditioning (POST): laparotomy, 30 min 

ischemia, and IPoC. Serum analyses of creatinine and neutrophil gelatinase-

associated lipocalin (NGAL) were performed, and renal histology was also examined.  

Results: Severe tubular injury and increases in creatinine were observed in all groups 

except the S group, and no significant differences were detected between the other 

groups (S<C=PRE=PRE/POST=POST).  

Conclusions: IPC and IPoC, together or separately, were unable to exert a protective 

effect against tubular cell injury and preserve kidney function. The duration of the 

ischemic period is a critical aspect of the conditioning strategy. Our results indicate that 

conditioning may not improve the outcome, and it may even be harmful. 

Key Words: Ischemic preconditioning, Ischemic postconditioning, Kidney, Rats, Acute 

kidney injury. 
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1 Introdução 

1.1 Lesão por isquemia-reperfusão 

A restauração da perfusão tecidual dos órgãos após certo período de 

isquemia resulta em dano ao parênquima, sendo habitualmente conhecido 

como lesão por isquemia-reperfusão (LIR)(1). Esse mecanismo agressor 

contribui para várias afecções encontradas na prática clínica.  

Ainda que a LIR relativa ao coração seja a mais pesquisada, sua 

relevância não se restringe à doença isquêmica cardíaca. A lesão também está 

presente em cada doença na qual o suprimento sanguíneo ao órgão ou ao 

tecido foi comprometido e posteriormente restaurado(2).  

O período crítico de isquemia depende do órgão-alvo: varia de 15min a 

20min no fígado e nos rins; 2h30min no músculo esquelético; e no caso da 

isquemia cerebral, mais de 5min é suficiente para determinar morte neuronal(1). 

De fato, uma ampla gama de processos lesivos está associada à LIR 

(Figura 1). A disponibilidade limitada de oxigênio (hipóxia), que ocorre durante o 

período de isquemia, ocasiona prejuízos na função da barreira endotelial 

celular devido à redução na atividade da adenilato ciclase e na concentração 

intracelular de monofosfato cíclico de adenosina (AMPc), com aumento 

concomitante na permeabilidade vascular(3,4).  

Além disso, a isquemia determina a ativação da morte celular 

programada, incluindo apoptose, ou seja, associada à autofagia e à necrose(5). 

Durante esse período, também ocorrem alterações significativas no controle 

transcricional da expressão gênica (reprogramação transcricional), como a 

inibição das enzimas prolil hidroxilase (PHD) sensíveis ao oxigênio, pois 

requerem este como um cofator. A inibição das enzimas PHD conduz à 

ativação de cascatas de sinalização inflamatória, que controlam a estabilidade 

dos fatores de transcrição de um importante mediador: o fator nuclear kappa B 

(NF-kB), uma proteína da família dos fatores transcriptores que está 

relacionada ao controle das respostas inflamatórias e da proliferação celular(6). 
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Figura 1 – Processos biológicos associados à lesão por isquemia reperfusão; Adaptado de 
Eltzschig et al.

(3)
. 

Apesar da restauração eficaz do suprimento vascular, um órgão 

isquêmico pode não recuperar imediatamente sua perfusão. Nos rins, a 

disfunção microvascular das células endoteliais dos capilares peritubulares 

inibe a reperfusão renal pós-isquêmica(7). Em seguida ao período de isquemia, 

os tecidos adaptam-se ao metabolismo anaeróbico.  

A restauração do suprimento sanguíneo resulta em oferta de oxigênio 

superior à demanda, ativando os macrófagos e, consequentemente, gerando 

radicais superóxido, comumente conhecidos como espécies reativas de 

oxigênio (ERO), causando estresse oxidativo. O aumento das EROs é o fator 

desencadeante para iniciar as alterações induzidas pela reperfusão, levando à 

lesão endotelial, à produção de citocinas pró-inflamatórias e, mais tardiamente, 

à ativação e ao recrutamento de neutrófilos(1). 

Além disso, a lesão por reperfusão é caracterizada por respostas 

autoimunes, incluindo o aparecimento de anticorpos contra neoantígenos 

anteriormente naturais e a subsequente ativação do sistema complemento, 

constituindo a autoimunidade(8). Apesar de a LIR tipicamente acontecer em um 

ambiente estéril, a ativação da resposta imune inata e adaptativa ocorre e 

contribui para a lesão. 

- 
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Na prática clínica, a LIR é causa frequente de insuficiência renal aguda 

(IRA), um problema grave e comum que afeta mais de 5% dos pacientes 

hospitalizados, sendo estimado que sua prevalência aumente nos próximos 

anos(7). Além de causar um aumento na mortalidade, o desenvolvimento de IRA 

prolonga o tempo de internação hospitalar e eleva os custos relacionados à 

saúde. A IRA acomete principalmente a função e a estrutura das células 

tubulares renais(9). 

A disfunção renal secundária a LIR é uma grande preocupação em 

pacientes anestesiados submetidos à cirurgia envolvendo o rim ou a aorta. 

Particularmente nas cirurgias urológicas, a LIR ainda permanece como um 

problema importante e que precisa ser evitado. O clampeamento do pedículo 

renal é necessário em algumas cirurgias complexas, como transplante renal e 

nefrolitotomia, e seus efeitos podem ser potencializados em vigência de lesão 

renal prévia ou infecção(10). No transplante de órgãos, o objetivo é iniciar a 

reperfusão o mais cedo possível. O atraso no retorno ao funcionamento do rim 

frequentemente traz complicações ao processo, entre elas internação 

prolongada, rejeição aguda e possivelmente perda tardia da função do 

enxerto(11)
. 

1.2 Pré-condicionamento isquêmico 

Órgãos que experimentam isquemia, como a que acontece na LIR se 

tornam resistentes a lesões futuras, levando a introdução do conceito de 

“condicionamento”: que se caracteriza por uma série de períodos isquêmicos 

breves, seguidos por reperfusão, aplicados em um cenário em que haverá um 

evento isquêmico maior. Quando o “condicionamento” é prévio a esse evento, é 

denominado pré-condicionamento isquêmico (PCI)(12).   

A terminologia PCI foi utilizada pela primeira vez na pesquisa realizada 

por Murry et. al.(13) em 1986. Os autores descreveram que houve diminuição de 

75% da área de infarto miocárdico após quatro ciclos de 5min de oclusão da 

artéria coronária, seguidos por 5min de reperfusão antes de uma isquemia 

prolongada de 40min. Seguindo este estudo, Reimer et al.(14) fizeram uma 
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pesquisa em cães no mesmo ano, demonstrando que quatro séries de 10min 

de oclusão da artéria circunflexa levava a uma perda de 61% dos estoques de 

ATP, valor significativamente menor que os 87% de perda encontrados em uma 

oclusão contínua de 40min. Dessa forma, os autores confirmaram que, ao 

invés de causar piora na lesão miocárdica, os episódios repetidos de breves 

períodos de isquemia e reperfusão resultaram em uma diminuição da 

mobilização das moléculas de armazenamento de energia. Desde então, essas 

pesquisas levaram a uma série de outras com o objetivo de elucidar os 

mecanismos envolvidos e transferir essas informações para a prática clínica(15). 

O benefício do PCI aparentemente não era específico ao miocárdio. 

Estudos demonstraram tolerância à isquemia em outros tecidos, incluindo 

pulmão (Li et al., 1999)(16), fígado (Hardy et al., 1996)(17) e rim (Cochrane et al., 

1999)(18). Nos rins, o PCI foi efetivo em reduzir a lesão renal em várias espécies 

animais, como camundongos(19), ratos(20), porcos(21), cães(22) e coelhos(23). 

Vários mecanismos foram propostos (Figura 2) para explicar os meios 

pelos quais o PCI promove uma resposta protetora nos tecidos. O primeiro está 

associado à liberação de autacoides (incluindo adenosina, opioides e 

bradicinina), que se ligam aos receptores de superfície celular acoplados à 

proteína G (G-PCRs). A ativação dos G-PCRs leva ao início da primeira via, a 

das quinases de salvamento da lesão por reperfusão (reperfusion injury 

salvage kinase – RISK)(2). 
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Figura 2 - Mecanismos de ação do PCI e do PCoI; Adaptado de McCafferty et al. Dis Model 
Mech. 2014. Abreviaturas: Akt, proteína quinase serina/treonina; eNOS, óxido nítrico sintetase, 
ERk ½, quinases reguladoras de sinal extracelular; G-PCR, receptor acoplado a proteína G; 
GSK3β, glicogênio sintetase quinase-3β; JAK, Janus quinase; KATP: canais de potássio ATP 
dependentes; MEK ½, proteína quinase de mitógeno ativado; PI3K, 3-quinase fosfatidilinositol 
(4,5)-

bifosfonado; PKG, proteína quinase dependente de GMPc; PTPM, poro de transição da 
permeabilidade mitocondrial; STAT3, transdutor de sinal e ativador de transcrição 3; TNFα: fator 
de necrose tumoral alfa; TNFR, receptor de TNF. 

A via RISK é pró-salvamento, caracterizada por um conjunto de proteínas 

quinases antiapoptose (ERK ½, Akt e PKG) que é ativado no momento da 

reperfusão miocárdica(24). A ativação desta via leva à citoproteção por meio da 

inibição de caspases(25), da liberação de citocromo c(26), da indução de genes 

antiapoptóticos, do aumento na captação de cálcio, da ativação da sintetase de 

óxido nítrico (NOS) endotelial, da ativação de canais de potássio ATP 

dependentes nas mitocôndrias (KATP), entre outros. 

Mais recentemente, foi descoberta uma segunda via: a de 

aperfeiçoamento da ativação do fator de salvamento (survivor activating factor 

enhancement – SAFE), envolvendo o fator de necrose tumoral alfa (TNFα) e a 

cascata JAK-STAT (uma via de sinalização para citocinas e fatores de 
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crescimento que estimula a proliferação celular). Foi demonstrado que esta via 

protege os tecidos, independentemente da via RISK(27,28). As vias RISK e SAFE 

convergem e inibem a abertura do poro de transição da permeabilidade 

mitocondrial (PTPM), cuja formação ocorre durante a reperfusão e deflagra o 

sinal para a apoptose. Essa parece ser a via comum efetora final para a 

proteção tecidual(2). 

Os efeitos protetores após o estímulo do PCI incluem duas fases distintas: 

a precoce, que se inicia imediatamente, tem duração de uma a duas horas(29), 

independe de síntese proteica e está associada à ativação de receptores de 

adenosina, canais KATP e translocação de 5'-nucleotidase da superfície da 

célula(30); e a tardia, que começa entre 12 e 24 horas após o estímulo inicial e 

persiste por vários dias(31). Acredita-se que o atraso no início da fase tardia é 

devido à necessidade de nova síntese proteica, como ciclo-oxigenase 2 (COX-

2), inibidor da sintetase de óxido nítrico (iNOS), e heme oxigenase-1, proteínas 

que seriam as mediadoras dos efeitos citoprotetores(32). 

Os mecanismos conhecidos para o PCI foram descobertos quase que 

exclusivamente a partir de estudos envolvendo o miocárdio. Considerando que 

o PCI parece ser um mecanismo citoprotetor ubíquo que confere proteção aos 

tecidos em diversos modelos diferentes de isquemia tecidual, incluindo o rim, 

infere-se que os mecanismos são os mesmos entre os órgãos(15). No entanto, 

parece haver alguma disparidade entre os resultados obtidos no coração e no 

rim. Adenosina exógena aparenta ser renoprotetor, assim como no miocárdio; 

enquanto que, antagonistas da adenosina não parecem abolir os efeitos 

protetores do PCI no rim(33-35). Além disso, a bradicinina e os opioides falharam 

em reduzir LIR renal como demonstrado no miocárdio(36). De qualquer forma, 

há evidências que sugerem que os mecanismos envolvidos na via RISK do 

miocárdio juntamente com os mediadores de PCI no coração, como iNOS(37) e 

heme oxigenase-1(38), também parecem estar envolvidos na renoproteção do 

PCI. 

Patschan et al.(39), na tentativa de elucidar as alterações morfológicas 

teciduais envolvidas na fase tardia, demonstraram que a lesão isquêmica 

aguda pode mobilizar células epiteliais progenitoras (CEPs), que 
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transitoriamente alojam-se no baço e posteriormente acumulam-se nos rins. O 

PCI parece facilitar essa passagem e as CEPs podem proteger e reparar o 

dano aos órgãos pela diferenciação em células endoteliais, regenerando novos 

vasos sanguíneos, e por outros mecanismos parácrinos que estimulam a 

angiogênese(40).  

Entretanto, a aplicabilidade do PCI na prática clínica vem encontrando 

algumas limitações. A necessidade de acesso direto ao suprimento sanguíneo 

do órgão de risco e a previsibilidade do evento isquêmico principal tornam o 

PCI aplicável apenas nos casos controlados e eletivos(2). Com o objetivo de 

produzir uma alternativa a essas situações novas, algumas estratégias de 

condicionamento foram desenvolvidas. 

1.3 Pós-condicionamento isquêmico 

Em 2003, Zhao et al.(41) estenderam o paradigma do condicionamento ao 

demonstrarem, por meio de um modelo miocárdico em cães, que a intervenção 

no ponto de reperfusão com três ciclos de 30 segundos de oclusão/reperfusão 

da artéria coronária poderia reduzir a área de infarto do miocárdio em 44%. 

Esse fenômeno foi denominado pós-condicionamento isquêmico (PCoI). 

Assim como o PCI, o PCoI parece conferir profunda proteção tecidual 

entre as espécies(42-45) e, ainda que a ampla maioria dos estudos tenha o 

coração como órgão de interesse, o PCoI tem demonstrado efeito protetor em 

muitos outros órgãos, incluindo o rim(46). Quando aplicado na artéria renal, o 

PCoI foi capaz de reduzir apoptose, lesão tubular e concentrações plasmáticas 

de ureia (Urp) e creatinina (Crp), além de induzir a uma redução na fibrose 

renal até 12 semanas após a lesão(47). 

Os mecanismos envolvidos na proteção celular induzidos pelo PCoI 

também foram majoritariamente estudados no coração e guardam muitas 

semelhanças com o PCI, inclusive utilizando vias de sinalização comuns 

(Figura 2). O PCoI também permite a ativação das vias SAFE e RISK via 

autacoides, incluindo adenosina(48,49) , opioides(50), bradicinina(51) e eNOS(52), o 

que ocasiona a inibição da abertura do PTPM, que, assim como no PCI, é 

considerado a via comum efetora final(53,54).  
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Entretanto, um mecanismo adicional é conhecido: a interrupção da 

reperfusão pelo PCoI atrasa a normalização do pH intracelular, diminui a 

sobrecarga de cálcio e inibe a explosão oxidativa encontrada na reperfusão(55), 

levando à citoproteção devido à rápida normalização do pH intracelular no 

ponto da reperfusão, sendo paradoxalmente prejudicial. 

Existem poucos dados avaliando os mecanismos do PCoI 

especificamente nos rins. No entanto, assim como no coração, os estudos com 

modelo renal demonstraram que há associação com a sinalização mediada por 

opioides(56), além da fosforilação das proteínas quinases ERK e Akt (57), da 

abertura dos canais mitocondriais KATP e da inibição da abertura do PTPM(58). 

Zhang et al.(58) mensuraram o potencial de membrana mitocondrial para 

examinar os PTPM. Eles observaram que, após o PCoI, havia um potencial de 

membrana mais alto se comparado aos que sofreram LIR simples. A queda do 

potencial de membrana após LIR está correlacionada à formação de PTPMs; 

portanto, poderia ser utilizada como parâmetro de dano mitocondrial. Além 

disso, no mesmo estudo os autores apontam o envolvimento dos KATP no PCoI 

em modelo renal, ao observar a diminuição do efeito protetor quando um 

inibidor seletivo dos KATP (5-hidroxidecanoato) foi administrado. 

O surgimento do PCoI como uma alternativa ao PCI foi muito 

conveniente. A possibilidade de realizar uma intervenção no início da 

reperfusão tornou a abordagem mais controlável e clinicamente aplicável(11). 

Porém essa técnica ainda não foi incorporada à prática clínica por algumas 

razões: ausência de um algoritmo definido, grande variação de espécies 

animais utilizadas nas pesquisas, ausência de interação com comorbidades ao 

utilizar animais saudáveis e impossibilidade de testar a isquemia fria (presente 

durante transplantes renais de doador cadáver). Talvez a análise dos estudos 

experimentais seja a chave para o sucesso da transposição clínica dos bons 

resultados. Para tal, é necessário avaliar e comparar de que forma o PCI e o 

PCoI comportam-se em um cenário de lesão renal aguda (LRA). 
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1.4 Lesão renal aguda 

A LRA é caracterizada como uma redução abrupta da função renal. É 

uma enfermidade multifatorial de incidência variável, dependendo dos critérios 

utilizados para sua definição(59). No cenário hospitalar, muitas vezes está 

associada à LIR, principalmente no período perioperatório. A taxa de 

mortalidade permanece entre 20% e 40% para todos os casos de LRA(60). A 

redução dessas taxas tem sido destacada não apenas pelos avanços 

conquistados na terapêutica medicamentosa, intervencionista e em terapias 

renais substitutivas(61), mas também pela padronização do conceito de LRA. 

A partir de um consenso sobre a definição de LRA, proposto por um grupo 

de trabalho multinacional de Iniciativa de Qualidade de Diálise Aguda (ADQI) 

em 2004, Bellomo et al.(62) estabeleceram os critérios de classificação RIFLE, 

um acrônimo em inglês para risk, injury, failure, loss, end-stage kidney disease. 

Este consenso definiu a LRA baseando-se nos valores de Crp e/ou débito 

urinário, além de universalizar e padronizar os critérios diagnósticos. Assim, 

pela primeira vez foram estratificados os graus de comprometimento renal 

(Figura 3). 

Em 2007, o grupo multidisciplinar AKIN (Acute Kidney Injury Network)(63) 

publicou uma atualização destes critérios com o objetivo de tornar o 

diagnóstico mais precoce e, consequentemente, antecipar as medidas de 

recuperação. Essa classificação também é fundamentada em critérios 

baseados no fluxo urinário e na creatinina sérica e são utilizadas para a 

identificação do estágio de comprometimento da função renal. As modificações 

propostas incluem: a) a remoção dos critérios de prognóstico e a designação 

dos critérios de gravidade como estágios 1, 2 e 3; b) a ampliação da categoria 

Risk, do RIFLE, a fim de incluir um aumento na Crp de no mínimo 0,3 mg.dL-1. 

As duas classificações estão descritas na figura 3. 
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Figura 3 - Comparação entre os critérios de RIFLE e AKIN; Adaptado de Bellomo et al. 
2004(63) e Mehta et al. 2007(64) Risk - Risco; Injury - Dano; Failure - Falência; Loss - Perda; 

ESKD - Doença renal terminal; Cr – Creatinina 

1.5 Biomarcadores 

A Crp e o débito urinário são comumente utilizados para indicar disfunção 

renal, apesar das limitações conhecidas. A Crp é uma substância endógena e a 

dosagem de sua concentração plasmática é utilizada como uma forma indireta 

de aferir a adequação da filtração glomerular. Ela é produto do metabolismo da 

creatina e da fosfocreatina no músculo esquelético, porém seus níveis podem 

sofrer alteração pela ingestão de determinados alimentos, apresentando 

produção e liberação no sangue variáveis. Em pacientes com função renal 

estável, os valores plasmáticos da creatinina são quase constantes, com 

variação de cerca de 8%(64). 

A Crp também é o biomarcador mais utilizado e o padrão ouro para 

diagnóstico de alteração funcional renal. Entretanto, é considerado pouco 

sensível no início da lesão renal aguda, pois o aumento dos níveis séricos de 

Crp é observado quando ocorre lesão dos néfrons funcionantes. O tempo 

necessário para que isso ocorra varia entre 24 e 72 horas(65). Além disso, a Crp 
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pode sofrer interferência de vários fatores, como: idade, sexo, massa e 

metabolismo muscular e grau de hidratação. A utilização da dosagem de Crp 

como marcador da função renal exige medidas seriadas e sua elevação não é 

critério isolado para a LRA, mas está associada à alta mortalidade, ao declínio 

funcional, ao aumento de custo de tratamento e à hospitalização prolongada(64-66). 

A limitação na utilização da Crp como biomarcador em algumas situações 

na prática clínica motivou a busca e a validação de novos marcadores mais 

sensíveis e capazes de diagnosticar a lesão renal aguda mais precocemente, 

sendo os principais a interleucina 18 (IL-18), a molécula de lesão renal-1 (KIM-

1), a glutadiona-S-transferase (GST) e a lipocalina associada à gelatinase de 

neutrófilos (NGAL). 

A NGAL, o biomarcador mais promissor entre os citados, pertence à 

família das lipocalinas, que possui mais de 20 pequenas proteínas que são 

definidas baseando-se em suas estruturas tridimensionais e são caracterizadas 

por oito cadeias β que formam um β barril com um cálice anexado. A NGAL é 

constituída de uma cadeia única de polipeptídeos com 178 aminoácidos e 

possui uma massa molecular calculada de 22kDa, que aumenta para 25kDa 

com a glicosilação(67). 

Em condições fisiológicas, o mRNA da NGAL é expresso em vários 

tecidos, incluindo rim, medula óssea, próstata, útero, glândula salivar, 

estômago, cólon, pulmões e fígado(67,68). Os níveis normais em adultos 

saudáveis variam entre 50 e 90 ng.mL-1. Ela é hiperproduzida pelos tecidos 

citados em resposta a diversas condições inflamatórias, com aumento 

significativo nos níveis de expressão local e sistêmico.  

A NGAL circulante é filtrada pelo glomérulo e reabsorvida no túbulo 

proximal(69). Em condições de lesão epitelial ocorre uma elevação de seus 

valores, sendo de aproximadamente dez vezes no plasma e 100 vezes na 

urina, associado a valores elevados de creatinina(70). A NGAL é secretada em 

baixas concentrações pela alça ascendente do túbulo renal e os níveis 

urinários normais são muito baixos (<5ng.mL-1)(69).  

Em uma revisão sistemática de 2009, os autores concluíram que a NGAL 

parece ser uma ferramenta prognóstica útil em relação ao início da terapia de 
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reposição renal, porém com algumas limitações em relação à morte intra-

hospitalar(70). Acredita-se que a dosagem de NGAL pelo método de ELISA 

(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) identifica seu aumento antes mesmo 

do desenvolvimento de LRA, sendo, então, a NGAL plasmática e urinária um 

biomarcador sensível, específico e altamente preditivo de LRA. 

1.6 Hipótese do estudo 

O PCI e o PCoI são métodos que podem proporcionar proteção renal em 

modelos de isquemia-reperfusão, podendo ser utilizados isoladamente ou 

associados. 
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2 Objetivos 

2.1 Primário 

Avaliar o efeito do PCI e do PCoI, isoladamente ou em conjunto, após 

lesão renal aguda em ratos submetidos à isquemia renal sob anestesia geral 

inalatória. 

2.2 Secundário 

Relacionar as dosagens do marcador renal precoce (NGAL) e os tardios 

(Urp e Crp) com o critério de AKIN e à análise histológica dos rins. 
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3 Materiais e Métodos 

Após a aprovação pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Faculdade de Medicina de Botucatu (Protocolo 1013/2013), foi realizado um 

estudo experimental unicêntrico, controlado, randomizado e sem conflito de 

interesses na Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX) do campus de 

Botucatu da Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho (UNESP). 

Foram incluídos 40 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus) adultos, 

machos e com maturidade de desenvolvimento equivalentes, que foram 

fornecidos pelo Biotério Central do campus de Botucatu da UNESP. Os animais 

apresentavam pesos entre 350g e 500g e foram mantidos em cativeiro sob as 

mesmas condições ambientais e nutricionais.  

3.1 Grupos experimentais 

Os animais foram numerados e distribuídos aleatoriamente em cinco 

grupos experimentais por meio de sorteio protegido por envelope pardo selado. 

Os grupos estão descritos a seguir e esquematizados na figura 4. 

 Grupo S (Sham - n=8): indução anestésica com isoflurano a 3% e 

manutenção com isoflurano na concentração inspirada de 1,5% a 

2%. Foram realizadas laparotomia e nefrectomia direita.   

 Grupo C (Controle - n=8): indução anestésica com isoflurano a 3% e 

manutenção com isoflurano na concentração inspirada de 1,5% a 

2%. Foram realizadas laparotomia e nefrectomia direita; em seguida, 

submeteu-se o rim esquerdo a 30 minutos de isquemia, seguida de 

reperfusão final. 

 Grupo PRÉ (PCI - n=8): indução anestésica com isoflurano a 3% e 

manutenção com isoflurano na concentração inspirada de 1,5% a 

2%. Foram realizadas laparotomia e nefrectomia direita; em seguida, 

PCI 3x5' (três ciclos de isquemia de 5min, com intervalos de 5min de 
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reperfusão). Após este processo, submeteu-se o rim esquerdo à 

isquemia de 30min, seguida de reperfusão final. 

 Grupo PRÉ/PÓS (PCI+PCOI - n=8): indução anestésica com 

isoflurano a 3% e manutenção com isoflurano na concentração 

inspirada de 1,5% a 2%. Foram realizadas laparotomia e nefrectomia 

direita, posteriormente aplicanda a seguinte sequência: PCI 3x5' do 

rim esquerdo, 30min de isquemia, PCoI 3x5’ e reperfusão final. 

 Grupo PÓS (PoCI - n=8): indução anestésica com isoflurano a 3% e 

manutenção com isoflurano na concentração inspirada de 1,5% a 

2%. Foram realizadas laparotomia e nefrectomia direita, isquemia de 

30min do rim esquerdo e PoCI 3x5' seguida de reperfusão final. 

 

Figura 4 - Algoritmo experimental apresentando os grupos de intervenção. Abreviaturas: C, 
controle; PRÉ, pré-condicionamento; PRÉ/PÓS, pré mais pós condicionamento, PÓS, pós-
condicionamento; S, Sham. 
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3.2 Anestesia e monitorização 

Os animais foram colocados em uma campânula (Figura 5) com um fluxo 

dilucional de 2L.min-1, composto por 0,8L.min-1 de oxigênio e 1,2L.min-1 de ar 

comprimido para vaporizar Isoflurano a 3% (vaporizador calibrado Isotec 5 

Ohmeda) até hipnose suficiente para manipulação dos ratos. Havia um sistema 

de eliminação de gases no recipiente que não permitia o acúmulo de dióxido de 

carbono. O tempo de indução foi de aproximadamente 5min. 

 

Figura 5 - Animal sendo anestesiado na campânula. A entrada do fluxo de gases ocorre pela 

parte superior do objeto. 

Após o animal estar adormecido e em plano anestésico, foi colocado em 

uma plataforma rígida. Em seguida, foi adaptada uma máscara facial ao 

focinho do animal para a manutenção anestésica em ventilação espontânea, 

com fração inspirada de oxigênio (FiO2) de 0,4 e isoflurano na concentração de 

1,5% a 2% acoplado a um aparelho de anestesia Ohmeda Excel 210 SE 

(Figura 6). 
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Figura 6 - Aparelho de anestesia Ohmeda Excel 210 SE e vaporizador calibrado Isotec 5 

Ohmeda. 

Foi instalado um sensor para a medida da temperatura retal (T°). Os 

animais foram mantidos sobre e cobertos com bolsas térmicas (bolsa térmica 

gel - Body Care - Mercur®) preaquecidas para a manutenção da temperatura 

entre 36°C e 38°C.  

Após estabilização hemodinâmica e plano anestésico adequado, foi 

realizado dissecção e cateterismo da veia jugular interna direita para infusão da 

solução de Ringer lactato 5mL.kg-1.h-1 utilizando a bomba de infusão ANNE 

(Abbott Laboratories®, Abbott Park, USA) (Figura 7) com o objetivo de repor 

perdas volêmicas e manter estabilidade hemodinâmica. Dissecção e 

cateterismo da artéria carótida esquerda para monitorização da pressão arterial 

e coleta de amostras de sangue. Os dados de pressão arterial média (PAM) e 

frequência de pulso (FP) obtidos pela cateterização arterial foram aferidos por 

meio do monitor Datex Engstrom (Figura 8). 
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Figura 7 - Bomba para infusão de volume no intraoperatório, modelo ANNE (Abbott 

laboratories, Abbott Park, USA) 

Figura 8 - Monitor Datex Engstrom para aferição dos valores de PAM, T° e FP. 
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3.3 Sequência experimental 

Na véspera do experimento, os animais foram transportados do biotério e 

acondicionados em gaiolas metabólicas com água e alimentos ad libitum. 

Então, a sequência experimental foi realizada na seguinte ordem cronológica: 

1) os animais foram pesados imediatamente antes do início do 

procedimento; 

2) todos os cálculos relativos às infusões de volume e às doses das 

medicações foram feitos e preparadas;  

3) os animais foram alocados em uma campânula para anestesia 

inalatória com fluxo de 2L.min-1 contendo vapor de isoflurano, 

oxigênio e ar comprimido por 5min, até hipnose adequada; 

4) os animais foram transferidos para uma mesa operatória rígida com 

ganchos laterais para a fixação das patas dianteiras e traseiras. Foi 

acoplada uma máscara facial ao focinho do animal, que foi mantido 

em anestesia inalatória com FiO2 de 0,4 e isoflurano na concentração 

de 1,5% a 2%, sob ventilação espontânea (Figura 9); 

5) o termômetro retal foi inserido e as bolsas térmicas gel, 

posicionadas, sendo previamente aquecidas para manter a 

temperatura do animal entre 36°C e 38°C; 

6) o pesquisador realizou infiltração subcutânea de Bupivacaína a 

0,125% na dose de 2 mg.kg-1 na região cervical e mediana do 

abdômen;   

7) uma incisão cervical mediana foi realizada e, sob visão direta, a 

punção da veia jugular interna direita com venocath 24 GA foi feita 

para infusão contínua de solução de Ringer lactato 5ml.kg-1.h-1. Em 

seguida, foi realizada a punção da artéria carótida esquerda com 

venocath 24 GA, para a monitorização cardiovascular e a coleta de 

amostras sanguíneas. Após cada coleta de 1,5 ml de sangue arterial, 

4,5 ml de Ringer lactato foi reposto por via venosa; 
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8) uma laparotomia mediana foi realizada em todos os grupos, seguida 

de nefrectomia direita, a fim de evitar a compensação da função 

renal pelo rim não isquemiado (Figura 10);  

9) o hilo foi dissecado para a exposição da artéria renal esquerda e foi 

realizado PCI com três ciclos de 5min de isquemia seguidos de 5 

min de reperfusão (3x5’) pela colocação de clampe vascular 

atraumático (Schwartz clip – Rs-5452, Roboz Surgical Instrument 

Co. Inc.®, Gaithersburg, MD, USA), ocluindo a luz da artéria renal 

correspondente (grupos PRÉ e PRÉ/PÓS);  

10) a artéria renal esquerda passou por oclusão durante 30min 

utilizando a mesma técnica de clampeamento anterior (grupos C, 

PRÉ, PRÉ/PÓS, PÓS); 

11) o PCoI foi realizado com algoritmo 3x5’ seguida de reperfusão final 

(grupos PRÉ/PÓS e PÓS); 

12) a avaliação da estabilidade hemodinâmica e a coleta final de 

amostras de sangue foram realizadas; 

13) a laparotomia foi fechada em único plano, sendo a pele pincelada 

com solução antisséptica; cloridrato de tramadol subcutâneo na dose 

de 1,5 mg.kg-1 foi administrado como analgesia pós-operatória; 

14) os cateteres venoso e arterial foram retirados e a veia jugular e a 

artéria carótida passaram por ligadura, em seguida, fechamento da 

incisão cervical; 

15) o anestésico inalatório foi interrompido;  

16) os animais foram recuperados da anestesia, mantidos aquecidos 

com alimento e água ad libitum em ambiente controlado; 

17) os animais foram novamente anestesiados sob a mesma técnica 

anterior 24 horas após o final do experimento; 

18) uma nova laparotomia mediana foi realizada. O rim esquerdo foi 

retirado para exame histológico; 
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19) as amostras sanguíneas foram coletadas por punção intracardíaca 

e, ao final, o animal foi sacrificado com administração de 250 mg de 

tiopental sódico por essa mesma via. 

 
Figura 9 - Animal anestesiado e monitorizado, pronto para o início do procedimento 
experimental. Observa-se: máscara facial acoplada ao focinho do animal, cateter arterial na 
artéria carótida esquerda acoplado a um dispositivo de conexão em 3 vias para coleta de 
exames, cateter venoso na veia jugular interna direita, bolsa térmica gel superior e inferior para 
manutenção da temperatura. 
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Figura 10 - Laparotomia com exposição do hilo renal esquerdo. A) rim esquerdo durante 
período de isquemia B) rim esquerdo após reperfusão. É visível a alteração macroscópica de 
coloração, o rim isquemiado apresenta-se pálido e amarronzado, enquanto o rim reperfundido é 
vermelho escuro. 

3.4 Coleta de dados 

Os atributos T°, FP e PAM foram estudados em quatro tempos cirúrgicos 

(T): 

 T1: 5min após a cateterização da artéria carótida esquerda; 

 T2: 1min após nefrectomia direita; 

 T3: 30min após nefrectomia direita no grupo S e nos outros grupos 

5min após liberação do clampe da artéria renal esquerda para 

isquemia maior que 30min do rim esquerdo; 

 T4: final do experimento. 

A concentração plasmática de NGAL, Urp e Crp foi estudada em três 

momentos: 

 M1: logo após a cateterização arterial; 

 M2: final do procedimento; 

 M3: 24 horas após o procedimento. 

A B 
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Para as dosagens de Urp e Crp foram utilizados reagentes da marca 

EBRAM e o equipamento para análise foi o COBAS MIRA PLUS. Para a 

dosagem de NGAL foi utilizada a metodologia ELISA (teste imunoenzimático 

que permite a detecção quantitativa). Os kits utilizados foram padrão da 

BioPorto Diagnosis A/S, da Dinamarca. 

Tabela 1 - Interação entre os dados de sinais vitais e coletas de exames de acordo com o tempo 
cirúrgico 

Tempo x Momento Referência PAM, T° e FP Ur, Cr e NGAL 

T1 = M1 Após cateterização arterial Sim Sim 

T2 Após nefrectomia direita Sim Não 

T3 Após isquemia maior (30min) Sim Não 

T4 = M2 Final do procedimento Sim Sim 

M3 24h após o procedimento Não Sim 

Abreviaturas: Cr, creatinina; FP, frequência de pulso; NGAL, lipocalina associada a gelatinase de neutrófilos; PAM, pressão 
arterial média; Ur, ureia 

3.4 Análise da presença de LRA 

Para avaliação da presença de lesão renal aguda foi utilizada a 

classificação AKIN (63). Havia poucas diferenças na comparação com a 

classificação RIFLE, mas na classificação AKIN, a categoria Risk da 

classificação RIFLE foi ampliada para incluir um aumento na creatinina sérica 

de no mínimo 0,3 mg.dL-1; portanto, mais abrangente. Vale ressaltar que a 

classificação de AKIN foi utilizada apenas pela análise da creatinina, pela 

impossibilidade de se medir o débito urinário. 

3.5 Análise histológica 

Ambos os rins de cada animal foram submetidos à análise histológica. 

Cada órgão foi seccionado longitudinalmente e fixado com solução de Dubosq 

(6 mL de formaldeído a 40%, 12 mL de álcool absoluto, 1,5 mL de ácido acético 

e 8 mL de ácido pícrico) por 48 horas. Após este período os rins foram 

mantidos em solução de álcool 70%.  
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As lâminas foram preparadas e coradas com hematoxilina e eosina e 

examinadas sob diversos aumentos de microscopia óptica. Os rins foram 

identificados por números e o patologista que fez a análise histológica não 

tinha conhecimento sobre a qual grupo experimental pertencia a peça do 

anatomopatológico. O grau de lesão renal foi classificado segundo a 

classificação de Park et al.(71) apresentada na tabela 2. 

Tabela 2 - Grau de lesão renal segundo Park et al. 
(71) 

Grau Tipo % de Lesão (área de necrose) 

0 Sem lesão - 

1 Lesão leve <10% 

2 Moderada 10 a 25% 

3 Moderada a Grave 25 a 50% 

4 Grave 50 a 75% 

5 Muito Grave >75% 

3.6 Análise estatística 

A estimativa do tamanho amostral foi utilizada como referência uma 

pesquisa realizada por Eckelman et al.(72) com o objetivo de quantificar o 

número de animais necessários para estudos experimentais. Para uma 

diferença de 20% entre os grupos controle e tratado e um coeficiente de 

variabilidade biológica de 20%, um N=8 é suficiente para detectar uma 

significância de p <0,05. Os dados estão sumarizados na tabela 3. 

Tabela 3 - Animais necessários para se obter resultados estatisticamente significantes. 

Adaptado de Eckelman et al.
(72) 

 

Diferença de % 

entre os grupos 

controle e tratado 

% de CV* devido a 

variabilidade 

biológica 

Número de animais 
Significância 

(p<0,05) 

20 20 2-7 Não significante 

20 20 8 Significante 

20 15 5 Significante 

25 20 5 Significância limítrofe 

30 20 5 Significante 

25 15 5 Significante 

*CV, coeficiente de variação 
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Para a comparação entre os grupos e a avaliação da variável peso foi 

utilizada a análise de variância, enquanto para as variáveis temperatura e PAM 

foi utilizada a análise de perfil.  

 

Em relação aos valores de Urp, Crp, NGAL plasmática e classificação de 

graus histológicos, os resultados apresentaram distribuição não normal. 

Portanto, foram realizados os testes de Kruskall-Wallis e de Friedman. Na 

avaliação da classificação AKIN(63) foi utilizado o teste de qui-quadrado. A 

análise foi realizada usando o software SAS 6.11 (SAS Institute Inc.®, Cary, 

NC). O nivel de significância foi estabelecido como p <0,05. 
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4 Resultados 

4.1 Peso 

Comentários: em relação a variável peso, todos os animais apresentaram 

pesos entre 350 e 500 gramas, dentro da meta estipulada na metodologia. 

Entretanto o grupo PÓS apresentou média de peso estatisticamente superior 

em relação aos grupos S, PRÉ, PRÉ/PÓS e o grupo C apresentou valor 

intermediário.   

4.2 Frequência de pulso 

A frequência cardíaca normal de um rato é superior à humana devido ao 

seu alto metabolismo. Goyal et al.(73) relataram uma frequência cardíaca normal 

média de 390 batimentos por minuto (BPM) com um desvio-padrão de 42 BPM. 

A frequência de pulso apresentada pelo animais durante todos os momentos foi 

maior que 250 BPM, limite superior que o próprio monitor consegue mensurar. 

Devido a esse fato, não foi possível realizar a análise estatística dessa variável. 

 

 

 

 

 

Tabela 4 - Média e desvio-padrão referentes ao peso (gramas) segundo 
grupo 

Grupo Média Comparação DP 

S 400,0 B 45,0 

C 451,3 AB 43,9 

PRÉ 391,3 B 27,5 

PRÉ/PÓS 401,3 B 48,5 

PÓS 472,5 A 36,9 

P <0,001  

 
ANOVA  
DP: Desvio padrão   
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4.3 Temperatura 

Tabela 5 - Média e desvio padrão para a variável temperatura (°C) 

Grupo 

Momento 

T1 (DP) T2 (DP) T3 (DP) T4 (DP) 

S 36,6 (0,8) 36,9 (1,1) 36,9 (1,1) 38,0 (1,4) 

C 36,8 (0,7)  37,8 (0,8) 37,8 (0,8) 37,7 (0,7) 

PRÉ 36,5 (0,5) 37,3 (1,2) 37,9 (0,8) 37,8 (0,9) 

PRÉ/PÓS 36,9 (1,4) 37,1 (1,6) 37,9 (1,4) 37,7 (0,7) 

PÓS 36,2 (0,6) 37,6 (1,0) 37,6 (1,0) 37,6 (0,6) 

Média geral de 

momento 
36,6 (0,9) 37,3 (1,2) 37,6 (1,0) 37,7 (0,9) 

 Efeito Principal  

 Grupo Tempo Interação  

Valor de p 0,88 < 0,0001 0,028  

ANOVA para medidas repetidas 

 

Figura 11 - Temperatura média (°C) referente aos tempos e momentos. 
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Comentários: os animais foram mantidos aquecidos com temperatura dentro 

da meta estipulada na metodologia (entre 36°C e 38°C). Não houve diferença 

estatística entre os grupos (Tabela 5) com um valor de p=0,88 para efeito de 

grupo. Mas há um aumento na temperatura em todos os grupos estudados com 

o decorrer do procedimento, demonstrado pelo valor de p <0,0001 para efeito 

de tempo e p=0,028 para interação grupo versus tempo.  

O grupo S começou com média intermediária; nos tempos 2 e 3 ocorreram as 

menores médias e no último tempo houve uma recuperação. Os demais grupos 

ficaram oscilando seus valores entre os tempos com padrão muito semelhante. 

Esta tendência pode ser observada na figura 11. 
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4.4 Pressão arterial média (PAM) 

Análise de perfil;  
DP: Desvio padrão 

 

Figura 12 - PAM (mmHg) referente aos grupos e momentos. 

 

 

 

 

 

Tabela 6 - Média e desvio-padrão referentes à PAM (mmHg) segundo momento e grupo 

Grupo 
Tempo Média geral de 

grupo T1 (DP) T2 (DP) T3 (DP) T4 (DP) 

S 101,6 (17,1) 91,3 (7,7) 91,3 (7,7) 91,1 (17,7) 93,8 (13,6) 

C 118,1 (10,6) 77,3 (10,6) 76,8 (10,6) 80,5 (16,4) 88,2 (21,2) 

PRÉ 107,0 (8,3) 87,0 (20,5) 79,9 (21,3) 90,9 (15,1) 91,2 (19,2) 

PRÉ/PÓS 97,6 (17,8) 87,4 (10,6) 80,3 (13,2) 101,9 (6,5) 91,8 (14,8) 

PÓS 111,9 (17,1) 57,1 (17,6) 57,1 (17,6) 74,8 (27,2) 75,2 (29,8) 

Média geral 

de momento 

107,3 (15,8) 80,0 (18,4) 77,1 (18,0) 87,8 (19,4)  

 Efeito   

 Grupo Tempo  Grupo x tempo  

Valor de p p = 0,009 p < 0,0001 p = 0,008  

  T1                  T2                        T3                    T4 

Tempos 

P
A

M
 (

m
m

H
g

) 
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Comentários: a PAM foi aferida continuamente e seus valores analisados em 

quatro tempos. Pela análise longitudinal entre os grupos observa-se que houve 

variação significativa de seus valores, com efeito de grupo (p=0,009), tempo (p 

<0,0001) e da interação grupo versus tempo (p=0,008), conforme ilustra a 

tabela 6. Pela análise gráfica da figura 12 podemos visualizar que o grupo PÓS 

foi responsável por esta inconformidade.  

Esse grupo, no início do experimento, apresentou média intermediária; nos 

tempos T2 e T3 apresentou menores médias; e no tempo T4 volta a se 

aproximar dos outros grupos. É importante ressaltar que o período que 

compreende o intervalo de tempo entre T2 e T3 ocorre a isquemia maior de 

30min e, portanto, em todos os grupos, exceto o S, a artéria renal esquerda 

está clampeada. 



RESULTADOS             43 

 

4.5 Lipocalina associada à gelatinase de neutrófilos plasmática 

(NGAL) 

Tabela 7 - Análise Longitudinal do biomarcador NGAL (ng.mL
-1

) 

Grupo 

Momento  

M1 M2 M3 p Contraste 
por grupo Med [1/3Q] Med [1/3Q] Med [1/3Q]   

S 14,00  [12,0;15,0] 12,00  [11,0;18,0] 343,00  [316,0;360,0] 0,008 (M1=M2)<M3 
C 29,53  [9,3;77,9] 52,08  [21,0;64,4] 368,25  [359,7;382,8] <0,001 (M1=M2)<M3 
PRE 17,44  [9,8;25,6] 51,79  [36,3;109,7] 390,90  [362,5;399,7] <0,001 M1<M2<M3 
PRE/POS 16,54  [9,5;26,1] 97,15  [50,8;116,8] 387,55  [371,2;399,2] <0,001 M1<M2<M3 
POS 30,46  [24,0;51,6] 69,86  [29,6;95,9] 382,27  [355,3;393,8] <0,001 (M1=M2)<M3 

Valor de p 0,19 0,08 0,06 
 

 

Teste de Kruskall-Wallis 
Med: mediana; 1/3Q: 1° e 3° quartis 

Figura 13 - Boxplot para NGAL (ng.ml
-1

) por grupo de estudo e momento. 
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Comentários: para a análise do biomarcador NGAL, por sua distribuição não 

normal, foi utilizado o teste de Kruskall-Wallis. Na tabela 7 pode-se observar 

que há um aumento progressivo dos valores de NGAL com o decorrer do 

procedimento em todos os grupos. Nos grupos S, C e PÓS, os valores 

encontrados nos momentos M1 e M2 são estatisticamente semelhantes entre si 

e diferem do valor encontrando no momento M3.  

Nos grupos PRÉ e PRÉ/PÓS há um aumento progressivo dos valores de NGAL 

entre os momentos. Em relação à análise entre os grupos, em nenhum 

momento houve diferença entre eles, com valores de p nos momentos M1, M2 

e M3 respectivamente de 0,19; 0,08 e 0,06. Ou seja, os cinco grupos evoluíram 

de forma semelhante. 
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4.6 Creatinina plasmática 

Tabela 8 - Análise Longitudinal da Crp (mg.dl
-1

). 

Grupo 
Momento  

M1 M2 M3 p Contraste por grupo 

Med [1/3Q] Med [1/3Q] Med [1/3Q]   

S 0,40  [0,35;0,50] 0,40  [0,40;0,50] 0,60  [0,50;0,60] 0,008 (M1=M2)<M3 

C 0,45  [0,40;0,50] 0,80  [0,80;0,88] 3,40  [1,35;5,20] <0,001 M1<M3 (M2 inter) 

PRE 0,40  [0,40;0,40] 0,85  [0,80;0,90] 2,30  [1,45;4,20] <0,001 M1<M3 (M2 inter) 

PRE/POS 0,40  [0,40;0,60] 0,95  [0,90;1,05] 3,25  [1,85;4,55] 0,002 M1<M3 (M2 inter) 

POS 0,45  [0,40;0,50] 0,90  [0,90;0,90] 4,10  [2,50;4,45] <0,001 M1<M3 (M2 inter) 

Valor de 
p 

0,6 <0,001 <0,001 
  

Contraste 
entre os 
grupos 

Todos Iguais S<(PRÉ/PÓS=P
ÓS)C e PRÉ não 

diferem 

S<(C=PRÉ=PR
É/PÓS=PÓS) 

  

Análise por teste de Kruskall-Wallis 
Med: mediana; 1/3Q: 1° e 3° quartis; inter: valor intermediário entre M1 e M3 

Figura 14 - Boxplot para Crp (mg.dl
-1

) por grupo de estudo e momento. 
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Comentários: para a análise dos valores de Crp também foi utilizado o teste 

de Kruskall-Wallis. A Crp basal (tabela 8), coletada no início do procedimento, 

não se mostrou diferente entre os grupos, mostrando homogeneidade de 

função renal na distribuição dos animais (p = 0,6). Ao analisar o contraste 

dentro de cada grupo foi encontrado que: no grupo S, os valores de creatinina 

nos momentos M1 e M2 foram estatisticamente semelhantes e ambos diferiram 

dos valores encontrados no momento M3 (p = 0,008); nos outros grupos, o 

valor da creatinina foi estatisticamente menor no momento M1, intermediário no 

momento M2 e maior no momento M3 (p <0,001). 

Comparando os grupos em cada momento, pode-se observar que: no momento 

M1 todos os grupos apresentaram valores de creatinina semelhantes ao nível 

de significância de 5%. No momento M2 (final do procedimento), o grupo S 

apresentou valores de creatinina estatisticamente menores que os grupos PÓS 

e PRÉ/PÓS, enquanto o grupo C e PRÉ apresentaram valores intermediários, 

não diferindo estatisticamente de nenhum dos outros grupos (p <0,001). No 

momento M3, o grupo S apresentou valores de creatinina significativamente 

menores que todos os outros grupos (p <0,001). 
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4.7 Ureia plasmática  

Tabela 9 - Análise longitudinal da Urp (mg.dL
-1

) 

Análise por teste de Kruskall-Wallis 
Med: mediana; 1/3Q: 1° e 3° quartis; inter: valor intermediário entre M1 e M3 

Figura 15 - Boxplot para Urp (mg.dL
-1

) por grupo de estudo e momento. 

 

 
Momento  

Grupo M1 M2 M3 p Contraste por grupo 

 Med [1/3Q] Med [1/3Q] Med [1/3Q]   

S 38,5  [36,5;44,5] 40,5  [37,0;45,0] 52,5  [47,5;53,5] 0,005 (M1=M2) < M3 

C 38,5  [34,5;41,0] 48,0  [39,0;49,8] 161  [87,0;200] <0,001 M1<M3 (M2 inter) 

PRE 39,5  [37,0;45,0] 53,0  [49,0;57,0] 143  [128;195] <0,001 M1<M3 (M2 inter) 

PRE/POS 42,5  [37,5;45,5] 52,5  [50,5;59,5] 181  [154;209] 0,002 M1<M3 (M2 inter) 

POS 40,0  [37,5;42,5] 47,0  [43,8;48,5] 175  [143;193] <0,001 M1<M3 (M2 inter) 

Valor de p 0,85 0,002 <0,001 
 

 

Contraste 
entre os 
grupos 

Todos Iguais S<(PRÉ=PRÉ/P
ÓS) 

C e PÓs não 
diferem 

S<(C=PRÉ=P
RÉ/PÓS=PÓS) 
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Comentários: assim como a Crp, a Urp também é um biomarcador de lesão 

renal mais tardio. Para a análise de seus valores também foi utilizado o teste 

de Kruskall-Wallis. A Urp basal (tabela 9), coletada no início do procedimento, 

não se mostrou diferente entre os grupos, mostrando homogeneidade de 

função renal na distribuição dos animais (p = 0,85). Ao analisar o contraste 

dentro de cada grupo encontrou-se que: no grupo S, os valores de Urp nos 

momentos M1 e M2 foram estatisticamente semelhantes e ambos diferiram dos 

valores encontrados no momento M3 (p = 0,005); nos outros grupos, o valor da 

creatinina foi estatisticamente menor no momento M1, intermediário no 

momento M2 e maior no momento M3 (p <0,001). 

Realizando a comparação entre os grupos em cada momento, pode-se 

observar que: no momento M1 todos os grupos apresentaram valores de Urp 

semelhantes ao nível de significância de 5%. No momento M2 (final do 

procedimento), o grupo S apresentou valores de Urp estatisticamente menores 

que os grupos PRÉ e PRÉ/PÓS, enquanto o grupo C e PÓS apresentaram 

valores intermediários, não diferindo estatisticamente de nenhum dos outros 

grupos (p <0,001). No momento M3, o grupo S apresentou valores de Urp 

significativamente menores que todos os outros grupos (p <0,001). 
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4.8 Lesão renal aguda  

Tabela 10 - Frequência absoluta e percentual de LRA segundo a classificação AKIN nos grupos 

de estudo 

 

 

 

 

  

 

Comentários: para a avaliação da presença de LRA ao final do experimento, foi 

utilizada como referência a classificação AKIN (63). De acordo com o protocolo desta 

classificação, a LRA corresponde ao estágio 2. Entretanto, como o estágio 3 

compreende uma lesão mais avançada que a LRA, foram agrupados os estágios 2 e 3 

para medidas de comparação. Na tabela 10 estão sumarizados os resultados 

encontrados. Todos os grupos apresentaram incidência estatisticamente maior dos 

estágios 2 e 3 em relação ao grupo S e não diferiram entre si (p <0,001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Lesão Renal Aguda (AKIN 2 ou 3) 

Grupo Frequência Percentual 

S 0 0 % 

C 7 87,5 % 

PRÉ 8 100 % 

PRÉ/PÓS 8 100 % 

PÓS 8 100 % 

P <0,001 
 

Teste de qui-quadrado 
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4.9 Análise histológica  

Tabela 11 - Mediana, 1° e 3° quartil dos graus histológicos utilizando-se a classificação de 

necrose tubular proposta por Park et al.
(71) 

 

 

 

 

Teste de Kruskal-Wallis 
1/3Q: 1° e 3° quartis 

 

 

 

Grupo Análise Histológica 

Mediana 1/3Q 

S 0,0 0,0 – 0,0 
C 3.0 2,0 – 4,0 
PRÉ 3,5 3,0 – 4,5 
PRÉ/PÓS 5,0 3,5 – 5,0 
PÓS 5,0 2,5 – 5,0 

P <0,001  
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Figura 16 - Microscopia óptica representativa dos rins esquerdos corados com hematoxilina e 
eosina (magnificação 200x). (a) rim esquerdo grupo S, grau 0: sem lesão; (b) rim esquerdo 
grupo C, grau 3: moderada a grave; (c) rim esquerdo grupo PRE, grau 4; grave; (d) rim 
esquerdo grupo PRE/POS, grau 5:  grave a muito grave; (e) rim esquerdo grupo POS, grau 5: 
grave a muito grave. 
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Comentários: a análise histológica seguindo os critérios de Park et al.(71) 

demonstrou que todos os 40 rins direitos apresentaram-se normais com grau 

de lesão 0, mesmo resultado encontrado nos rins esquerdos do grupo S, 

resultado estatisticamente diferente (p <0,001) em comparação aos outros 

grupos (C, PRÉ, PRÉ/PóS e PÓS), que apresentaram medianas de 3 a 5, 

demonstrando grau de lesão moderada a muito grave e não diferindo entre si. A 

análise desses resultados está sintetizada na tabela 11. 

Os seguintes critérios foram utilizados para determinar necrose das células 

tubulares por microscopia óptica: núcleos picnóticos, cariorréxis (fragmentação 

do núcleo picnótico) e ruptura das membranas celulares, promovendo uma 

perda da arquitetura tubular(71). A figura 16 apresenta imagens de microscopia 

óptica correspondentes a cada grupo de estudo em seus mais variados graus 

de lesão. Essas alterações podem ser observadas, pois todos os grupos, 

exceto o S, apresentaram pelo menos um grau de necrose tubular moderado. 
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5 Discussão 

5.1 Modelo animal e perfil da amostra 

A metodologia experimental utilizada na presente pesquisa foi 

desenvolvida pelo Laboratório Experimental em Anestesiologia da Faculdade 

de Medicina de Botucatu da Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita 

Filho” (UNESP). É um modelo consolidado, já utilizado para estudos de 

proteção renal em mais de 1.000 ratos Wistar. Os animais provenientes do 

Biotério Central da UNESP – campus de Botucatu foram gerados e mantidos 

em cativeiro, sendo submetidos às mesmas condições de ambientação e 

alimentação. Receberam controle interno de zoonoses e apresentavam tempos 

de vida e maturidade semelhantes. 

Os animais da amostra eram todos machos e foram selecionados de 

maneira aleatória. O gênero padrão utilizado nos estudos com isquemia é o 

masculino, pois a diferença de gênero tem efeitos significativos tanto na 

tolerância à isquemia quanto em resposta a estratégias de condicionamento. 

Os estrogênios estão associados a vários efeitos benéficos no contexto de 

tolerância à isquemia miocárdica, que podem confundir alguns resultados: eles 

ativam os canais KATP em modelos caninos de isquemia miocárdica(74), 

reduzem a sobrecarga de cálcio durante a isquemia em ratos(75), aumentam a 

produção de óxido nítrico em cães(76), reduzem a apoptose nos miócitos(77), 

dentre outros. No entanto, em pesquisa mais recente, Ebrahimi et al. (2012)(78) 

reportaram que a diferença de gênero em ratos não teve nenhum impacto na 

habilidade dos rins de reduzir o dano renal em resposta ao PCI. 

Os grupos estudados não apresentaram uma distribuição de peso 

homogênea. O grupo PÓS apresentou uma média de peso estatisticamente 

maior em relação aos outros grupos. Entretanto, esta variação não 

compromete a validade dos resultados encontrados, pois os ratos 

apresentavam mesma idade e maturidade semelhantes. Todos os cálculos de 

dose das medicações e hidratação foram realizados por quilogramas de peso e 

na análise dos valores basais de creatinina não houve diferença entre os 
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grupos estudados. Portanto, eles apresentavam função renal preservada e 

equivalente.  

O tempo de isquemia influencia diretamente os níveis de creatinina 

plasmática e o grau de lesão. Assim, 25min de isquemia arterial dobram os 

valores basais e 45min resultam em um aumento de sete a oito vezes nos 

níveis plasmáticos de creatinina, com grau de necrose significante (>75%) (71). 

O tempo de 30min foi utilizado por causar lesões renais isquêmicas 

moderadas, uma vez que a necrose maciça teria impedido a realização de 

exame histológico relevante(79). 

A isquemia renal temporária foi executada com clamp microvascular 

atraumático, garantindo a integridade vascular e subsequente reperfusão 

adequada após a sua retirada, com liberação do fluxo arterial. O 

restabelecimento da perfusão foi confirmado pela mudança da coloração do rim 

de marrom claro (pálido) para vermelho escuro (cianose) em mosaico e retorno 

progressivo para a coloração e para os aspectos iniciais, possibilitando uma 

avaliação macroscópica adequada do comportamento do fluxo sanguíneo pela 

artéria renal.  

Também foi realizada nefrectomia direita para que não houvesse 

compensação pelo rim contralateral. Em trabalhos anteriores já foi 

demonstrado que a nefrectomia unilateral determina uma recuperação mais 

rápida da falência renal, menor lesão isquêmica e maior produção de fatores 

humorais, que estimulam a recuperação renal compensatória(79, 80). 

A manutenção da temperatura em modelos de LIR renais é importante, 

porque a hipotermia protege o órgão e a hipertermia intensifica o grau de lesão. 

Sabe-se que a intensidade da lesão funcional, medida pela Crp, apresenta uma 

correlação positiva com a temperatura corporal e que o dano estrutural, 

observado na histologia, apresenta piora com o aumento da temperatura 

corporal durante o período de isquemia. Ambos os efeitos já foram 

demonstrados em modelo experimental prévio(81). Os efeitos da variação da 

temperatura na gravidade da lesão renal após período isquêmico também 

foram observados por Delbridge et al.(82), que demonstraram que a temperatura 
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do animal durante a fase isquêmica também afeta significativamente a 

gravidade da lesão. 

Vários fatores podem alterar a temperatura durante o experimento. As 

soluções administradas são frias e outros fatores promovem rápida perda de 

calor como: abertura da cavidade abdominal, respiração sem reinalação, não 

umidificação e à falta de aquecimento do ar. A manutenção da temperatura foi 

realizada com o posicionamento de bolsas térmicas sob e sobre o animal e o 

controle da temperatura foi contínuo por sensor retal.  

Os ratos possuem um metabolismo muito acelerado e, assim como uma 

alta frequência cardíaca, apresentam temperaturas normais acima dos valores 

em seres humanos. A meta estipulada de temperatura neste estudo, entre 36°C 

e 38°C, foi determinada a partir de pesquisa anterior(81) sobre a relação da 

temperatura com alterações na isquemia renal em ratos. O estudo classificou 

como hipotermia temperaturas menores que 93°F (33,88°C) e como 

hipertermia temperaturas maiores que 101°F (38,33°C). No presente estudo, os 

valores de temperatura não apresentaram diferenças estatisticamente 

relevantes entre os grupos; entretanto, houve efeito de momento com o 

aumento da temperatura com o decorrer do procedimento, o que era esperado 

devido às medidas implantadas para evitar a hipotermia. Contudo, os valores 

de temperatura mantiveram-se dentro da meta estipulada e foram considerados 

normais. 

Em um modelo de isquemia renal, a estabilidade hemodinâmica também 

é muito importante. Embora o monitor utilizado não tenha sido capaz de aferir a 

frequência de pulso exata dos animais, o objetivo de detectar bradicardias 

significativas (FP < 250 BPM) pode ser avaliado. Neste estudo, nenhum dos 

ratos apresentou bradicardia.  

Na literatura já foi descrito que a liberação aumentada de noradrenalina 

nos terminais nervosos induzida pela ativação dos nervos simpáticos renais é 

um possível fator causal no desenvolvimento e piora da LRA(83). Além disso, a 

lesão vascular mediada por agentes oxidantes e citocinas podem alterar as 

propriedades básicas da função vascular. O aumento no tônus vascular 

intrínseco renal reduz a filtração glomerular, ocasiona um aumento da 
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sensibilidade a estímulos vasoconstritores e altera a capacidade de 

autorregulação, o que deixa o rim vulnerável à lesão isquêmica recorrente(84). 

Neste estudo, a PAM sofreu efeitos de grupo e de momento. Na análise 

comparativa, o grupo PÓS apresentou PAM menor nos tempos T2 e T3 e 

recuperou seus valores em T4. Pode-se verificar que o tempo T2, que 

representa o final da nefrectomia direita no grupo PÓS, corresponde ao início 

da isquemia maior, de 30min, pois neste grupo não há PCI. Já o tempo T3 

corresponde ao final da isquemia maior; ou seja, durante este período, a artéria 

renal esquerda está clampeada e, portanto, as variações nos valores de PAM 

não corresponderiam a alterações na perfusão do rim em estudo e, 

consequentemente, não seriam responsáveis por alterações na função renal e 

piora da lesão renal aguda. Em todos os outros grupos e momentos, os valores 

pressóricos mantiveram-se dentro do limite de autorregulação de perfusão 

renal.  

Os anestésicos voláteis são administrados à maioria dos pacientes 

submetidos a anestesia geral e são uma parte integrante do período 

perioperatório. Em adição às suas propriedades analgésicas e anestésicas, os 

anestésicos voláteis halogenados atualmente utilizados são bem conhecidos 

por terem propriedades não anestésicas potentes(85). Vários estudos mostram 

que os anestésicos voláteis têm efeitos protetores profundos sobre o rim por 

atenuar a necrose tubular renal e diminuir os efeitos nefrotóxicos da infiltração 

de leucócitos e produção de citocinas(86). Pesquisas demonstraram que o 

Isoflurano ou Sevoflurano utilizados durante a isquemia e 3 horas após a 

reperfusão diminuíram a creatinina plasmática pela metade, com melhora 

acentuada na histologia renal e marcadores de inflamação(87,88). 

A utilização dos halogenados na anestesia dos animais é necessária, 

visto que esta técnica anestésica permite a manipulação dos animais em 

ventililação espontânea e a indução anestésica com menor fator de estresse. 

Todos os animais, independente do grupo de estudo, foram submetidos a 

mesma técnica anestésica e, portanto, ainda que o Isoflurano apresente 

propriedades nefroprotetoras todos os grupos foram submetidos as mesmas 

condições. 
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5.2 Correlação entre resultados bioquímicos e histológicos 

A escolha de três biomarcadores de lesão renal, um precoce (NGAL) e 

dois mais tardios (Crp e Urp) teve como objetivo aumentar a sensibilidade do 

experimento, porque seus valores séricos são diretamente proporcionais ao 

aumento da lesão renal. O tempo de isquemia influencia diretamente os níveis 

séricos de creatinina e o declínio da função renal. Foi determinado o período de 

isquemia de 30min por já ter sido utilizado em outros estudos experimentais 

que promoveram isquemia renal moderada(89-91). 

Os valores de NGAL apresentaram aumento progressivo em todos os 

grupos, e não foram discriminativos em relação à isquemia. A nefrectomia 

realizada à direita é considerada uma cirurgia de grande porte. Esse tipo de 

procedimento submete as cobaias a um estresse cirúrgico grande, com 

consequente ativação intensa do sistema nervoso simpático e determinando 

grande resposta inflamatória sistêmica. Essas alterações, associadas à perda 

de fluidos no transoperatório, podem ter contribuído para a elevação dos 

biomarcadores precoces sem dano estrutural ou alteração da função renal(92).  

Os valores de Urp e Crp tiveram comportamentos muito semelhantes no 

decorrer das análises. Os resultados encontrados no início do procedimento 

demonstraram que todos os grupos apresentaram homogeneidade com relação 

à função renal basal, pois no momento M1 não houve diferença estatística 

entre os grupos. Entretanto, com o decorrer do procedimento foram se 

tornando discriminativos. O grupo S apresentou pequeno aumento dos níveis 

de Crp 24 horas após o procedimento, sendo que esses valores foram 

estatisticamente menores em relação aos outros grupos. Os grupos C, PRÉ, 

PRÉ/PÓS e PÓS apresentaram aumento progressivo dos níveis de Crp, mais 

acentuado também no momento M3, mas não diferiram entre si. Esses 

resultados foram confirmados pela ausência de LRA (estágio 2 de AKIN) no 

grupo S, em contraste com a alta incidência (acima de 87,5%) nos outros 

grupos. A classificação AKIN(63), portanto, foi capaz de demonstrar que o 

aumento leve dos valores de Crp no grupo S não foi suficiente para ser 

classificado como LRA nestes animais. 
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Com relação à análise histológica é importante ressaltar que todos os rins 

direitos dos animais apresentaram-se normais na microscopia óptica, 

funcionando como controle do rim contralateral e aumentando a confiabilidade 

dos resultados. Todos os rins esquerdos do grupo S também se apresentaram 

normais, com grau de necrose tubular, segundo Park et al.(71), igual a 0, valores 

estatisticamente menores que os grupos C, PRÉ, PRÉ/PÓS e PÓS, que 

apresentaram medianas entre 3 e 5 e não diferiram entre si. 

Com exceção dos valores de NGAL plasmático, os resultados bioquímicos 

foram compatíveis com os histológicos em demonstrar a falha da hipótese. A 

compatibilidade fortaleceu tanto as evidências de normalidade dos rins no início 

do procedimento quanto a diferenciação do grupo S em relação aos outros 

grupos de estudo, que, mesmo submetidos a diferentes intervenções, 

evoluíram da mesma forma no período avaliado. 

5.3 Algoritmo aplicado e suas interações 

A escolha do algoritmo para compor o protocolo de PCI e PCoI foi 

determinada a partir de uma revisão bibliográfica de estudos experimentais 

com o objetivo de utilizar um método já anteriormente aplicado e com bons 

resultados em relação à eficácia(18,89-91,932-95). O protocolo, já descrito na 

metodologia, possui três ciclos de 5min de isquemia com 5 min de reperfusão, 

seguido por isquemia maior de 30min e já havia sido utilizado em outras 

pesquisas com PCI, cujas características podem ser visualizadas na tabela 12.  

Tabela 12 - Características de estudos experimentais com PCI 

 
Autor, Ano Espécie Gênero Ciclos 

(número) 
T PCI 
(min) 

Int rep 
(min) 

Isq maior 
(min) 

Cochrane, 1999 (18) Rato M 3 2 5 45 

Ogawa, 2000 (89) Rato M 3 5 5 30 

Kadkhodace, 2004 (90) Rato M 3 5 5 30 

Chander, 2005 (93) Rato M 3 2 5 45 

Joo, 2006 (91) Camund. ? 4 5 5 30 

Song, 2007 (94) Rato M 3 8 5 45 

Timsit, 2008 (95) Rato ? 3 5 5 60 

Abreviaturas: Camund., camundongo; M, masculino; T PCI, tempo de isquemia do PCI, Int rep, intervalo de reperfusão; 
Isq Maior, tempo de isquemia maior.  
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Como o objetivo do trabalho era realizar uma comparação entre o PCI e o 

PCoI, foi utilizado o mesmo protocolo, com número e duração idênticos dos 

ciclos. A janela de proteção corresponde ao período entre o fim das 

intervenções do PCI e o início da isquemia maior, podendo ser classificada em 

dois tipos: precoce (menor que 24 horas) ou tardia (maior que 24 horas). A 

janela utilizada no presente estudo foi a precoce, com 5min de intervalo 

aplicado. A escolha desse método foi motivada pela intenção de realizar o 

procedimento em um ato cirúrgico único e homogeneizar os grupos nas 

mesmas condições, já que a premissa do PCoI é a aplicação do método no 

instante da reperfusão.  

Em 1999, Cochrane et al.(18) foram os pioneiros a investigar o efeito do 

PCI na função renal. Os autores demonstraram que três ciclos de 2min de 

isquemia, separados por intervalos de 5min de reperfusão, levaram a uma 

redução nos níveis séricos de Crp 24 horas depois, assim como lesão menos 

grave à histologia. Desde então, vários protocolos experimentais foram 

utilizados, tendo de um a cinco ciclos de isquemia com duração de 2min a 

30min e intervalos de reperfusão variáveis(96).  

Revisão sistemática de 2012(96) analisou 58 estudos experimentais com 

PCI, identificados através de pesquisa no PubMed e no Embase com o objetivo 

de detectar fatores que poderiam modificar os efeitos do PCI na LRA. Este 

estudo demonstrou que: a) a janela de proteção tardia (>24 horas) foi mais 

efetiva em reduzir a Crp, com uma diferença média padronizada de 2,43 e 

intervalo de confiança precoce x tardio de [1,29; 3,57]; b) a grande variabilidade 

de espécies estudadas e os diferentes protocolos utilizados modificaram a 

eficácia do PCI; c) o viés de publicação com estudos negativos sub-

representados na literatura possivelmente poderia superestimar o tamanho dos 

efeitos. 

Bo et al.(97) demonstraram que os efeitos protetores do PCI incluem duas 

fases distintas: uma precoce, que dura de 2 a 3 horas, na qual o mecanismo 

está associado à inibição do fator de necrose tumoral (TNF-alfa) e uma tardia, 

que começa de 12 a 24 horas após o insulto inicial, promovida pelo 

recrutamento de células progenitoras. A fase tardia estendeu-se com valores de 
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creatinina significativamente menores em relação ao controle até sete dias 

depois. Como a avaliação final do estudo foi precoce (24 horas), a fase tardia 

dos grupos não pode ser avaliada na sua totalidade como fator de comparação. 

A transposição clinica dos estudos experimentais com o PCI vem 

apresentando alguns obstáculos. A necessidade de acesso direto ao 

suprimento sanguíneo do órgão de risco torna a técnica aplicável apenas em 

casos eletivos e controlados. Estudos clínicos têm falhado em demonstrar o 

benefício da técnica de PCI. A grande variedade de protocolos utilizados pode 

ser uma das razões para este insucesso, mostrando que, em alguns casos, o 

estímulo pode ter sido submáximo ou aplicado incorretamente(96). 

O PCoI é uma técnica mais recente, aplicada pela primeira vez por Zhao 

et al.(41) em 2003, apresentando como principal vantagem, em relação a outras 

técnicas de condicionamento, a capacidade de ser realizada no tempo da 

reperfusão e não necessitar que o episódio isquêmico seja predito. 

O melhor modelo animal para o PCoI também é controverso. O PCoI renal 

foi realizado pela primeira vez por Jiang et al.(46) em 2010 em estudo 

experimental com cães, comparando três algoritmos diferentes: seis ciclos de 

15 segundos, seis ciclos de 30 segundos e três ciclos de 60 segundos. Foram 

encontradas diferenças significativas entre os três algoritmos. O grupo de seis 

ciclos de 15 segundos foi mais efetivo em diminuir a lesão renal aguda, 

demonstrando que um período mais curto de isquemia poderia ser benéfico. 

Estudos mais recentes têm sugerido que períodos de isquemia mais 

curtos podem ser favoráveis ao aplicar um modelo de PCoI. Van den Akker et 

al. 2013(11) revisaram 13 estudos experimentais com LIR e PCoI, com 

diferentes modelos in vivo, demonstrando melhora na função e histologia renais 

em 11 deles, enquanto dois não apresentaram benefícios. A maioria apresenta 

tempo de reoclusão e reperfusão de 10 a 60 segundos. Tempo maior foi 

utilizado como protocolo no presente estudo (5min), o qual foi definido com o 

objetivo de comparação com o PCI, necessitando ser o mesmo formato. Essa 

diferença é uma possível explicação para os efeitos não protetores 

encontrados na análise estabelecida. 
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A duração do episódio isquêmico parece ser crítica no sucesso das 

estratégias de condicionamento isquêmico. Se o período isquêmico for muito 

prolongado, pode haver pouco tecido a ser salvo, enquanto um período muito 

curto ocasionará um dano muito pequeno (2). Manintveld et al.(98)utilizaram três 

algoritmos de PCoI em modelo de isquemia miocárdica em ratos: PCoI com 

três ciclos, sendo um de 5 segundos, um de 15 segundos e outro de 30 

segundos de isquemia com igual intervalo de reperfusão e aplicaram em 

diferentes cenários de isquemia maior.  Os autores demonstraram que o PCoI 

diminuiu a área de infarto quando a isquemia maior era de 45min ou 60min, foi 

indiferente nos casos de 90min ou 120min e agravou a área de infarto quando 

era de 15min ou 30 min. Essas evidências demonstram que o tipo de estratégia 

a ser utilizada pode não melhorar o desfecho e, em alguns casos, pode ser 

prejudicial. 

Assim como o PCI, a transposição clínica dos resultados experimentais 

com PCoI vem encontrando algumas dificuldades. Ao extrapolar os resultados 

produzidos em modelos animais, é importante lembrar que os animais 

utilizados geralmente são jovens, derivados de linhagens puras, com a mesma 

idade, sob as mesmas condições ambientais e nutricionais e sem 

comorbidades. Os primeiros passos para que isto aconteça estão sendo 

realizados e, embora o estudo pioneiro desenvolvido por van den Akker et al. 

em 2013(99) aplicando o PCoI em 20 pacientes submetidos a transplante renal 

doador cadáver não tenha encontrado benefícios, eles demonstraram que a 

técnica é factível e aparentemente segura.  

A análise das características e dos resultados dos estudos experimentais 

com PCI e PCoI pode ser a chave para a aplicabilidade futura dos métodos de 

condicionamento. A interação protocolo versus espécie animal ainda é um 

desafio, sendo que o número e a duração dos ciclos devem ser definidos e 

individualizados para que se possa alcançar um desfecho positivo. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Manintveld%20OC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17122197
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6 Considerações Finais 

Em relação ao modelo animal, outros grupos de PCI poderiam ter sido 

incluídos no estudo. A inclusão de um grupo no qual 24 horas antes da 

isquemia maior fosse realizado nefrectomia direita e PCI poderia possibilitar a 

avaliação da janela tardia e eliminar o estresse cirúrgico do procedimento como 

fator de viés para biomarcadores precoces.  

A duração do episódio isquêmico maior parece ser crítica no sucesso das 

estratégias de condicionamento isquêmico e as diferenças entre os protocolos 

aplicados para PCI e PCoI dificulta a comparação entre estas técnicas, pois 

apresentam características diferentes. 

Tanto a Crp quanto a Urp demonstraram ser biomarcadores mais 

discriminativos em relação ao diagnóstico de LRA e seus valores foram 

compatíveis com os resultados encontrados na análise histológica. 
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7 Conclusão 

A comparação entre o efeito do PCI e do PCoI mostra que no modelo 

utilizado no estudo não houve proteção na função nem na histologia renais dos 

animais, seja em aplicação isolada, seja em conjunto. 

A análise histológica foi correlacionada com os resultados da dosagem de 

Urp, Crp e a classificação de AKIN. 

O biomarcador NGAL não foi discriminativo e a elevação de seus valores 

no grupo S demonstra que ele foi incapaz de diferenciar os grupos submetidos 

à isquemia. 
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