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RESUMO

Justificativa e Objetivo: A lesdo renal aguda isquémica é um fendmeno
comum em cirurgias de grande porte e em pacientes internados em unidades
de tratamento intensivo. O restabelecimento do fluxo sanguineo pode acarretar
agravamento da lesdo pelo mecanismo de isquemia e reperfusdo (I/R). O
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos protetores do emprego de doses
diferenciadas de lidocaina em modelo experimental de I/R. Método: Foram
selecionados 40 ratos Wistar e divididos em quatro grupos aleatoriamente,
sendo 10 animais por grupo. Grupo Lidocaina Dose Antiarritmica - LDAA
(equivalente a dose antiarritmica em seres humanos), grupo Lidocaina
Subdose — LSD (metade da dose do grupo anterior), grupo Controle - C
(solucdo fisiologica) e grupo Sham - S. Com excecdo do grupo Sham, os outros
grupos foram submetidos & manobras de I/R no rim esquerdo. A nefrectomia
direita foi realizada em um primeiro momento, antes das manobras no rim
esquerdo. Os animais foram anestesiados com isoflurano. Avaliou-se o0s
parametros: peso, frequéncia cardiaca (FC), presséo arterial sistolica (PAS),
diastolica (PAD) e média (PAM) e temperatura no intraoperatério (T), dosagens
plasmaticas de lidocaina, NGAL, IL-1a, IL-1pB, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y, GM-
CSF e TNF-a, nos momentos MO (antes das manobras de I/R), M1 (apés
manobras de I/R) e M2 (24 horas apés as manobras de I/R). Os rins direitos e
esquerdos foram avaliados histologicamente. Resultados: Os grupos foram
uniformes quanto ao peso, temperatura e FC (> 250 bpm). Nos primeiros
minutos do experimento a andlise da PAS, PAD e PAM mostrou valores
estatisticamente inferiores para os grupos LDAA e LSD. Detectou-se lidocaina
no plasma dos animais, dos grupos LDAA e LSD, no M1 (2,9276 ug.mL™ e 1,44
ng.mL™?). Na andlise da NGAL os valores foram estatisticamente maiores em

M2 para todos os grupos, sendo que os valores do grupo Sham foram



estatisticamente inferiores quando comparados aos demais grupos. As analises
das dosagens das interleucinas foram: 1) IL-1a, entre grupos (M0O: LDAA = LSD
= C<Sham; idem para M1 e M2), entre momentos (Sham: MO = M1 < M2); 2)
IL-18 entre grupos (M2: LDAA < S), entre momentos (LDAA: MO = M2 < M1; S:
M2 > MO); 3) IL-2 entre grupos (MO, M1 e M2: S > LDAA = LSD = C), entre
momentos (S: MO < M1 = M2); 4) IL-4 entre momentos (LDAA: M2 < M1; S: MO
< M1); 5) IL-6 entre grupos (MO e M1: S < LDAA =LSD =C; M2: S = LDAA =
LSD), entre momentos (LDAA: M1 > M2 = MO0); 6) IL-10 entre momentos
(LDAA: MO = M2 < M1 = MO; LSD e C: M2 < M1; S: M1 > MO); 7) IFN-y entre
grupos (MO, M1 e M2: S > LDAA = LSD = C), entre momentos (LDAA: M2 >
M1). GM-CSF entre momentos (M1: LDAA < S); 8) TNF-a entre grupos (M1: S
> LDAA = LSD = C) entre momentos (LDAA: MO = M2 < M1; MO = M2 < M1).
Histologicamente o grupo LDAA apresentou, significativamente, menores
escores para extensdo de necrose tubular aguda quando comparado aos
grupos LSD e C. O mesmo aconteceu com o grupo LSD quando comparado ao
grupo C. Concluséo: A lidocaina, de forma dose dependente, apds injecdo em
bolus, acarreta queda dos niveis pressoricos com rapido restabelecimento a
niveis basais. A dosagem plasmatica do NGAL ndo evidenciou protecdo ou
leso renal com a administracdo das duas doses de lidocaina. E possivel que
tenha ocorrido um efeito modulador da lidocaina na dose antiarritmica com
relacdo as interleucinas IL-6, IFN-y, IL-1B e TNF-a. A analise histologica para
necrose tubular aguda demonstrou que a lidocaina na dose antiarritmica

protegeu parcialmente os rins nas manobras de isquemia e reperfusao.

Palavras chave: Protecdo renal; Isquemia; Reperfusdo; Lidocaina; NGAL,

Interleucinas; Rato.



Curi EF. Efeitos da lidocaina na protecdo renal por meio da dosagem
plasmética da NGAL e interleucinas: estudo em modelo experimental de lesédo
de isquemia e reperfusdo em ratos. Botucatu 2012. 100p. Tese (Doutorado em

Anestesiologia) Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.
ABSTRACT

Background and Objectives: Ischemic acute kidney injury is a common
phenomenon in large surgeries patients hospitalized in intensive care units. The
restoration of blood flow can lead to the worsening of the injury by mechanism
of ischemia and reperfusion (IR). The goal in this study was to evaluate possible
protective effects in the use of lidocaine in an IR experimental model.
Methodology: 40 Wistar rats were selected and divided into 4 groups
randomly, being it 10 rats per group. Lidocaine Arrhythmic Dose group — LDAA
(equivalent to arrhythmic dose in humans), Lidocaine Subdose group — LSD
(half of the previous group dose), Control group — C (saline solution) and Sham
group — S. Except for the Sham group, the other groups experienced IR
maneuver in the left kidney. The right nephrectomy was performed first, before
the maneuver in the left kidney. The animals were anaesthetized with
isoflurane. The following criteria were studied: weight, heart rate (HR), systolic
blood pressure (SBP), diastolic blood pressure (DBP) and mean arterial
pressure (MAP) and intra operative temperature. Plasma levels of lidocaine
and: NGAL, IL-1q, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y, GM-CSF and TNF-q, in
moments MO (before IR maneuvers), M1 (after IR maneuvers) and M2 (24
hours after maneuvers). Right kidneys were histologically evaluated. Results:
The groups were uniforms concerning weight, temperature and heart rate (>
250bpm). At the first minutes, the analysis of SBP, DBP and MAP displayed
scores statistically lower for LDAA and LSD groups. Lidocaine was detected in
animals plasma, in the LDAA and LSD groups, at M1 (2,9276 pg.mI™ and 1,44
ng.mi?). In NGAL analysis the scores were statistically higher in M2 for all
groups, and the Sham scores were statistically lower when compared to the
other groups. IL-1a, among groups (MO: LDAA = LSD = C < Sham; the same for
M1 and M2), among moments (Sham: MO = M1 < M2). IL-13 among groups



(M2: LDAA < S), among moments (LDAA: MO = M2 < M1; S: M2 > MO). IL-2
among groups (MO, M1 and M2: S> LDAA = LSD = C), among moments (S: MO
< M1 = M2). IL-4 among moments (LDAA: M2 < M1; S: MO < M1). IL-6 among
groups (MO and M1: S < LDAA = LSD = C; M2: S = LDAA = LSD), among
moments (LDAA: M1 > M2 = MO0). IL-10 among moments (LDAA: MO = M2 <
M1 = MO; LSD and C: M2 < M1; S: M1 > M0). IFN-y among groups (M0, M1 and
M2: S > LDAA = LSD = C), among moments (LDAA: M2 > M1). GM-CSF
among moments (M1: LDAA < S). TNF-a among groups (M1: S > LDAA = LSD
= C), among moments (LDAA: MO = M2 < M1; MO = M2 < M1). Histologically,
the LDAA group presented, significantly, lower scores for extent acute tubular
necrosis when compared to the LSD and C groups. The same happened with
LSD group when compared to C group. Conclusion: Lidocaine in a dose
dependent manner, after bolus injection, causes drop in blood pressure with
rapid return to baseline levels. Through the measurement of plasma NGAL not
evident benefits or harm with the use of lidocaine. You may have a modulating
effect occurred at a dose of lidocaine antiarrhythmic regarding interleukins IL-6,
IFN-y, IL-18 and TNF-a. Histological analysis and statistics for acute tubular
necrosis suggests that lidocaine in antiarrhythmic doses partially protected the

kidneys from ischemia and reperfusion maneuvers.

Key words: Renal protection; Ischemia; Reperfusion; Lidocaine; NGAL,

Interleukins; Rat.
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1 INTRODUCAO

Rins isquémicos perdem adenosina trifosfato (ATP), devido a reduzida
disponibilidade de oxigénio e nutrientes, causando inibicdo da fosforilacdo
oxidativa bem como a glicolise anaerdbica. Algumas células morrem durante a
iIsquemia, muitas pela forma precoce de morte celular (necrose) e outras por
danos em suas membranas que levam a ativagdo de mudltiplos sistemas
degradantes. A necrose é observada predominantemente nos tubulos
proximais, que utilizam a respiracdo mitocondrial como Unica fonte para suprir
as suas necessidades energéticas. Assim este segmento do néfron é mais
sensivel aos insultos isquémicos nos estagios iniciais (Silva et al., 2006). Em
cirurgias de grande complexidade € comum nos depararmos com quadros de
interrupgcdo e restabelecimento de fluxo sanguineo nos rins. Isto pode
desencadear um mecanismo extremamente complexo e lesivo denominado
lesdo de isquemia e reperfusdo. A consequéncia desta lesdo € a destruicao
tecidual local e remota e até mesmo a morte celular (Grace, 1994). Na lesao
renal aguda (LRA) muitas citocinas séo liberadas pelos leucécitos e células
tubulares renais, que sdo importantes componentes tanto para a iniciacdo
quanto para a extensao do processo inflamatério. Entendimentos futuros das
funcdes das citocinas na LRA podem resultar em terapéutica apropriada
relacionada a inibicdo de algumas citocinas que podem ter como resultado a
reducao de lesbes renais bem como a lesédo em orgaos a distancia (Lee et al.,
2011). Apesar da lesdo isquémica renal aguda ja ter sido muito compreendida,
ocorrendo frequentemente em pacientes hospitalizados, a mortalidade devida a
ela permanece alta. Futuramente, entretanto, existe a promessa substancial
para diagndstico precoce e intervencdes efetivas com capacidade para prevenir
ou encurtar o curso da lesdo renal aguda (LRA) e melhorar a sobrevida. E
nesse sentido que se fundamenta as investigacdes sobre biomarcadores
viaveis e farmacos com capacidade de exercerem um efetivo pré-

condicionamento renal.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Lesao renal

Schrier et al. (2004) afirmam que a insuficiéncia renal aguda (IRA),
caracterizada pela perda subita da capacidade dos rins de excretar residuos,
concentrar urina, conservar eletrélitos e manter o balanco hidrico € um
problema clinico comum. Particularmente nas unidades de terapia intensiva,

onde é associada com uma alta mortalidade (50%-80%).

A lesédo renal aguda (LRA), sinbnimo de necrose tubular aguda (NTA) é
uma entidade clinico-patolégica caracterizada clinicamente por uma diminuicao
aguda da funcdo renal e frequentemente, mas nao invariavelmente, por

evidéncias morfologicas de leséo tubular. Esta € a causa mais comum de IRA.
A IRA pode ser causada por uma variedade de condic¢des, incluindo:

* isquemia (fluxo sanguineo diminuido ou interrompido), que pode
ocorrer pelo envolvimento dos vasos sanguineos intrarrenais como
na poliangite microscopica, hipertensdo maligna, microangiopatias
e condicdes sistémicas associadas a trombose (por exemplo: na
sindrome urémica hemolitica, parpura trobocitopénica trombotica e
coagulacdo intravascular disseminada) ou volume sanguineo
diminuido;

* lesdo toxica direta aos tubulos;

* nefrite tubulo-interticial aguda;

e obstrugbes urinarias.

O foco principal desta revisdo serdo as causas isquémicas, associadas

ou ndo as lesdes consequentes da reperfusao (Figura 1).
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Figura 1 - Sequéncia postulada na lesédo renal aguda (Adaptada de Alpers, 2010).

TFG (Taxa de filtracdo glomerular); ON (6xido nitrico); PGI, (prostaglandina 12 - prostaciclina).

Estudos experimentais demonstram que a progressao de um estado
azotemico associado com vasoconstriccdo renal e fungdo tubular intacta
(azotemia pré-renal) para uma IRA estabelecida com disfungéo tubular ocorrera
se a isquemia renal for prolongada. Salienta-se que a intervencéo precoce por
meio da ressuscitacdo volémica pode prevenir a evolucdo de um estagio
reversivel para uma IRA estabelecida (Reineck, 1980). Clinicamente, a
diferenciacao entre a azotemia pré-renal e a IRA estabelecida tem se mostrado
muito dificil. A intensidade e a duracdo de um processo isquémico que
estabelece IRA em seres humanos ndo é conhecida. H4 um intervalo que
operacionalmente define a transicdo de IRA pré-renal para IRA estabelecida

(Silva et al., 2006). Vérios biomarcadores tem sido propostos para auxiliarem
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no diagndstico precoce e estdo sendo muito estudados atualmente. Entre eles
podemos destacar a KIM-1 (Molécula de lesdo renal-1), IL-18 (interleucina-18)
e enzimas tubulares (Han et al., 2002; Westhuyzen et al., 2003; Parikh et al.,
2004).

Schrier et al. (2004) descreveram algumas alteragdes vasculares,

tubulares e inflamatérias que ocorrem nas agressfes renais agudas.

2.2 Anormalidades vasculares renais

Leséo renal aguda tem sido demonstrada em estudos experimentais
associando-se com a perda da autorregulacao vascular renal. Além disso, mais
gue a vasodilatacdo renal autorregulatéria normal que ocorre durante a
diminuicdo da pressdo de perfusdo renal, ha evidéncias que uma
vasoconstriccdo renal ocorra nos rins isquémicos. Um aumento na resposta a
estimulacdo nervosa renal tem sido observado nas agressfes isquémicas
agudas. Observa-se também uma resposta vascular acentuada a norepinefina
e endotelina nos rins agudamente isquémicos. Estas anormalidades vasculares
podem ter como causa o aumento do calcio citosdlico observado nas arteriolas
aferentes dos glomérulos. Isto pode ser sustentado pela reversibilidade deste
processo com o emprego de bloqueadores de canal de calcio intrarrenal, que

também podem reverter o aumento do céalcio mitocondrial.

A congestdo da medula renal externa € outra alteracdo vascular da
isquemia renal aguda. Esta congestédo tem sido apontada por piorar a hipdxia
na por¢cdo medular renal externa e assim acarretar uma lesdo hipoxémica no
segmento Sz do tubulo proximal e porcdo ascendente espessa da Alca de
Henle. O aumento da adesividade molecular tem sido implicado nesta
congestdao da porcdo externa da medula renal, e anticorpos para MAIC
(moléculas de adeséo intracelular) e P-selectina tem sido apontado por dispor
de uma protecédo contra a leséo isquémica aguda. A isquemia renal aguda tem,
também, sido destacada por associar-se com lesdo endotelial, talvez em parte
por aumento da lesdo oxidativa. Algumas evidéncias dédo suporte a esta

possibilidade e acontece uma atividade aumentada de leucdcitos na leséo
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isquémica renal. Esta observacdo ndo pode ser extrapolada para pacientes
com doenca granulomatosa crénica, onde ndo ha producdo de espécies
oxidativas de oxigénio. A lesdo oxidante pode também levar & diminuicdo da
enzima oOxido nitrico sintase endotelial (eNOs) e das prostaglandinas
vasodilatadoras bem como o aumento da endotelina que, no conjunto, podem
levar a aumento dos efeitos vasoconstritores renais dos agentes pressoricos

circulantes presentes na IRA (Figura 2).

| Isauemia renal |

Efeitos vasculares

Aumento citosélico Ca** \

nas arteriolas aferentes

dos glomérulos 1 Mediadores inflamatorios

(TNF-a,IL-18)
v
1 Lesdo endotelial

v
Sensibilidade aumentada aos
vasoconstrictores e a ) » "
estimulac&o nervosa renal; |Derivados do LET PG tAdesividade neutrofilica
autorregulacao debilitada eNOs

v

tRadicais de oxigénio

\TFG

Figura 2 - Fatores vasculares contribuindo para a patogénese da LRA isquémica
(Adaptada de Schrier et al.,2004).

ET (endotelina), PG (prostaglandina).
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2.3 Anormalidades tubulares

Esta bem estabelecida a disfuncdo tubular que acontece na

insuficiéncia renal.

A IRA ¢é caracterizada pela disfuncdo tubular com prejuizo na
reabsorcéo de sodio e agua e associa-se com desprendimento e excre¢cao das
células epiteliais tubulares e membranas da borda em escova do tubulo
proximal para dentro da urina. Estudos recentes utilizando técnicas celulares e
moleculares demonstram anormalidades dos tubulos renais lesados tanto in
vitro quanto in vivo. In vitro, estudos usando andxia quimica tém revelado
anormalidades no citoesqueleto do tubulo proximal que estdo associadas com
a translocacdo da Na'/K*-ATPase da membrana basolateral para a apical. A
translocacdo da Na'/K*-ATPase da membrana basolateral para o citoplasma
explicaria a diminuicdo na reabsorcdo do sédio tubular que ocorre na IRA. As
proteinas ligantes a actina, espectrina e anquirina servem como substratos
para a calpaina (cisteina protease ativada pelo célcio), favorecendo a migracao
da Na'/K*-ATPase para o citoplasma. Neste sentido, estudo in vitro em tbulos
proximais tem mostrado rapido aumento da concentracéo do calcio citosolico
durante uma hipoxemia aguda, a qual antecede a evidéncia da leséo tubular
avaliada pela liberacdo da desidrogenase lactica. Ha evidéncias da importancia
da translocagdo da Na'/K*-ATPase da membrana basolateral para o citoplasma

durante uma isquemia/reperfuséo renal (Schrier et al., 2004).

As células epiteliais tubulares sédo particularmente sensiveis a isquemia
e também sao vulneraveis as toxinas. Diversos fatores predispdem os tubulos a

lesdo toxica:

o vasta carga de superficie para a reabsorcao tubular;

o 0s sistemas de transporte ativo para ions e acidos organicos;

o elevada taxa metabdlica;

o grande requerimento de consumo de oxigénio para realizar estas
funcdes de transporte e reabsorcéo; e

o capacidade para a concentracao efetiva.
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As mudancas estruturais nas ceélulas tubulares incluem aquelas da
leséo reversivel (dilatagédo celular, perda da borda em escova e da polaridade,
vacuolizacdo e destacamento celular) e aquelas associadas a lesdo letal
(necrose e apoptose). Bioquimicamente ha deplecdo de ATP; acumulo de
calcio intracelular; ativacao de proteases (p.ex., calpaina) causando ruptura do
citoesqueleto (Figura 3); ativacdao de fosfolipases, danificadoras das
membranas; geracao de espécies reativas de oxigénio; ativacdo das caspases,
induzindo a morte celular por apoptose. A redistribuicdo das proteinas de
membrana (p.ex., a enzima Na'/K'-ATPase) da superficie basolateral para a
luminal das células tubulares caracteriza a perda de polaridade celular. Esta
situacdo é o resultado reversivel de um evento isquémico. Isto resulta em um
transporte anormal de ions através das células e a liberacdo aumentada de

sddio nos tubulos distais (Alpers, 2010).

As células tubulares isquémicas expressam citocinas (p.ex., proteina
guimioatrativa de mondcitos 1) e moléculas de adesdo (p.ex., molécula de
adesdo intercelular 1) recrutando assim os leucécitos que aparecem para

participar na lesdo subsequente.

As células lesadas destacam-se das membranas basais e causam
obstrucéo luminal (Figura 4), pressao intratubular aumentada e taxa de filtracao
glomerular (TFG) diminuida. Além disto, o fluido dos tubulos danificados
extravasa para o intersticio, resultando em edema intersticial, pressao

intersticial aumentada e danos adicionais aos tubulos (Alpers, 2010).
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Figura 3 - Potenciais alvos citoesqueléticos das proteases cisteinas durante
hipoxia/isquemia nos tubulos proximais (Adaptada de Schrier et al.,2004).

Ank, anquirina; CAM, molécula de adesao celular; 4.1, proteina.

A membrana basolateral dos tubulos proximais contém as subunidades
da Na'/K'-ATPase, as quais sdo ligadas a actina do citoesqueleto pela
anquirina e espectrina. Estas formam um complexo metabolicamente estavel.
Potenciais alvos citoesqueléticos das proteases cisteinas durante

hipoxia/isquemia estdo demonstradas na figura 3.
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Figura 4 - Isquemia e reperfusdo: mudancas morfoldégicas nos tubulos proximais
(Adaptada de Schrier et al.,2004).

Estas mudancas incluem a perda da polaridade, perda da borda em
escova e a redistribuicdo das integrinas e de N*/K*-ATPase para a superficie
apical. Calcio e espécies reativas de oxigénio podem também possuir uma
funcdo nestas perdas morfolégicas, somando para uma subsequente morte

celular resultado da necrose e apoptose (Figura 4).
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Necrose tubular proximal hipoxia/isquémica resulta na ativacao de vias
de proteases cisteina envolvendo calpainas e tanto a caspase-1 (uma caspase
inflamatoria) quanto a caspase-3 (uma caspase envolvida na apoptose). A
calpaina é ativada tanto pelo aumento do Ca®* citosélico livre quanto pela
diminuicdo da calpastatina. A calpaina entdo ativa a caspase-1, a qual estimula
a citocina inflamatéria IL-18. A caspase-3 cliva a calpastatina (Shi et al., 2000).

Este mecanismo esta ilustrado na figura 5.

| Hipodxia/isquemia |

/\

| 1Caspase-3 | | 1Ca?* citosolico livre |
| |Calpastatina | | tCalpaina |
tCalpaina 7IL-18

\/

Lesdao tubular proximal

Figura 5 - Vias calpaina/caspase na lesédo isquémica aguda renal.
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2.4 O fendémeno dalesao por isquemia e reperfuséo

A lesdo de isquemia e reperfusdo é um fendmeno complexo e
frequentemente encontrado na pratica cirargica. A consequéncia desta lesédo é
a destruicéo tecidual local e remota e, muitas vezes, a morte. A patogénese da
lesdo determinada pela isquemia e reperfusdo é complexa. Os mecanismos
incluem a formagéo de radicais livres derivados do oxigénio, auséncia no
controle do metabolismo de calcio na célula, deple¢cdo da adenosina trifosfato —
ATP, obstrucéo dos capilares por varios elementos sanguineos pré-formados e

consequente diminuicdo do fluxo sanguineo (Grace, 1994).

Apesar de essencial, o restabelecimento de fluxo sanguineo em um
tecido isquémico pode aumentar a lesédo tecidual a um grau maior que a
produzida pela prépria isquemia (Collard & Gelman, 2001). A lesao tecidual por
diminuicéo transitoria ou interrupcdo do fluxo sanguineo é proveniente de dois
componentes: a isquemia (direto) e a reperfusdo (indireto) (Weber & Schlack,
2008).

A interacdo dos dois eventos, isquemia e reperfusdo, ocorre com
frequéncia em muitas situac6es nos pacientes cirirgicos como, por exemplo,
nos transplantes de Orgaos, na angioplastia coronariana, na cirurgia de
revascularizacdo do miocardio, nas cirurgias com o clampeamento da aorta e
na terapia trombolitica. Dependendo da gravidade, o fenbmeno “isquemia e
reperfusdo” pode provocar a resposta inflamatoria sistémica ou até a “sindrome
de disfungcdo de multiplos 6rgaos e sistemas” (DMOS), responsavel por 30 a
40% da mortalidade em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) de hospitais
terciarios (Neary & Redmond, 1999).

2.5 Inflamacéao

Ha substancial evidéncia do envolvimento da inflamagdo na
patogénese da diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG) associada com
a lesd@o isquémica renal aguda. Hipoxemia em tubulos proximais isolados tem

demonstrado um aumento na liberacdo de NO e a anélise de “Western blot” em
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rins isquémicos homogeneizados tem demonstrado aumento na expressao da
proteina Oxido nitrico sintase induzida (iNOS). A queda da iINOS em ratos foi
associada a reducdo da mortalidade durante a isquemia e reperfusdo. Ha
evidéncia que o carreamento do NO pelos radicais de oxigénio produz
peroxinitrito que causa dano ao tubulo durante a isquemia. Corroborando esta
teoria, a administracdo de hormdnio estimulante de a-melandcito proporciona
protecao contra lesdo renal de isquemia e reperfusédo pelo bloqueio da inducéo
da iNOS e também evitando a infiltrag&o leucocitéria para dentro do rim durante
a isquemia. A superoxido dismutase, varredora de radicais de oxigénio,
também parece ter um papel protetor na LRA associada a endotoxina. No
entanto, h4 evidéncias que o efeito da eNOS (6xido nitrico sintase endotelial)
nas arteriolas glomerulares aferentes possui uma funcdo protetora na LRA
causada por isquemia e reperfusdo. Além disto, o efeito protetor da eNOS
supera os efeitos deletérios da INOS. A proteina quinase mitdgena (MAPK)
também se encontra envolvida na LRA oxidante. Ativacdo da quinase regulada
por sinais extracelulares (ERK) ou inibicdo da quinase c-Jun N-terminal (JNK)
tem sido apontado como fatores de melhora na necrose induzida por leséo
oxidante em células do tubo proximal em ratos in vitro. A “up regulation” da
ERK pode determinar importante efeito no pré-condicionamento por meio do
qual proporciona protecdo contra insultos subsequentes de isquemia e

reperfuséo (Schrier et al., 2004).

As células endoteliais renais iniciam resposta inflamatoria precoce nas
lesGes renais e desenvolvem uma funcéo central no recrutamento e migracao
de células inflamatérias circulantes. O epitélio tubular renal € o local de maior
lesdo e morte celular na LRA, sendo que as células desenvolvem uma funcgéo
pro-inflamatéria no estabelecimento da LRA. E possivel que agressdes iniciais
resultem em mudangas morfologicas e/ou funcionais nas células endoteliais
vasculares e/ou no epitélio tubular. Assim, os leucdcitos, incluindo neutréfilos,
macrofagos, células NK (natural killer) e linfocitos infiltrem os rins lesados. A
lesdo induz a geracdo de mediadores inflamatérios ligados a citocinas e
quimiocinas pelas células endoteliais e tubulares, as quais contribuem para o

recrutamento de leucécitos para dentro dos rins. Assim, a inflamacgéo
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desenvolve uma importante funcdo na iniciacdo e extensédo da LRA (Lee et al.,
2011).

2.6 Anti-inflamatérios

Os efeitos dos agentes anti-inflamatorios, incluindo os varredores de
espécies reativas de oxigénio, no tratamento da IRA tém sido investigados
(Atanasova et al.,, 1995). O efeito anti-inflamatdrio da inibicdo do INOS pelo
aMSH, que tem se mostrado efetivo por mais de oito horas apds o insulto,
também necessita de mais estudos na tentativa de alterar o curso da IRA
(Chiao et al., 1997). Inibidores do TNF-a tém proporcionado protecao renal na
IRA endotoxicémica experimental (Knotek et al.,, 2001). No entanto, a
administracdo de anticorpos para TNF-a em pacientes sépticos ndo tem

melhorado a sobrevida (Abraham et al., 1998).

As prostaglandinas (PGs) renais, vasodilatadoras, preservam a funcao
renal durante aumento da atividade do sistema renina/angiotensina ou
simpatica renal (estado renal dependente da prostaglandina — RPGD). Elas
agem para manter a TFG e o fluxo sanguineo renal, modulando os efeitos
vasoconstrictores da angiotensina Il e da norepinefrina na vasculatura renal. O
cetoprofeno inibe a ciclooxigenase e assim a sintese de prostaglandinas. Em
um estudo experimental para choque hipovolémico em ratos, o uso do
cetoprofeno em um dos grupos produziu aumento da resisténcia vascular renal
conforme era esperado. No entanto, os animais que receberam cetoprofeno
obtiveram um melhor resultado na avaliacdo da lesao renal (menor escore para
degeneracéao tubular). A interferéncia deste farmaco na resposta ao estresse
anestésico cirlrgico deve ser a resposta para esta acéo protetora (Silva et al.,
2006).

2.7 O pré-condicionamento

Pré-condicionamento é o mecanismo (ou técnica) que prepara o 6rgao
ou tecido para melhor suportar o fendmeno de isquemia e reperfusdo. A

maioria dos estudos foi realizada tendo como objetivo a protecdo cardiaca,
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entretanto todos os 6rgdos parecem ser susceptiveis a esse mecanismo de

protecao.

O pré-condicionamento isquémico (PCl) é um mecanismo protetor
endogeno fundamental contra leséo tecidual, presente em todas as espécies
nas quais foi estudado. Apesar de o PCI ser mais caracterizado e estudado no
coracdo, também €& mecanismo importante em outros tecidos. Os mecanismos
pelos quais o PCI reduz a extensdo da area do infarto do miocardio foram
bastante pesquisados nos ultimos anos. Variedades de ligantes e mudltiplos
receptores acoplados a Proteina G sdo responsaveis primarios pela ativacao
de vias de transducdo de sinais intracelulares que envolvem a cinase da
Proteina G, cinases de proteinas ativadas por mitdgenos, cinases da proteina
tirosina, espécies reativas de oxigénio e sintases de Oxido nitrico (NO). Neste
processo, é fundamental na mitocondria o papel do canal de potassio, sensivel
a adenosina trifosfato, o Katp, Ssendo sua abertura critica para os efeitos

benéficos do PCI.

O conhecimento de varios componentes envolvidos com o0
estabelecimento do PCI, agonistas e antagonistas farmacol6gicos deste tém
sido pesquisados para o0 desenvolvimento de técnicas ou agentes
farmacologicos que possam ser utilizados em situacdes clinicas onde os
tecidos estardo submetidos a isquemia/reperfusdo. Os anestésicos volateis, a
utilizacdo de lidocaina e outras substancias tém sido testados com esta

finalidade.

InvestigacOes clinicas e laboratoriais demonstraram que periodos de
isquemia unicos ou multiplos, desde que breves, ndo seriam necessariamente
lesivos e, pelo contrario, poderiam proteger contra a agressao isquémica

prolongada subsequente (Warltier et al., 2002).

O PCI pode ser dividido em duas fases: O PCI classico ou precoce,
que ocorre em uma fase inicial e persiste por uma a duas horas e o PCI tardio
gque se inicia entre 12 e 24 horas apdés a agressao isquémica e dura
aproximadamente 72 horas (Riksen et al., 2004). As figuras 6 e 7 representam

esquematicamente estas duas fases.
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Figura 6 - Representacdo simplificada do mecanismo de pré-condicionamento
classico (Adaptadoa de Riksen et al., 2004).

KATP= canal de potassio sensivel a adenosina trifosfato; MAPKs= proteinas cinases ativadas
por mitégenos; MPTP= poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial; PI3K= enzima
fosfatidilinositol-3-cinase; PKC= proteina cinase C; PTKs = proteinas tirosina cinases; ROS=
espécies reativas de oxigénio.



32

Figura 7 - Representacéo simplificada do mecanismo e pré-condicionamento tardio
(Adaptada de Riksen et al., 2004).

COX-2= ciclo-oxigenase 2; HSP= proteina de choque térmico; iINOS= 6xido nitrico sintase
induzivel; KATP= canal de potassio sensivel a adenosina trifosfato; MAPKs= proteinas cinases
ativadas por mitégenos; MnSOD= superoxido dismutase manganés; NF-kB= fator de necrose
tumoral kappa-Beta; NO= 6éxido nitrico; PI3K= enzima fosfatidilinositol-3-cinase; PKC-E=
proteina cinase C épisilon; PTKs= proteinas tirosina cinases

Devido ao desenvolvimento de varios estudos no campo do PCI, foi
possivel o melhor entendimento deste fen6meno e a partir deste ponto
desenvolver as teorias do pré-condicionamento farmacolégico (PCF) e
recentemente do pré-condicionamento remoto. O PCF é alvo de inimeras

pesquisas na area da medicina peroperatoria e anestesia.

2.8 Biomarcadores

Como em qualquer doenca, quanto mais rapidamente intervirmos na
lesdo isquémica aguda melhor resultado teremos. Assim, biomarcadores mais
sensiveis que o aumento da concentracdo da creatinina sérica associada com
IRA séo necessérios para alcancarmos uma intervencao precoce (Schrier et al.,
2004).
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Na ultima década importante progresso ocorreu no entendimento dos
mecanismos moleculares da LRA. No entanto, a traducao destes achados para
a pratica clinica e terapéutica permanece em constante mudanca. A creatinina
sérica € um marcador ndo tdo efetivo de LRA precoce. Ela & fortemente
influenciada pela massa muscular, secrecdo tubular e numerosos fatores nao
renais. Além disto, a creatinina sérica pode levar mais de um dia para elevar,
engquanto dosagens urinarias de IL-18 e da lipocalina associada a gelatinase
dos neutréfilos (NGAL) levam de 2 a 4 horas para aumentarem. Assim, novos
marcadores que sejam facilmente medidos, ndo sejam afetados por outras
variedades bioldgicas, sejam capazes de serem precocemente detectados e
gue possibilitem estratificacdo de riscos, sdo necessarios (Yalavarthy &
Edelstein, 2008).

A forma ativa da IL-18 entra na urina ap0s ser ativada nos tubulos
proximais. E um biomarcador precoce tanto em adultos quanto em criancas
com sindrome da angustia respiratoria aguda (SARA), nas unidades de
tratamento intensivo (UTI), para avaliacdo de rins implantados tardiamente e
em cirurgias cardiacas. As IL-6 e IL-8 também podem ser consideradas
marcadores precoces de LRA. A IL-6 sérica e urinaria aumenta precocemente
em pacientes com LRA. Prejuizo no metabolismo da IL-6 resulta em aumento
dos seus niveis séricos podendo contribuir para efeitos sistémicos deletérios e

para o aumento da mortalidade associada com a LRA (Lee et al., 2011).

A NGAL é uma medida do estresse tubular, com peso molecular de 21
kDa. A maior parte da NGAL é sintetizada nos rins (néfron distal) em resposta a
lesdo renal sendo secretada na urina. E também sintetizada sistemicamente
em resposta a leséo renal, filtrada pelos glomérulos, reabsorvida pelo epitélio
do tdbulo proximal e pouco secretada na urina. Uma terceira origem da NGAL,
ainda em investigacao, seria os neutréfilos e macrofagos. Os valores normais
da concentracdo urinaria em adultos e criancas sdo semelhantes (1,0-20,0
ng.mL™?). Os valores normais da concentracdo plasmatica em adultos e
criancas diferem um pouco (70-105 ng.mL* vs. 30-80 ng.mL%). Sua
concentracdo aumenta dramaticamente em resposta a acao tubular e precede

0 aumento da creatinina em 24 horas. A NGAL exerce efeitos protetores
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bacteriostaticos e antioxidantes envolvendo o transporte de ferro devido a esta
acao age como “varredor” de ferro e fator de crescimento. A NGAL tem sido
intensamente investigada, predominantemente na cirurgia cardiaca em adultos.
A técnica utilizada para medir suas concentracfes tem sido a ELISA. No
entanto, pontos de corte e sensibilidade do teste assim como reducdo de

custos tém sido bastante avaliados (Moore et al., 2010).

2.9 Interleucinas

As interleucinas sdo moléculas proteicas mensageiras extracelulares
envolvidas na inflamacao, imunidade, diferenciacéo, diviséo celular e reparacao
por fibrose (Lee et al.,, 2011). As citocinas séo classificadas de acordo com

suas ac¢oes bioldgicas (Quadro 1).

Na lesdo renal aguda (LRA) muitas citocinas séo liberadas pelos
leucdcitos e células tubulares renais. Sdo importantes componentes tanto para
a iniciagdo quanto para a extensdo do processo inflamatoério. As citocinas sao:
1) produzida pelos rins e mediadoras da LRA; 2) produzidas pelos rins,
liberadas no sangue e na urina e servem com biomarcadores LRA; 3)
produzida pelos rins e outros 6rgdos na LRA e mediadoras ou protetoras contra
lesbes organicas a distancia (Lee et al., 2011).

As citocinas e quimiocinas pro inflamatorias, interferon (IFN)-y, IL-2, IL-
10, fator estimulador de colénia de granuldcitos e macréfagos (GM-CSF), TGF-
B, CXCL1, IL-6, IL-18, proteina inflamatoria de macréfago (MIP)-2 e proteina
qguimiotatica de mondcito (MCP)-1 estdo aumentadas nos rins na LRA
isquémica (Safirstein et al., 1991; Goes et al., 1995; Rice et al., 2002; Kielar et
al., 2005). IL-1B, IL-1a, IL-6, IL-18 e TNF-a estdo aumentadas nas LRA

induzidas pela cisplatina (Faubel et al., 2007).

A IL-18 desenvolve uma importante funcdo de defesa contra infeccbes
e tumores primarios desencadeando inducéo da producédo do INF-y (Nakamura
et al., 1989; Okamura et al., 1995). Em modelos animais, a neutralizagéo da IL-
18 desenvolve protecdo contra condi¢cdes de inflamacédo. Lee et al. (2011),

juntamente com autores de outros estudos, demonstraram que a inibicdo da IL-
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18, utilizando multiplos métodos de interrupcdo da atividade da IL-18, €&
protetora diante da LRA isquémica. A inibicdo da IL-8 também desenvolve
protecdo na LRA isquémica em ratos (Miura et al., 2001; Cugini et al., 2005).
Um estudo recente demonstrou que ocorre “upregulation” da CXCLA1
(Fractalcina) na isquemia renal, especialmente nos vasos sanguineos. Um
anticorpo especifico para a CXCR1 é protetor diante da LRA isquémica e a
inibicdo da CX3CR1 est4d associada com a reducdo da infiltracdo de
macrofagos no rim isquémico (Oh et al., 2008). O TNF-a &€ uma citocina
proteica que ocorre tanto na forma solGvel quanto na transmembranosa. E
produzida primariamente pelos macrofagos em resposta a varios estimulos
inflamatoérios. O TNF-a induz muitas das respostas do hospedeiro as
endotoxinas. Em pacientes sépticos graves e com elevados niveis séricos de
IL-6, um fragmento de anticorpo monoclonal anti-TNF & bem tolerado e reduz
tanto a incidéncia de mortalidade quanto a gravidade da disfuncéo organica. O
RNAmM do TNF-a estd aumentado tanto na LRA isquémica quanto naquela

causada pela cisplatina (Lee et al., 2011).

Evidéncias experimentais e clinicas indicam que a IL-33 pode ser um
promissor alvo terapéutico para uma variedade de doengas humanas: asma e
outras condicOes alérgicas, aterosclerose, doencas cardiovasculares, fibrose
hepatica e LRA. Ja a IL-6 € uma citocina pleiotropica que € produzida por
muitos tipos diferentes de células e desenvolvem um amplo angulo de
respostas tais como respostas imunes, reagoes de fase aguda e hematopoiese.
Estimulacdo do TNF-a € conhecida por aumentar a IL-6 nos rins, que tem sido
apontada na mediacdo da LRA isquémica em muitas, mas néo todas, as
publicagdes relacionadas a modelos animais. O mecanismo de acdo da IL-6 na
LRA pode estar relacionado a transsinalizacdo e a ativacdo do STAT3 nas
células tubulares renais. A IL-10 é uma potente citocina anti-inflamatéria que
inibe vias citotdxicas e inflamatoérias e protege os rins nas LRA isquémicas ou
por cisplatina. A IL-10 recombinante humana tem sido testada em ensaios
clinicos quanto a sua seguranca, tolerancia, farmacocinética e efeitos

hematologicos em humanos (Lee et al., 2011).
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Quadro 1 - Classificagédo das interleucinas (Adaptado de Lee et al.,2011)

Imunidade inata
Familia IL-1
IL-1q, IL-1B, IL-18, IL-33
Familia TNF
TNF-q, LT-a,8, CD40L, CD30L,CD27L, Fas ligante
Familia TGF-
Fator transformador de crescimento, Inibina 8 2A, 2B,
Activina 1, 2A, 2B, 4, BMP 2A, 2B, 4
Imunidade adquirida

Citocinas
IL-2,4,5,6, 13
Quimocinas
Familia a (CXC)
IL-8, GRO-q, B, y, NAP-2, ENA78, GCP-2, PF4
Familia B (CC)
MCP-1, 2, 3, MIP-1, RANTES
Familia CX3C
CX3CL1
Hematopoiéticas
IL-3,7,9,11, 12, EPO, GM-CSF, G-CSF, GH, TPO

2.10 Lidocaina

A lidocaina é um anestésico local do grupo amida. Além de seu uso
como anestésico local, ela também pode ser usada como medicacao

antiarritmica.

Estudos demonstram que a lidocaina bloqueia os canais Katp de
cardiomiécitos de ratos em concentracbes terapéuticas usadas para o
tratamento de arritmias, portanto, a lidocaina poderia bloquear os beneficios de
um PCI (Olschewski et al., 1996). A hipotese de que a lidocaina, administrada
antes do pré-condicionamento isquémico, bloquearia o0 poderoso efeito
enddgeno de defesa do organismo contra lesdo miocérdica foi testada em outro
estudo. Concluiram que a lidocaina bloqueava a cardioprotecdo induzida pelo
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PCl em coracdes isolados de ratos somente em concentracfes supra
terapéuticas, como ficou evidenciado por uma preservada reducdo na area de
infarto e melhor recuperagao funcional nos grupos onde se utilizou menores
doses de lidocaina, sendo, porém, doses clinicamente relevantes (Barthel et
al.,2004).

7

A lidocaina € um potente bloqueador dos canais de sédio e, nas
concentracdes de 10, 30, 100, 300 e 1000 umoL.L™, também exerce efeitos
bloqueadores nos canais de Katp em cardiomidcitos de ratos (Olschewski et al.,
1996). Estudo mostra que o bloqueio do canal de sodio, pela lidocaina, pode
reduzir o acumulo de sédio isquémico e o carregamento de calcio sédio-
dependente (Haigney et al., 1993). Isto resultaria em protecao devido a uma
reducdo no consumo de energia pela atividade Na'/K* - ATPase e reduziria a

sobrecarga de célcio intracelular (Wilson et al., 1993).

Outra importante acdo da lidocaina que poderia contribuir para a
protecdo de 6rgdos submetidos a isquemia e reperfusdo seria a acdo anti-
inflamatoria conferida aos anestésicos locais. Em quadros de septicemia a
mortalidade aumenta quando ocorre a disfuncdo de multiplos o6rgédos e
sistemas. A disfuncéo de érgaos, embora ndo tenha patogenia bem elucidada,
parece ser decorrente de processo inflamatério complexo. A resposta séptica €
associada a liberacdo de citocinas anti-inflamatorias e inflamatérias (Van der
Poll & Van Deventer, 1999; Garrido et al., 2004; Araujo Filho et al., 2006) com
subsequente ativagdo dos leucocitos, complementos e da cascata de
coagulacéao (Dellinger, 2003) além da producéo de anticorpos e da destruicdo
bacteriana por polimorfonucleares (Chalkiadis et al., 1983). Os mediadores,
como TNF-a, interleucinas (IL-1B, IL-6 e IL-8) e 6&xido nitrico (NO),
desempenham papéis fundamentais na sepse e 0s mediadores anti-
inflamatoérios estdo presentes concomitantemente modulando os efeitos e

liberacdo dos mediadores inflamatérios (Benjamin, 2001).

Os anestésicos locais tém se mostrado eficazes para modular a
cascata inflamatoria na isquemia e reperfusdo de importantes 6rgdos, entre

eles, o coracao (Lee et al., 1998; Strohm et al., 2000; Kaczmarek et al., 2009), o
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pulmédo (Schmid et al., 1996; Das & Misra, 2003), e o figado (Tomori et al.,
1998; Chen et al., 2004).

Os anestésicos locais sdo capazes de exercer efeitos anti-inflamatoérios
em varios tipos de células incluindo os monécitos, macréfagos e neutroéfilos
(Hollmann & Durieux, 2000). Quanto a protecdo cerebral apos isquemia e
reperfusdo, muito se tem estudado, avaliando os efeitos da lidocaina. Uma
Importante pesquisa demonstrou que a administragdo endovenosa de baixas
doses de lidocaina (dose antiarritmica clinica) reduzia de forma significativa a
area de infarto em um modelo experimental de ratos preparados para isquemia
focal transitéria, quando administrada 30 minutos antes da oclusdo da artéria
cerebral média. Demonstraram também que o pré-tratamento com lidocaina
melhorou os resultados neuroldgicos e de perda de peso corporal pos-isquemia

(Lei et al., 2001).

Alguns outros trabalhos merecem destaque, quando se trata da acéo
anti-inflamatodria dos anestésicos locais. Um deles demonstra que a infusédo de
lidocaina (5% e 10%) e bupivacaina (1% e 2%), por via subcutanea, em infusao
continua, apresentou diminuicdo da mortalidade e protecdo contra disfuncdes
hepaticas e renais, por atenuar a resposta inflamatdoria, em um modelo

experimental onde foi induzida peritonite (Gallos et al., 2004).

Em estudo em ratos, onde foi efetuado um modelo experimental de
peritonite, concluiram que a lavagem peritoneal com solucdo de bupivacaina
diluida em solucéo fisiolégica a 0,9% foi eficaz para evitar o ébito em animais

com peritonite fecal autéloga induzida (Brocco et al., 2008).

Em 2002, em um trabalho experimental em cées, demonstrou-se que
rins preservados em solucao de Euro-Colins contendo lidocaina exibiam melhor
funcdo e parametros histolégicos quando comparados com rins preservados
somente na solucdo de Euro-Colins apés um longo periodo de isquemia. Esses
resultados sugeriram um efeito citoprotetor da lidocaina sobre rins submetidos

a longo periodo de isquemia em temperaturas baixas (Erkasap et al., 2002).
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Assim, a hipoOtese deste estudo € a de que a lidocaina em doses
antiarritmicas e subclinicas poderiam exercer efeitos protetores em lesdo de
iIsquemia e reperfuséo renal avaliados pela NGAL, histologia renal e modulacéo

da resposta inflamatoria.
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3 OBJETIVO

Avaliar a estabilidade hemodindmica e os efeitos protetores renais da
lidocaina, administrada por via endovenosa, em doses antiarritmicas e dose
subclinica por meio da dosagem plasmatica da NGAL, interleucinas e analise
histolégica em modelo experimental de isquemia e reperfusdo em ratos

anestesiados com o isoflurano.
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4 MATERIAL E METODO

Apls aprovacido pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal
da Faculdade de Medicina da Botucatu, foram incluidos no estudo 40 ratos
Wistar, fémeas, com peso maior que 2509, distribuidos aleatoriamente em
guatro grupos de 10 (dez) animais, fornecidos pelo Biotério Central do Campus
de Botucatu da Universidade Estadual Paulista (UNESP).

4.1 Grupos experimentais

Todos os animais foram anestesiados com o agente anestésico

inalatorio isoflurano, em concentracdes que variaram de 1,5% a 2%.

GRUPO S (Sham, n=10) - Os animais deste grupo foram anestesiados com
isoflurano a 3% e tiveram a anestesia mantida com o mesmo agente em
concentragbes que variaram entre 1,5% e 2%. Realizacdo de laparotomia
mediana e de nefrectomia direita. Apos a sutura da parede abdominal foram
despertados. Apos 24 (vinte e quatro) horas, foram novamente anestesiados e
sofreram nefrectomia esquerda. Estes animais ndo foram submetidos a

sequéncia experimental de isquemia e reperfuséo.

GRUPO C (Controle, n=10) - Os animais deste grupo foram anestesiados com
isoflurano a 3% e tiveram a anestesia mantida com o mesmo agente em
concentracbes que variaram entre 1,5% e 2%. Realizacdo de laparotomia
mediana e de nefrectomia direita. Administrou-se 2 mL de solucéo fisiologica a
0,9% (SF 0.9%) através de um acesso venoso central. Manteve-se uma infusédo
continua da mesma solugédo a uma velocidade de 3 mL.h™. Estes animais

sofreram manobras de isquemia e reperfusdo no rim esquerdo.

GRUPO LDAA (Lidocaina Dose Antiarritmica, n=10) - Os animais deste grupo
foram anestesiados com isoflurano a 3% e tiveram a anestesia mantida com o
mesmo agente em concentracdes que variaram entre 1,5% e 2%. Realizacdo

de laparotomia mediana e de nefrectomia direita. Administrou-se lidocaina
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(9,375 mg.kg™), em bolus, através de um acesso venoso central. Manteve-se
infusdo continua de lidocaina (12,5 mg.kg™t.h™). Estes animais sofreram
manobras de isquemia e reperfusdo no rim esquerdo. Neste grupo utilizou-se a

dose equivalente a dose antiarritmica em seres humanos.

GRUPO LSD (Lidocaina Subdose, n=10) - Os animais deste grupo foram
anestesiados com isoflurano a 3% e tiveram a anestesia mantida com o mesmo
agente em concentragcdes que variaram entre 1,5% e 2%. Realizacdo de
laparotomia mediana e de nefrectomia direita. Administrou-se lidocaina (4,6875
mg.kg?), em bolus, através de acesso venoso central. Manteve-se infusdo
continua de lidocaina (6,25 mg.kg™.h™). Estes animais sofreram manobras de
isquemia e reperfusdo no rim esquerdo. Neste grupo utilizou-se a dose

equivalente & metade dose antiarritmica em seres humanos.

4.2 Anestesia

ApOs a pesagem, 0s animais eram colocados em um recipiente especifico
para a inducdo anestésica. A atmosfera deste recipiente era preenchida com
uma mistura de isoflurano (3%) e oxigénio (40%). O recipiente era provido de
um sistema de eliminagdo que ndo permitiu 0 acumulo de dioxido de carbono
(Figura 8). O tempo de inducao foi de 5 minutos. Estando o animal adormecido
e em plano anestésico, colocado em plataforma, sobre uma bolsa térmica a
37°C, e acoplava-se uma mascara facial (Figura 9). A anestesia geral inalatoria

era mantida com isoflurano (1,5%-2,0%).



43

Figura 8 - Sistema de indugéo anestésica.

Figura 9 - Sistema de administracdo de anestésico inalatério sob méscara.

4.3 Calculo dadose de lidocaina

O FDA (2005) produziu um guia de orientacdo a industria e revisores.
As doses da lidocaina utilizadas nos grupos LDAA e LSD foram obtidas através
de formula preconizada por esta referéncia. Assim, foi possivel converter a

dose antiarritmica de lidocaina utilizada em seres humanos (DEH - dose
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equivalente em seres humanos) na dose que foi utilizada nos ratos (DR - dose
em ratos). A formula apresentada abaixo pode ser utilizada quando utilizamos a
unidade mg.kg™?, assim como pg.kg™.

FORMULA

DEH =DR x 0,16

Quadro 2 - Dose equivalente no rato levando-se em consideracéo a dose antiarritmica
no homem adulto saudavel

Doses Equivalentes
Lidocaina DAA Lidocaina SD
DEH DR DEH DR
Bolus (mg/kg) 15 9,375 0,75 4,6875
Infusdo (mg/kg/h) 2 12,5 1 6,25

4.4 Determinacdo de lidocaina plasmatica

As amostras foram armazenadas em freezer de -80°C e enviadas para o
Centro de Bioequivaléncia e Equivaléncia da Faculdade de Farmécia e
Bioguimica/UNESP-Araraquara. Para a determinacdo de lidocaina nas
amostras foi utilizado sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
Waters Alliance ® equipado com detector de massas Waters Micromass®,
coluna Symmetry ® C18, 3,5 um, 4,6 mm x 75 mm, com injetor automatico. A
deteccdo espectrométrica de massas foi realizada em um instrumento triplo

guadripolo (MS/MS), utilizando o monitoramento de reagdes multiplas (MRM).

4.5 Manobras de isquemia e reperfuséao (I/R)

No inicio do experimento, considerando-se 0s quatro grupos, foi
realizada nefrectomia direita em todos os animais. Estes rins direitos serviram
de controle para os rins esquerdos que foram submetidos & manobra de
isquemia-reperfusdo nos grupos Controle, LDAA e LSD, realizadas da seguinte

forma:
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4.5.1 Identificacdo da artéria renal esquerda e colocagcédo de um clipe
metdlico que efetivava o fechamento da mesma (Figura 10). Este procedimento
foi realizado 15 minutos ap0s a nefrectomia direita.

Figura 10 - Colocacéo do clipe na artéria renal esquerda.

4.5.2 Manteve-se a artéria fechada por 30 minutos (Figura 11).

Figura 11 - Rim esquerdo isquémico
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4.5.3 Retirava-se o0 clipe metalico da artéria renal esquerda e o
animal permanecia anestesiado por mais 30 minutos. Este periodo foi
denominado de fase de reperfusao (Figura 12).

Figura 12 - Progresséao da reperfusao.

As fases das manobras de I/R podem ser representadas

temporalmente da seguinte maneira:
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4.6 Sequéncia experimental

4.6.1 Os animais foram acondicionados no biotério, em gaiolas
adequadas e tiveram livre acesso a agua e alimento até o momento do

experimento.

4.6.2 Antes do inicio do experimento os animais foram pesados em
uma balanca eletrénica. A mesma era tarada a cada pesagem, utilizando-se o

recipiente que acondicionava o animal.

4.6.3 Quando o animal em questdo era alocado aleatoriamente no
grupo LDAA ou LSD, os calculos das doses de bolus e infusdo de lidocaina
eram feitos, as solucbes preparadas e os volumes a serem infundidos eram
definidos através da consulta em tabelas previamente confeccionadas
(Apéndices A e B).

4.6.4 Os animais foram anestesiados conforme a descricdo no
subitem 4.2.

4.6.5 A mascara facial era ajustada e verificava-se a ventilacdo

adequada.

46.6 A temperatura corporal dos animais era mantida em
aproximadamente 37 °C. Bolsas térmicas eram colocadas sobre e sob o
animal. A monitoracdo e controle desta temperatura se deram por termémetro
retal (Figura 13). Quando necessério, as bolsas eram substituidas por outras

mais aquecidas.
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Figura 13 - Controle da temperatura.

4.6.7 Dissecou-se a veia jugular externa direita de todos os animais.
Instalou-se na mesma uma canula endovenosa de calibre 24 G. Por este
acesso administrou-se solucdo de Ringer lactato (3 mL.kg™.h™") para reposicéo
basal de fluidos durante todo o procedimento e as solucdes especificas de

cada grupo (Figura 14).

4.6.8 Dissecou-se a artéria carotida esquerda de todos os animais.
Instalou-se na mesma uma canula endovenosa de calibre 24 G. Por esta via
procedemos as coletas de amostra sanguinea e a monitoragdo das pressoes
arteriais e da frequéncia cardiaca (Figura 14).
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Figura 14 - Acesso venoso e arterial.

4.6.9 Foram registrados os seguintes dados da monitoracao: pressao
arterial sistolica; presséo arterial diastolica; pressao arterial média; frequéncia

cardiaca e temperatura retal em diversos momentos.

4.6.10 Realizou-se a coleta de 1,5 mL de sangue da carétida para as
dosagens das interleucinas e da NGAL. Neste mesmo momento administrou-se
4,5 mL da solucdo de Ringer lactato. Determinou-se este momento como o

zero (MO). Em seguida, avaliava-se a estabilidade hemodinamica.
4.6.11 Realizou-se laparotomia com nefrectomia direita.

4.6.12 O rim direito era submetido a hemissecc¢ao frontal e dividido em
duas partes, sendo expostos o cértex, a medula e a pelve renal (Figura 15). As
partes eram colocadas em um recipiente apropriado com solu¢cdo Duboscq-

Brasil. Apds 24 horas, a solucao do recipiente era substituida por alcool a 70%.
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Figura 15 - Hemisseccéao frontal renal.

4.6.13 Realizou-se o bolus da solucéo preconizada para cada grupo e
imediatamente iniciou-se a infusdo continua da mesma substancia realizada
por bomba ANNE® - Abbott Laboratories, EUA.

4.6.14 ApOs quinze minutos do inicio da infusdo da solucéo
preconizada iniciaram-se as manobras de isquemia-reperfusdo (I/R) no rim
esquerdo descritas no subtitulo 4.4. Estas manobras tiveram uma duracao total

de 60 minutos. Em nenhum momento, interrompeu-se a infusdo da solucéao.
4.6.15 Realizou-se o fechamento da parede abdominal.

4.6.16 Realizou-se a coleta de 1,5 mL de sangue da carétida para as
dosagens das interleucinas e da NGAL. Neste mesmo momento administrava-
se 4,5 mL da solucédo de Ringer lactato. Determinou-se este momento como o

zero (M1). Em seguida, avaliava-se a estabilidade hemodinamica.

4.6.17 Administrou-se tramadol (6,25 mg.kg™) por via intramuscular,

objetivando a analgesia pés-operatoria.
4.6.18 Realizou-se a retirada dos cateteres venoso e arterial.
4.6.19 Fechou-se ainciséo cervical.
4.6.20 Procedeu-se a interrupcdo do anestésico inalatorio.

4.6.21 ApOs o despertar, 0o animal era colocado em um recipiente

préprio com agua e alimento.
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4.6.22 ApOs 24 horas, o animal era novamente anestesiado, conforme

descrito no subtitulo 4.2.

4.6.23 Realizacdo de laparotomia e nefrectomia esquerda. O rim
esquerdo passou pela mesma sequéncia descrita para o rim direito no topico
45.12.

4.6.24 Realizou-se puncao intracardiaca e a coleta de 1,5 mL de
sangue (Figura 16) para as dosagens das interleucinas e da NGAL (Neutrophil
gelatinase-associated lipocalin). Determinou-se este momento como o dois
(M2).

4.6.25 Em seguida, sacrificavam-se 0s animais por maio de injecao

intracardiaca de tiopental a 2,5%.

Figura 16 - Puncdo intracardiaca.

4.7 Avaliacdo histologica

Os rins retirados dos animais foram seccionados conforme descrito no
item 4.5.12. As partes eram colocadas em um recipiente apropriado com
soluc@o Duboscg-Brasil. Apos 24 horas, a solucdo do recipiente era substituida
por alcool a 70%. A solucao de Duboscqg-Brasil foi utilizada para preservar, fixar
as estruturas renais e aumentar a fidedignidade da andlise histologica. O
corante utilizado para a analise histoldgica foi a hematoxilinaeosina e os cortes

foram verificados sob diversos aumentos na microscopia Optica. Apds o
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preparo das laminas dos rins, com fixacdo em parafina, essas foram avaliadas
guanto a intensidade e extensdo das seguintes caracteristicas histolégicas:
dilatacdo tubular; degeneracdo celular hidropica e necrose tubular. A
classificagdo por escore seguiu critérios pré-estabelecidos (Quadro 3). A
patologista que analisou as laminas ndo tinha conhecimento sobre a origem

dos rins em relacdo aos grupos estudados.

Quadro 3 - Critérios utilizados para a classificacdo histologica através de analise por
microscopia optica (Adaptado de Park et al. 2008)

CLASSIFICACAO HISTOLOGICA
Analise: Dilatagcao tubular; Degeneracdo celular hidropica; Necrose tubular
ESCORES INTENSIDADE EXTENSAO
0 Negativo Negativo
1 Leve Até 1/3
2 Moderado De 1/3a2/3
3 Intenso > 2/3

4.8 Atributos estudados

Foram estudados em cada um dos animais, dos quatro grupos os

seguintes atributos:

B Peso dos animais

. Press0Oes arterial sistolica (PAS), diastdlica (PAD) e média
(PAM).

. Frequéncia cardiaca (FC)

. Temperatura retal

. Dosagem plasmatica de lidocaina

. Dosagem plasmatica de NGAL

. Dosagem plasmatica das interleucinas:

Interleucina-lalfa (IL-1a)
Interleucina-1beta (IL-18)

Interleucina-2 (IL-2)
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Interleucina-4 (IL-4)

Interleucina-6 (IL-6)

Interleucina-10 (IL-10)

Fator estimulador de col6nias de granulécitos e macrofagos
(GM-CSF)

Interferon gama (IFN-y)

Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

. Histologia renal (rins direitos e esquerdos)

49 Momentos estudados

O esquema a seguir ilustra os momentos estudados nesta pesquisa
(Figura 17).



Figura 17 - Momentos estudados.
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4.10 Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso (DIC),
avaliando quatro tratamentos (Lidocaina DAA, Lidocaina SD, Controle, Sham)

e dez repeticdes.

Para as variaveis Peso, PAS, PAD, PAM, FC e Temperatura foi
realizada andlise de variancia para comparacdo dos grupos em cada momento
avaliado (Bolus, 5’, 10, 15°, T1, T2 e T3). Quando houve diferenca estatistica
significativa (p<0,05) foi realizado o Teste de Tukey para comparagao das

médias.

Na analise histologica foi utilizada a estatistica descritiva, através de
graficos, para demonstrar as variacdes das porcentagens dos escores de cada
grupo. Para Intensidade e Extensdo da Necrose Tubular do rim esquerdo
também foi feito o Teste Qui-quadrado (p<0,05) para comparacdo estatistica

das proporgdes entre os grupos dentro de cada escore.

Para as demais variaveis estudadas (NGAL, IL-1a, IL-18, IL-2, IL-4, IL-
6, IL-10, GM-CSF, IFN-y e TNF-a), apés verificada a normalidade dos dados foi
realizada analise de varidncia para a comparacdo dos grupos em cada
momento separadamente e posteriormente em cada grupo, para a comparagao
dos momentos (MO, M1 e M2) foi realizada “One Way Repeatead Measures
Anova”. Quando houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) foi realizado

0 Teste de Tukey para a comparacao das médias.
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5 RESULTADOS

Todos os animais estudados eram do sexo feminino. Para as variaveis
peso, PAS, PAD, PAM e temperatura foram realizadas analises de variancia
para comparacao dos grupos. Quando houve diferenca estatistica significativa

(p<0,05) foi realizado o Teste de Tukey para comparacéo das medias.

5.1 Peso

N&o houve diferenca estatistica significativa (p=0,20) entre 0s grupos

avaliados.

Tabela 1 - Valores da média e desvio padrao (DP) referentes ao peso (gramas)
segundo o grupo

GRUPO Peso (g)
Sham 335,0+22,7a
Controle 331,0 + 25,6a
Lidocaina DAA 352,0 £ 30,8a
Lidocaina SD 332,0 £ 16,2a
p 0,20
CV (%) 7,23

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna néo diferiram estatisticamente entre si
pelo Teste de Tukey (p>0,05).

5.2 Pressao arterial

5.2.1 Presséo arterial sistélica (PAS)

N&o houve diferenga estatistica entre os grupos nos momentos 10°, 15’,
T1, T2 e T3. No momento do bolus os grupos Sham e Controle ndo diferiram
entre si, porém, apresentaram valores estatisticamente superiores aos dos
grupos Lidocaina DAA e Lidocaina SD que nao diferiram entre si. No momento
5’ o grupo Controle nao diferiu para PAS do Sham nem do grupo Lidocaina SD,

porém foi estatisticamente superior Lidocaina DAA para PAS (Tabela 2).
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Tabela 2 - Valores da média e desvio padréo da presséo arterial sistdlica (PAS) (mm
Hg), segundo grupos e momentos

Pressao Arterial Sistolica (mm Hg)

GRUPO Bolus 5 10’ 15’ T1 T2 T3
Sham 112,7 + 16,9a 106,5 + 18,8ab 107,2 + 16,8a 111,7 +18,1a 138,8 + 16,6a 115,5+12,5a 105,0 + 17,0a
Controle 109,3+10,9a 107,0 + 11,6a 114,0 + 10,4a 117,0+ 10,7a 142,2 + 17,4a 93,8+ 27,7a 105,1+17,8a
Lidocaina DAA 76,0 + 18,9b 85,9+ 19,0b 96,2+ 17,8a 108,7 + 20,1a 139,9+ 18,4a 99,0 + 24,9a 109,2 +13,3a
Lidocaina SD 88,5+ 14,4b 96,1a + 18,9b 103,0 + 14,2a 102,9 + 16,6a 135,8+ 17,4a 106,4 + 16,4a 98,3 £8,la
p <0,01 0,03 0,08 0,31 0,87 0,14 0,42
CV (%) 16,10 17,54 14,33 15,22 12,54 20,55 13,98

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna néo diferiram estatisticamente entre si pelo Teste
de Tukey (P>0,05).

5.2.2 Presséo arterial diastolica (PAD)

N&o houve diferenca estatistica significativa para PAD entre 0s grupos
nos momentos T1, T2 e T3. Em bolus o grupo Sham e Controle nao diferiram
entre si, porém apresentaram valores estatisticamente superiores aos grupos
Lidocaina DAA e Lidocaina SD, que também ndo diferiram entre si. Nos
momentos 5 e 10’ o grupo Controle ndo diferiu do Sham nem do grupo
Lidocaina SD, porém apresentou valores superiores aos da Lidocaina DAA. No
tempo 15’ o grupo Controle diferiu estatisticamente apenas do grupo Lidocaina

SD, porém néao diferiu dos demais (Tabela 3).

Tabela 3 - Valores da média e desvio padrdo da pressao arterial diastélica (PAD) (mm
Hg), segundo grupos e momentos

Presséo Arterial Diastélica (mmHg)

GRUPO Bolus 5 10° 15’ T1 T2 T3
Sham 85,0+ 15,2a 81,3+ 19,5a 85,0 + 16,5a 87,1+19,1ab 106,3%11,1a 83,1+ 11,9a 66,0 +17,2a
Controle 83,1+7,9a 83,3+ 11,5a 89,6 +7,3a 91,3+5,1a 107,4 + 18,5a 62,4 +28,1a 67,8 +19,7a
Lidocaina DAA 47,1+13,7b 57,0 £ 15,3b 67,8+ 17,3b 76,8+ 12,6ab 1084 +12,7a 62,8 + 22,4a 70,4 +12,2a
Lidocaina SD 58,3+ 14,8b 68,5+ 17,7ab 73,4+ 12,9ab 73,5+ 13,5b 104,7 + al18,7 71,6 +15,1a 62,2 +13,5a
p <0,01 <0,01 <0,01 0,02 0,96 0,10 0,71
CV (%) 19,35 22,42 17,82 16,48 14,63 29,12 23,93

Médias seguidas pela mesma letra minUscula na coluna néo diferiram estatisticamente entre si pelo Teste
de Tukey (p>0,05).
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5.2.3 Pressao arterial média (PAM)

N&o houve diferenca estatistica significativa para PAM entre 0s grupos
nos momentos 15’, T1, T2 e T3. Em bolus e 5 o grupo Sham e Controle nao
diferiram entre si, porém apresentaram valores estatisticamente superiores aos
grupos Lidocaina DAA e Lidocaina SD, que também néo diferiram entre si. No
momento 10’ o grupo Controle diferiu estatisticamente apenas do grupo
Lidocaina DAA, porém nao diferiu dos demais (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores da média e desvio padrdo da pressédo arterial média (PAM) (mm
Hg), segundo grupos e momentos

Presséo Arterial Média (mm Hg)

GRUPO Bolus 5 10’ 15’ T1 T2 T3
Sham 97,1 £ 15,4a 92,6 +17,8a 95,3 £ 16,7ab 98,1 +19,3a 1225+ 12,1a 98,8 +12,8a 84,0+ 19,1a
Controle 94,2 +7,4a 95,0 +£10,9a 101,7 + 8,0a 102,4 + 8,5a 125,0 + 14,2a 77,4 +£28,9a 86,5+ 21,0a
Lidocaina DAA 59,0 + 18,9b 69,2+ 17,0b 79,3+ 17,6b 88,7 + 14,1a 121,5+ 14,5a 76,5 + 26,8a 86,0 + 13,5a
Lidocaina SD 71,1+ 16,1b 81,2+ 18,9ab 86,9+ 15,4ab 86,7 + 15,5a 118,1 + 15,7a 85,9 + 14,2a 78,0 + 12,2a
p <0,01 <0,01 0,01 0,07 0,75 0,10 0,66
CV (%) 18,75 19,47 16,40 15,81 11,65 25,87 20,19

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nao diferiram estatisticamente entre si pelo Teste
de Tukey (p>0,05).

5.2.4 Temperatura (T)

N&o houve diferenca estatistica significativa para T entre 0s grupos nos
momentos bolus, 5, T2 e T3. No momento 10’ o grupo Lidocaina SD
apresentou temperatura superior ao grupo Sham, porém ambos néo diferiram
estatisticamente dos demais. No momento 15 o grupo Lidocaina DAA
apresentou temperatura estatisticamente superior ao grupo Sham e ambos nao
diferiram dos demais. No momento T1 os grupos Lidocaina DAA e Lidocaina
SD apresentaram temperatura estatisticamente superior ao grupo Sham, porém

nao diferindo do grupo Controle (Tabela 5).
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Tabela 5 — Valores da média e desvio padrdo da temperatura (T) (°C), segundo
grupos e momentos

T t °C
GRUPO emperatura (°C)

Bolus 5 10° 15’ T1 T2 T3
Sham 37,01 +0,3a 36,83+ 0,3a 36,69 + 0,4b 36,52 + 0,5b 36,29 +£0,7b 37,65+ 0,9a 37,14 £ 1,0a
Controle 36,91 £ 0,5a 36,89 £ 0,6a 36,98+ 0,7ab  36,82+0,6ab 36,67 +0,9ab 37,25+ 0,7a 37,29+ 0,7a
Lidocaina DAA 37,24 £ 0,4a 37,24 £ 0,4a 37,18 £ 0,4ab 37,29 £ 0,4a 37,28 £ 0,6a 37,76 £ 0,9a 37,61+0,8a
Lidocaina SD 37,20 £ 0,3a 37,23+ 0,3a 37,28 £ 0,4a 37,03 + 0,5ab 37,18 £ 0,6a 37,19+0,7a 37,21+0,7a
p 0,23 0,06 0,05 0,02 0,01 0,31 0,58
CV (%) 1,08 1,14 1,30 1,40 1,86 2,16 2,18

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna néo diferiram estatisticamente entre si pelo Teste
de Tukey (p>0,05).

5.3 Frequéncia cardiaca (FC)

Independente do grupo e momento analisado, a FC manteve-se em
valores superiores a 250 batimentos por minuto (bpm).

5.4 Concentracao plasmatica de lidocaina

Realizou-se dosagem plasmatica de lidocaina nos animais alocados
nos grupos Lidocaina DAA e Lidocaina SD. A presenca de lidocaina plasmética
foi evidenciada somente nos momentos M1 de ambos 0s grupos. No grupo
Lidocaina DAA a concentracdo plasmatica média foi de 2,9276 pg.mL™ e para

o grupo Lidocaina SD foi de 1,44 pg.ml™.

5.5 NGAL e interleucinas

Para variaveis NGAL, IL-1qa, IL-18, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, GM-CSF, IFN-
y e TNF-a, ap6s verificada a normalidade dos dados foi realizada analise de
variancia para a comparacdo dos grupos em cada momento separadamente.
Posteriormente, em cada grupo, para a comparacdo dos momentos (MO, M1 e
M2) foi realizada “One Way Repeatead Measures Anova”. Quando houve
diferenca estatistica significativa (p<0,05) foi realizado o Teste de Tukey para a
comparacao das médias.
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5.5.1 Lipocalina associada a gelatinase dos neutrofilos (NGAL)

Na analise entre os grupos para cada momento, no MO os valores do
grupo Sham foram maiores estatisticamente que nos demais grupos. No M1
ndo houve diferenca entre os grupos. Ja no M2, os valores do grupo Sham
foram estatisticamente menores que os demais grupos, que nao diferenciaram
entre si. Na analise entre os momentos para cada grupo houve diferenca
estatistica para todos os grupos, sendo os valores em M2 estatisticamente

maiores que nos momentos M1 e M2 (Tabela 6 e Figura 18).

Tabela 6 - Valores da média e desvio padrdo da NGAL (pg.mL™), segundo grupos e
momentos

Grupo Momento 0
MO M1 M2
Lidocaina DAA 1,08 + 0,66bA 10,17 + 13,36aA 325,63 * 35,34aB <0,001
Lidocaina SD 1,82 + 2,19bA 7,30 + 5,66aA 344,08 £ 29,67aB <0,001
Controle 4,99 + 3,91bA 17,16 + 10,10aA 347,90 + 46,56aB <0,001
Sham 9,42 + 3,47aA 9,67 + 3,23aA 115,85 + 83,37bB <0,001
p <0,001 0,193 <0,001

Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferiram
estatisticamente pelo Teste de Tukey (P>0,05).

NGAL (pg.mL™)

Momentos

Figura 18 - Valores da média e desvio padrdo da NGAL (pg.mL™), segundo grupos e
momentos
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5.5.2 Interleucina 1-alfa (IL-10q)

Na analise realizada entre os grupos, houve diferenca estatisticamente
significante nos trés momentos, sendo, os valores da IL-1a estatisticamente
maiores que os demais grupos, que nao se diferenciaram entre si. Na analise
entre momentos para um mesmo grupo, ocorreu diferenca estatistica somente
para o grupo Sham, sendo, os valores do momento M2 superiores aos valores
dos momentos MO e M1 que nao diferiram entre si (Tabela 7 e Figura 19).

Tabela 7 - Valores da média e desvio padrdo da IL-1a (pg.mL™), segundo grupos e
momentos

Grupo Momento b
MO M1 M2
Lidocaina DAA 68,95 + 46,00bA 79,98 + 23,27bA 50,61 * 25,82bA 0,211
Lidocaina SD 60,61 + 21,93bA 102,22 + 38,21bA 75,92 £ 70,77bA 0,285
Controle 73,28 + 22,16bA 123,04 £ 51,67bA 85,74 * 46,81bA 0,123
Sham 210,19 + 87,46aB 277,56 + 134,54aB 597,69 + 222,80aA <0,001
p <0,001 <0,001 <0,001

Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e maildscula na linha, ndo diferiram
estatisticamente pelo Teste de Tukey (p>0,05).

IL-1a (pg.mL™)

Momentos

Figura 19 - Valores da média e desvio padrdo da IL-1a (pg.mL™), segundo grupos e
momentos
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5.5.3 Interleucina 1-beta (IL-1B)

Na analise entre os grupos nos trés momentos, houve diferenca
estatistica somente no momento M2, onde o grupo Lidocaina DAA apresentou
valores estatisticamente menores que o0s valores do grupo Sham.
Individualmente os valores dos grupos Lidocaina DAA e Sham néo
diferenciaram dos valores dos grupos Controle e Lidocaina SD. Na analise
entre 0S momentos para cada grupo, os valores do grupo Lidocaina DAA no
momento M1 foram estatisticamente maiores que os valores nos momentos MO
e M2. No grupo Sham os valores do momento M2 foram estatisticamente
maiores que no momento MO (Tabela 8 e Figura 20).

Tabela 8 — Valores da média e desvio padrdo da IL-1B (pg.mL™), segundo grupos e
momentos

Grupo Momento b
MO M1 M2
Lidocaina DAA 120,85 + 64,08aB 248,15 £ 33,49aA 109,51 + 44,60bB <0,001
Lidocaina SD 111,32 + 47,92aB 280,46 + 116,46aA 225,24 + 150,11abAB 0,041
Controle 171,86 + 74,20aA 283,76 £ 116,79aA 197,57 + 118,53abA 0,152
Sham 131,45+ 47,00aB 255,25 + 106,13aAB 361,69 + 206,61aA 0,005
p 0,210 0,855 0,013

Médias seguidas pela mesma letra, minGscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferiram
estatisticamente pelo Teste de Tukey (p>0,05).

IL-1 B (pg.mL™)

Momentos

Figura 20 - Valores da média e desvio padrdo da IL-1B (pg.mL™), segundo grupos e
momentos.
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5.5.4 Interleucina 2 (IL-2)

Na analise entre os grupos, no momento MO o grupo Sham apresentou
valores estatisticamente superiores aos valores dos demais grupos que nao
diferiram entre si. Este mesmo padrao foi mantido nos momentos M1 e M2. Na
analise entre 0s momentos em um mesmo grupo, no grupo Sham os valores
nos momentos M1 e M2 foram semelhantes entre si e estatisticamente
superiores aos valores do momento MO (Tabela 9 e Figura 21).

Tabela 9 - Valores da média e desvio padrdo da IL-2 (pg.mL™) segundo grupos e
momentos

Grupo Momento D
MO M1 M2
Lidocaina DAA 136,84 + 106,90bA 171,89 + 50,16bA 127,93 £ 78,08bA 0,562
Lidocaina SD 152,11 + 67,93bA 228,81 +112,70bA 169,20 + 115,10bA 0,157
Controle 152,89 + 86,95bA 214,50 + 125,63bA 129,06 + 81,76bA 0,265
Sham 261,94 + 113,25aB 476,25 + 125,99aA 446,69 = 283,04aA 0,047
p 0,050 <0,001 0,001

Médias seguidas pela mesma letra, minGscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferiram
estatisticamente pelo Teste de Tukey (p>0,05).

IL-2 (pg.mL™)

Momentos

Figura 21- Valores da média e desvio padrdo da IL-2 (pg.mL™), segundo grupos e
momentos.
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5.5.,5 Interleucina 4 (IL-4)

Na andlise entre os grupos, em nenhum momento estudado, houve
diferencga estatisticamente significativa. Na analise entre os momentos para um
mesmo grupo, no grupo Lidocaina DAA os valores no momento M2 foram
estatisticamente menores que os valores no momento M1, sendo que 0s
valores nos momentos M1 e M2 foram semelhantes aos valores do momento
MO. Para o grupo Lidocaina SD ndo houve diferenca de valores entre os
momentos. O grupo Controle seguiu 0 mesmo padrao do grupo Lidocaina DAA.
No grupo Sham, os valores no momento M1 foram estatisticamente maiores
gue os valores no momento MO, sendo que os valores nos momentos MO e M1
foram individualmente semelhantes aos valores no momento M2 (Tabela 10 e
Figura 22).

Tabela 10 - Valores da media e desvio padrdo da IL-4 (pg.mL™"), segundo grupos e
momentos

Grupo Momento D
MO M1 M2
Lidocaina DAA 231,15 + 136,76aAB 330,58 + 71,95aA 181,65 + 71,32aB 0,031
Lidocaina SD 192,72 + 69,87aA 265,21 + 143,41aA 187,20 + 177,33aA 0,330
Controle 242,73 £ 95,67aAB 338,89 £ 89,71aA 179,06 £ 90,89aB 0,028
Sham 196,79 + 74,12aB 403,14 + 108,88aA 316,57 £179,61aAB 0,005
p 0,674 0,107 0,158

Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferiram
estatisticamente pelo Teste de Tukey (p>0,05).

IL-4 (pg.mL™)

Momentos

Figura 22 - Valores da média e desvio padréo da IL-4 (pg.mL™), segundo grupos e
momentos.
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5.5.6 Interleucina 6 (IL-6)

Na analise entre 0s grupos o0 grupo Sham apresentou valores menores
estatisticamente que o0s demais grupos, que apresentaram valores
semelhantes, nos momentos MO e M1l. No momento M2 o grupo Sham
apresentou valores estatisticamente inferiores ao grupo Controle. Tanto o
grupo Sham quanto o grupo Controle, individualmente, apresentaram valores
estatisticamente semelhantes aos grupos Lidocaina DAA e Lidocaina SD que
nao diferenciaram entre si. Na andlise entre 0s momentos, o grupo Lidocaina
DAA apresentou valores no momento M2 estatisticamente menores quando
comparados aos valores no momento M1 e semelhante aos valores no
momento MO (Tabela 11 e Figura 23).

Tabela 11 - Valores da média e desvio padrdo da IL-6 (pg.mL™), segundo grupos e
momentos

Grupo Momento D
MO M1 M2
Lidocaina DAA 1424,6 + 709,4aAB 1883,0 + 427,8aA 1078,4 £ 472,8abB 0,028
Lidocaina SD 1080,6 + 468,1aA 1915,2 + 927,7aA 1112,1 £ 1000,8abA 0,040
Controle 1526,0 + 582,6aA 1998,4 + 859,2aA 1509,9 + 816,9aA 0,440
Sham 198,8 + 80,9bA 362,1 + 138,0bA 321,9 + 266,1bA 0,199
p <0,001 <0,001 0,017

Médias seguidas pela mesma letra, minGscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferiram
estatisticamente pelo Teste de Tukey (p>0,05).

IL-6 (pg.mL™)

Momentos

Figura 23 - Valores da média e desvio padrdo da IL-6 (pg.mL™), segundo grupos e
momentos.
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5.5.7 Interleucina 10 (IL-10)

Na andlise entre os grupos, ndo houve diferenca estatistica significativa
em nenhum momento. Na andlise de momentos em um mesmo grupo, 0 grupo
Lidocaina DAA apresentou no momento M2 valores estatisticamente menores que
no momento M1, valores estes, individualmente, semelhantes aos do momento
MO. No grupo Lidocaina SD os valores no momento M1 foram significativamente
maiores que nos momentos MO e M2 sendo estes semelhantes entre si. A andlise
no grupo Controle obteve resultado semelhante ao grupo Lidocaina SD. No grupo
Sham os valores no momento M1 s&o estatisticamente maiores que no momento
MO e tanto os valores de MO quanto de M1 séo individualmente semelhantes aos
valores de M2 (Tabela 12 e Figura 24).

Tabela 12 - Valores da média e desvio padrdo da IL-10 (pg.mL™), segundo grupos e
momentos

Momento
MO M1 M2 P

Grupo

Lidocaina DAA 313,83 +173,18aAB 518,20 + 205,67aA 245,79 + 107,34aB 0,022
Lidocaina SD 247,47 £ 102,32aB 871,40 + 409,38aA 298,69 + 237,81aB <0,001

Controle 305,16 +134,17aB 708,49 + 323,42aA 334,08 + 115,78aB 0,003
Sham 192,06 + 64,81aB 520,00 + 237,57aA 351,25+ 211,74aAB 0,014
p 0,203 0,080 0,653

IL-10 (na.mL™h

Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferiram
estatisticamente pelo Teste de Tukey (p>0,05).

Momentos

Figura 24 - Valores da média e desvio padréo da IL-10 (pg.mL™), segundo grupos e
momentos.
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5.5.8 Fator estimulador de colonias de granul6citos e macrofagos
(GM-CSF)

Na analise entre os grupos, no momento M1 os valores do grupo Sham
foram estatisticamente maiores que os valores do grupo Lidocaina DAA, sendo
gue individualmente, os valores destes dois grupos foram semelhantes aos
valores dos grupos Controle e Lidocaina SD. Na analise entre 0s momentos
para um mesmo grupo, os valores do grupo Sham no momento M1 foram
estatisticamente maiores que os valores no momento MO, sendo os valores
nestes dois momentos individualmente semelhantes aos valores do momento
M2 (Tabela 13 e Figura 25).

Tabela 13 - Valores da média e desvio padrdo do CM-CSF (pg.mL™), segundo grupos
e momentos

Grupo Momento D
MO M1 M2
Lidocaina DAA 240,62 £ 139,68aA 234,93 + 51,44bA 158,78 + 89,24aA 0,142
Lidocaina SD 160,72 + 56,00aA 292,34 + 144,93abA 332,28 £ 288,69aA 0,192
Controle 199,69 + 107,94aA 277,55 + 158,06abA 204,34 £ 120,56aA 0,369
Sham 200,12 £ 91,45aB 425,25 + 151,89aA 309,56 + 209,74aAB 0,006
p 0,505 0,046 0,243

Médias seguidas pela mesma letra, minGscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferiram
estatisticamente pelo Teste de Tukey (p>0,05).

GM-CSF (pg.mL™)

Momentos

Figura 25 - Valores da média e desvio padrdo do CM-CSF (pg.mL™), segundo grupos
€ momentos.



68

5.5.9 Intérferon gama (IFN-y)

Na andlise entre 0s grupos nos trés momentos 0 grupo Sham
apresentou valores estatisticamente superiores aos valores dos demais grupos
gue nao diferenciaram entre si. Na analise entre 0s momentos para um mesmo
grupo, no grupo Lidocaina DAA os valores apresentados no momento M2 eram
significativamente menores que os valores do momento M1 e semelhantes aos
valores do momento MO. Os valores nos momentos MO e M1 eram
semelhantes entre si (Tabela 14 e Figura 26).

Tabela 14 - Valores da média e desvio padrdo do IFN-y (pg.mL™), segundo grupos e
momentos

Grupo Momento D
MO M1 M2
Lidocaina DAA 50,94 + 25,38bAB 78,13 + 12,69bA 46,72 + 24,64bB 0,025
Lidocaina SD 41,33 +11,13bA 74,53 + 26,27bA 52,77 + 40,02bA 0,053
Controle 46,93 + 15,30bA 71,63 + 25,82bA 61,52 + 31,45bA 0,157
Sham 125,56 + 73,00aA 205,88 £ 93,23aA 235,56 + 208,42aA 0,216
p <0,001 <0,001 0,004

Médias seguidas pela mesma letra, minldscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferiram
estatisticamente pelo Teste de Tukey (p>0,05).

IFN-y (pg.mL™)

Momentos

Figura 26 - Valores da média e desvio padréo do IFN-y (pg.mL™"), segundo grupos e
momentos.
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5.5.10 Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

Na analise entre os grupos, no momento M1 o grupo Sham apresenta
valores estatisticamente maiores que os demais grupos, que nao diferenciaram
entre si. Na analise entre 0s momentos para um mesmo grupo, O grupo
Lidocaina DAA apresenta no momento M2 valores estatisticamente maiores
que os valores do momento M1 e semelhantes aos valores no momento MO.
Este mesmo padrao foi apresentado pelo grupo Sham (Tabela 15 e Figura 27).

Tabela 15 - Valores da média e desvio padrdo do TNF-a (pg.mL™?), segundo grupos e
momentos

Grupo Momento b
MO M1 M2
Lidocaina DAA 93,94 + 48,52aB 162,09 + 38,39bA 96,60 + 49,73aB 0,024
Lidocaina SD 87,80 + 18,01aA 161,64 + 51,67bA 112,09 £ 91,04aA 0,085
Controle 129,05 + 48,68aA 153,13 + 60,41bA 133,74 £ 62,65aA 0,764
Sham 118,81 + 65,71aB 344,88 £ 155,39aA 180,50 £ 119,44aB <0,001
p 0,286 <0,001 0,243

Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferiram
estatisticamente pelo Teste de Tukey (p>0,05).

TNF-a (pg.mL™)

Momentos

Figura 27 - Valores da média e desvio padrdo do TNF-a (pg.mL™), segundo grupos e
momentos.
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5.6 Histologia

Na analise histologica foi utilizada a estatistica descritiva para
demonstrar as variagfes dos escores de cada grupo, avaliando os escores
histolégicos para dilatagdo tubular, degeneracdo celular hidrépica e necrose
tubular aguda. Especificamente para necrose tubular aguda aplicamos o Teste
qui-quadrado para avaliarmos as possiveis diferencas estatisticas entre os
grupos. As analises descritas sdo referentes aos exames histologicos

realizados nos rins esquerdos.

Todos os rins direitos dos animais de todos o0s grupos (que nao
sofreram manobras de isquemia-reperfusao) e os rins esquerdos dos animais
do grupo Sham (que também n&o sofreram manobras de isquemia-reperfusao)
passaram por criteriosa avaliacdo histolégica. Todos nao apresentaram

qualquer sinal de lesdo ou necrose celular.
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5.6.1 Dilatacao tubular

Na avaliacao dos escores de intensidade para dilatacdo tubular (Figura
28), no grupo Sham 10% dos rins esquerdos apresentaram-se com escore 0
(negativo) para este critério. Os 90% restantes foram classificados dentro do
escore 1 (leve intensidade). No grupo Lidocaina DAA 20% dos rins esquerdos
apresentaram-se com escore 0 (negativo), 20% escore 1 (leve), 50% escore 2
(moderado) e 10% escore 3 (intenso). No grupo Lidocaina SD nenhum rim
esquerdo foi classificado no escore 0 (negativo), 30% foram classificados no
escore 1 (leve), 40% no escore 2 (moderado) e 30% no escore 3 (intenso). No
grupo Controle nenhum rim foi classificado como escore 0 (negativo), 10%
foram classificados no escore 1 (leve), 60% no escore 2 (moderado) e 30% no

escore 3 (intenso).

Figura 28 - Classificag&o histologica da intensidade da dilatacao tubular
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Na avaliacdo dos escores de extensdo para dilatacdo tubular (Figura
29), no grupo Sham 10% dos rins esquerdos apresentaram-se com escore 0
(negativo) para este critério. Os 90% restantes foram classificados dentro do
escore 1 (até 1/3 de extensdo). No grupo Lidocaina DAA 20% dos rins
esquerdos apresentaram-se com escore 0 (negativo), 20% escore 1 (até 1/3 de
extensao), 40% escore 2 (de 1/3 a 2/3 de extensado) e 20% escore 3 (> 2/3 de
extensdo). No grupo Lidocaina SD nenhum rim esquerdo foi classificado no
escore 0 (negativo), 20% foram classificados no escore 1 (até 1/3 de extenséao),
40% no escore 2 (de 1/3 a 2/3 de extensédo) e 40% no escore 3 (> 2/3 de
extens&o). No grupo Controle nenhum rim esquerdo foi classificado como
escore 0 (negativo), o mesmo acontecendo para o escore 1 (até 1/3 de
extensao), 30% no escore 2 (de 1/3 a 2/3 de extensdo) e 70% no escore 3 (>

2/3 de extenséo).

Figura 29 - Classificacéo histologica da extenséo da dilata¢éo tubular.
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5.6.2 Degeneracao Tubular

Na avaliacdo dos escores de intensidade para degeneracdo celular
hidrépica (Figura 30), no grupo Sham nenhum rim esquerdo foi classificado no
escore 0 (negativo) para este critério, 80% foram classificados dentro do escore
1 (leve intensidade) e 20% foram classificados no escore 2 (moderado). No
grupo Lidocaina DAA nenhum rim foi classificado com escore 0 (negativo), 30%
escore 1 (leve), 50% escore 2 (moderado) e 20% escore 3 (intenso). No grupo
Lidocaina SD nenhum rim foi classificado no escore 0 (negativo), 10% foram
classificados no escore 1 (leve), 80% no escore 2 (moderado) e 10% no escore
3 (intenso). No grupo Controle nenhum rim esquerdo foi classificado como
escore 0 (negativo), 20% foram classificados no escore 1 (leve), 80% no escore

2 (moderado) e nenhum foi classificado no escore 3 (intenso).

Figura 30 - Classificacdo histolégica da intensidade da degeneracdo celular
hidrépica.
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Na avaliacdo dos escores de extensdo para degeneracdo celular
hidrépica (Figura 31), no grupo Sham nenhum rim esquerdo foi classificado no
escore 0 (negativo) para este critério, 40% foram classificados dentro do escore
1 (até 1/3 de extensédo) e 60% foram classificados no escore 2 (de 1/3 a 2/3 de
extensdo). No grupo Lidocaina DAA nenhum rim esquerdo foi classificado no
escore 0 (negativo), 20% escore 1 (até 1/3 de extensao), 50% escore 2 (de 1/3
a 2/3 de extensao) e 30% escore 3 (> 2/3 de extensao). No grupo Lidocaina SD
nenhum rim esquerdo foi classificado no escore 0 (negativo), 10% foram
classificados no escore 1 (até 1/3 de extensao), 70% no escore 2 (de 1/3 a 2/3
de extensdo) e 20% no escore 3 (> 2/3 de extensdo). No grupo Controle
nenhum rim esquerdo foi classificado como escore 0 (negativo), 20% foram
classificados no escore 1 (até 1/3 de extensao), 60% no escore 2 (de 1/3 a 2/3

de extensédo) e 20% no escore 3 (> 2/3 de extensao).

Figura 31 - Classificacao histologica de extensao da degeneracao celular hidrépica.
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5.6.3 Necrose Tubular

Na avaliacdo dos escores de intensidade para necrose tubular (Tabela
16 e Figura 32), no grupo Sham 100% dos rins esquerdos apresentaram-se
com escore 0 (negativo) para este critério. No grupo Lidocaina DAA 20% dos
rins esquerdos apresentaram-se com escore 0 (negativo), 10% escore 1 (leve),
50% escore 2 (moderado) e 20% escore 3 (intenso). No grupo Lidocaina SD
10% dos rins esquerdos foram classificado no escore 0 (negativo), 30% foram
classificados no escore 1 (leve), 20% no escore 2 (moderado) e 40% no escore
3 (intenso). No grupo Controle nenhum rim foi classificado como escore O
(negativo), 10% foram classificados no escore 1 (leve), 50% no escore 2

(moderado) e 40% no escore 3 (intenso).

Tabela 16 - Necrose tubular aguda: intensidade

NECROSE TUBULAR AGUDA - INTENSIDADE

GRUPO :
Negativo Leve Moderado Intenso
SHAM 100a Ob 0Ob 0b
LIDOCAINA DAA 20b 10b 50a 20b
CONTROLE Ob 10b 50a 40a
LIDOCAINA SD 10b 30a 20b 40a

Figura 32 - Classificacao histologica para intensidade de necrose tubular.
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No Grupo Sham todos os rins esquerdos foram classificados como
escore 0 (negativo) para intensidade da necrose tubular aguda, diferente
estatisticamente pelo Teste qui-quadrado (p<0,01) dos Grupos Lidocaina DAA
e Lidocaina SD, que apresentaram apenas 20 e 10% respectivamente de rins
esquerdos com esse escore e ndo diferiram entre si (p>0,05). O Grupo

Controle ndo apresentou nenhum rim esquerdo nesse escore.

Considerando a intensidade leve e moderada da necrose tubular
aguda, os Grupos Lidocaina DAA e Controle nao diferiram entre si (p>0,05),
apresentando 10 e 50% respectivamente. Ambos foram diferentes do grupo
Sham (p<0,01) que ndo apresentou rins esquerdos classificados para 0s

escores 1 e 2.

Para o escore 3 (intenso) o Grupo Controle e Lidocaina SD nao
diferiram estatisticamente entre si (p>0,05) com 40% de rins esquerdos
classificados neste escore e ambos foram diferentes do Grupo Lidocaina DAA
e Sham (P<0,01).

Na avaliacdo dos escores de extensao para necrose tubular (Tabela 17
e Figura 33), no grupo Sham 100% dos rins esquerdos foram classificados no
escore 0 (negativo) para este critério. No grupo Lidocaina DAA 20% dos rins
esquerdos foram classificados no escore 0 (negativo), 20% escore 1 (até 1/3 de
extensao), 40% escore 2 (de 1/3 a 2/3 de extensao) e 20% escore 3 (> 2/3 de
extensdo). No grupo Lidocaina SD 10% dos rins esquerdos foram classificados
no escore 0 (negativo), 20% foram classificados no escore 1 (até 1/3 de
extensdo), 10% no escore 2 (de 1/3 a 2/3 de extenséo) e 60% no escore 3 (>
2/3 de extensdo). No grupo Controle 100% dos rins esquerdos foram

classificados no escore 3 (> 2/3 de extensao).
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Tabela 17 - Necrose tubular aguda: extensao

NECROSE TUBULAR AGUDA - EXTENSAO

GRUPO _
Negativo Até 1/3 De 1/3a2/3 > 2/3
SHAM 100a 0b 0b od
LIDOCAINA DAA 20b 20a 40a 20c
CONTROLE Ob 0b Ob 100a
LIDOCAINA SD 10b 20a 10b 60b

Figura 33 - Classificagdo histologica para extensdo da necrose tubular.
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No grupo Sham todos os rins esquerdos foram negativos para
extensdo da necrose tubular, diferente estatisticamente pelo Teste qui-
guadrado (p<0,01) dos grupos Lidocaina DAA, Lidocaina SD e Controle, que
apresentaram apenas 20, 0 e 10% respectivamente de rins esquerdos

classificados neste escore e néo diferiram entre si (p>0,05).

Considerando rins esquerdos com até 1/3 de extensdo de necrose, 0s
grupos Lidocaina DAA e SD nao diferiram estatisticamente entre si (p>0,05)
com 20% de rins esquerdos e ambos foram diferentes dos grupos Sham e

Controle que ndo apresentaram individuos com esse escore.

Rins esquerdos apresentando de 1/3 a 2/3 de extensédo de necrose 0
grupo Lidocaina DAA foi superior estatisticamente que os demais (p<0,01) com

40% dos rins esquerdos nesse escore.

Para extensdo de necrose acima de 2/3 todos os grupos foram
diferentes estatisticamente (p<0,01) sendo que o grupo Controle apresentou

100% dos seus individuos nessa condicdo e o grupo Sham 0%.
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6 DISCUSSAO

Para este experimento utilizou-se, o modelo de isquemia/reperfuséo
(/R) em ratos, desenvolvido pelo Laboratério Experimental de Anestesiologia
da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. Foi realizada nefrectomia
direita para que ndo houvesse interferéncia do rim contralateral, sendo a

isquemia temporaria renal executada com clamp microvascular atraumatico.

Vérios autores ja relataram atenuacdo da doenca e facilitacdo da
recuperacdo com a realizacdo da nefrectomia prévia contralateral (Cronin et al.,
1978; Fernandez-Repollet & Finn, 1982).

A insuficiéncia renal aguda oligurica, que é de pior prognostico, foi
demonstrada em ratos submetidos a clampeamento da artéria renal esquerda
sem a realizacdo prévia de nefrectomia contralateral. Nesta mesma pesquisa,
nos ratos nos quais houve a realizacdo de nefrectomia contralateral
previamente, a insuficiéncia renal que se instalou foi da forma polidrica, além
desses animais terem apresentado menor dano celular tubular e maior

depuracéo de inulina (Fernandez-Repollet & Finn, 1982).

A producédo de fatores humorais, que estimulam o crescimento das
células renais, aumenta, seguindo a nefrectomia prévia e acelera o reparo das
mesmas. A atividade da renina plasmatica e o contetudo da renina no rim pos-

Isquémico aumentam significativamente em ratos n&o nefrectomizados.

Os fatores responsaveis pela vasoconstricdo renal (tromboxane A2,
endotelina, etc) parecem estar em maior concentracdo nos ratos nao
nefrectomizados (Kon et al., 1979; Collins et al., 1991, Lischer et al., 1991).

Entretanto, Islan et al. (1997) ndo observaram diferencas entre os rins
pré-condicionados por isquemia e os que ndo foram submetidos a esta técnica

nos animais que ndo sofreram nefrectomia unilateral.

De qualquer forma, a nefrectomia prévia foi realizada para que nao
houvesse interferéncia com a avaliacdo do rim esquerdo, que foi submetido a

isquemia.
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Os grupos estudados apresentaram uniformidade quanto ao sexo dos
animais (100% femininos) e quanto ao peso. Quanto a frequéncia cardiaca,
havia uma limitagdo do monitor utilizado, que n&o registrava valores superiores
acima de 250 batimentos por minuto (bpm). Assim, constatamos que de forma
também uniforme, todos os animais se comportaram durante todo o

experimento com valores superiores a 250 bpm.

A susceptibilidade renal a lesao isquémica parece ser influenciada pela
temperatura. Na auséncia de isquemia renal a hipertermia ndo tem efeito
adverso sobre a funcdo e morfologia renais ou sobre os estoques renais de
fosfato de alta energia, mas quando ha instalacdo da mesma isto ndo acontece

segundo Zager & Altschuld, em 1986.

Estes mesmos autores trabalharam com ratos em normo, hipo e
hipertermia, submetidos a isquemia renal total de 25-40 minutos. Com 25
minutos de isquemia, a leséo isquémica nos ratos normotérmicos desapareceu
apos 24-48 horas da interrupcédo do fluxo sanguineo. Em ratos hipertérmicos
(temperatura maior que 38°C) 25 minutos de isquemia causaram les&o renal
intensa e nos hipotérmicos (32-35°C) a lesdo foi branda e de rapida
recuperagdo. Outros autores também comprovaram a interferéncia da
temperatura com a gravidade da leséo isquémica (Finn, 1982; Delbridge et al,
2007).

Durante o experimento varios fatores podem alterar a temperatura. As
solugbes administradas sé&o frias, abertura de cavidade, respiragdo com
ventilacdo controlada sem reinalacdo e sem aquecimento do ar promovem
perda rapida de calor. A manutencdo da temperatura foi realizada com a
colocacdo de mantas térmicas sob e sobre o0s animais e controlou-se a

temperatura retal.

Na andlise da temperatura dos animais, ocorreu uma diferenca
estatistica significativa nos tempos 10’, 15’ e T1. No entanto, ao reavaliarmos
cuidadosamente os valores das temperaturas desconsideramos tal fato, devido

as diferencas apresentadas estarem dentro de uma faixa de normalidade e,
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desta forma, se houve repercussao no nosso estudo, esta foi igual em todos os

grupos.

Na avaliacdo dos registros das pressfes arteriais, 0 uso da lidocaina
contribuiu para a reducdo dos valores de forma significativa nos momentos
iniciais do experimento. Destacamos que nos grupos Lidocaina DAA e
Lidocaina SD os valores das pressdes eram estatisticamente menores nos
primeiros momentos, no entanto, evidenciou-se que 0s valores eram mais
rapidamente restabelecidos no grupo onde se utilizou menores doses de
lidocaina. Confirmamos assim, que a lidocaina, de forma dose dependente,
provocava reducao nos valores das pressfes arteriais logo apés a injecao de
bolus por via intravenosa. Os valores se igualavam aos dos grupos Sham e
Controle logo nos primeiros minutos. Durante o restante do experimento ndo se

detectou qualquer diferenca entre 0s grupos.

Portanto, embora inicialmente tenham ocorrido alteragbes nas
pressdes arteriais sistolica, diastélica e média estas se normalizaram e nao
interferiram com os resultados pois permaneceram dentro dos valores
considerados para a manutencdo da autorregulacdo renal, que se situa entre
60 e 180 mm Hg.

Estudamos os efeitos protetores renais da lidocaina em doses
antiarritmica e subclinica em ratos submetidos a isquemia-reperfusdo. A lesdo
renal foi determinada pelo exame histologico dos rins e pela determinacao
plasmatica do biomarcador lipocalina associada a gelatinase dos neutrofilos

(NGAL) e a resposta inflamatoria sistémica pela dosagem das interleucinas.

Os resultados obtidos nesta pesquisa sao devidos aos varios
mecanismos envolvidos no estabelecimento, manutencdo e recuperacdo da
lesdo renal aguda pela isquemia e reperfusao imposta aos rins dos ratos
durante a fase experimental. Portanto, sdo varios os fatores que,
possivelmente, interferiram com o0s resultados: a prOpria manobra de
isquemia/reperfusdo, a administracdo de lidocaina em dose plena e metade da

dose antiarritmica e o anestésico volatil utilizado.
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Apos a diminuicdo ou mesmo interrupcdo do fluxo sanguineo renal, a
subsequente leséo renal resulta do dano direto que ocorre pela isquemia e &
exacerbada pela reperfusdo posterior que provoca a lesdo por reperfuséao.

O fendbmeno de isquemia e reperfusdo (I/R) € complexo e, como na
sepse, induz a sindrome de resposta inflamatoria sistémica (SRIS). Haukoos et
al. (2007) classificam este tipo de lesdo em trés estagios. No primeiro estagio
ocorre a resposta a uma lesdo, evocando uma resposta inflamatéria para
promover uma reparacdo celular local pelas células recrutadoras do sistema
reticulo-endotelial e imunoldgico. No segundo estagio, pequenas quantidades
de citocinas séo liberadas na circulacdo sistémica na tentativa de se aumentar
a resposta local. Nesta fase ainda existe um equilibrio entre as citocinas proé-
inflamatorias e anti-inflamatérias. Quando ocorre o terceiro estagio este
equilibrio deixa de existir e a destruicao tecidual pode ser maci¢ca. Ocorre a
formacgéo de radicais livres e ativacdo de leucdcitos. Este quadro pode evoluir

para faléncia multipla de 6rgaos e morte.

Lee et al. (2011) afirmam que inflamacdo desenvolve uma importante
fung&o na iniciagao e extensao da LRA. Complementam relatando que a IL-6 e
IL-8 também podem ser consideradas marcadores precoces de LRA. A IL-6,
sérica e urinaria, aumenta precocemente em pacientes com LRA. Prejuizo no
metabolismo da IL-6 resulta em aumento dos seus niveis séricos podendo
contribuir para efeitos sistémicos deletérios e para o aumento da mortalidade
associada com a LRA. No nosso estudo o grupo Lidocaina DAA apresentou no
momento M2 valores significativamente menores que no momento M1. Tal fato
nao ocorreu nos demais grupos. No entanto, a analise estatistica demonstra
que os valores no momento M2 sado semelhantes aos valores do momento MO
(momento pré-isquemia) e que o valor médio se apresentou menor que o valor
médio do momento MO. Na andlise entre 0s grupos observamos que os valores
apresentados para o grupo Sham diferiram estatisticamente somente dos
valores do grupo controle. Considerando o efeito anti-inflamatério dos
anestésicos locais, é possivel tenha ocorrido uma modulacdo da lidocaina em

relacdo a IL-6.
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Safirstein et al. (1991); Goes et al. (1995); Rice et al. (2002); Kielar et
al. (2005) definem que algumas interleucinas estdo aumentadas na LRA.
Fazem parte desta lista IFN-y, IL-2, IL-10, GM-CSF, TGF-B, CXCLA1, IL-6, IL-18,
MIP-2 e MCP-1. Realizamos as dosagens de cinco destas. Discutimos
anteriormente a IL-6. Quanto ao IFN-y a analise estatistica entre os momentos
no grupo Lidocaina DAA demonstra que os valores no momento M2 sado
estatisticamente menores que os valores do momento M1. Os valores em M2,
apesar de semelhantes aos valores de MO, apresentam um valor médio menor
gue o valor médio de MO. Este comportamento ndo pode ser evidenciado nos
outros grupos. Assim, caracteriza-se uma interferéncia no esperado
crescimento do IFN-y no grupo Lidocaina DAA. As analises estatisticas dos
valores da IL-2, IL-10 e GM-CSF nao apresentaram evidéncias de qualquer

acdo do farmaco estudado.

Faubel et al. (2007) apresentaram que a IL-1, IL-1a, IL-6, IL-18 e TNF-
a estdo aumentadas nas LRA induzidas pela cisplatina. No nosso estudo
observamos que na analise da IL-B entre os momentos, no grupo Lidocaina
DAA, os valores do momento M2 s&o estatisticamente menores que os valores
no momento M2 e semelhantes, porém com média menor que os valores do
momento pré-isquémico MO. Merece ainda destagque que na analise entre 0s
grupos, os valores do grupo Lidocaina DAA em M2 sao estatisticamente
inferiores aos do grupo Sham. Evidencia-se assim um fator atenuante ao
aumento das concentragdes desta interleucina. Quanto ao TNF-a o somente o
grupo da Lidocaina DAA apresentou comportamento semelhante ao do grupo
Sham. Ou seja, apresentou no momento M2 valores semelhantes aos valores
basais do momento MO e estatisticamente inferiores aos valores do momento
M1. Para esta interleucina é possivel que tenha ocorrido uma modulacdo pela
lidocaina na dose do grupo Lidocaina DAA. As andlises das interleucinas IL-1a

e IL-4 ndo acrescentaram informacdes relevantes ao nosso estudo.
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Muitos estudos tém demonstrado que a lesdo causada pela isquemia-
reperfusdo pode ser prevenida ou revertida pela modificagdo nas condigdes de
reperfusédo (Lu et al., 2004; Hashigushi et al., 2005; Julier et al., 2003; Yan et
al., 2008).

Investigagbes prévias indicam que 0s anestésicos inalatorios podem
reduzir a lesé@o resultante da isquemia-reperfusdo. O mecanismo proposto —
ativacdo dos canais de potassio e a ativagdo do fosfatidilinositol-3-cinase —
estimularam o Oxido nitrico sintetase, aumentando 0s produtos
cardioprotetores, como o Oxido nitrico. Inicialmente pensava-se que 0s canais
de potassio mitocondriais dependentes do ATP eram somente efetores finais
do pré-condicionamento. A abertura deste canal é critica para os efeitos

benéficos do PCI.

Desde que os componentes envolvidos na via de transducdo do sinal
intracelular do PCI foram mais bem definidos, agonistas e antagonistas
farmacoldgicos de varios mediadores foram testados para o desenvolvimento
de muitos agentes terapéuticos que também pré-condicionassem o miocardio.
Durante este tempo, estudaram-se os efeitos benéficos dos anestésicos
volateis contra a lesdo isquémica. Portanto, o PCI fundamenta estudos dos
mecanismos de pré-condicionamento dos anestésicos (Warltier et al., 2002;
Tanaka et al., 2004).

Muitos sinalizadores (proteina G, proteina Cinase C e ativacdo de
fosfolipase) e transmissores (bradicinina, endotelina ou acetilcolina) estéo

envolvidos no mecanismo protetor de pré-condicionamento (Baxter, 1997).

E conhecido que os canais de potassio sensiveis ao ATP (Karp)
desenvolvem uma fung¢do chave no pré-condicionamento (O’Rourke, 2000).
Desde entdo foi considerado que “abridores” dos canais Karp (CcOmo a
cromacalina ou bimacalina) mimetizariam protecdo e que 5-Hidroxidecanoato
(5-HD), um bloqueador de Karp isquemia seletivo, poderia abolir a protecao
(Gross et al., 1996). A corrente para o exterior destes canais poderia levar a um
encurtamento do potencial de acdo, reduzir o influxo de calcio, preservar ATP e

reduzir o consumo de energia durante a isquemia. Além do sarcolema e
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midcitos cardiacos (Noma, 1983), os Karp estdo presentes no interior da
membrana mitocondrial (mito Katp). “Abridores” de Kartp seletivos para mito
Katp possuem fortes propriedades protetoras e a ativacédo destes canais produz

pré-condicionamento cardiaco (Gross & Fryer, 1999).

O anestésico utilizado foi o sevoflurano. Yan et al. (2008)
demonstraram que o mesmo, administrado no momento da reperfusao,
melhora significativamente a reperfusdo funcional pds-isquemia, reduzindo o
tamanho do infarto e do marcador de lesdo miocardica lactato desidrogenase
(LDH).

A protecdo renal com o0s anestésicos volateis também ja foi
demonstrada. Em concentracfes utilizadas em clinica todos os agentes
inalatorios (sevoflurano, desflurano, isoflurano e halotano) administrados antes
e apols a isquemia renal protegem o rim, reduzindo a necrose tubular aguda
(Lee et al., 2004).

Julier et al., 2003, demonstraram que a administracdo de 2 MAC por 10
min de sevoflurano antes do “bypass” cardiopulmonar causou melhora da taxa

de filtracdo glomerular, determinada pela cistatina C.

A administracdo do anestésico inalatorio poderia ter causado pré- e

pos-condicionamento por mecanismo proposto, abertura dos Kap.

Obal et al. (2005) demonstraram que 0s Kap €stavam envolvidos com o
mecanismo de pré e pés-condicionamento do sevoflurano, e que a combinacdo

do pré e pds-condicionamento promoviam cardioprotecao aditiva.

A lidocaina, em doses supraterapeuticas, parece bloquear a
cardioprotecdo determinada pelo pré-condicionamento. Yan et al. (2008)
propuseram que o blogqueio dos canais de Ky, pela lidocaina poderia influenciar
a protecdo isquémica poés-condicionamento. Este estudo mostrou que a
cardioprotecdo induzida pelo pdés-condicionamento pelo sevoflurano, foi
totalmente abolida pela lidocaina em concentracdes elevadas (20 mg/mL).
Entretanto, em baixas concentracfes (2,10 mg/mL) ndo se observou nenhum

efeito no marcador lactato desidrogenase e também no tamanho do infarto.
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Em nossa pesquisa, utilizamos duas doses de lidocaina em situacao de
isquemia-reperfusdo. A analise dos valores do biomarcador de lesdo renal,
NGAL, demonstrou comportamento semelhante dos grupos Controle, Lidocaina
DAA e Lidocaina SD. Durante o experimento nao se alterou, entretanto, 24
horas apos, estes grupos apresentavam valores elevados de NGAL, de forma

significativa.

Um biomarcador renal deve possuir caracteristicas especificas que o
aproxime de um marcador ideal. Deve ter sensibilidade, facilmente mensuravel
e quantificado, ser um método n&o invasivo, ser especifico para LRA, permitir
estratificacdo de risco (LRA, TSR e morte), ndo sofrer alterac6es séricas em
doencas extrarrenais e ser livremente filtrado e nao reabsorvido/secretado
pelos tubulos (Mishra et al., 2005). A NGAL tem-se mostrado um promissor
biomarcador por preencher satisfatoriamente essas caracteristicas em diversos
cenarios relacionados a doenca renal aguda, tais como pdés-operatério de
cirurgia cardiaca, sepse/choque séptico, infeccbes especificas nefropatia por
contraste, nefrotoxidade por farmacos, vasculites anticorpo anticitoplasma de
neutréfilo positivo (ANCA+) e lupus eritematoso sistémico (LES) (Mishra et al.
2995; Bagshaw et al., 2010; Coca et al., 2008; Haase et al., 2010; Cruz et al.,
2010a; Haase et al., 2011; Cruz et al., 2010b)

A NGAL é estavel na urina livremente filtrada pelos glomérulos e esta
relacionada a resposta imune com maior expressao no tecido renal,
aumentando 67,9 a 137,4 vezes apos 6 e 36 horas da leséo renal (Haase et al.,
2011).

No tecido humano saudavel a NGAL pode ndo ser detectada ou se
manifestar apenas em tracos (Kjeldsen et al., 2000). No rim saudavel,
guantidade minima de NGAL estéa presente no epitélio dos tubulos distais e em
ductos coletores medulares. Em contrapartida, em quase 50% das lesbes
renais isquémicas e nefrotdxicas nos tubulos corticais os valores da NGAL

ficam mais elevados.

Em metandlise envolvendo 2538 pacientes constatou-se que a

sensibilidade e especificidade da NGAL para LRA apresentou variacdo entre
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75% e 95% em doentes criticos ou apds exposicdo a contraste. No referido
estudo, a NGAL mostrou excelente valor preditivo para LRA (AUC-ROC = 0,8)
e para inicio da TSR (AUC-ROC = 0,78). O ponto de corte da NGAL variou
conforme a etiologia da insuficiéncia renal, mas de maneira geral ficou acima
de 150 ng.mL™ (Haase et al., 2009).

A NGAL é uma medida do estresse tubular. Sua concentracdo aumenta
dramaticamente em resposta a agao tubular e precede o0 aumento da creatinina
em 24 horas (Moore et al.,, 2010). No nosso experimento as dosagens da
NGAL no momento M2 foram estatisticamente superiores as dosagens em MO
e M1. No mesmo momento M2, estabelecendo-se uma comparacao entre 0s
grupos, o grupo Sham (que ndo experimentou manobras de isquemia e
reperfusdo) apresentou valores estatisticamente menores que os demais.
Deste ponto de vista, a lidocaina, administrada nos animais dos grupos
Lidocaina DAA e Lidocaina SD, ndo protegeu o0s rins que sofreram isquemia e
reperfusdo. No entanto, os resultados sugerem que nesta concentragdo a
lidocaina ndo piorou a lesdo de isquemia e reperfusdo estabelecida.
Destacamos que no momento M1 os grupos sao semelhantes entre si.
Acreditamos que esta semelhanca ocorre devido ao fato do NGAL, a exemplo
da IL-18, ter significativo aumento na sua concentracdo entre duas e quatro

horas apds o inicio da agressao.

A NTA é a causa mais comum de IRA. Trata-se de uma entidade
clinico-patologica caracterizada clinicamente por uma diminuicdo aguda da
funcdo renal e frequentemente, mas néo invariavelmente, por evidéncias
morfologicas de injuria tubular (Schrier et al., 2004). Dentro de todo estudo
histoldgico realizado destacamos a analise realizada para a NTA. Quanto a
extensdo da NTA, 100% dos rins esquerdos do grupo Sham foram negativos
para este critério, em confirmacdo a auséncia de manobras de isquemia e
reperfusdo neste grupo. Por outro lato, 100% dos rins esquerdos do grupo
Controle foram classificados como extensédo de necrose superior a 2/3 da area.
Sessenta por cento dos rins esquerdos do grupo Lidocaina SD também se
enquadraram dentro deste mesmo cenario de gravidade de lesdo. No entanto,
apenas 20% dos rins esquerdos do grupo Lidocaina DAA se enquadraram



88

neste mesmo cenario. Foi possivel comprovar estatisticamente a diferenca
existente entre 0os grupos. Sendo a analise bastante favoravel ao grupo
Lidocaina DAA.

Diante do modelo experimental para estudo de lesdes de isquemia e
reperfusdo apresentado, definimos estudar os possiveis efeitos protetores da
lidocaina. Justifica-se tal fato pelo amplo uso deste anestésico local na
medicina humana. Além da sua principal utilizacdo nas anestesias condutivas,
a lidocaina apresenta-se como um farmaco seguro para 0 usoO intravenoso.
Respeitando-se a dose toxica, este farmaco é utilizado também como um
antiarritmico. Associou-se a este fato a relacao existente entre as lesbes de
isquemia e reperfusdo e o0 desencadeamento de uma complexa reacao
inflamatoria. E é neste cenario que poderiamos esperar uma ac¢ao da lidocaina,
devido a uma ja estabelecida acdo moduladora na cascata demonstrar estes
efeitos da lidocaina inflamatéria dos anestésicos locais. Kaczmarek et al.
(2009) conseguiram demonstrar os beneficios da lidocaina a nivel cardiaco.
Das & Misra (2003) obtiveram resultados semelhantes no pulméo e Chen et
al.(2004) estudando protecéo hepética. Bons resultados também foram obtidos
em estudos de isquemia e reperfusdo em cérebros em modelos experimentais

(Lei et al., 2001).

No entanto, ao avaliarmos os varios estudos entendemos que ainda
existem resultados conflitantes. Olschewski et al. (1996) demonstraram que a
lidocaina poderia bloquear canais de Karp bloqueando os beneficios
intrinsecos do pré-condicionamento isquémico. Barthel et al. (2004)
demonstraram que o comprometimento do pré-condicionamento isquémico so
ocorreria em doses supra terapéuticas. A uniformidade nos modelos
experimentais, nas doses a serem usadas e na via de administracdo, podera

tornar estas questdes melhor estabelecidas.
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7 CONCLUSAO

Apés andlise dos resultados, concluimos que:

1) a lidocaina dose dependente, ap0s injecdo em bolus, acarreta queda

dos niveis pressoricos com rapido restabelecimento a niveis basais;

2) a dosagem plasméatica da NGAL nao evidenciou beneficios ou prejuizos

com o uso da lidocaina;

3) ocorreu possivel efeito modulador da lidocaina na dose antiarritmica
com relacdo as interleucinas IL-6, IFN-y, IL-1B e TNF-q;

4) a andlise histolégica para necrose tubular aguda sugere que a lidocaina
na dose antiarritmica protegeu os rins durante as manobras de isquemia

e reperfusao.
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