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Abstract: Acute Kidney injury (AKI) is associated with
a high degree of morbidity and mortality. Ischaemia-
reperfusion injury (IRI) is one of the major causes of
AKI. Currently, inflammatory cytokines specially TNF-
o, seems to be involved in the injury and no
pharmacological agents have proven to prevent AKI
after IRI. In the last decade we demonstrated that LLLT
is able to inhibit several inflammatory markers. Aims.
Here we investigate the effect of LLLT on
histomorphological parameters in Rat kidney after
prolonged ischemia. After approval of the Ethical
Committee for Animal Use, Male Wistar rats were taken
to the experiment table and anaesthetized with ketamine
plus xilazyne. The anterior abdominal wall was incised
on the median line. Both kidneys were excised and
immediately placed in cold nutritive solution. Treated
groups received laser therapy with 1,3,6 and 10 Joules
of energy in different times. After 2, 12 and 24 hours the
kidneys were fixed for histological and biochemical
analysis. In the laser treated group, an energy dose of 3
Joules was delivered in two points centrally and
bilaterally, 5 min after reperfusion. Histological
evaluation was performed. Morphological evaluation
demonstrated a better cell organization in the laser-
treated groups. Conclusion. Our results demonstrated
that LLLT was able to preserve the renal tissue from
ischemia-induced lesions.
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Resumo

A lesdo renal aguda (LRA) estd associada a um grau
elevado de morbidez ¢ mortalidade. A Isquemia e
reperfusdo (IR) é uma das principais causas de LRA.
Atualmente, especialmente a citocina inflamatdria TNF-
o, parece estar envolvida na lesdo ¢ ndo ha agentes
farmacoldgicos que comprovadamente possam prevenir
a LRA apo6s IR. Na tultima década, foi demonstrado que
a Terapia Laser de Baixa Poténcia (LLLT) ¢ capaz de
inibir diferentes marcadores inflamatorios. Aqui nés
investigamos o efeito da LLLT sobre parametros
histomorfoloégicos em rim de rato ap6s isquemia
prolongada. Apés a aprovagio do Comité de Etica para
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Uso de Animais, ratos Wistar foram anestesiados com
cetamina ¢ xilazina. A parede abdominal anterior foi
incisionada na linha mediana. Ambos os rins foram
retirados e colocados imediatamente em solugdo
nutritiva gelada. Grupos tratados receberam a terapia a
laser com 1,3,6 ¢ 10 Joules de energia em momentos
diferentes. Depois de 2, 12 e 24 horas os rins foram
fixados para andlise histologica. No grupo tratado a
laser, uma dose de energia de 3 Joules foi entregue em
dois pontos centralmente e, bilateralmente, 5 min ap6s a
reperfusdo. A avaliacdo morfologica demonstrou uma
melhor organizagdo tecidual nos grupos tratados com
laser. Os resultados demonstraram que LLLT foi capaz
de preservar o tecido renal de isquemia induzida por
lesdo.

Introducéo

No ano de 2010, a Associacdo Brasileira de
Transplantes de Orgdos (ABTO) iniciou um grande
levantamento dos transplantes realizados no Pais, com
especial atencdo as taxas de sobrevidas dos pacientes e
dos enxertos. Foram realizados 6.402 transplantes de
orgdos, incluindo coragdo, figado, intestino, pancreas,
pulmido e rim, no pais. Dentre estes, 4.630 transplantes
renais, representando um aumento de 8% em relagdo a
2009[1].

A Doenca Renal Cronica (DRC) ¢, atualmente,
considerada um problema de saude publica mundial e os
custos do tratamento da doenga sdo altissimos. O
numero projetado atualmente para pacientes em
tratamento dialitico e com transplante renal no Brasil
esta proximo dos 120.000, a um custo de 1,4 bilhdo de
reais[2]. A Insuficiéncia Renal Aguda (IRA) ¢
caracterizada por uma reducdo abrupta da funcdo renal,
que se mantém por periodos variaveis, resultando na
inabilidade dos rins em exercer suas funcdes basicas de
excrecdo e manutencdo da homeostase hidroeletrolitica
do organismo. A IRA se apresenta em diversas formas
clinicas, entre elas a IRA isquémica ¢ a nefrotoxica.
Dentre as etiologias de IRA renal, 62% sdo decorrentes
de necrose tubular aguda conseqiientes a causas
isquémicas (72%) e toxicas (28%) [2,3]. No Brasil, em
estudo de Burdmann e cols. (1993), observou-se que as
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causas de IRA eram predominantemente: sepse (33%),
hipovolemia (33%), insuficiéncia cardiaca
descompensada (32%), nefrotoxicidade de drogas
(27%), traumatismo cirurgico (13%) e hipotensdo
(20%), com grande ocorréncia de associag@o de dois ou
mais desses fatores, e, de forma geral, a maior parte
incorrendo em hipoperfusao renal[3].

O mecanismo de isquemia-reperfusdo ¢ a
etiologia mais comumente relacionada a lesdo renal [4].

O transplante renal ¢é wuma abordagem
terapéutica aceitavel para pacientes com doenga renal
terminal. A denominada lesdo de isquemia e reperfusdo
(LIR) é um problema clinico, que ocorre como uma
consequéncia invariavel dos transplantes, especialmente
renal [4]. Existem poucas abordagens terapéuticas
efetivas capazes de minimizar a lesdo de isquemia e
reperfusdo renal. Recentemente, tem se sugerido que o
periodo pés-isquemia, que ¢ definido como uma rapida
interrupg¢do intermitente do fluxo sanguineo na fase
inicial da reperfusdo protege o coragdo contra as lesdes
de isquemia e reperfusdo. Esta protecdo também foi
observada para o rim. Em transplantes renais, a
ocorréncia de lesdes por isquemia e reperfusdo renal
pode afetar consideravelmente as fungdes do orgdo,
colocando em risco o sucesso de todo o processo de
transplante. LIR pode ser causada por multiplos fatores
envolvendo células operatorias tubulares, formacdo de
radicais livres de oxigénio, disfungcdo mitocondrial,
geracdo de citocinas inflamatorias e infiltragdo de
neutréfilos. Dados experimentais em modelos animais
de isquemia e reperfusdo renal demonstram intensa
reacdo inflamatdria apds um periodo de isquemia renal
de 45 minutos e reperfusdo de 2 horas [4,11].

Laser de baixa intensidade (LLLT) tem sido
utilizado clinicamente desde 1981 no tratamento de
pacientes com doencgas inflamatorias. As vantagens
terapéuticas do LLLT para doengas inflamatorias tem
sido sugeridas por varios autores e ¢ apontado como
uma alternativa para reduzir a dor. Interessantemente,
diversos trabalhos de nosso grupo demonstram a
capacidade desta terapia em inibir os principais
mediadores inflamatdrios envolvidos na LIR renal, a
saber, TNF-alfa ¢ COX-2 ¢ aumentar a expressdo de
outros mediadores antiinflamatoérios como 1L-10[5,6,7].
O laser pode ainda reduzir a expressdo de determinadas
colagenases (MMPs) e conseqiientemente reduzir a
degeneragdo do tecido, favorecendo a proliferagdo
celular. No entanto, ¢ muito importante ressaltar que
muito pouco se conhece a respeito do mecanismo de
acdo do laser infravermelho em o6rgéos internos e nobres
como o Rim, especialmente em condigdes de isquemia e
transplante.Tendo em vista a experiéncia prévia do
grupo de pesquisa, no estudo dos mecanismos de acdo
do Laser de baixa poténcia em diferentes doengas ou
situagOes inflamatorias, visamos investigar os efeitos da
laserterapia na lesdo por isquemia e reperfusdo em rins
destinados ao transplante.

Material e Métodos
Foram utilizados 45 ratos Wistar machos pesando entre
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150 e 200g (+/- 60 dias de vida), com livre acesso a
agua e ragdo. Os animais foram mantidos em ambiente
com temperatura controlada e ciclo claro/escuro de 12
horas. O presente protocolo experimental foi submetido
e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal da Universidade Nove de Julho (AN
0018/2011).

Os animais foram anestesiados com uma mistura de
ketamina 10% (0,2 ml/100 gramas do animal) e de
xylazina 2% (0,1 ml/100 gramas do animal), e
submetidos a cirurgia bilateral para extragcdo dos rins.
Os rins extraidos foram imediatamente acondicionados
em solugdo comercial para manutengdo de Orgaos
destinados a transplante, conforme especificacdes da
Rede Brasileira de Transplantes (RBT). Apods a cirurgia
os animais foram sacrificados por administracdo de
superdose de anestésico. Apos a cirurgia de extragdo
renal, os o6rgdos mantidos em solucdo especifica para
manutencao de 6rgios para transplante foram irradiados
com Laser de baixa poténcia (810 nm e 100 mW de
poténcia; 0,028 c¢cm? de 4rea de feixe; Thera Lase,
DMC®) em diferentes tempos (2, 12 e 24 horas) durante
10, 30, 60 e 100s caracterizando as doses de
energia/ponto de 1, 3, 6 e 10 Joules. As irradiagdes
foram realizadas em 2 pontos de cada hemisfério renal,
iniciando-se em diferentes momentos (vide protocolos a
seguir).

Processamento histologico

Os espécimes (rins) foram delimitados em
metade ventral e dorsal, e processados para andlise
histologica. Cortes histologicos de cinco micrometros
de espessura foram realizados em micrétomo rotativo
(RM2125 RT, Leica Instruments, USA) acoplado com
navalha descartavel. Foram selecionados trés cortes
histologicos em sequéncia (um para coloragdo HE, outro
para coloragdo picrossirius € outro reserva), os quais
foram transferidos para o banho histologico (Easybath,
Easypath, SP, Brasil). Estes cortes histologicos foram
coletados em ldminas de vidro revestidas com poli-
lisina (Sigma, USA). Para a coleta das imagens digitais
foi utilizado um microscépio de luz (DM500, Leica,
CA, USA) com objetiva de 4x, acoplado com uma
camera digital (Sony, CA, USA) com programa para
captura de imagens (Qwin, Leica, USA). As imagens
digitais foram gravadas em formato TIFF.

Resultados

Andlise histopatolégica

Os espécimes mostraram adequadas condigdes de
preservagdo tecidual, sem visiveis artefatos de fixagdo
histologica. A coloracdo pelo método HE permitiu
visualizar as caracteristicas estruturais dos néfrons e
tubos coletores, em particular, a morfologia celular
(epitélio renal) e detalhes do perfil nuclear (figura 1).
Além disso, o tecido conjuntivo de preenchimento, o
sistema vascular renal e possiveis processos
inflamatorios foram evidenciados (figura 1).

A coloragdo pelo método do picrossirius permitiu
visualizar o tecido conjuntivo de preenchimento,
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restringindo a andlise a um dos componentes teciduais
(matriz extracelular fibrilar) (figura 1). A analise
histopatologica revelou que os espécimes apresentaram
dois padrdes tipicos: a) condi¢cdes de normalidade
tecidual ou, ocasionalmente, com leves alteragoes
celulares que ndo permitem isoladamente caracterizar

uma patologia renal (figura 1); b) alteracdes
histopatologicas, restritas aos glomérulos
(glomerulopatia ~ membranosa, figura 1), com

intensidades leve ou moderada e/ou associadas a
necrose tubular aguda (leve ou moderada) (figura 1). A
necrose tubular aguda pode ser decorrente de isquemia
(perfusdo renal insuficiente). A  glomerulopatia
membranosa observada apresentava principalmente com
grau leve e, ocasionalmente moderado. Estava
caracterizada com espessamento do tecido conjuntivo
subjacente ao epitélio dos vasos sanguineos do
glomérulo renal, evidenciando pela exuberancia da
colorag@o eosindfilica (figura 1). Ndo foi evidenciado
processo inflamatorio associado. A necrose tubular
aguda estava evidenciada nos tabulos contorcidos
distais ou proximais, alcas de Henle e nos tubos
coletores. As alteragdes mais pronunciadas foram a
presenca de células vacuolizadas, com granulacdes
citosolicas difusas e a descamagdo de células necroticas
ou viaveis no limen dos tibulos (figura 2). Em alguns
casos, o lumen estava preenchido por material hialino,
celular ou granular (figura 2). Nao foi evidenciado
processo inflamatorio associado, indicando que o

processo necrotico estava em processo inicial.

Figura 1. Cortes histologicos de rim mostrando as
regides cortical (A-D) e medular (E-F) coradas pelos
métodos do HE (A, C, E) e do picrossirius (B, D, F),
Observar em A-B, um corpusculo renal em condigdes de
normalidade sem espessamento de suas membranas
(seta) no glomérulo renal (Grupo - 01 Joule). Observar
em C-D um corpusculo renal com glomerulopatia
membranosa leve, evidenciado pelo espessamento das
membranas (seta) do glomérulo (Grupo - Controle).
Observar em E-F os tiibulos coletores em condigdes de
normalidade, assim como o tecido intersticial (seta).
Abreviaturas: *, corpusculo renal; DC, dutos ou tibulos
coletores; TCP, tibulo contorcido proximal.
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Figura 2. Cortes histologicos de rim mostrando a regido
medular corados pelo método do HE com diferentes
caracteristicas de necrose tubular aguda. Observar em A
uma congestao vascular (seta) (Grupo - Controle). Em B
¢ mostrado cortes transversais de tubulos contorcidos
proximais e distais com material granuloso e
vacuolizagdo no citosol de células em processo de
degeneragdo (seta) (Grupo - Controle). Em C ¢
mostrado tibulos com material hialino descamado no
limen (seta) (Grupo - 03 Joules). Em D é mostrado
algumas alga de Henle preenchido com material hialino
e células degeneradas (seta) (Grupo - Controle).
Abreviaturas: *, corpusculo renal.

Na Figura 03 podemos observar os cortes
histologicos no tempo de 12 horas. No grupo Controle
observamos Necrose tubular aguda leve. Presenga de
c¢lulas com granulagdes e vacuolizagdes. Presenca de
material hialino no limen. No grupo 1,3 e 6 Joules
observamos Necrose tubular aguda leve. Presenca de
células com granulacdes e vacuolizagdes. Presenca de
material hialino no limen. No grupo 10 J Necrose
tubular aguda leve. Presencga de células com granulagdes
e vacuolizagdes
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Discussao

A chamada Isquemia / reperfusdo Renal (IRI) tem sido
apontada como causa comum de Lesdo Renal Aguda
(LRA), e resulta de uma deficiéncia generalizada ou
localizada de oxigénio e de nutrientes para entrega, e
remog¢ao de produtos do metabolismo a partir de células
do rim. Como resultado do desequilibrio, as células
epiteliais tubulares podem sofrer lesdes graves ou
mesmo morte por apoptose e/ou necrose (necrose
tubular aguda [ATN]), com insuficiéncia de orgdos
funcionais ¢ homeostase de electrolitos e excregdo
reduzida de residuos de produtos de metabolismo.
Existem  muitos  estados  fisiopatologicos e
medicamentos que podem contribuir para a isquemia
generalizada ou localizada [4].

O objetivo deste trabalho foi verificar um possivel efeito
terapéutico do Laser de Baixa Poténcia sobre as lesoes
decorrentes do fenémeno de isquemia renal. Sabemos
que a radiagdo laser operando em baixa intensidade
apresenta  importante  atividade antiinflamatoria,
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visamos investigar tais efeitos no modelo experimental
ora estudado. As analises histomorfologicas qualitativas
realizadas até o momento revelaram uma prote¢do dos
grupos tratados com Laser, quando comparado ao grupo
somente isquemia. Os achados histologicos demonstram
claramente o efeito protetor do tratamento com Laser
sobre o tecido renal. Podemos observar nos quadros da
analise qualitativa, que todas as doses de energia
utilizadas foram capazes de melhorar ou preservar o
tecido analisado.

Figura 03 — Cortes histologicos de Rins de ratos corados
com HE, onde A — controle; B — 1 Joule; C — 3 Joules; D
— 6 Joules e E — 10 Joules, referentes ao protocolo de 12
horas.

Conclusoes

A irradiagdo com Laser de Baixa poténcia operando em
810 nm e com diferentes doses de energia foi capaz de
preservar o tecido renal de lesdes induzidas pelos
periodos de isquemia de 2, 12 e 24 horas. A analise
qualitativa histomorfologica foi capaz de revelar uma
protegdo conferida pelo tratamento com Laser sobre o
dano tecidual induzido pela isquemia e reperfusdo renal,
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