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PALAVRAS-CHAVE Resumo

Alpha-2 agonista; Justificativa: Neste estudo, buscamos investigar o efeito da dexmedetomidina sobre a nefro-
Colistina; toxicidade da colistina em ratos.

Nefrotoxicidade da Métodos: Trinta e dois ratos Wistar albinos foram alocados em quatro grupos: o grupo controle
colistina; recebeu 1 mL.kg~" de solucéo salina intraperitoneal (ip); o grupo colistina recebeu 10 mg.kg ™"
Dexmedetomidina de colistina ip; o grupo DEX10 recebeu 10 mcg.kg~"' de dexmedetomidina ip 20 minutos antes da

injecdo de 10 mg.kg~" de colistina ip; o grupo DEX20 recebeu 20 mcg.kg~' de dexmedetomidina
ip 20 minutos antes da administracido de 10 mg.kg~" de colistina ip. Estes tratamentos foram
continuados duas vezes ao dia durante sete dias. As amostras foram colhidas no oitavo dia.
BUN, Cr, KIM-1, TAS e TOS foram examinados nas amostras de sangue e caspase-3 foi examinada
nas amostras de tecido renal.

Resultados: Os valores de BUN, Cr e TOS foram significativamente maiores no grupo colistina
do que no grupo controle. As alteracdes em BUN, Cr e TOS nos grupos DEX10 e DEX20 nao foram
significativas em comparacao com o grupo controle, mas foram significativamente menores em
comparacao com o grupo colistina. Os valores de TAS no grupo DEX10 foram significativamente
menores do que no grupo controle. A atividade apoptdtica foi significativamente maior no grupo
colistina em comparacao com o grupo controle, mas nao houve diferenca significativa em termos
de atividade na coloracado da caspase-3 quando os grupos DEX10 e DEX20 foram comparados com
0 grupo controle.

* Autor para correspondéncia.
E-mail: ealiye@erciyes.edu.tr (A. Esmaoglu).

https://doi.org/10.1016/j.bjan.2018.01.017
0034-7094/© 2018 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Este é um artigo Open Access sob uma licenca
CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).


https://doi.org/10.1016/j.bjan.2018.01.017
http://www.sba.com.br
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.bjan.2018.01.017&domain=pdf
mailto:ealiye@erciyes.edu.tr
https://doi.org/10.1016/j.bjan.2018.01.017
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

384

G. Talih et al.

KEYWORDS
Alpha-2 agonist;
Colistin;

Colistin
nephrotoxicity;
Dexmedetomidine

Conclusao: O dano oxidativo e a apoptose desempenharam papéis na nefrotoxicidade da colis-
tina e a nefrotoxicidade de colistina pode ser prevenida pelo tratamento com dexmedetomidina.
© 2018 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Este é um
artigo Open Access sob uma licenca CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).

Does dexmedetomidine prevent colistin nephrotoxicity?

Abstract

Background: In this study, we aimed to investigate the effect of dexmedetomidine on colistin
nephrotoxicity in rats.

Methods: Thirty-two Wistar albino rats were allocated into four groups. Intraperitoneal (ip)
saline at 1 mL.kg~" was administered to the control group and 10 mg.kg~" ip colistin was given to
the colistin group. In the DEX10 group 10 mcg.kg~' dexmedetomidine ip was given 20 min before
the injection of 10mg.kg=" ip colistin. In the DEX20 group ip 20mcg.kg~' dexmedetomidine
was injected 20 min before the administration of 10mg.kg~" ip colistin. These treatments were
continued twice a day for seven days. Samples were taken on the eighth day. BUN, Cr, KIM-1,
TAS, and TOS were examined in blood samples and caspase-3 was examined in kidney tissue
samples.

Results: The values for BUN, Cr and TOS were significantly higher in the colistin group than in
the control group. BUN, Cr and TOS changes in the DEX10 and DEX20 groups were not significant
compared with the control group but they were significantly lower compared with the colistin
group. TAS values in the DEX10 group were significantly lower than in the control group. Apop-
totic activity was significantly higher in the colistin group compared with the control group,
but there was no significant difference in terms of caspase-3 staining activity when DEX10 and
DEX20 groups were compared with the control group.

Conclusion: Oxidative damage and apoptosis played roles in colistin nephrotoxicity, and colistin
nephrotoxicity could be prevented by treatment with dexmedetomidine.

© 2018 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Published by Elsevier Editora Ltda. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).

Introducao

A pneumonia nosocomial é uma das infeccbes mais
frequentes em Unidades de Terapia Intensiva (UTI). Apro-
ximadamente um quarto das infeccdes manifestas em UTls
envolve a pneumonia nosocomial.” A pneumonia nosoco-
mial observada em pacientes dependentes de ventilacao
mecanica é definida como pneumonia associada a ventilacdo
mecénica (PAV) e a taxa de incidéncia varia entre 7-70%.>
A PAV causada pela bactéria multirresistente Acinetobacter
baumannii é a primeira infeccdo mais comumente contraida
em UTI.? Esse microrganismo é resistente a muitos anti-
bioticos, inclusive os carbapenémicos. Portanto, embora a
colistina tenha sido evitada nos ultimos anos devido a seus
efeitos neurotoxicos e nefrotoxicos, seu uso tem sido nova-
mente considerado na atualidade.*

Um dos efeitos colaterais importantes que restringem o
uso de colistina é a sua nefrotoxicidade. O grau de nefrotoxi-
cidade depende do periodo de uso e da dosagem de colistina.
Na insuficiéncia renal causada por colistina, acredita-se que
os tubulos proximais sao afetados. Demonstrou-se em varios
estudos experimentais que o estresse oxidativo e a atividade
apoptotica poderiam ser responsaveis pelo desenvolvimento
dessa nefropatia e que essa seria recuperavel.>® Os efei-
tos positivos de varios agentes farmacologicos, como acido

ascorbico, melatonina e vitamina E, foram demonstrados em
nefropatia induzida por colistina.””® A dexmedetomidina é
um «a2-agonista seletivo. Os adrenoceptores a2 sao os ins-
tigadores das funcdes renais. A estimulacao do receptor a2
provoca diurese e natriurese. Diminui a secrecao de vaso-
pressina e antagoniza o efeito nos tubulos renais.

A estimulacao do receptor a-2 também inibe a liberacao
de renina, o que aumenta a Taxa de Filtracao Glomerular
(TFG) e causa dilatacao arterial aferente. Paralelamente, a
estimulacéo do receptor a-2 também aumenta a TFG e causa
a secrecao de peptideo natriurético atrial.'®"

0 objetivo primario de nosso estudo foi investigar o efeito
da dexmedetomidina sobre a nefrotoxicidade induzida por
colistina em ratos. O objetivo secundario foi investigar o
mecanismo da nefrotoxicidade da colistina.

Nossa hipétese foi que a dexmedetomidina mostraria um
efeito protetor contra a nefrotoxicidade induzida pela colis-
tina devido aos efeitos renoprotetores.

Métodos

Este estudo foi feito no Centro de Pesquisa Experimen-
tal e Clinica da Universidade Erciyes de Hakan Cetinkaya,
com a aprovacdo do Comité de Etica em Estudos Animais
da instituicao (n° 14/82 em 14/05/2014) e subsidiado pela
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Unidade de Projetos de Pesquisa Cientifica da Universidade
de Erciyes (TTU-14-5306). Foram usados no estudo 32 ratos
Wistar albinos adultos (mais de oito semanas), entre 180
e 280g.. Os ratos foram mantidos no mesmo ambiente em
gaiolas de plastico padrao, alimentados com racdo normal
para ratos e receberam agua de torneira. A temperatura
ambiente foi mantida a 22 °c, com periodos de claro/escuro
(12h/12h) a cada dia. Os animais experimentais foram alo-
cados em quatro grupos com oito ratos cada. Antes de iniciar
o experimento, os ratos foram pesados para calcular as doses
dos farmacos a serem aplicadas.

No Grupo S (grupo controle, n=8), 20 minutos (min) apos
a injecao por via intraperitoneal (IP) de 1mL.kg~" de NaCl
a 0,9%, injetaram-se mais 1 mL.kg~" da solucéo salina IP.

No Grupo COL (grupo colistina, n=8), 20min apos
a injecao IP de 1mL.kg~' de NaCl a 0,9% injetaram-
-se 10mg.kg~" de colistina IP (Colimycin 150mg IM/IV
KocakFarma Medicine).

No Grupo DEX10 (grupo colistina-dexmedetomidina
10mcg.kg~"!, n=8); 20 min apds a injecao IP de 10 mcg.kg™"
de dexmedetomidina (Precedex 200mcg/2mL, Hospira,
Rocky Mount, NC, EUA), 10mg.kg~" de colistina IP foram
injetados.

No Grupo DEX20 (grupo colistina-dexmedetomidina
20mcg.kg™", n=8); 20min apos injecao IP de 20mcg.kg™’
de dexmedetomidina, 10 mg.kg~" de colistina IP foram inje-
tados.

As injecoes descritas acima foram administradas a cada
rato duas vezes ao dia com um intervalo de oito horas (h)
via injecao de insulina no quadrante inferior esquerdo. Para
excluir a injecao intravenosa, primeiro cada injecao foi sua-
vemente aspirada. O tratamento continuou por sete dias.
No oitavo dia, os ratos foram sedados com pentobarbital IP
(50mg.kg~") antes da coleta de amostras de sangue. Amos-
tras de sangue intracardiaco foram extraidas com o auxilio
de uma seringa. Ao fazer a laparotomia, ambos os rins foram
ressecados e colocados em solucao de formaldeido a 10%. No
fim do experimento, os ratos foram sacrificados por deslo-
camento cervical.

No ultimo dia, o soro mantido em temperatura ambiente
foi submetido a analise de nitrogénio ureico sanguineo (BUN:
Blood Urea Nitrogen), creatina (Cr), molécula de lesao
renal-1 (KIM-1: Kidney Injury Molecule-1), estado oxidativo
total (TOS: Total Oxidant Status) e estado antioxidante total
(TAS: Total Antioxidant Status). Os niveis de BUN e Cr foram
medidos em um dispositivo Sweeden Roche-Cobas. Os niveis
de KIM-1, TAS e TOS foram medidos com kits apropriados de
acordo com as instrucoes do fabricante.

Amostras dos rins e de tecido, espessura de 0,5cm, foram
colhidas e fixadas em solucao de formol a 10%. Os blocos de
parafina foram preparados com os procedimentos de rotina
para processamento de tecido. Para mostrar a imunorreati-
vidade da Caspase-3, anticorpos anti-caspase-3 especificos
para ratos foram usados (RB-1197-R7, Thermo Scientific,
Fremont, CA). As preparacdes foram coradas manualmente
por um patologista e a contagem de células foi feita.

Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi feita com o programa SPSS
21. O teste de Shapiro-Wilk para normalidade foi usado para

avaliar se os dados eram normalmente distribuidos. Para as
variaveis que apresentaram distribuicao normal, a analise de
variancia simples (Anova) foi usada para testar as diferencas
entre os grupos. Os testes de comparacées multiplas de
Tukey foram usados para identificar se havia diferenca entre
0s grupos. Para a avaliacdo dos dados nao distribuidos nor-
malmente, o teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis foi
usado. Onde houve diferencas significativas, os grupos foram
submetidos a comparacées pareadas para determinar em
que grupos estavam as diferencas estatisticas; p <0,05 foi
considerado estatisticamente significativo.

Resultados
Resultados bioquimicos

Os valores de BUN e Cr foram significativamente maiores
no grupo COL em comparacao com o Grupo S (p<0,001).
Nos grupos DEX10 e DEX20, os valores de BUN e Cr foram
significativamente menores do que no Grupo COL (p <0,001).
Nao houve diferenca significativa entre os valores nos grupos
DEX10 e DEX20 e o grupo controle (p>0,05); também nao
houve diferenca entre os grupos DEX10 e DEX20 (p>0,05)
(tabela 1).

0 nivel de KIM-1 foi menor no Grupo DEX10 comparado ao
Grupo COL. No Grupo COL, KIM-1 foi maior do que no grupo
controle; porém, essa diferenca nao foi estatisticamente
significativa (tabela 1).

Uma diferenca significativa nos valores de TAS foi encon-
trada entre o Grupo S e o Grupo DEX10. No Grupo COL,
os valores de TAS foram baixos em comparacao com os do
grupo controle, mas nao foi encontrada diferenca estatis-
ticamente significativa. No Grupo DEX20, TAS foi maior do
que no grupo COL, mas essa diferenca nao foi estatistica-
mente significativa (tabela 1). Os valores de TOS nos trés
grupos foram significativamente menores que no Grupo COL
(tabela 2).

Resultados imuno-histoquimicos

A anadlise de coloracdo da caspase-3 em seccbes de tecido
mostrou atividade apoptodtica nos rins dos ratos. A porcen-
tagem de células que apresentaram caspase-3 em todos os
grupos é mostrada na tabela 2. No Grupo COL, a atividade
da caspase-3 foi significativamente maior do que no grupo
controle. Nos grupos DEX10 e DEX20 nao houve diferenca
significativa na atividade de coloracao da caspase-3 em
comparagcao com o grupo controle.

Discussao

Neste estudo experimental, a colistina afetou negativa-
mente a funcao renal e aumentou os niveis séricos de BUN,
Cr e KIM-1, enquanto a coadministracao de dexmedetomi-
dina preveniu esse efeito nefrotoxico.

Em estudo conduzido por Ozyilmaz et al.,'” o efeito da
N-acetil cisteina (NAC) sobre a nefrotoxicidade da colistina
em ratos foi avaliado pela estimativa dos valores plasmaticos
de BUN e Cr. No grupo colistina, os valores de BUN e Cr esta-
vam significativamente aumentados em comparacao com os
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Tabela 1 Comparagoes dos niveis de BUN, Cr, KIM-1 e TAS nos diferentes grupos de tratamento
Grupo S (n=8) Grupo COL (n=38) Grupo DEX10 (n=28) Grupo DEX20 (n=38) p
BUN (mg.dL™") 17,4+2,9 40,3 + 3,92 20,7 £3,3° 21,9+£1,7° <0,001
Cr (mg.dL™") 0,4+0,04 0,6 +£0,08% 0,3+0,03° 0,3+0,04° <0,001
KIM-1 (ng.dL~") 0,74+0,1 1,02+0,2 0,71+0,2b 0,94+0,2 0,018
TAS (wmoL.L~") 373,4+19,7 322,3+29,5 306,5 + 63,4° 336 +54,4 0,04

BUN, nitrogénio ureico sanguineo; Cr, creatinina; KIM-1, molécula de lesao renal 1; TAS, estado/capacidade antioxidante total.
Valores expressos em média + desvio-padrao (X4 DP); p < 0,05 significativo.

a Significativamente alto em comparacao com o Grupo S.
b Significativamente baixo em comparacéo com o Grupo COL.
¢ Significativamente baixo em comparacao com o Grupo S.

Tabela 2 Comparacdes dos valores de TOS e taxas de coloracao da caspase-3 nos diferentes grupos de tratamento

Grupo S (n=8)

Grupo COL (n=28)

Grupo DEX10 (n=8) Grupo DEX20 (n=38) p

TOS (wmoL/H,0,/eq.L~")
Porcentagem de coloracao
da Caspase-3

3,2 (2,4-6,7)°
10 (5-10)

17,7 (14,4-23,0)
10 (10-20)°

3,3 (2,9-6,8)°
10 (10-20)

3,9 (2,9-6,8)°
10 (5-10)

<0,001
0,021

TOS, estado/capacidade oxidante total.
Valores expressos em mediana (minimo-maximo).
a Significativamente alto em comparacao com o Grupo S.
b Significativamente baixo em comparacdo com o grupo COL.

controles. Os autores relataram que nao houve mudancas
significativas nos valores de BUN e Cr no grupo de tratamento
NAC/colistina.

Em muitos estudos, demonstrou-se que a nefrotoxicidade
de colistina depende da dose aplicada e que o possivel dano
causado pela nefrotoxicidade ocorreu nos tubulos proximais.
PCysC parece ser mais confiavel que pCr, e uNGAL parece
ser o fator mais sensivel da nefrotoxicidade de colistina."
Medimos os valores séricos de KIM-1 porque pensamos que
poderiam ser usados como um marcador para o diagnostico
precoce na nefrotoxicidade por colistina. Porém, o KIM-1
nao é um marcador usado com frequéncia na pratica.

Yousef et al.” investigaram o efeito do acido ascorbico
sobre a nefrotoxicidade da colistina em ratos. Colistina
foi aplicada durante varios dias, o que resultou em uma
dose cumulativa de 36.5mg.kg~". Os valores urinarios de
N-acetil B-d-glucosaminidase (NAG) e os valores plasmati-
cos de Cr foram medidos para detectar danos nos tibulos
proximais. No grupo colistina, Cr e NAG urinario estavam
elevados; enquanto no grupo tratado com acido ascérbico e
colistina, esses valores permaneceram baixos. Demonstrou-
-se em seccOes coradas com hematoxilina e eosina (H & E)
que houve dano tubular no grupo colistina e que a ativi-
dade apoptoética aumentou em cultura celular. A aplicacao
de acido ascorbico diminuiu esse efeito. Em outro estudo, os
mesmos pesquisadores obtiveram resultados positivos com
melatonina para evitar a nefrotoxicidade da colistina em
ratos.®

Em conjunto, esses estudos mostraram experimental-
mente que a nefrotoxicidade da colistina pode ser diminuida
com o uso de antioxidantes como o acido ascorbico e a mela-
tonina.

Ghlissi et al.” relataram que em seus estudos do efeito da
vitamina E sobre a nefrotoxicidade de colistina em ratos a

vitamina E melhorou os valores de malondialdeido (MDA),
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GSH). Acredita-se
que a nefrotoxicidade da colistina seja causada por dano
oxidativo e que o efeito protetor da vitamina E contra a
nefrotoxicidade pode ser devido a seu efeito antioxidante.

O melhor método para o tratamento ou prevencdo da
nefrotoxicidade por colistina ainda é desconhecido porque
seu mecanismo nao foi totalmente compreendido, embora
muitos estudos que investigaram o mecanismo da nefroto-
xicidade tenham sido feitos. Ozkan et al.® pesquisaram a
reducao do efeito do dano renal através do efeito antia-
poptotico do extrato de semente de uva (GSPE: Grape Seed
Extract) e o papel da apoptose na nefrotoxicidade da colis-
tina. Em seu estudo,® os pesquisadores investigaram os casos
das caspases 1 e 3, calpaina 1, iNOS, eNOSve e TUNEL atra-
vés de avaliacao histopatoldgica, além de fazer mensuragoes
plasmaticas de BUN e Cr. No grupo colistina, a caspase-
3 foi maior do que no grupo controle e menor no grupo
colistina + GSPE. Com base nesses achados, relatou-se que
a atividade apoptética dependente da caspase poderia ser
responsavel pelo dano causado pela colistina.

Como o objetivo primario deste estudo foi investigar o
mecanismo da nefrotoxicidade da colistina e a caspase-3 foi
usada como marcador para avaliar a atividade apoptética,
verificamos que a taxa de coloracao da caspase-3 foi signifi-
cativamente maior no grupo colistina em comparacao com o
grupo controle. Esse resultado mostra que a apoptose pode
ser efetiva na nefrotoxicidade da colistina e que a via da
caspase-3 pode estar envolvida.

A estimulacao do receptor -2 provoca diurese e natriu-
rese, diminui a secrecao de vasopressina e antagoniza
o efeito dos tubulos renais. Além disso, relatou-se que
a estimulacao do receptor «-2 diminuiu a secrecao de
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vasopressina renal e aumentou a secrecao do fator natriu-
rético atrial (ANF) e a TFG.""™

Bayram et al.” avaliaram a funcdo renal em pacien-
tes submetidos a nefrolitotomia percutanea, aplicaram-se
infusdes intraoperatorias de dexmedetomidina. Os pesqui-
sadores relataram que dexmedetomidina diminuiu signifi-
cativamente os niveis de renina. Os mesmos pesquisadores
relataram que dexmedetomidina poderia prevenir aumentos
plasmaticos de endotelina renal-1 em um estudo randémico
e duplo-cego com pacientes pediatricos submetidos a angi-
ografia cardiaca e que o dano renal diminuiu.’® Com base
nesse estudo, considerou-se que dexmedetomidina tem um
efeito protetor contra a nefrotoxicidade da colistina. Em
nosso estudo, aplicamos duas doses diferentes de dexmede-
tomidina para encontrar a dose eficiente. Dexmedetomidina
causa hipotensao e bradicardia através de seu efeito simpa-
tolitico. Esse efeito é mais evidente em altas doses e pode
prejudicar a perfusao renal."” Os valores mais elevados de
KIM-1 no grupo DEX20, em comparacao com o grupo DEX10,
podem ser atribuidos a esse efeito. Novos estudos sao neces-
sarios para determinar a dose ideal de dexmedetomidina que
produza um efeito renoprotetor.

Varios estudos demonstraram que dexmedetomidina tem
um efeito antiapoptdtico.'®' A caspase-3 pode ser usada
para detectar apoptose em dano renal.?’ Em nosso estudo,
avaliamos a atividade apoptotica através da imunocoloracao
da caspase-3. Nos grupos DEX10 e DEX20, a taxa de coloracao
da caspase-3 foi menor do que no grupo colistina, embora
a diferenca nao tenha sido estatisticamente significativa.
Podemos dizer que dexmedetomidina tem um efeito antia-
poptose na via da caspase-3, mas sdo necessarios estudos
mais abrangentes que investiguem o efeito de dexmedeto-
midina sobre a apoptose em varias doses e que avaliem as
vias afetadas.

Como uma limitacdo deste estudo, o nivel de uNGAL
poderia ter sido reavaliado a essa dose, mas nao consegui-
mos coletar urina suficiente dos ratos devido as deficiéncias
técnicas.

Em nosso estudo, o efeito nefrotoxico da colistina resul-
tou em disfuncao do tUbulo proximal. Acredita-se que o dano
oxidativo e a apoptose podem ser mecanismos da nefrotoxi-
cidade. Dexmedetomidina pode prevenir a nefrotoxicidade
causada pela colistina em ratos, mas ainda nao sabemos em
que extensao esses resultados podem ser transpostos para
humanos.

Conclusao

Todas as aplicacoes foram feitas sob o controle veterinario,
de acordo com a Declaracao Universal dos Direitos Interna-
cionais dos Animais, apos a aprovacao do Comité de Etica
em Pesquisa com Animais da Universidade Erciyes (data:
14/05/2014 n° 14/82).

Este estudo foi subsidiado pela Unidade de Coordenacao
de Projetos de Pesquisa Cientifica da Universidade Erciyes
ERU/BAP Projeto n° TTU-14-5306.
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