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Resumo

Carraretto AR. Estudo da protecao renal com o propofol e o isoflurano durante
a isquemia e a reperfusdo, com hiperglicemia transitéria. Botucatu, 2011. 75p.
Tese (Doutorado em Anestesiologia) — Faculdade de Medicina de Botucatu.
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho.

RESUMO

Justificativa e Objetivo: A hiperglicemia aumenta a lesao renal na isquemia-
reperfusdo em ratos anestesiados com isoflurano (Iso). Este efeito é
desconhecido com o uso do propofol (Prop). O objetivo desse estudo é avaliar
o efeito do isoflurano (Iso) e do propofol na lesédo renal de isquemia-reperfusao
na presenca de hiperglicemia transitéria. Método: Utilizou-se 36 ratos Wistar
machos, distribuidos de modo aleatério em seis grupos de seis animais,
designados: PHS (Prop + Hiperglicemia - Sham); IHS (Iso + Hiperglicemia -
Sham); PHI (Prop + Hiperglicemia + Isquemia); IHI (Iso + Hiperglicemia +
Isquemia); Pl (Prop + Isquemia) e Il (Iso + Isquemia). A anestesia foi mantida
com isoflurano (1,5 a 2%) (IHS, IHI e 1) ou propofol (1 mg.kg™.min™") (PHS, PHI
e PI). A presséao arterial média (PAM) foi medida para o controle da anestesia.
A hiperglicemia foi induzida com a injecéo de 2,5 g.kg™' de solucdo de glicose
por via intraperitoneal. Todos os animais foram submetidos a nefrectomia
direita. Os dois grupos “sham” foram submetidos a hiperglicemia. Os demais
grupos foram submetidos a isquemia renal por 25 minutos. Os valores
plasmaticos da glicose e da creatinina foram determinados no inicio (M1), no
final do experimento (M2) e 24 horas ap06s o final do experimento (M3), quando
0s animais retornaram ao laboratério e foram anestesiados com isoflurano para
coleta de uma nova amostra sanguinea e nefrectomia esquerda, para anélise
histoldgica, com o uso de uma escala para avaliagcdo da necrose tubular (0 a 5
= lesdo maxima), e avaliacao por citometria de fluxo, para determinagdo dos
percentuais da apoptose inicial (APTi) e de células viaveis (VC). Houve
tratamento estatistico para os valores da PAM, glicose e creatinina
plasmaticas, escore de lesao histolégica e avaliacdo da citometria de fluxo,
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sendo as diferencas consideradas significantes quando <0,05. Resultados: A
glicemia (mg.dL™") em M2 foi maior nos grupos PHS (351,8+141,0) e IHI
(348,3£52,3) em relacdao aos grupos Pl (147,0+62,4) e Il (162,7+40,2). Os
grupos IHS (302,5+80,0) e PHI (308,5£74,5) mostraram valores intermediarios.
A creatinina plasmatica (mg.dL™) foi estatisticamente diferente em M3 nos
grupos PHI (3,60+0,80) e IHI (3,231£2,16) em relacdo aos demais grupos: PHS
(0,95+0,27), IHS (0,62+0,12), PI (0,88+0,38) e Il (1,42+1,00). O exame
histolégico mostrou que os grupos PHS (0,0[0,0;1,0]) e IHS (0[0,0;0,0])
apresentaram diferencas estatisticamente significantes em relacdo aos grupos
PHI (4,0[4,0;5,0]) e IHI (4,5[4,0;5,0]) (medianas e quartis entre colchetes). Os
grupos PI (3,0[1,0;3,0]) e Il (2,0[1,0;3,0]) mostraram valores intermediarios. A
citometria de fluxo mostrou diferencas estatisticamente significante dos
percentuais da APTi entre os grupos PHS (9,9+6,6), IHS (9,946,6), Pl (15,7+22)
e Il (15,8+£17,2) e os grupos PHI (73,2+£14,2) e IHI (48,1+27,9). O percentual de
células viaveis foi estatisticamente significante maior nos grupos PHS
(80,8%8,1), IHS (79,9£3,4) e Il (77,0£18,4) em relagdo aos grupos PHI
(25,8+13,8) e IHI (38,5+18,4B). O grupo Pl (67,7+27,2) mostrou valores
intermediarios. Conclusodes: Nesse modelo de isquemia-reperfusdo renal em
rato, tanto o propofol quanto o isoflurano conferiram o mesmo grau de
atenuacao da lesdo renal. Entretanto, houve intensa lesdo renal quando a
hiperglicemia transitéria foi acrescentada a isquemia-reperfusdo renal. Desse
modo, conclui-se que em ratos anestesiados com isoflurano ou propofol a
hiperglicemia transitéria foi a responsavel pelo aumento da lesdo de isquemia-

reperfusao renal.

Palavras-chave: Hiperglicemia; Isquemia; Reperfusdo; Pré-condicionamento;
Isoflurano; Propofol; Leséo renal; Rim; Rato.



Abstract

Carraretto AR. A study of kidney protection with propofol and isoflurane during
ischemia and reperfusion with transient hyperglycemia. Botucatu, 2011. 75p.
Thesis (PhD degree in Anesthesiology) - Botucatu Medical School. Sdo Paulo

State University “Julio de Mesquita Filho”.

ABSTRACT

Background: The hyperglycemia augments the renal ischemic-reperfusion
injury (IRI) in rats anesthetized with isoflurane (lso). This effect with propofol
(Prop) is unknown. The purpose of this investigation was to examine the effect
of isoflurane and propofol in renal ischemia/reperfusion injury (IRI) during
transient hyperglycemia. Methods: Rats were randomly assigned in six groups
of six animals, groups: PHS (Prop + Hyperglycemia - Sham); IHS (Iso +
Hyperglycemia - Sham); PHI (Prop + Hyperglycemia + Ischemia); IHI (Iso +
Hyperglycemia + Ischemia); Pl (Prop + Ischemia) and Il (Iso + Ischemia).
Propofol in a dose of 1 mg.kg™.min-' (PHS, PHI and PI) or saline was infused
(IHS, IHI and Il). Mean arterial pressure (MAP) was monitored for anesthesia
control. Hyperglycemia was induced with the injection of 2.5 g.kg” of glucose
solution. All animals underwent to right nephrectomy. The two sham groups
underwent to hyperglycemia with ischemia. The others groups were submitted
to a left renal ischemia for 25 minutes. Serum creatinine and glucose values
were determined in the beginning (M1) and at the end of experiment (M2) and
24 hours after the experiment (M3) rats were anesthetized with isoflurane and
blood sample was collected and the left kidney removed for histological
analysis, using a scale for tubular necrosis (0-5 = injury maximum). In addition
to a histological study, cells from the left kidney were evaluated for apoptosis by
flow cytometry (FCM) as a % of initial apoptosis (APTi) and viable cell (VC).
Statistical analysis were applied to the values of MAP, serum creatinine and
glucose, histological score injury and FCM and statistical differences were
considered when p<0.05. Results: Serum glucose at M2 was higher in PHS
(351.8+141.0) and IHI (348.3+52.3) in relation to groups Pl (147.0£62.4) and Il
(162.7+40.2). Groups IHS (302.5+80.0) and PHI (308.5+74.5) showed
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intermediary values. Serum creatinine (mg.dL™") was statistically different in M3
in groups PHI (3.60+0.80) and IHI (3.23+2.16) in relation to the other groups:
PHS (0.95%£0.27), IHS (0.62+0.12), Pl (0.88%£0.38) and Il (1.42%1.00).
Histological examination showed that the groups PHS (0.0[0.0;1.0]) and IHS
(0[0.0;0.0]) were statistically significant different from the groups PHI
(4.0[4.0;5.0]) and IHI (4.5[4.0;5.0]) (median and quartiles in brackets). Groups
Pl (3.0[1.0;3.0]) and 1l (2.0[1.0;3.0]) showed intermediary values. FCM showed
statistically significant differences of APTi between groups PHS (9.9+6.6), IHS
(9.946.6), PI (15.7+£22 ) and Il (15.8+17.2) and the groups PHI (73.2+14.2) and
IHI (48.1£27.9). VC percentage were statistically higher in groups PHS
(80.8+8.1), IHS (79.9+3.4) and Il (77.0+18.4) in relation to the groups PHI
(25.8+13.8) e IHI (38.5+18.4B). The Pl group (67.7+27.2) showed an
intermediary position. Conclusions: In this rat model of transient
hyperglycemia, Prop and Iso had the same protection to IRl in normoglycemic
groups and increased IRl in hyperglycemic animals. Transient hyperglycemia is
associated with an increase IRI.

Keywords: Hyperglycemia; Ischemia; Reperfusion; Preconditioning; Isoflurane;
Propofol; Kidney injury; Kidney; Rat
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O rim € um dos érgaos mais sensiveis a isquemia e sua consequente
lesdo, por vezes irreversivel, levando grandes danos para o paciente. Na
pratica, a lesdo renal aguda (LRA) é um quadro comum entre os pacientes
submetidos a procedimentos cirurgicos, como transplante renal,
revascularizacao do miocardio e cirurgias de aneurismas. A lesao isquémica ao
rim é associada a alta morbidade e mortalidade, portanto, melhorar a
capacidade deste 6rgdo em tolerar a lesao isquémica € de grande importancia
para a diminuicdo destes indices (Bonventre, 2002).

A hiperglicemia aguda esta associada ao aumento da morbidade e da
mortalidade em pacientes com trauma, colapso cardiovascular e submetidos a
cirurgia cardiaca, pelo aumento do estresse oxidativo nos 6rgaos isquémicos
(Quattara et al., 2005; Di Filippo et al., 2006; Esposito et al., 2006; Bemeur et
al., 2007; Kamada et al., 2007).

A escolha de técnicas anestésicas, com farmacos que propiciem melhor
protecdo contra os efeitos da isquemia e da reperfusao, tem sido objeto de
estudo ha varias décadas desde os estudos iniciais de Spieckermann et al., em
1969.

Devido ao numero crescente da populacdo de pacientes diabéticos e a
sua maior vulnerabilidade aos efeitos nocivos dos episddios de isquemia-
reperfusao (I/R), conhecendo-se os efeitos protetores de farmacos anestésicos,
se resolveu verificar a existéncia de protecao do propofol e do isoflurano, sobre
os rins de ratos hiperglicémicos, usando um modelo renal de I/R.

Para o melhor entendimento desta pesquisa, a sua abordagem inicial
serd descrita em trés tépicos: o fendmeno da isquemia e reperfusédo, o pré-

condicionamento e a hiperglicemia.
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1.1 O FENOMENO DA ISQUEMIA E REPERFUSAO (I/R)

A isquemia é a restricdo do fluxo sanguineo para um tecido organico,
uma das causas da hipdxia tecidual, que contribui para a fisiopatologia de
muitas situagdes presenciadas pelos anestesiologistas como o infarto do
miocardio, a insuficiéncia vascular periférica, o colapso cardiovascular e o
choque hipovolémico. Quando um tecido é submetido a isquemia, varios
eventos quimicos sao ativados e o resultado final pode ser a disfuncao celular

Ou a necrose.

Quando a isquemia é interrompida e o fluxo sanguineo é restaurado e
uma segunda série de eventos pode produzir uma lesdo adicional — a lesdo da

reperfusao.

A reperfusdo é a restauragcdo do fluxo sanguineo para um tecido
isquémico, essencial para a prevencao da lesdo celular irreversivel. A
reperfusdo pode aumentar a lesédo tecidual a um grau maior do que a produzida
pela propria isquemia (Collard & Gelman, 2001). Isso significa que, quando
ocorre uma diminuigdo transitéria ou uma interrupcao no fluxo sanguineo, a
lesdo é proveniente de dois componentes: 0 componente direto da isquemia e
o componente indireto da reperfusdo (Weber & Schlack, 2008).

O fendbmeno isquemia e reperfusdo (I/R) € complexo e, como na sepsis,
induz a uma sindrome de resposta inflamatéria sistémica (SRIS). O
desenvolvimento de uma SRIS pode ser dividido em trés estagios. No primeiro
estagio ocorre uma resposta a uma lesao, primariamente destinada a evocar
uma resposta inflamatéria, para promover a reparacao celular local pelas
células recrutadoras dos sistemas reticuloendotelial e imunolégico. No segundo
estagio ocorre a liberagdao de pequenas quantidades de citocinas, na circulagao
sistémica, para aumentar a resposta local. Essa resposta de fase aguda
geralmente é controlada por antagonistas pré-inflamatérios enddgenos e
citocinas. Mediadores imunoldgicos sdo mantidos para verificar a sub-
regulacao e o antagonismo. Geralmente esse processo local continua até que o
foco incitatério seja resolvido. Ocasionalmente, entretanto, o terceiro estagio

pode se desenvolver. Essa reagdo sistémica macigca resulta mais em
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destruicdo do que protecao, devido ao desequilibrio das citocinas pré e anti-
inflamatérias, a formacdo de radicais livres de oxigénio e a ativacao de
leucécitos. Este quadro comumente pode progredir para a faléncia multipla de
orgaos e a morte (Haukoos et al., 2007).

A interagcdo dos dois eventos, isquemia e reperfusdo, ocorre com
frequéncia em muitas situacées nos pacientes cirdrgicos como, por exemplo,
nos transplantes de 6rgaos, na angioplastia coronariana, na cirurgia de
revascularizacao do miocardio, nas cirurgias com o clampeamento da aorta e
na terapia trombolitica. Dependendo da gravidade, o fenbmeno “isquemia-
reperfusdo” pode provocar uma resposta inflamatéria sistémica ou até uma
“sindrome de disfuncdo de multiplos érgaos e sistemas” (DMOS), responsavel
por 30 a 40% da mortalidade em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) de
hospitais terciarios (Neary & Redmond, 1999).

Parks & Granger (1986) demonstraram que as lesbées com alteracdes
histologicas, apds trés horas de isquemia intestinal em felinos, seguidas de
uma hora de reperfusdo foram mais graves do que as observadas ap6s quatro

horas de isquemia sem a reperfuséo.

A lesdo isquémica no cérebro, coracao e rim esta associada a uma alta
morbidade e mortalidade. Melhorar a tolerancia destes 6rgaos a isquemia pode
ter melhores resultados para os pacientes (Thadhani et al., 1996).

Existe uma quantidade significativa de dados que sugerem a existéncia
de mecanismos intrinsecos, nos 6rgaos expostos as agressoes toxicas ou
isquémicas, que os protegem contra as lesbes subsequentes (Bonventre,
2002).

A pesquisa de farmacos e técnicas utilizadas na anestesia, que
oferecam melhor protegéo contra a leséo renal, tem sido objeto de estudos.

1.2 O PRE-CONDICIONAMENTO

Foi denominado “pré-condicionamento” o mecanismo (ou a técnica) que

prepare o 6rgao ou tecido para melhor suportar os efeitos lesivos da I/R. Os
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primeiros e a maioria dos estudos sobre pré-condicionamento foram realizados

em coragdes “in vivo” ou isolados de animais (Weber & Schlack, 2008).

1.2.1 Pré-condicionamento isquémico

Em 1986, Murry et al. realizaram estudo utilizando quatro periodos de
cinco minutos de isquemia por oclusdo coronariana, seguidos de quatro
periodos de cinco minutos de reperfusdo, antes de um periodo de 40 minutos
de oclusao, e observaram reducao de 75% do tamanho do infarto, em relagéao
ao grupo controle que sofreu apenas a isquemia por um periodo de 40 minutos.
Esta observacdo, de que breves episddios de isquemia no coracdo, que
ocorrem antes de uma interrupcao de maior duragao do fluxo sanguineo e que
conferem protecao contra disfuncédo e necrose do 6rgao, foi chamada de “pré-
condicionamento isquémico” (PCI).

Posteriormente observou-se que alguns farmacos podem conferir uma
protecdo, semelhante ao PCIl, e a esse processo denominou-se “pré-
condicionamento farmacol6gico” (PCF), a ser descrito nesse estudo.

Investigagdes 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).

Assim, no miocardio, estes breves periodos de isquemia parecem “pré-
condicionar” o tecido contra a leséao tecidual reversivel ou irreversivel, incluindo
o atordoamento do miocéardio, o infarto e o desenvolvimento de disritmias
ventriculares malignas. Este processo, o PCI, resulta em periodos finitos nos
quais o miocardio estara protegido quando ocorrer um curto periodo de
isquemia (Warltier et al., 2002).

Riksen et al. (2004) descreveram o PCI dividido em duas fases: 1) O PCI
classico, ou “precoce”, que ocorre em uma fase inicial e persiste por uma ou
duas horas e; 2) O PCI “tardio” que se inicia entre 12 e 24 horas apds a
isquemia e tem duracao de aproximadamente 72 horas.
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Na fase inicial, os eventos desencadeados pela isquemia levam a
abertura dos canais de potassio sensiveis a adenosina tri-fosfato (Katp) €
preservam o0s niveis intracelulares de adenosina tri-fosfato (ATP). Durante o
estimulo pré-condicionante, varios “gatilhos” (ativadores) sao liberados e
promovem a ativacdo de uma cascata de sinalizacdo complexa, incluindo a
enzima fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K), as proteinas cinase C (PKC) e tirosina
cinase (PTKs) e as proteinas cinases ativadas por mitégenos (MAPKSs). Esta
cascata de sinalizacao inibe a abertura do poro de transicao de permeabilidade
mitocondrial (MPTP) por meio da abertura do canal de potéassio sensivel a
adenosina tri-fosfato (Katp) € a formacédo de espécies reativas de oxigénio
(ROS). A figura 1, adaptada de Riksen et al., (2004), mostra parte deste

complexo mecanismo protetor.

Figura 1 - Representacdo simplificada do mecanismo de pré-condicionamento
classico.

Katp= canal de potassio sensivel & adenosina tri-fosfato; MAPKs= proteinas cinases ativadas
por mitbgenos; 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 (Adaptado de Riksen et al., 2004)
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Em quimica e bioquimica as cinases sao conhecidas como
fosfotransferases, ou seja, um tipo de enzima que transfere grupos fosfatos de
doadores de moléculas de grande energia, como o ATP, para substratos
especificos, por um processo denominado fosforilagdo. Um dos maiores grupos
de cinases sao as proteinas cinases, que tém papel importante na transmissao

de sinais e controle de processos celulares complexos (Manning et al., 2002).

Na fase tardia, diferente do pré-condicionamento classico, a sintese de
proteinas citoprotetoras é adicionada aos mesmos efeitos da fase inicial e o
oxido nitrico (NO) é um importante gatilho para a protecdo. A ativacao do
regulador de transcricdo, fator de necrose tumoral kappa-Beta (NF-kB), leva a
um aumento na transcricdo de varias proteinas. A abertura do canal Katp (canal
de potassio sensivel a adenosina tri-fosfato) é necesséria para a limitagcdo do
infarto, mas como esses canais sao abertos ainda é um motivo para debates. A

figura 2, adaptada de Riksen et al., (2004), mostra essa fase.

Figura 2 - Representacao simplificada do mecanismo de pré-condicionamento tardio.

COX-,= ciclo-oxigenase 2; HSP= proteina de choque térmico; iINOS= éxido nitrico sintase
induzivel; Katp= canal de potassio sensivel a adenosina tri-fosfato; MAPKs= proteinas cinases
ativadas por mitdégenos; MnSOD= superoxido dismutase manganés; NF-kB= fator de necrose
tumoral kappa-Beta; NO= oxido nitrico; PI3K= enzima fosfatidilinositol-3-cinase; PKCg=
proteina cinase C épisilon; PTKs= proteinas tirosina cinases (Adaptado de Riksen et al., 2004).
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O 6xido nitrico (NO) é uma molécula de radical livre que foi identificada
como sinalizadora bioldgica, com efeitos inter e intracelulares, produzido a
partir da L-arginina, gerada pela conversdo intracelular de aminoacidos
semelhantes as glutaminas. Essa conversdo é realizada pela enzima éxido
nitrico sintase (NOS), a qual se apresenta em trés isoformas: neural (nNOS),
endotelial (eNOS) e induzivel (iINOS). O NO, também conhecido como “fator de
relaxamento derivado do endotélio”, produz vasodilatacdo (Bouchard &
Lamontagne, 1996), regula o tdnus vascular e previne a adesdo e a migracao
de neutrdéfilos para dentro dos tecidos, durante a reperfusdo. O acumulo de
neutréfilos contribui para o fendbmeno pés-isquémico de “auséncia de fluxo”,

disfuncao do 6rgao e necrose tecidual (Heyndrickx, 2006).

A gravidade da lesédo isquémica depende do periodo de duragdo da
isquemia e pode ser modificada por intervencdes realizadas antes da isquemia,
como o PCI.

Muitos farmacos podem disparar a protecdo tardia, simulando o PCI,
entre eles, os agonistas seletivos dos receptores adenosina A1 e A3, os
doadores de NO exdgeno, as substancias geradoras de espécies reativas de
oxigénio (ROS), a bradicinina, os agonistas delta-opidides e a norepinefrina
fornecem protecao tardia ao infarto (Yellon & Downey, 2003).

Além disso, a isquemia pode induzir a expressdo de uma variedade de
marcadores de superficie celular (selectina e molécula de adesao intercelular)
e mediadores inflamatérios (fator de necrose tumoral) que contribuem para o
acumulo de neutréfilos. Embora a administracdo exdégena de doadores do NO,
prévia a isquemia, possa limitar o tamanho do infarto, a INOS derivada do NO

enddgeno, provavelmente nao esta envolvida no PCI classico (Bolli, 2001).

Durante o PCI a reperfusdo é fundamental para o desenvolvimento do
mecanismo protetor, porém ocorre a conhecida lesdo de reperfusdo

ocasionada pela lesdo irreversivel de algumas células (Heyndrickx, 2006).

O PCI é um mecanismo protetor enddgeno e fundamental contra a lesao
tecidual, presente em todas as espécies animais nas quais foi estudado.
Apesar de o PCIl ser mais caracterizado no coracédo, também ¢ valido para



Introdugéo e Literatura 20

outros tecidos. Varios estudos em humanos demonstram que o pré-
condicionamento reduz a lesdo subsequente no coracdo, figado, pulmao,
cérebro e musculo esquelético (Pasupathy & Homer-Vanniasinkam, 2005).

Apesar de existirem estudos, in vitro e in vivo, no homem utilizando
alguns marcadores para estudar o efeito do PCl sobre o miocardio (Kloner et
al., 2002), deve-se considerar que a maioria dos estudos sobre PCI foi
realizada em modelos animais e que diferencas relacionadas ao mecanismo de

protecdo entre as espécies podem existir.

A reperfusao do tecido isquémico é necessaria para salva-lo da eventual
necrose. Entretanto, a reperfusdo, mesmo apds pequenos periodos de
isquemia, esta associada as alteracbées patolégicas que representam uma
aceleracao do processo, iniciado durante a isquemia “per-si’ ou as novas
alteracoes fisiopatoldégicas que foram iniciadas apdés a reperfusdo. No
miocardio, essa “lesao de reperfusdo” apresenta varias das caracteristicas das
respostas inflamatérias. Os neutréfilos desempenham um papel importante
nesses componentes inflamatérios da lesdo pds-isquémica. A I/R propicia a
liberacao de ROS, citocinas e outros mediadores pré-inflamatérios que ativam
os neutréfilos e o endotélio vascular. A ativacdo desses tipos celulares
promove a expressdo de moléculas de adesédo nos neutréfilos e no endotélio,
que recruta neutréfilos para a superficie do endotélio, e inicia uma cascata
especifica de interagcdo célula a célula, levando inicialmente a aderéncia de
neutréfilos ao endotélio vascular seguida da migracao trans-endotelial e a
interacdo direta com os midcitos. O acumulo de neutréfilos e plaquetas na
parede do vaso resulta em obstrugdo microvascular, com consequente
isquemia. Os neutréfilos fora dos vasos liberam enzimas, citocinas e
substancias pré-inflamatérias com agravamento da lesdo endotelial, da
musculatura lisa e dos miécitos (Jordan et al., 1999).

A I/R resulta na ativacdo de leucécitos, quimiotaxia, adesado celular
leucécito-endotélio e transmigracdo. Os leucécitos interagem com o endotélio
vascular em etapas caracterizadas pelo: 1) “rolamento leucocitario” no
endotélio, 2) aderéncia leucocitaria ao endotélio e 3) transmigracao endotelial
(Figura 3). Uma interagdo subsequente dos leucécitos b2 integrinas, como a
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CD11A/CD18, com moléculas de adesao promove uma aderéncia leucocitaria
e a parada da movimentacdo. A transmigracdo leucocitaria para o
compartimento intersticial é facilitada pela molécula 1 de adesado celular
plagueto-endotelial (PECAM-1). Ao chegar ao compartimento extravascular, 0s
leucécitos ativados liberam ROS, proteases e elastases, resultando em um
aumento da permeabilidade microvascular, edema, trombose e morte celular

parenquimatosa (Collard & Gelman, 2001).

Figura 3 — Aderéncia celular leucécito-endotelial e transmigracao apés a I/R.

Os leucdcitos ativados interagem com o endotélio vascular em fases distintas. A fase 1, a de
“rolamento”, é iniciada pela indugdo do aumento endotelial da expressao de P-selectina que
interage, no leucocito, com o seu contra-receptor — a P-selectina glicoproteina-1 (PGSL-1). Na
fase 2, a interagao leucécito-integrina b2 (CD11a/CD18 e CD11b/CD18) com a molécula de
adeséo intercelular 1 (ICAM-1) leva a uma firme aderéncia e agregacao leucocitaria. A fase 3 é
caracterizada por transmigracdo leucocitaria para o intersticio, facilitada pela molécula 1 de
adesdo celular plaqueto-endotelial (PECAM-1), dentro das jungdes das células endoteliais
(Collard & Gelman, 2001).

A protecao oferecida pelo pré-condicionamento, em rins de animais,

contra a lesdo renal aguda (LRA) é profunda e reprodutivel. Como a LRA,
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associada com a isquemia, esta ligada a um alto indice de mortalidade é
importante entender como o rim utiliza um processo endégeno para proteger-
se. Portanto, deve-se entender este processo para que se possa mimetizar,
com influéncias exdgenas, e alterar as causas de doencas que continuam

associadas com um elevado indice de mortalidade (Bonventre, 2002).

1.2.2 Pré-condicionamento farmacologico

Spieckermann et al. (1969) revelaram os beneficios do uso dos
anestésicos volateis halogenados durante a isquemia miocardica. Durante a
anestesia com o halotano, foi encontrada uma tolerdncia prolongada a
isquemia global e um aumento da preservacao de componentes de alta-energia

em coracao de caes.

Estudos demonstraram que o0s anestésicos volateis halogenados
reduzem a demanda de oxigénio durante a isquemia, reduzindo a leséo
isquémica (Davis et al., 1983; Buljubasic et al., 1992, 1993).

Como nao se conseguiu relacionar os efeitos anti-isquémicos de
anestésicos volateis halogenados com a melhora no equilibrio miocardico entre
suprimento e demanda de oxigénio, levantou-se o conceito de que tais agentes
poderiam ter propriedades cardioprotetoras diretas (Kersten et al., 1996).

Em 1996, Schlack et al. relataram uma protecdao especifica, contra a
lesdo de reperfusdo do miocardio, conferida pelo halotano. Enquanto os
estudos anteriores nao discriminaram entre os efeitos anti-isquémicos e os
efeitos protetores contra a lesdo de I/R, esse estudo demonstrou, pela primeira
vez, uma modificacdo das condi¢des de reperfusédo, pela administragdo de um

anestésico halogenado, que reduziu o grau da lesao de reperfusao.

Muitos farmacos utilizados na anestesia conferem protecao aos érgaos
por meio de mecanismos semelhantes, ou dividem vias de ativagcao-inibicao, ao

pré-condicionamento isquémico.
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Lorsomradee et al. (2008) propéem algumas semelhancas entre o pré-
condicionamento isquémico e o pré-condicionamento farmacoldgico produzido

pelos anestésicos volateis halogenados (Figuras 4A e 4B).

Anestésicos
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Figura 4A - Mecanismo celular do pré-condicionamento Figura 4B - Mecanismo celular do pré-condicionamento pelos
isquémico (Adaptado de Lorsomradee et al., 2008. anestésicos volateis halogenados (Adaptado de Lorsomradee et al.,
2008.

A1/A3= receptores de adenosina A, e A; , B,= bradidnina , 5,= receptor opidde, a,= receptor adrenérgico, B= receptor adrenérgico, DAG=

ativada por mitGgeno, NO= dxido nitrico, eNOS= oxide nitrico sintase endatelial, PIPZ? = bifosfato de fosfatikdil inusital, PKC = proteina cinase C,
ROS- espécies reativas de oxigénio, SR- reticulo sarcoplasmdtico , Ca® - dilcio, K*— potissio (adaptada de Lorsomradee et al., 2008).

A ativagdo dos receptores de adenosina Ay e Az (A1/A3), bradicinina
(B2), 01 opidde (84), as.adrenérgico (ai) e B-adrenérgico estimulam a fosfolipase
C (PLC) por meio da inibicdo da proteina Gi (proteina Gi=nucleotideo de
guanina ligado a proteinas). A PLC produz diacilglicerol (DAG) e 1, 4, 5 tri-
fosfato de inusitol (ITF). O DAG e o ITF ativam a proteina cinase C (PCK). A
PCK atua abrindo canais de potassio sensiveis a ATP (canais Katp) €
provavelmente via proteinas cinases ativadas por mitégenos (MAPK)

(Lorsomradee et al., 2008).

As proteinas G sdo uma familia de proteinas ligadas ao nucleotideo
guanina que apresentam homologia estrutural e estdo acopladas aos
receptores de superficie celular, com uma grande variedade de efetores
intracelulares e segundos mensageiros. Elas participam da transducdo de
sinais inibitérios (Gi) ou estimulantes (Gs) entre as superficies da membrana.



Introdugéo e Literatura 24

A abertura dos canais mitocondriais de Karp, 0 aumento de espécies
reativas de oxigénio (ROS), a ativagao ou a translocacao da proteina cinase C,
da proteina tirosina cinase e proteina cinase p38 ativada por mitdgeno,
diminuem a entrada mitocondrial do célcio (Figuras 4A e 4B) (Lorsomradee et
al., 2008).

Os anestésicos volateis halogenados aumentam a abertura dos canais
de Katp pela ativacédo da fosfolipase C (PLC), por meio da adenosina A1 e A3
(A1/A3), pela estimulacao do receptor adrenérgico e pela ativacdo da sintase
do NO endotelial (eNOS) (Lorsomradee et al., 2008).

Os anestésicos volateis halogenados também podem proteger o
miocardio mediando a liberacdo do NO (Novalija et al., 1999).

A utilizacao dos anestésicos volateis halogenados durante a isquemia do
miocardio parece suprimir a ativacdo de neutrofilos, a interacao neutrdfilo-
endotélio e as respostas inflamatérias que causam a disfuncdo miocardica
(Louvier & Lancon, 1994; Kowalski et al., 1997; Heindl et al., 1998, 1999a,
1999b; Hu et al., 2003).

Demonstrou-se que o0s anestésicos volateis halogenados pré-
condicionam diretamente (Kersten et al., 1996; Cason et al., 1997), ou
aumentam o PCI, indiretamente, resultando em protecao cardiaca contra infarto
do miocérdio, sendo que o canal Katp tem papel importante (Kersten et al.,
1997). Assim, o pré-condicionamento farmacolégico produzido por anestésicos
volateis halogenados, incluindo isoflurano, desflurano e sevoflurano, é muito
similar ao PCI (Julier et al., 2003; Tanaka et al., 2004) e compartilha com o PCI

muitos dos elementos transdutores de sinais.

O coracao tem sido um dos 6rgaos mais estudados com relacao a
protecdo pelos anestésicos volateis halogenados. A gravidade da leséo
isquémica depende da duracao da isquemia, mas ela pode ser modificada por
intervencdes antes que ocorra a isquemia (Kato & Foex, 2002; Sommerschild &
Kirkeboen, 2002; Tanaka et al., 2004; De Hert et al., 2005).

A pesquisa de Zaugg et al. (2002a) demonstrou que 0s anestésicos

volateis halogenados mimetizam o pré-condicionamento cardiaco por iniciar a
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ativacdo dos canais de potassio sensiveis a adenosina tri-fosfato (Kate) por
meio de multiplas vias de sinalizagdo. Em outro estudo, estes autores
agruparam os anestésicos de acordo com seu efeito de potencializagdo ou de
inibicdo da atividade protetora sobre midcitos cardiacos isolados, de ratos
adultos. Desse modo, aumentariam a protecdo, o sevoflurano, o isoflurano, o
fentanil, o tricloroetanol e o uretano. O efeito inibitério, diminuindo a protecao,
seria exercido pelo tiopental sédico, pentobarbital sédico e R(-)cetamina. Nao
foi observado efeito na atividade do canal com o etomidato, o propofol, a
S(+)cetamina, o midazolam e a xilazina (Zaugg et al., 2002b). Um estudo mais
recente de Dogan et al. (2010) mostra maior protecao renal, ao fenémeno I/R,

com o uso do tiopental e do propofol.

Julier et al. (2003) observaram que o pré-condicionamento do
sevoflurano, em cirurgias de revascularizacdo do miocardio, foi associado a

uma reducéo da liberacao da cistatina C, que € um marcador da funcao renal.

De Hert et al. (2004) investigaram diferentes modalidades de
administracdo do sevoflurano, antes (pré-condicionamento), durante e apds a
cirurgia de revascularizagdo do miocardio. Nesse estudo, somente a
administragdo do sevoflurano, durante todo o procedimento, teve um efeito
significante na diminuicdo da liberacdo do marcador de leséo, a troponina |.

A administracdo de anestésicos volateis halogenados no periodo pés-
isquémico também pode proporcionar a cardioprotecao, como evidenciado pela
melhoria da funcéao endotelial, reducdo do tamanho do infarto e menor grau de
apoptose (Feng et al., 2005, 2006). Este mecanismo de protecao aplicado apos
0 evento isquémico é denominado de po6s-condicionamento e tem aplicacbes
clinicas na anestesia, principalmente nas situagcdes de emergéncia, quando o

paciente ja sofreu ou estd em isquemia.

Em estudos experimentais, enquanto o tiopental em dose clinicas parece
nao bloquear o pré-condicionamento (Mullenheim et al., 2001a), outros estudos
mostraram que a cetamina, mas ndo a S(+)cetamina, bloqueou completamente
a cardioprotegcédo do PCI in vitro e in vivo. (Mullenheim et al., 2001b; Molojavyi

et al., 2001) Este efeito foi estéreo-especifico para o isdbmero R (cetamina). Por



Introdugéo e Literatura 26

estes resultados & recomendavel evitar-se o uso da cetamina racémica em

ocasides que ocorram a I/R.

Kong et al. (2010) estudaram a funcéo renal, em modelo de transplante
hepatico em ratos, comparando o sevoflurano com o hidrato de cloral, e
concluiram que o sevoflurano pode modular cascatas inflamatérias e atenuar a

lesao renal.

Com relacao aos opidides, Zhang et al. (2005) observaram que, no pré-
condicionamento pelo remifentanil, os receptores opidides cardiacos delta e
kappa sao os responsaveis pela mediacao cardioprotetora, e ndo os receptores
mu. Estariam envolvidos neste efeito, a proteina cinase C e o canal K*
mitocondrial. Vianna et al. (2009) em um experimento com um modelo animal
semelhante ao desse estudo, ao examinar o efeito do isoflurano, do
remifentanil e da associacdo de ambos, no PCI renal, ndo observaram protecao
no grupo do isoflurano, mas quando o isoflurano foi associado ao remifentanil
ocorreu um efeito benéfico, demonstrado pela avaliagdo dos valores da
creatinina plasmatica e do estudo da citometria de fluxo.

Desde 1985, McCord ja havia determinado que os radicais livres
derivados de oxigénio desempenham um importante papel em muitos modelos
de I/R experimentalmente induzida, em laboratoérios. Em varios modelos
experimentais, os tecidos reperfundidos foram protegidos por varredores de
radicais superoxidos. A disfuncao induzida pelos radicais livres pode ser um
componente importante nas doencas isquémicas do coragao, intestinos, figado,

rins e cérebro.

O propofol é um hipndético lipofilico com atividade antioxidante
comprovada “in vitro® e “in vivo’. Murphy et al. (1992) observaram o efeito
antioxidante do propofol (2,6 diisopropilfenol) pela reacdo com radicais livres
(para formar um radical fenoxil), uma propriedade comum das substancias do
tipo fendis varredoras de radicais livres. Mesmo as baixas concentragdes
examinadas, de 10® a 10° mol.L" , foram capazes de varrer duas espécies de
radicais livres. Os autores concluiram que as propriedades de varredura de
radicais livres do propofol aproximam-se das do antioxidante endégeno alfa-
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tocoferol, a vitamina E. As figuras 5 e 6 mostram as semelhangas quimicas
estruturais entre o propofol e a vitamina E.

CH; OH  CH,

H4C CHs

Figura 5 - Férmula estrutural do 2,6 diisopropilfenol (propofol).

Figura 6 - Férmula estrutural do alfa-tocoferol (vitamina E).

A varredura dos radicais livres de oxigénio reduz as liga¢oes sulfidricas
nas proteinas e inibe a peroxidacéao lipidica induzida pelo estresse oxidativo,
durante o periodo de isquemia e reperfusdo do 6rgao.

Estudo experimental, em suinos, comparando o propofol (4 mg.kg™.h™)
e o sevoflurano (concentracdo expirada final de 1,5%) encontrou a protecéo
renal com o propofol, em episédio de isquemia e reperfusdo causado pelo
clampeamento da aorta durante 30 minutos, acima da bifurcacdo das artérias
renais. No poOs-operatério, os valores da creatinina plasmatica foram
significativamente menores no grupo de animais anestesiados com o propofol
guando comparado com o grupo do sevoflurano. Os animais anestesiados com
o propofol apresentaram menor infiltracdo de neutréfilos, menores niveis
plasmaticos de citocinas inflamatérias, menor producdo de radicais livres
derivados de oxigénio, menor peroxidacao lipidica e redugdo da atividade da
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sintase do NO induzivel (iNOS), quando comparados aos anestesiados com o
sevoflurano (Rodriguez-Lopez et al., 2006).

Em estudo de Yamaguchi et al. (2000), realizado em ratos
hiperglicémicos, o propofol foi capaz de causar protecdo ao tecido cerebral pela
inibicdo da peroxidacao lipidica, reduzir o acumulo de lactato e o edema do
tecido cerebral isquémico.

Song & Jeong (2004) investigaram o papel do propofol na imunidade,
durante a sepsis, estudando a citotoxicidade e a apoptose em células
mononucleares. Nao ocorreram alteracdes na citotoxicidade e apoptose em
concentragdes clinicamente aceitaveis de 1 mcg.mL', 5 mcg.mL' e 10
mcg.mL™". Diferencas significativas na citotoxicidade (p<0,04) e na apoptose
(p<0,02) foram encontradas com doses de propofol de 50 mcg.mL™. Os autores
concluiram que em termos de citotoxicidade e apoptose, em condi¢cdes de
sepsis, o propofol permitiu as células mononucleares reterem a citotoxicidade

protegendo-as da apoptose.

Liu et al. (2007), estudando em um modelo de isquemia e reperfuséo
intestinal, observaram que o propofol reduziu a intensidade da lesdo da
mucosa do intestino. Os autores atribuiram a ocorréncia ao efeito antioxidante
do propofol, a inibicdo do aumento da producdo do NO e dos niveis de
endotelina-1.

O efeito antioxidante do propofol, avaliado pela inibicdo da producao de
peroxidase lipidica, também foi comprovado em um experimento realizado com

plaquetas de pacientes submetidos a cirurgia (De La Cruz et al., 1999).

Sayin et al. (2002) em estudo comparativo, com 24 pacientes
submetidos a cirurgia de revascularizacdo do miocardio com circulacido
extracorpérea, entre o uso do fentanil ou do propofol, para a manutencao da
anestesia, mostrou que os pacientes anestesiados com o fentanil tiveram os
niveis de peroxidacgao lipidica significativamente maiores (p<0,05) do que os
pacientes anestesiados com o propofol, que nédo apresentaram aumento
(p>0,05). Os autores concluiram que, em doses clinicas de 3 a 6 mg.kg™.h™', o
propofol atenua significativamente a peroxidagao lipidica.
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Karashima et al. (2002), em um estudo com células endoteliais de aorta
bovina, submetidas a hiperglicemia, observaram que concentracdes
anestésicas de propofol preveniram o comprometimento da producao de NO
dependente do calcio. Atribuiram o efeito, principalmente, a reducdo do
acumulo de superéxido (O2) e, pelo menos em parte, a inibicao da captacao
celular da glicose.

Tsuchiya et al. (2002) demonstraram, em pacientes submetidos a
gastrectomia, que o propofol protege os eritrécitos do estresse oxidativo e
também do estresse fisico, aumentando a fluidez da membrana. Apds a
cirurgia, a hemolise foi menor no grupo do propofol quando se comparou este a
um grupo de pacientes anestesiados com sevoflurano. Os autores
consideraram o propofol como um farmaco de alto potencial e eficiéncia

antioxidante.

Em cirurgia cardiaca, o propofol na dose de 120 pg. kg™'.min™, iniciada
10 minutos antes da circulagdo extracorpérea, reduziu as concentracdes de
troponina | e elevou os indices cardiacos, no pdés-operatério, quando
comparado com isoflurano ou com doses menores de propofol de 60 pg. kg™.
min™ (Xia et al., 2006).

Estudos mostram que, ap6s a isquemia o propofol diminui a insuficiéncia
miocardica, o tamanho do infarto e a degeneracgéo histolégica (Ko et al., 1997;
Kokita et al., 1998; Mathur et al., 1999; Yoo et al., 1999; Javadov et al., 2000).
Este farmaco atenua o influxo do célcio na célula (Yoo et al.,, 1999; Nakae et
al., 2000) e suprime a atividade dos neutréfilos (Skoutelis et al., 1994;
Buljubasic et al., 1996). Tais informacbes sugerem que o propofol pode atuar
na fase critica da lesao de reperfusao, reduzindo os radicais livres, o influxo do
célcio celular e a atividade dos neutréfilos, sem agir como agente pré-
condicionante (Kato & Foex, 2002). Estudo de Kokita et al. (1998) demonstrou
a protecao quando o coracao foi tratado com o propofol somente na fase de
reperfusdo. A adicao da glibenclamida, que é blogueador do canal de Katp, ndo
aboliu o efeito protetor do propofol (Mathur et al., 1999).
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Dogan et al. (2010) compararam a injecao de tiopental, propofol, solugao
de intralipid, etomidado e cetamina, 15 minutos antes do periodo de isquemia,
em um modelo experimental de I/R renal, em ratos, com tempos de isquemia
de 60 minutos e reperfusdo de 60 minutos. Com a avaliacdo dos valores
sorolégicos do malondialdeido (MDA), da atividade da catalase (CAT) e da
superoxido dismutase (SOD) concluiram que o propofol e, especialmente, o
tiopental séo eficientes na protecao contra a lesao de I/R no rim.

Yuzbasioglu et al. (2010), em um modelo experimental de I/R em ratos,
com tempos de isquemia de 60 minutos e reperfusdo de 60 minutos, estudaram
os efeitos protetores da injecao intraperitoneal de uma solucéao de intralipid a
10% (250 mg.kg™) ou propofol (25 mg.kg™), com a avaliacdo histoldgica e dos
valores sorologicos do malondialdeido (MDA), da atividade da catalase (CAT) e
da superéxido dismutase (SOD). A avaliagao histolégica do grupo de controle,
submetido apenas ao episédio de I/R, mostrou um comprometimento renal com
edema das células tubulares, edema intersticial, congestdo medular e dilatagao
tubular. Os niveis de MDA e os escores de avaliacdo histologica foram
menores no grupo que recebeu o propofol do que nos grupos controle e
intralipid. Os autores atribuiram ao efeito antioxidante do propofol a protecao
funcional, bioquimica e morfologica contra a lesdo da I/R.

1.3 A HIPERGLICEMIA

Alguns fatores de risco conhecidos da doenca cardiovascular (tais como:
hipercolesterolemia, hipertensdo e diabetes) parecem aumentar muitas das
alteracoes da isquemia-reperfusdo. Os mediadores inflamatérios liberados pela
reperfusdo parecem ativar células endoteliais a distancia, em 6rgaos remotos
que nao foram submetidos a lesdo isquémica inicial. Esta resposta a distancia
leva a lesdo microvascular leucécito-dependente que é caracteristica da
sindrome de faléncia de multiplos 6rgaos e sistemas (Carden & Granger,
2000).
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A diabetes mellitus bloqueia a protecdo do pré-condicionamento
isquémico precoce em caes (Kersten et al., 2000) e o tardio em coelhos (Ebel
et al.,, 2003). Existe evidéncia clinica de bloqueio relevante do pré-

condicionamento isquémico em pacientes diabéticos (Ishihara et al., 2001).

A hiperglicemia aguda apresenta muitos efeitos deletérios tais como: a
diminuicdo da vasodilatagcdo, o comprometimento da geracao de NO endotelial
reativo, a diminuicdo de complementos, o0 aumento da expressao leucocitaria e
a adesao endotelial de moléculas, o aumento dos niveis de citocinas, o
comprometimento da quimiotaxia e fagocitose; levando ao aumento da
inflamacéo, a vulnerabilidade a infecgao e a faléncia multipla de 6rgaos (Turina
et al., 2005).

Quando comparada com um grupo de controle, a diabetes
experimentalmente induzida esta associada a um aumento significativo no
recrutamento de leucdcitos aderentes e migrantes, maior extravasamento de
aloumina e a formacédo acelerada de oxidantes nas vénulas expostas a
isquemia-reperfusdo. Os pacientes hiperglicémicos tém niveis elevados de
citocinas pré-inflamatérias que podem levar a lesdo tecidual. A mais
proeminente entre estas citocinas € o fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa)
que pode causar lesdo pulmonar ou renal (Yu et al., 2003). Esposito et al.
(2002) demonstraram um aumento dos niveis plasmaticos de TNF-alfa,
interleucina-1 beta e interleucina-8, durante a hiperglicemia aguda e a reducao

nestas citocinas inflamatérias apds a administragéao de insulina.

Em 2001, Van den Berghe et al. publicaram um estudo randomizado,
com 1500 pacientes em unidades de terapia intensiva cirdrgica, submetidos a
terapia intensiva de insulina para manter os niveis de glicemia entre 80-110
mg.dL™”, em que observaram a diminuicdo da morbidade, quando comparados
com os pacientes submetidos ao tratamento padrao (niveis de glicemia entre
180-200 mg.dL™).

Furnary et al. (2003) preconizaram a infusao continua de insulina, para

a manutencao de niveis glicémicos normais, em pacientes submetidos a
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cirurgia de revascularizagdo do miocardio para diminuir a mortalidade

hospitalar associada a diabetes.

Outros estudos mostram que o controle da glicemia, em cirurgia
cardiaca, diminuiu a frequéncia de infeccées com a melhora da sobrevivéncia
dos pacientes (Furnary et al., 2003; Ouattara et al., 2005; Gandhi et al., 2005;
Doenst et al., 2005).

Van den Berghe et al. (2001) e Vanhorebeek et al. (2005) também
propdéem o controle estrito da glicemia para os pacientes criticos, que possuem
o risco de episodios de I/R.

Varios estudos demonstraram que a insulinoterapia intensiva, para a
manutencdo de niveis adequados da glicemia, melhorou os resultados dos
pacientes com lesdes neuroldgicas e infarto agudo do miocardio (Malmberg et
al., 1996; Bilotta et al., 2007; Azevedo et al., 2007).

Em um estudo internacional, realizado pelo grupo NICE-SUGAR, com
6104 pacientes randomizados, em Unidades de Terapia Intensiva (UTI), foi
encontrado um aumento da mortalidade, em pacientes submetidos ao controle
estrito (81-108 mg.dL™), quando comparados aos pacientes com niveis de
glicemia abaixo de 180 mg.dL™'. Os autores ndo sabem precisar se a reducao
dos niveis de glicose, o aumento da dose de insulina, a ocorréncia de
hipoglicemia ou fatores da metodologia do estudo influenciaram nos resultados,
porém nado recomendam o uso do controle estrito da glicemia (81-108 mg.dL™)
para pacientes de UTI (Finfer et al., 2009).

O papel da hiperglicemia em induzir disfuncédo renal ainda ndo é bem
entendido. Estudos realizados em animais hiperglicémicos com deficiéncia
insulinica, por destruicao celular, mostraram uma evolucdo mais grave da
isquemia renal, quando comparados aos animais com normoglicemia (Di
Filippo et al., 2005; Hartner et al., 2005; Chow et al., 2006).

O aumento da lesdo renal parece estar relacionado ao exagerado
estresse oxidativo e ao aumento das respostas inflamatérias nos rins, dos

animais hiperglicémicos. Todavia, ainda ndo € muito claro como a hiperglicemia
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em animais nao diabéticos pode ser lesiva para a funcao renal (Hirose et al.,
2008).

A abertura dos canais de potassio sensivel a adenosina tri-fosfato
resulta na liberacdo de radicais livres que ativam varias cinases incluindo as
proteinas cinases ativadas por mitogeno (MAPK) (Pain et al., 2000). Essas
cinases tém demonstrado o envolvimento no PCI (Ping & Murphy, 2000; Yellon
& Downey, 2003).

Em um estudo sobre o controle glicémico, nas primeiras 100 horas ap6s
o transplante renal, com rim de cadaver, Thomas et al. (2001) observaram que
nos pacientes com controle da glicemia (média da glicemia < 11,2 mmol.L™") a
rejeicdo ocorreu em apenas 11% dos pacientes (n=3), enquanto nos pacientes
com valores de glicemia maiores de 11,2 mmol.L", a rejeicdo foi de 58%.
Todos os pacientes sem controle glicémico adequado tiveram infeccdo. Os
autores concluem que a hiperglicemia pode estar associada ao aumento do
risco de rejeicdo e infeccdo pos-operatéria em pacientes submetidos a

transplante renal.

Ganji et al. (2007) verificaram uma maior incidéncia de episédios de
rejeicdo aguda pés-transplante renal, em pacientes com niveis glicémicos mais
elevados (249,67+61,78 mg.dL"), quando comparados com pacientes
portadores de menores niveis de glicemia (184,82+73,35 mg.dL™"), sugerindo
gue a monitoragao e o controle dos niveis glicémicos no peri e pds-operatorio

pode reduzir a rejeicdo aguda.

A hiperglicemia aguda induzida em ratos, submetidos por 45 minutos a
isquemia hepatica parcial (70%), seguida de reperfusdo, piorou a funcéo
hepatica, aumentou o estresse oxidativo hepatico, aumentou a resposta
inflamatéria e suprimiu a ativacao de proteinas de choque térmico (Heat Shock
Protein - HSP) (Behrends et al., 2010).

Tanaka et al. (2002) para testarem a hip6tese de que a diabetes mellitus
interfere com o pré-condicionamento induzido pelo isoflurano, estudaram o
efeito de um episddio de I/R no coracao de caes, concluiram que o tamanho do

infarto foi diretamente relacionado com as concentracdes de glicose, mas esta
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relacao foi abolida com altas concentragdes de isoflurano. Kehl et al. (2002) em
estudo semelhante, porém com hiperglicemia aguda induzida pela injecao de
solugédo de glicose a 15%, demonstraram o bloqueio do pré-condicionamento,
induzido pelo isoflurano, pela hiperglicemia aguda.

A hiperglicemia induzida em caes, pela infusdo de glicose, bloqueou o
pré-condicionamento induzido pelo isoflurano, provavelmente devido a
formacao de quantidades excessivas de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Kehl et al., 2002, 2003).

O aumento da mortalidade por doencga cardiaca isquémica, observado
em pacientes diabéticos com o uso de alguns hipoglicemiantes orais, levou a
uma revisao no tratamento de pacientes diabéticos com angina, desde que as
sulfoniluréias, os hipoglicemiantes orais mais utilizados, bloqueiam os canais
Katp € 0s possiveis efeitos cardioprotetores do pré-condicionamento isquémico.
Os antidiabéticos orais, como a gliblenclamida, podem bloquear os canais Karp
e prevenir a protecdo conferida pelo pré-condicionamento. Evidéncias recentes
sugerem que o0s pacientes portadores de diabetes tipo Il e de doencga
coronariana podem ser beneficiados pela substituicdo da gliblenclamida pela
insulina, com menor grau de disfungdo miocardica induzida pela isquemia

(Scognamiglio et al., 2002).

Usando um coracdo de rato isolado e perfundido, Yellon & Downey
(2003) mostraram que a glibenclamida bloqueia o efeito protetor do pré
condicionamento, diretamente atribuido aos canais mitoKarp enquanto a
glimeperida, com menor cardio-especificidade, ndo bloqueou este efeito. Estes
estudos tém implicacdes importantes no tratamento de pacientes diabéticos
tipo Il com doenca cardiaca isquémica ou que serdo submetidos a isquemia

miocardica.



2 OBJETIVO




Objetivo 36

O objetivo desta pesquisa foi avaliar os efeitos da hiperglicemia
transitéria na isquemia-reperfusao (I/R) renal, em ratos submetidos a anestesia

com propofol ou com o isoflurano.



3 MATERIAL E METODO
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Apés a aprovacdo pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal
da Faculdade de Medicina de Botucatu, foram incluidos no estudo 36 ratos
Wistar, machos, com peso maior que 250 g, distribuidos aleatoriamente em
seis grupos de seis animais, fornecidos pelo Biotério Central do Campus de
Botucatu da Universidade Estadual Paulista (UNESP).

3.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS

A anestesia dos animais foi induzida com isoflurano e mantida com
isoflurano ou propofol, com ou sem a presenca de hiperglicemia, de acordo
com o grupo correspondente, descritos abaixo e denominados na tabela 1.

Grupo PHS (Propofol - Hiperglicemia - Sham, n=6) - animais induzidos com
a concentragao inspirada de 3% de isoflurano e mantidos com propofol (1
mg.kg'.min™"). Inducédo da hiperglicemia. Apés 30 minutos, foram realizadas
a laparotomia e a nefrectomia direita. Suspensao dos farmacos e despertar
do animal. Apds 24 horas, nefrectomia esquerda para exame.

Grupo IHS (Isoflurano - Hiperglicemia - Sham, n=6) - animais induzidos com a
concentragao inspirada de 3% de isoflurano e mantidos com a concentragéo de
1,5 a 2 % isoflurano, durante o experimento. Inducéo da hiperglicemia. Apds 30
minutos, foram realizadas a laparotomia e a nefrectomia direita. Suspensao dos
farmacos e despertar do animal. Apds 24 horas, nefrectomia esquerda para

exame.

Grupo PHI (Propofol - Hiperglicemia - Isquemia, n=6) - animais induzidos com
a concentracao inspirada de 3% de isoflurano e mantidos com propofol (1
mg.kg”".min™"), durante o experimento. Inducdo da hiperglicemia. Apés 30
minutos, foram realizadas a laparotomia e a nefrectomia direita seguida de
isquemia renal esquerda, por 25 minutos. Reperfusdo do rim esquerdo.
Suspensao dos farmacos e despertar do animal. Apds 24 horas, nefrectomia
esquerda para exame.
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Grupo IHI (Isoflurano - Hiperglicemia - Isquemia, n=6) - animais induzidos com
a concentragao inspirada de 3 % de isoflurano e mantidos com a concentracao
de 1,5 a 2% de isoflurano, durante o experimento. Indu¢do da hiperglicemia.
Ap6s 30 minutos, foram realizadas a laparotomia e a nefrectomia direita
seguida de isquemia renal esquerda, por 25 minutos. Reperfusdo do rim
esquerdo. Suspensdo dos farmacos e despertar do animal. Ap6s 24 horas,

nefrectomia esquerda para exame.

Grupo PI (Propofol - Isquemia, n=6) - animais induzidos com a concentracao
inspirada de 3% de isoflurano e mantidos com propofol (1 mg.kg”.min™),
durante o experimento. Apés 30 minutos, foram realizadas a laparotomia e a
nefrectomia direita seguida de isquemia renal esquerda, por 25 minutos.
Reperfusao do rim esquerdo. Suspensao dos farmacos e despertar do animal.
ApGs 24 horas, nefrectomia esquerda para exame.

Grupo Il (Isoflurano - Isquemia, n=6) - animais induzidos com a concentragao
inspirada de 3% de isoflurano e mantidos com a concentragdo de 1,5 a 2%,
durante o experimento. Apdés 30 minutos, foram realizadas a laparotomia e a
nefrectomia direita seguida de isquemia renal esquerda, por 25 minutos.
Reperfusao do rim esquerdo. Suspensao dos farmacos e despertar do animal.
Apés 24 horas, nefrectomia esquerda para exame.
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Tabela 1 - Descricdo dos grupos quanto a presenca de hiperglicemia, isquemia renal
esquerda, farmaco para a manutengao da anestesia e nUumero de animais

Grupo Hiperglicemia Isquemia Propofol Isoflurano Nefrectomia h=

Direita
PHS + - + - + 6
IHS + - - + + 6
PHI + + ¥ - + 6
IHI + + - + + 6
PI - + + - + 6
I - + - + + 6

(+ indica a presenga, - indica a auséncia)

3.2 SEQUENCIA EXPERIMENTAL

Na véspera do experimento os animais eram acondicionados em gaiolas
com dieta liberada para ingerir 4gua e alimentos. No inicio do experimento os

animais foram pesados.

Os animais foram anestesiados em uma campanula, com vapor de
isoflurano a 3%, em 50% de oxigénio, durante cinco minutos e transferidos
para uma superficie inclinada em 40 graus, onde foi realizada a intubacao
traqueal. Foram transferidos para a mesa operatéria e conectados ao ventilador
(683 Rodent Ventilator®, Harvard Apparatus Inc. - EUA) com frequéncia
ventilatéria de 60 a 70 incursbes por minuto (ipm) e volume corrente de
aproximadamente 10 mL.kg" de peso do animal. O ajuste da ventilagdo foi
auxiliado pela capnometria e capnografia. Alteragcdes na forma do capnograma,
gue indicassem obstrucdo do tubo traqueal, eram prontamente corrigidas com
manobras de aspiracdo e limpeza, até a obtencdo de uma ventilacdo

adequada.

Foi instalado um sensor para a medida da temperatura retal. Os animais
foram mantidos sobre e cobertos com bolsas térmicas pré-aquecidas para a
manutenc¢ao da temperatura entre 36°C a 38°C.
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Por uma incisdo cervical mediana, foram realizadas, sob viséo direta, as
puncgdes: 1) da veia jugular direita (cateter 24 GA) — para a infusdo de liquidos
e farmacos, por bomba de infusdo (ANNE® — Abbott Laboratories, EUA) e 2)
da artéria carétida esquerda (cateter 24 GA) — para a monitoracao

cardiovascular e extracdo de amostras sanguineas.

Foi monitorada a pressdo arterial média (direta), a frequéncia
ventilatéria, a concentracdo do gas carbbnico no final da expiragdo, a
concentracdo do isoflurano expirada e a temperatura retal, por sensores
conectados ao monitor Datex-Ohmeda modelo AS3 (Engstron - Finlandia). Os
valores das varidveis monitoradas, para o controle e o ajuste da anestesia,

foram anotados nos tempos de 0, 5, 10, 15, 30, 45 e 60 minutos.

No momento M1, logo apdés a cateterizacao arterial e venosa, foi
extraido 1 mL de sangue arterial para dosagens de glicose e creatinina
plasmaticas, seguida de reposicao de 2 mL de Ringer com lactato por via
venosa. Apés, foi feita injecao intraperitoneal, equivalente ao volume de 0,01
mL.g™" de peso, de solucdo de Ringer lactato (grupos sem hiperglicemia — Pl e
) ou de glicose a 25% (equivalente a 2,5 g.kg"' de peso, para a indugéo da
hiperglicemia, nos grupos PHS, IHS, PHI e IHI), correspondente ao grupo do

animal.

Foi feita laparotomia mediana para realizacdo dos procedimentos sobre
os rins, seguida da nefrectomia direita, para prevenir uma possivel
compensacao, pelo rim direito, da isquemia renal esquerda. Este procedimento
fez parte do modelo de isquemia renal estudado e foram feitos em todos os

animais pesquisados.

Apoés a injecao intraperitoneal foi aguardado um periodo de estabilizagao
de 30 minutos para o clampeamento da artéria renal esquerda.

Nos grupos IHS, IHI e Il foi mantida a inalacdo de isoflurano na
concentracao de 1,5 a 2%. Nos grupos PHS, PHI e Pl a administracdo de
isoflurano foi suspensa, logo apds a intubacao e as puncdes venosa e arterial,
e a manutencao foi realizada com a administracédo de propofol na dose de 1
mg.kg'.min”", pela bomba de infusdo (ANNE® Abbott Laboratories, EUA) por

via endovenosa.
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Em pesquisas anteriores deste laboratorio, aproximadamente 200 rins
obtidos de nefrectomia a direita foram submetidos aos exames histolégicos e

de citometria de fluxo e mostraram valores normais para este 6rgao.

Foi realizado o clampeamento da artéria renal esquerda por um periodo
de 25 minutos (periodo de isquemia) e, apds este, o clamp vascular
atraumatico foi liberado. Observou-se a mudanca da coloragdo do rim antes,

durante e ap6s o clampeamento.

No final do experimento foi determinado o0 momento M2, em que foram
extraidas novas amostras de sangue arterial (1 mL de sangue e reposicao de 2
mL de Ringer lactato por via endovenosa) para as dosagens de glicose e
creatinina plasmaticas. Em seguida, ocorreram os fechamentos da laparotomia
e da incisdo cervical (apds a retirada dos cateteres), em um Unico plano, ap6s
infiltracdo da parede com uma solucdo de anestésico local (0,4 mL de

bupivacaina a 0,2%), para analgesia pds-operatoria.

Apbs o encerramento da administracdo do agente anestésico ocorreu o
despertar do animal sendo realizada a desintubacéao e transferéncia do animal

para a gaiola, com a liberacdo de agua e de alimentagao.

Vinte e quatro horas ap6s a reperfusdo, no momento M3, os animais
retornaram ao laborat6rio, onde sob anestesia com isoflurano foi realizada a
reabertura da sutura abdominal e a nefrectomia esquerda, para exame
histoldgico e citometria de fluxo, e coleta de sangue, por puncao intracardiaca,
para as dosagens de glicose e creatinina plasmaticas.

A seguir os animais foram sacrificados com injecao de sobredose de

pentobarbital sédico e cloreto de potassio, por via intracardiaca.

3.3 ATRIBUTOS ESTUDADOS

Os atributos estudados em cada um dos animais, dos seis grupos de

estudo, foram os seguintes:

e Pressao arterial média

e Creatinina plasmatica
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e Glicemia plasmatica
« Avaliagdo histoldgica renal

» Avaliagao da viabilidade celular
3.4 AVALIACAO HISTOLOGICA

O rim esquerdo do animal foi retirado e uma metade deste colocado em
solucédo de Duboscqg-Brasil, durante 24 horas, sendo, a seguir, armazenado em
alcool a 70% para posterior avaliacao histoldgica. A solucdo de Duboscqg-Brasil
foi utilizada para preservar, fixar as estruturas renais e aumentar a
fidedignidade da analise histolégica. O corante utilizado para a analise
histol6gica foi a hematoxilinaeosina e os cortes foram verificados sob diversos
aumentos na microscopia Optica. Apds o preparo das laminas dos rins, com
fixacdo em parafina, essas foram avaliadas quanto a porcentagem de necrose
tubular e classificadas com o uso de um escore descrito por Park et al., 2008
(Tabela 2).

Tabela 2 - Escores dos graus de lesao celular atribuidos aos exames histologicos

GRAU TIPO % DE LESAO
0 Sem Leséo
1 Leve < 10% necrose
2 Moderado 10 a 25%
3 Moderado a Grave 25 a 50%
4 Grave 50 a 75%
5 Muito grave > 75%

Adaptada de Park et al. 2008

O patologista que realizou a avaliagdo histologica néo teve

conhecimento a qual grupo pertenceu o rim.
3.5 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR (APOPTOSE)

A outra metade do rim esquerdo foi colocada em cultura apropriada para

a avaliacao da viabilidade celular pelo método da citometria de fluxo. Com as
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células extraidas destes rins foi utilizado um “kit’ para deteccao de apoptose
constituido de anexina V-FITC e iodeto de propideo (Pharmingen®) permitindo
determinar quantitativamente o percentual de viabilidade (células vivas, mortas
e em processo apoptético inicial) na populagdo celular, definida pelos
parametros de tamanho e granulosidade celular. As analises foram realizadas
no citdmetro de fluxo modelo FACSCalibur® (Becton, Dickinson and Company,
EUA), constituido de trés detectores de fluorescéncias com uso dos programas
CellQuest® e Paint-a-gate® (Becton, Dickinson and Company, EUA).

3.6 MOMENTOS ESTUDADOS

A monitoracdo da pressao arterial média, da concentracdo dos gases
inspirados e expirados (isoflurano e ETCO,) e da temperatura retal permitiu o
controle da anestesia e a manutencdo do equilibrio. Essas medidas foram
realizadas a partir do momento inicial, da cateterizagdo da artéria carétida
direita, e a cada 15 minutos, durante todo o experimento até o despertar do

animal, no primeiro dia do experimento.

Os valores analisados, das medidas da pressao arterial média, foram
obtidos logo apé6s a cateterizacao da artéria carétida direita (T1), 30 minutos
apods a injecao intraperitoneal de glicose ou Ringer lactato (T2) e antes da
retirada do cateter da artéria carétida direita (T3), ao término do experimento.

A creatinina e a glicemia plasmaticas foram estudadas nos momentos

M1 (inicio do experimento), M2 (final do experimento) e M3 (24 horas apos M2).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Para a variavel peso foi utilizada a andlise de variancia no delineamento

inteiramente ao acaso.

Para as variaveis PAM, glicemia e creatinina, cujo interesse foi estudar
efeito de grupo, momento e interacdo momento x grupo, foi utilizada a andlise

de perfil.
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Para as variaveis de histologia e da citometria de fluxo foi utilizado o
teste de Kruskal-Wallis.

Os dados foram expressos como médias *= (SD) ou medianas e quartis.
As diferencgas foram consideradas significantes quando p<0,05.



4 RESULTADOS
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41 PRESSAO ARTERIAL MEDIA (PAM)

Os valores da PAM (mmHg) ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa entre os grupos (PHS — propofol +hiperglicemia —sham, IHS —
isoflurano + hiperglicemia — sham, PHI - propofol + hiperglicemia + isquemia,
IHI - isoflurano + hiperglicemia + isquemia, Pl — propofol + isquemia, Il —
isoflurano + isquemia) e entre os momentos T1 (inicio do experimento), T2
(30 minutos ap6s a injecao intraperitoneal de glicose ou Ringer lactato) e T3
(término do experimento) de cada grupo (Tabela 3).

Tabela 3 - Valores da média e desvio-padrao referentes a PAM (mmHg) segundo
momentos e grupos

Tempo
Grupo T1 T2 T3

PHS 105,5x17,2 110,2£20,0 87,5129,4
IHS 90,5+27,2 95,7+15,8 93,5+23,5
PHI 93,2+21,3 110,2+12,4 94,8+17,5
IHI 94,7+20,0 89,7£17,4 90,2+17,9
PI 119,0£16,7 85,8+25,4 96,7+27,1

| 109,5+13,3 90,5+21,1 85,3+19,8

N&o houve efeito do momento, grupo e nem da interagdo momento x grupo

* = desvio padrao
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Os valores da glicemia plasmatica (mg.dL") foram obtidos em M1 (inicio do
experimento), M2 (final do experimento) e M3 (vinte e quatro horas ap6s M2). Em M2
os valores foram maiores nos grupos PHS — propofol + hiperglicemia - sham
(351,8+£141,0) e IHI - isoflurano + hiperglicemia + isquemia (348,3+52,3), nos grupos
IHS - isoflurano + hiperglicemia — sham (302,5+80,0) e PHI - propofol +
hiperglicemia + isquemia (308,5+74,5) apresentaram valores intermediarios e nos
grupos Pl - propofol + isquemia (147,062,4) e Il - isoflurano + isquemia
(162,7+40,2), que nao receberam injegao intraperitoneal de glicose, apresentaram os

menores valores (Tabela 4 e Figura 7).

Tabela 4 - Valores da média e desvio-padrao referentes & glicemia (mg.dL") segundo

momentos e grupos

Momento
Grupo M1 M2 M3
PHS 180,7+49,0a A 351,8+141,0a A 275,7+249,6a A
IHS 212,3+48,4a A 302,5+80,0a A 181,8+12,7a A
PHI 167,0+28,0a A 308,5+74,5a A 149,8+39,8a A
IHI 241,2+36,0ab A 348,3152,3a A 135,5+47,6b A
PI 171,5+103,1a A 147,0+62,4a B 199,2+15,8a A
Il 182,7+36,6a A 162,7+40,2a A 189,0+11,9a A
p<0,05

Letras mindsculas comparam médias de momentos em cada grupo.
Letras maiusculas comparam médias de grupos em cada momento.

500

%k
%k =M1
= 400 -
3 = M2
£
= 300 - M3
@
£ T i ‘
=2 .I_
@ 200 - T T
o1 I I [
100 -
0 1 T T T T T 1
PHS IHS PHI 141 PI I

Figura 7 — Valores da glicemia (mg.dL") nos trés
estudados.
* p<0,05

momentos nos seis grupos
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4.3 CREATININA

Os valores da creatinina plasmatica (mg.dL™) obtidos foram similares entre os
grupos em M1 (inicio do experimento) e M2 (final do experimento), mas,
estatisticamente diferentes em M3 (24 horas apdés M2) nos grupos PHI -propofol +
hiperglicemia + isquemia (3,60+0,80) e IHI — isoflurano + hiperglicemia + isquemia
(3,23+2,16) em relagao aos demais grupos: PHS - propofol + hiperglicemia -sham
(0,95+0,27), IHS - isoflurano + hiperglicemia - sham (0,62+0,12), PI - propofol +
isquemia (0,88+0,38) e Il - isoflurano + isquemia (1,42+1,00) (Tabela 5 e Figura 8).

Tabela 5 - Valores da média e desvio-padrdo referentes & creatinina (mg.dL™)
segundo momentos e grupos

Momento
Grupo M1 M2 M3
PHS 0,42+0,08a A 0,68+0,04a A 0,95+0,27a B
IHS 0,30+0,09a A 0,30+0,06a A 0,62+0,12a B
PHI 0,38+0,08b A 0,68+0,04b A 3,60+0,80a A
IHI 0,40+0,00b A 0,68+0,12b A 3,23t2,16a A
Pl 0,40+0,00a A 0,58+0,08a A 0,88+0,38a B
| 0,40+0,06a A 0,57+0,05a A 1,42+1,00a B
p<0,05
Letras mindsculas comparam médias de momentos em cada grupo
Letras maiusculas comparam médias de grupos em cada momento
6 .
*
5 .
* M1

4 [ m M2
M3
2 | \‘

- T = T T -
il =&l & =0 =B Al
0 | T .. T T T T
PHS IHS PHI IHI Pl |

Creatinina {mg.dL-1)
w

Figura 8 — Valores da creatinina (mg.dL") nos trés momentos nos seis grupos
estudados.
*p<0,05
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4.4 AVALIAGAO HISTOLOGICA

Os valores dos escores dos exames histologicos (segundo a Tabela 2)
mostraram que os grupos PHS — propofol + hiperglicemia — sham (0,0[0,0;1,0]) e IHS
— isoflurano + hiperglicemia — sham (0[0,0;0,0]) diferiram estatisticamente dos grupos
PHI - propofol + hiperglicemia + isquemia (4,0[4,0;5,0]) e IHI - isoflurano +
hiperglicemia + isquemia (4,5[4,0;5,0]). Os grupos Pl - propofol + isquemia
(3,0[1,0;3,0]) e Il — isoflurano + isquemia (2,0[1,0;3,0]) apresentaram escores
intermediarios (Tabela 6 e Figura 9).

Os grupos PHI e IHI diferiram estatisticamente dos grupos PHS e IHS, e os
grupos Pl e |l tiveram escores intermediarios, n&o diferindo de PHS e IHS e também
de PHI e IHI.

Tabela 6 - Mediana, 1% e 32 quartil, entre colchetes, referentes aos escores da
intensidade da lesdo segundo o0s grupos

Grupo Escore de Leséo
PHS 0,0[0,0;1,0] B
IHS 0,0[0,0;0,0] B
PHI 4,0[4,0;5,0] A
IHI 4,5[4,0;5,0] A
Pl 3,0[1,0;3,0] AB
Il 2,0[1,0;3,0] AB
p<0,05
Grupos seguidos de pelo menos uma letra em comum nao diferem estatisticamente
Escore de avaliacao histologica
5 | % *
4_
3-
2_
1_
0, -
PHS HS PHI H PI it
Grupos

Figura 9 - Escore da avaliagao histoldgica da lesao celular nos seis grupos estudados.
*
p<0,05
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4.5 CITOMETRIA DE FLUXO (CF)

4.5.1 Apoptose inicial (APTi) — Anexina V

A CF mostrou diferenca estatisticamente significativa do percentual da APTi
entre os grupos PHS — propofol + hiperglicemia — sham (9,946,6), IHS — isoflurano +
hiperglicemia — sham (4,2+2,0), Pl - propofol + isquemia (15,7£22 ) e Il - isoflurano +
isquemia (15,8+17,2) e os grupos PHI propofol + hiperglicemia + isquemia (73,2+14,2)
e IHI - isoflurano + hiperglicemia + isquemia (48,1+27,9) (Tabela 7 e Figura 10).

Tabela 7 - Valores da média e desvio-padrao (+SD) dos percentuais (%) de células
com apoptose inicial (APTi) entre os grupos

Grupos Anexina V +SD
PHS 9,9 6,6 B

IHS 4,2 20B

PHI 73,2 14,2 A

IHI 48,1 279 A

Pl 15,7 22,0B

Il 15,8 17,2B

p<0,05

Grupos seguidos de pelo menos uma letra em comum néo diferem estatisticamente
Letras mailsculas comparam médias de grupos

100 -

90

80

60

50 +
B Anexina VvV

% APTi

40
30
20
10 T
H
1 T - T T T T

PHS IHS PHI IHI Pl 1

Figura 10 - Percentual (%) de APTi nos seis grupos estudados.
*p<0,05
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4.5.2 Células viaveis (CV)

O percentual (%) de CV foi estatisticamente maior nos grupos PHS - propofol
+ hiperglicemia - sham (80,848,1), IHS - isoflurano + hiperglicemia - sham (79,9£3,4)
e Il - isoflurano + isquemia (77,0£18,4) em relacdo aos grupos PHI - propofol +
hiperglicemia + isquemia (25,8+13,8) e IHI - isoflurano + hiperglicemia + isquemia
(38,5£18,4B). O grupo Pl - propofol + isquemia (67,7£27,2) ficou em posicao
intermediaria (Tabela 8 e Figura 11).

Tabela 8 - Valores da média e desvio-padrdo (+ SD) dos percentuais (%) de células
viaveis entre 0s grupos

Grupos % Células Viaveis +SD
PHS 80,8 8,1A
IHS 79,9 34A
PHI 25,8 13,8 C

IHI 38,5 18,4 BC
PI 67,7 27,2 AB
Il 77,0 18,4 A

p<0,05
Grupos seguidos de pelo menos uma letra em comum nao diferem estatisticamente
Letras mailsculas comparam médias de grupos

120

100 -

80 - T 1]
bl - *
*
40 - I
20 -
0 T T T T T
PHS IHS PHI IHI PI

Figura 11 — Percentual (%) de células viaveis nos seis grupos estudados
*
p<0,05

% Celulas Viaveis

L




5 DISCUSSAO
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5.1 MODELO ANIMAL

Foram escolhidos ratos machos por serem mais susceptiveis a lesao por
isquemia e reperfusao (Park et al., 2008).

Os efeitos da variacao da temperatura sobre a concentracdo sanguinea
de creatinina durante periodo isquémico de 45 minutos em rim esquerdo de
rato, apos nefrectomia direita foram demonstrados por Delbridge et al. (2007).
Os animais foram divididos em trés grupos: rato sobre colchonete aquecido
(grupo 1), sem colchonete (grupo 2) e com sistema de manutencdo da
temperatura com manta térmica e termémetro retal (grupo 3). A temperatura foi
verificada a cada cinco minutos. A média da temperatura ao final do
procedimento no grupo 1 foi de 39,7°C e a concentracao de creatinina, de 574
mg% + 17,84, no grupo 2, de 32,6°C e 115 mg% =* 4,06, respectivamente, € no
grupo 3, a temperatura foi mantida entre 36,5°C e 37°C e a creatinina foi de
329 mg% = 19,18. A temperatura do animal durante a fase isquémica da leséao
de isquemia e reperfusdo afetou significativamente a gravidade da lesédo. A
hipertermia resultou em grave lesdo e insuficiéncia renal, enquanto hipotermia
relativa reduziu a lesdo renal. Ja a normotermia determinou elevacao transitéria
da creatinina. Neste estudo a manutencao da temperatura dos ratos entre 36°C
e 38°C, com o uso de bolsas térmicas e monitoragdo por meio de um
termdmetro eletrbnico com sensor colocado no reto, até poderia ajudar a
justificar a elevagao da creatinina e as alteragdes histolégicas encontradas no
grupo Sham.

Islam et al. (1997) ndo encontraram quaisquer diferencas entre rins pré-
condicionados por isquemia e sem pré-condicionamento em animais que
permaneceram com o0s dois rins, evidenciando a capacidade do rim
contralateral de compensar a funcao daquele submetido a isquemia. O rim
unico pode ser mais susceptivel a lesdo do que quando o outro 6érgao
permanece intacto (Fujii et al., 2005). A nefrectomia direita foi realizada com o
objetivo de se prevenir a compensacdo do rim submetido a I/R pelo rim

contralateral.
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O tempo de isquemia influencia nos niveis de creatinina plasmatica e no
grau de leséo. Vinte e cinco minutos de isquemia arterial dobram os valores
basais e quarenta e cinco minutos resulta em um aumento de sete a oito vezes,
nos niveis plasmaticos da creatinina, com um grau de necrose significante (>

75%) em relacdo aos valores basais (Park et al., 2008).

5.2 ISQUEMIA/REPERFUSAO (I/R)

A reperfusao de tecidos isquémicos esta frequentemente associada com
a disfuncao microvascular com comprometimento da dilatagéo das arteriolas do
endotélio, aumento da filtracdo de fluidos, agregacdo dos leucdcitos aos
capilares, migracao de leucécitos e extravasamento de proteinas plasmaticas
nas vénulas pés-capilares. No periodo inicial apds a reperfusao, a ativagao das
células endoteliais, em todos os segmentos da micro circulagédo, produz mais
radicais de oxigénio e menos NO. Nas células endoteliais, 0 desequilibrio entre
os superéxidos e o NO leva a producdo e a liberacdo de mediadores
inflamatérios (tais como: fator ativador de plaqueta e fator de necrose tumoral)
e aumenta a biossintese de moléculas de adesao que mediam a adesao celular

leucdcito-endotelial (Carden & Granger, 2000).

O modelo experimental utilizado neste estudo, para a I/R em animais
normotérmicos, & semelhante a outros modelos e o tempo de isquemia tem
se mostrado suficiente para produzir as alteracbes compativeis com a pratica
clinica (Park et al.,, 2008; Vianna et al., 2009). Nos animais que foram
submetidos a isquemia-reperfusdo, apo6s o clampeamento da artéria renal
esquerda, foi observada a mudanca da coloracdo do rim para vermelho
escuro (cianose) com aspecto de mosaico. Apds a retirada do clampeamento

ocorreu o retorno progressivo para a coloracao e aspecto iniciais.

A I/R leva a uma resposta inflamatéria local e sistémica caracterizada
pela produgédo de oxidantes, ativagdo de complementos, adeséo leucocitaria-
endotelial, migracdo leucocitatia transendotelial, agregacdo plaqueta-
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leucocitaria, aumento da permeabilidade microvascular e diminuicdo do

relaxamento endotélio-dependente (Carden & Granger, 2000).

5.3 PRE-CONDICIONAMENTO

Bland & Lowenstein, em 1976, estudaram o efeito protetor do halotano
com a reducdo do segmento ST, em cdes submetidos a uma breve oclusédo

coronariana.

Murphy et al., em 1992, propuseram o efeito antioxidante do propofol,
atribuindo-o a sua semelhanga com o alfa-tocoferol (vitamina E), com a sua

acao como varredor de radicais livres.

Existem evidéncias in vitro e in vivo de que o pré-condicionamento
isquémico ocorre em humanos. Desde a descoberta deste fenébmeno, muitos
farmacos tém sido descobertos como mimetizadores ou como antagonistas
deste mecanismo de protecdo. O conhecimento sobre o uso clinico destes
farmacos pode melhorar os niveis da protecao celular (Riksen et al., 2004).

As técnicas anestésicas utilizadas neste modelo animal, com o
isoflurano ou com o propofol, com ou sem a presencga de hiperglicemia, nao

produziram alterac¢des significativas na pressao arterial média.

A concentracdo de isoflurano inalada é semelhante a utilizada na

pratica clinica, em seres humanos.

As doses de propofol utilizadas na pratica clinica, em humanos, tém
uma variacdo ampla de 0,02 a 0,2 mg.kg'.min’. Runzer et al. (2002) usaram
uma dose de 0,5 mg.kg'.min' (como dose baixa) e 2,0 mg.kg'.min' (como
dose alta) para estudar a capacidade antioxidante tecidual, durante a
anestesia. Cui et al. (2009), relataram que a formula experimental do FDA
(Food and Drug Administration - Guidance for Industry and Reviewers:
Estimating the Safe Starting Dose in Clinical Trials for Therapeutics in Adult
Healthy Volunteers) para converter a dose de ratos em dose humana

equivalente é: Dose Humana Equivalente = Dose do Rato x 0,16. Neste
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estudo, a dose de 1 mg.kg'.min', no rato, equivale a dose de 0,16

mg.kg'.min' em humanos.

5.4 HIPERGLICEMIA

Muitos estudos demonstram o efeito prejudicial dos niveis elevados de
glicemia e alertam para a necessidade um controle rigoroso, para a
diminuicdo da morbidade e mortalidade (Furnary et al., 2003; Ouattara et al.,
2005).

A hiperglicemia tem sido associada a muitas complicagbes
perioperatorias € o controle dos niveis glicémicos, bem como o uso de
estratégias protetoras para os 6rgaos tem sido objeto de varios estudos
(Cherian et al., 1997; Yu et al., 2003; Doenst et al., 2005; Gandhi et al., 2005;
Bemeur et al., 2007).

Enquanto a hipoglicemia mimetiza o pré-condicionamento isquémico
(Armstrong et al., 1994; Ebel et al., 2003) a diabetes mellitus e a hiperglicemia
tem mostrado o bloqueio da cardioprotecdo induzida pelo pré-
condicionamento isquémico (Kersten et al., 2000; Ishihara et al., 2001;
Kristiansen et al., 2004) e pelo pré-condicionamento induzido por anestésicos
(Tanaka et al., 2002; Kehl et al., 2002, 2003) em animais e humanos.

Neste experimento, os valores da glicemia (mg.dL”') em M2 foram
maiores nos quatro grupos que receberam a injecao intraperitoneal de
glicose, do que nos dois grupos que receberam a injecdo de solucéo
fisioldgica, o que demonstra a obtencao de hiperglicemia transitéria durante o
periodo de isquemia. Vinte e quatro horas apdés (M3), os niveis plasmaticos
de glicemia retornaram aos valores iniciais (M1), caracterizando o evento

hiperglicémico como transitério.

Na pratica clinica, varios fatores como o estresse perioperatério e a
infusdo de solucdes com glicose promovem a hiperglicemia transitéria, com

niveis semelhantes aos encontrados nos animais deste estudo.
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A creatinina é uma substancia enddégena e a dosagem da sua
concentracao plasmatica é utilizada para a medida da filtracdo glomerular.
(Chantler et al., 1969) A creatinina plasmatica € quase que exclusivamente um
produto do metabolismo da creatinina e fosfocreatina no masculo esquelético,
apesar de que a ingestao de determinados alimentos pode contribuir para as
alteracoes em seus niveis (Rehling et al., 1984). Em pacientes com funcgao
renal estavel, os niveis plasmaticos da creatinina sdo quase que constantes,
com variagdo de cerca de 8% (Traynor et al., 2006). Um aumento niveis
plasmaticos de creatinina é observado quando ha lesdo aos

néfrons funcionantes.

Bagshaw & Gibney (2008) argumentam que o uso dos valores da
creatinina plasmatica, para avaliar o ritmo de filtracdo glomerular tem suas
limitacbes, porque sua producdo e liberagdo no sangue podem ser muito
variaveis. Assim, ela seria Util nos casos em que o organismo alcancou estado
de equilibrio, o que pode levar dias para ocorrer (Nguyen & Devarajan, 2008).
Segundo Moran & Myers (1985), o decréscimo repentino no ritmo de filtragcao
glomerular determinaria elevacao lenta da creatinina sanguinea em cerca de

dois a trés dias.

Como mostra a tabela 5, os grupos sham (PHS e IHS), que somente
foram submetidos a nefrectomia direita, sem isquemia renal esquerda, sob
anestesia com propofol ou isoflurano, apresentaram alteracdes discretas e néo
significativas nos valores da creatinina plasmatica, entre os momentos.
Resultados intermediarios foram mostrados pelos grupos submetidos a I/R com
normoglicemia (Pl e IlI). Os grupos dos animais submetidos a I/R com
hiperglicemia (PHI e IHI), apresentaram um pequeno aumento nos valores, néo
significativo, entre os momentos M1 e M2, e um aumento acentuado e
significativo entre esses e M3, evidenciando o efeito lesivo da hiperglicemia
quando associada ao episédio de I/R.

Estes resultados sdo compativeis com outros estudos que demonstram
o0 agravamento da lesdo isquémica na presenca da hiperglicemia (Cherian et
al., 1997; Thomas et al., 2001; Doenst et al., 2005; Gandhi et al., 2005; Di
Filippo et al., 2006; Bemeur et al., 2007; Ganiji et al., 2007; Hirose et al., 2008).
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Em estudo realizado por Lee et al. (2004), com uma hora de pré-
tratamento, seguida de com 45 minutos de isquemia-reperfusédo, seguida ou
ndao de mais trés horas de pés-tratamento, comparando diversos farmacos
(pentobarbital, cetamina, sevoflurano, isoflurano, halotano e desflurano) foram
encontrados menores niveis de creatinina, em 24, 48 e 72 horas, nos ratos que
receberam tratamento pré (uma hora) e pos (irés horas), da I/R, com os
anestésicos volateis halogenados, do que nos ratos que receberam
pentobarbital ou cetamina. Entre os anestésicos inalatérios halogenados
utilizados o desflurano foi 0 que apresentou os maiores niveis de creatinina

plasmatica.

A andlise histoldgica das laminas dos rins, utilizando o escore de leséo
proposto por Park et al. (2008), para a avaliacdo da necrose tubular,
demonstrou que 0s animais pertencentes aos grupos sham nao apresentaram
lesado. A I/R em animais normoglicémicos apresentou escore de lesao grau 2,
nos animais anestesiados com o isoflurano, e grau 3 nos animais
anestesiados com o propofol. Os animais hiperglicémicos, submetidos a I/R,
apresentaram elevados escores de lesao, confirmando o efeito lesivo dos
niveis elevados de glicose, sem a demonstracao dos efeitos protetores sobre
a leséo de I/R pelo uso do propofol (grau 4) ou do isoflurano (grau 4,5).

A apoptose, ou a morte programada da célula, que deve ser distinguida
com bases em critérios morfoldgicos e bioquimicos, é diferente da necrose. O
mecanismo responsavel pela apoptose, apos o episédio de I/R, é atribuido ao
aumento da atividade da endonuclease, pelo aumento da entrada de calcio
na célula, ou pela liberagcdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). A
gravidade da apoptose, apds a reperfusdo de uma isquemia prolongada, é
tempo-dependente (Chien et al., 2001).

As espécies reativas de oxigénio induzem a apoptose causando dano
ao acido desoxirribonucléico (DNA), oxidagdo das membranas lipidicas e/ou

ativacao direta e expressao de genes/proteinas responsaveis pela apoptose.

Chien et al. (2001) demonstraram que as espécies reativas de oxigénio
sdo produzidas em quantidades significativas no epitélio dos tubulos
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proximais durante a reperfusdo e podem ser responsaveis pela apoptose
celular. Nas células epiteliais dos tdbulos distais, dos rins que foram
submetidos a I/R, diferentemente das células dos tubulos proximais, outros
mecanismos que nao a formacao de espécies reativas de oxigénio podem
prevalecer na indugao da apoptose. O tratamento com superédxido dismutase
(SOD) e outras substancias varredoras de radicais livres pode ser efetivo na
prevencao de apoptose mediada pelas espécies reativas de oxigénio, nas

células dos tubulos proximais.

A andlise dos niveis de apoptose, avaliada pela citometria de fluxo,
demonstrou valores sem diferenca estatisticamente significante entre os
grupos normoglicémicos, mesmo com maior grau de apoptose nos animais
que foram submetidos a isquemia, e niveis de apoptose significativamente
elevados nos animais hiperglicémicos, demonstrando os efeitos lesivos da

hiperglicemia na presenca de episédio de isquemia-reperfusao.

O percentual de células viaveis, também avaliado pela citometria de
fluxo, foi maior nos grupos sham (PHS e IHS), apresentou valores
intermediarios nos grupos normoglicémicos submetidos a isquemia e
menores valores, estatisticamente significativos, nos grupos hiperglicémicos
(PHI e IHI), sem a indicacao de protecao do isoflurano ou do propofol para a
lesdo I/R na presencga da hiperglicemia.

A lesao renal associada a isquemia-reperfusao resulta de um processo
dindmico, envolvendo a vasculatura e os tdbulos renais com uma interacao
complexa. Os eventos que modulam a vasculatura alterardo o suprimento de
oxigénio e nutrientes as células epiteliais e as células epiteliais lesadas
responderao com producdo de fatores autédcrinos, que afetardo sua propria
sobrevida, e fatores paracrinos que afetardo a vasculatura. Ha ativacdo da
cascata de sinalizacao, resultando em alteracées hemodinamicas, leucocitose
e lesdo direta das células epiteliais tubulares, seguida por um processo de
reparo que pode restaurar a morfologia e a funcdo (Bonventre & Weinberg,
2003).
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Observando-se os resultados encontrados, verifica-se que o modelo
experimental apresentado produziu: 1) pequenas alteracées nos rins que nao
sofreram I/R, mesmo na presenca de hiperglicemia transitéria; 2) alteracbes
moderadas nos animais normoglicémicos submetidos a I/R e 3) foi agressivo
para os animais submetidos a I/R na presenca da hiperglicemia transitoria. Os
valores da creatinina plasmatica, dos escores de lesdo dos estudos
histologicos e da citometria de fluxo apresentaram coeréncias. O uso do
propofol ou do isoflurano ndo demonstrou protecao contra a lesdo da I/R na
presenca da hiperglicemia.
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O resultado deste estudo mostra o propofol semelhante ao isoflurano, ou
seja, protecao renal a I/R e aumento da leséo renal quando a I/R foi associada
a hiperglicemia transitéria. Demonstra a acao lesiva da hiperglicemia transitéria

associada a I/R.
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