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Resumo
ROCHA, T. L. A. Avaliacdo do status antioxidante, das citocinas
inflamatdrias e metaloproteinases em ratos anestesiados com isoflurano e
sevoflurano. Botucatu, 2018. Tese (Doutorado em Anestesiologia) - Faculdade de
Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,

Botucatu.

O presente estudo teve por objetivo investigar e comparar as alteracOes
relacionadas a reatividade vascular e aos biomarcadores de estresse oxidativo e da
inflamacdo em ratos anestesiados com isoflurano ou sevoflurano. Para alcancar
nossos objetivos, ratos Wistar machos adultos foram distribuidos aleatoriamente
em trés grupos experimentais: ndo anestesiado (grupo controle) e anestesiados
com isoflurano (grupo Iso) ou sevoflurano (grupo Sevo). A responsividade
vascular a fenilefrina (PHE) e acetilcolina (ACh) na presenca ou auséncia de éster
N-nitro-L-arginina-metilico (L-NAME) foram avaliadas em anéis de aorta toracica
com endotélio intacto (E +) e endotélio desnudo (E-). Os metabdlitos do Oxido
nitrico (NO) (NOXx), a peroxidacéo lipidica, a fungdo antioxidante, os niveis de
citocinas e a atividade das metaloproteinases de matriz extracelular (MMPSs)
também foram avaliados. Nenhuma diferenca significativa foi observada com
relagcdo aos dados hemodinamicos e temperatura entre 0s grupos anestesiados. Nos
anéis com endotélio intacto, a anestesia com o sevoflurano reduziu a
vasoconstricdo induzida pela PHE e pelo KCL quando comparado ao grupo
controle e Iso, respectivamente (P < 0.05). O isoflurano aumentou
significativamente a vasoconstri¢ao induzida pela PHE e pelo KCI, nos anéis com
endotélio desnudo (P < 0.05). Niveis de NO reduzidos foram observados apés a
anestesia com sevoflurano (P = 0.01), mas ndo com isoflurano. O estresse
oxidativo foi significativamente aumentado em ambos 0s grupos anestesiados
quando comparado com o grupo Control (P < 0.05). O isoflurano aumentou os
niveis de IL-1pB, enquanto o sevoflurano reduziu a IL-10 e IL1J. Aumentos da
atividade de MMP-2 na aorta foram observados somente no grupo anestesiado

com sevoflurano (P < 0.05). Os resultados demonstram que 150 minutos de



anestesia com sevoflurano, mas ndo com isoflurano, prejudicam a responsividade
vascular aos agentes vasoconstritores. Além disso, enquanto os dois anestésicos
aumentam o estresse oxidativo, apenas o sevoflurano reduz os niveis de NO e

citocinas e aumenta da atividade das MMPs.

Palavras Chave: isoflurano, sevoflurano estresse oxidativo, metaloproteinases de

matriz extracelular.



Abstract
ROCHA, T. L. A. Evaluation of the antioxidant status of inflammatory cytokines
and metalloproteinases in rats anesthetized with isoflurane and sevoflurane. 2018.
Tese (PhD in Anesthesiology) — School of Medicine, S&o Paulo State University,
“Julio de Mesquita Filho”, Botucatu, 2018.

The current study aimed to investigate and compare the changes on vascular
reactivity, biomarkers of oxidative stress and inflammation of rats anesthetized
with isoflurane or sevoflurane. Adult Wistar rats were assigned to three
experimental groups (n = 6 per group): Non-anesthetized (Control group) and
anesthetized with isoflurane (Iso group) or sevoflurane (Sevo group). Vascular
responsiveness to phenylephrine (PHE) and acetylcholine (ACh) in the presence
or absence of Nw-nitro-L-arginine-methyl ester (L-NAME) was evaluated in
thoracic aortic rings with intact endothelium (E+) and denuded endothelium (E-).
Nitric oxide (NO) metabolites (NOx), lipid peroxidation, antioxidant function,
cytokines levels and matrix metalloproteinases (MMPs) activity were also
assessed. In intact endothelium-aortic rings sevoflurane impairs PHE-induced
vasoconstriction versus control group and reduces KCI-induced vasoconstriction
versus Iso group (P < 0.05). In denuded endothelium-aortic rings isoflurane
increases vasoconstriction induced by both PHE and KCI (P < 0.05). Sevoflurane,
but not isoflurane, reduces NO (P = 0.01). Oxidative stress was increased in Sevo
and Iso groups (P < 0.05). While sevoflurane reduced IL-10 and IL-1, isoflurane
increased IL-13. MMP-2 activity in aorta was increased in Sevo (P < 0.05), but
not in Iso group. We concluded that 150 minutes of anesthesia with sevoflurane,
but not with isoflurane, impairs vascular responsiveness to vasoconstrictors
agents. Also, while both anesthetics increased oxidative stress, only sevoflurane

reduced NO and cytokines and increased MMPs activity.

Keywords: isoflurane, sevoflurane, oxidative stress, extracellular matrix

metalloproteinases.
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INTRODUCAO

Estima-se que, anualmente, aproximadamente 100 milhdes de pessoas
sejam submetidas a procedimentos cirdrgicos, sendo que a maior parte desses
procedimentos é realizada sob anestesia geral inalatéria (Eckenhoff et al., 2004).
Por essa razdo, tem-se discutido amplamente quais seriam 0s possiveis danos a
salide ocasionados pelo uso dos anestésicos volateis (Karabiyik et al., 2001).

Estudos prévios in vitro tém demonstrado que os agentes halogenados,
como o isoflurano e o sevoflurano, podem interferir na resposta
vasomotora(Nakamura et al., 1994; Kazuma et al., 2018), entretanto, existem
poucas pesquisas avaliando os efeitos do uso desses anestésicos apos
administracdo por via inalatdria (Samarska et al., 2009).

Além disso, embora estudos experimentais e epidemiolégicos tenham
associado o emprego dos anestésicos volateis a aumentos dos niveis de estresse
oxidativo e imunossupressdo pos-operatdria, esses resultados ainda se apresentam
controversos (Kurosawa, Shin e Kato, Masato, 2008; Tirkan et al., 2011; Jin et

al., 2013).

1.1 Anestésicos Volateis

Os anestésicos volateis tém sido utilizados ha mais de 150 anos para
fornecer anestesia geral (Capey, 2007). O emprego desses agentes inalatorios teve
como marco historico a demonstracdo publica bem sucedida do uso do dietil éter

por William Morton, em meados dos anos 1840 (Chang et al., 2015). Desde entdo,
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a anestesiologia passou por grandes transformagdes, a medida que novos
anestésicos, como o éxido nitroso (N20), o cloroférmio e o tricloroetileno, foram
se consagrando (Campagna, Miller e Forman, 2003).

A sintese e a introducdo dos agentes halogenados, pds-segunda guerra
mundial, representou outro profundo avanco no desenvolvimento da anestesia,
dando inicio a era moderna da anestesiologia (Stachnik, 2006).

Dentre os anestésicos inalatérios contemporaneos mais utilizados, para
inducdo e manutencdo da anestesia, na rotina cirurgica atual estdo o isoflurano e o
sevoflurano (Eger, 1994). Esse fato se deve a vantagem dos dois anestésicos
terem baixos coeficientes de particdo sangue-gas, o que lhes confere uma rapida
inducdo e recuperacdo da anestesia, sobretudo quando comparados a anestésicos
halogenados mais antigos como o halotano (Eger Ei, 2004).

Apesar da eficacia e da seguranca demonstradas por algumas décadas de
uso clinico do isoflurano e do sevoflurano, ainda ha inimeros questionamentos a
serem respondidos referente a potencial influéncia desses anestésicos na resposta

vascular, no equilibrio redox e no perfil inflamatorio.

1.2 Anestésicos volateis e endotélio

O conhecimento sobre a funcdo do endotélio vascular, antes considerado
apenas uma barreira fisica, mudou consideravelmente depois que Furchgot e
Zawadski demonstraram sua participacdo na regulacdo do tbnus vascular

(Furchgott e Zawadzki, 1980). Desde entdo, tem sido implicado as células
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endoteliais vasculares iniumeras fungdes especificas, que ultrapassam a modulagéo
do ténus vascular, como: controle da coagulacdo e fibrinolise, remodelamento
vascular, participacdo na resposta inflamatoria e imune, entre outras (Khazaei,
Moien-Afshari e Laher, 2008).

O endotélio é responsavel por sintetizar e liberar, em resposta a estimulos
fisiolégicos e neuro-humorais, uma variedade de substancias vasoativas que
contribuem para a manutencdo da homeostase vascular (Sandoo et al., 2010).
Dentre essas substancias liberadas pela célula endotelial a que possui maior
relevancia € o oxido nitrico (NO). Esse gas, cuja meia vida é extremamente curta,
é sintetizado a partir da conversao de L-arginina em L-citrulina por acdo de uma
familia de enzimas denominadas oOxido nitrico sintases (NOS) (Forstermann e
Sessa, 2012). Existem atualmente trés isoformas de NOS reconhecidas: a NOS
neuronal (NNOS ou NOS 1), a NOS indutivel (iNOS ou NOS 2) e a NOS
endotelial (eNOS ou NOS 3). No leito vascular, a principal responsavel pela
producdo de NO é a eNOS (Alderton, Cooper e Knowles, 2001).

Em condicdes fisiologicas, a forca de arraste e a tensdo de cisalhamento
(shear stress) exercida pelo fluxo sanguineo sobre as células endoteliais leva a
formacdo basal de NO (Vallance e Chan, 2001). O NO produzido a partir da
eNOS difunde-se do endotélio para o musculo liso vascular e ativa a enzima
guanilato ciclase soltvel (GCs) causando um aumento do monofosfato ciclico de
guanosina (cGMP) (Palmer et al., 1988). Este, por sua vez, ativa a proteina
quinase G (PKG) iniciando uma cascata de sinalizacdo celular que resulta em

reducdo do célcio intracelular e, consequentemente, em relaxamento vascular
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(Moncada e Higgs, 1993). Além disso, a liberacdo do NO também pode ocorrer
devido a estimulacdo de receptores farmacol6gicos presentes nas membranas das
células endoteliais, como os receptores muscarinicos (Moncada, Palmer e Higgs,

1991), receptores a; € 32, receptor de bradicinina, etc (Vanhoutte et al., 2017).

ﬁ conversdo

NO
—————— inibigdo
—_— estimulagdo
l Reticula
Eaz'-ﬁ endoplasmdtico
GCs
7\ /' Diminuicso
T
> PKG
GTP GMPc

GMP S\
Q '\Ea’*

Figura 1. Mecanismo de agdo do 6xido nitrico na célula muscular lisa. (Reproduzido de
Gongalves-Rizzi, 2018).

Situacdes patologicas ou que resultem em acumulo de radicais livres e/ou
espécies reativas de oxigénio (EROs) nos tecidos vasculares podem reduzir
producéo ou biodisponibilidade do NO e, em paralelo, aumentar a liberagdo de

substancias vasoconstritoras, prejudicando a funcdo endotelial. Esse processo é
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denominado como disfuncdo endotelial (Vallance e Chan, 2001; Endemann e
Schiffrin, 2004)

Sabe-se que grande parte dos anestésicos gerais, incluindo os inalatorios,
podem influenciar mecanismos celulares e moleculares que participam da
regulagdo do tdnus vascular (Akata, 2007). Os anestésicos volateis tem
demonstrado promover alteracdo na resisténcia vascular periférica por acéo direta
na musculatura lisa vascular (MLV) e/ou nas células endoteliais em varios leitos
vasculares (Akata, lzumi e Nakashima, 2000; Toda, Toda e Hatano, 2007).
Diversos estudos in vitro, mostraram que os halogenados, como o isoflurano e o
sevoflurano, interferem no relaxamento dependente do endotélio por meio de
diferentes mecanismos, os quais ainda ndo estdo completamente elucidados (Toda
et al., 1992; Blaise et al., 1997; Kazuma et al., 2018). Enquanto o isoflurano inibe
a formacdo de NO no endotélio, possivelmente por atuacdo nos receptores
muscarinicos, proteina G, canais de calcio ou na atividade da eNOS (Nakamura et
al., 1994), o sevoflurano parece prejudicar a vasodilatacdo por inativacdo do NO,

via liberacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Yoshida e Okabe, 1992) .

1.3 Anestésicos volateis e estresse oxidativo

Sabe-se que os radicais livres (RL), as EROs e as espécies reativas de
nitrogénio (ERN) sdo constantemente produzidas pelo organismo como resultado
do metabolismo aerébio normal (Birben et al., 2012) . Em condicdes fisioldgicas,

a producdo de EROs e ERN ¢ baixa e o sistema antioxidante endogeno é capaz de
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neutralizar de maneira efetiva esses agentes. Contudo, quando a producdo de RL
e/lou espécies reativas supera a capacidade de acdo dos antioxidantes ha a
instalagdo de um processo denominado “estresse oxidativo” (Schieber e Chandel,
2014). Esse processo, por sua vez, pode ocasionar a oxidagdo de biomoléculas
e/ou desequilibrio homeostatico, resultando na perda de diversas fungdes celulares
(Incalza et al., 2018). Por causa disso, 0 estresse oxidativo possui um papel
importante na etiologia de varias patologias, como as doencas neurodegenerativas,
doencas vasculares, cardiacas e cancer (Uttara et al., 2009; Sosa et al., 2013;
Incalza et al., 2018).

A producdo elevada de EROs pode induzir disfuncdo e remodelamento
vascular por meio de danos oxidativos (Xu e Touyz, 2006). A formacdo das
EROs, no leito endotelial, é mediada por algumas enzimas vasculares que
incluem a NAD(P)H oxidase, xantina oxidase, mieloperoxidase, eNOS
desacoplada, isoenzimas da citocromo P450, lipooxigenase, ciclooxigenase, heme
oxigenase e glicose oxidase. Entretanto, a principal fonte de EROs no endotélio
vascular parece ser a NAD(P)H oxidase (Cai e Harrison, 2000).

Além disso, as EROs foram reconhecidas como moléculas sinalizadoras
por mediar respostas celulares especificas na vasculatura, incluindo a expressdo de
mediadores pro-inflamatérios e a ativacdo de MMPs (Taniyama e Griendling,
2003). A esse respeito, as EROs podem provocar a ativacdo de fatores de
transcrigdo, como NF-kB, AP-1, fator nuclear de células T ativadas (NFAT) e
fator 1 induzido por hipéxia (HIF-1), que estdo diretamente envolvidos na resposta

inflamatdéria. O NF-kB regula a expressdo de varios genes que participam da
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resposta imune, entre eles a IL-1B, IL-6, fator de necrose tumoral- o (FNT-a), IL-
8 e varias outras moléculas de adesdo (Forrester et al., 2018).

Estudos tem demonstrado que os anestésicos halogenados podem induzir
estresse oxidativo por meio da formacdo de compostos reativos ou liberacdo de
EROs (Jaloszynski et al., 1999; Alleva et al., 2003). Cerca de 5% do volume de
sevoflurano inalado é metabolizado no figado pela isoenzima citocromo P450,
(Kharasch, 1995), o que pode desencadear a formacao de peroxinitrito e aumentar
perdxidos intracelulares e éxido nitrico, elevando a producdo de EROs (Brozovic
et al., 2008).

Embora, nas ultimas décadas, uma série de estudos in vitro, em animais e
em humanos, tenham sido realizados para determinar os efeitos do isoflurano e
sevoflurano no estresse oxidativo, os resultados ainda se mostram contraditorios, o
que reforca a necessidade da realizacdo de mais pesquisas envolvendo o assunto

(Lee, Y.-M., Song, B. C. e Yeum, K.-J., 2015).

1.4 Anesteésicos volateis e inflamacao

A inflamacdo é um processo fisiologico que tem como funcgdo proteger o
organismo de estimulos nocivos, como infec¢do por agentes patogénicos ou injuria
mecanica (Medzhitov, 2008). O processo inflamatério desempenha um papel
fundamental na reparagdo tecidual e na cicatrizagdo, no entanto uma reagéo

inflamatoria exacerbada pode causar inUmeras complicagdes, principalmente em
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situagcBes pds-operatorias. (Dgbrowska e Stotwinski, 2014; Eming, Wynn e
Martin, 2017).

Sabe-se que a anestesia geral, assim como o0 estresse oriundo do ato
cirargico, pode influenciar as respostas inflamatdrias essenciais para a manutencao
do estado homeostéatico (Stollings et al., 2016). Esse fato se deve a atuacdo dos
anestésicos sobre a imunidade celular, uma vez que alteram tanto as funcdes de
células imunocompetentes como a expressao de genes responsaveis pela producao
de mediadores inflamatorios (Kurosawa, S. e Kato, M., 2008).

Em individuos saudaveis submetidos a cirurgia eletiva ou pouco invasiva
os efeitos causados pela anestesia nas células imunoldgicas parece nao oferecer
grandes prejuizos, entretanto pacientes com disfuncdo pré-existente do sistema
imune, sepse e faléncia multipla de 6rgaos, bem como em pacientes com alto risco
de complicacbes perioperatorias, o0 tipo de anestésico usado e o método de
anestesia podem ter implicagdes clinicas importantes (Cheng, 2005).

Os efeitos imunomoduladores dos anestésicos volateis tém sido estudados
ha varias décadas (Mcbride, Armstrong e Mcbride, 1996). Embora muitos estudos
tenham se concentrado nos efeitos imunossupressores desses agentes, evidéncias
também apontam para a imunoativacdo (Stollings et al., 2016).

Considerando que a imunossupressao pode aumentar a possibilidade de
pacientes submetidos a procedimentos cirdrgicos apresentarem infecgdes no pos-
operatério (Dabrowska e Stotwinski, 2014), € de suma importancia que qualquer
efeito promovido pelos anestésicos volateis sobre as células que participam na

regulacéo do sistema imune seja esclarecido.
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Atualmente, ainda ndo existe um consenso a respeito da acdo dos
diferentes anestésicos halogenados nos mediadores inflamatérios, uma vez que o
perfil das citocinas envolvidas nesse processo parece diferir conforme o tipo de

cirurgia, ou anestésico empregado (Cheng, 2005; Markovic-Bozic et al., 2016).

1.5 Metaloproteinases da matriz extracelular (MMP)

As MMPs constituem uma familia de enzimas proteoliticas zinco
dependentes, que se apresentam distribuidas em varias tecidos, incluindo células
da musculatura lisa vascular, células endoteliais, fibroblastos e células
inflamatdrias  (Ohbayashi, 2002). Essas enzimas sd0 essenciais para 0
remodelamento tecidual e estdo envolvidas na degradacdo de varios componentes
da matriz extracelula (Bonnans, Chou e Werb, 2014).

Baseado em sua afinidade por determinados substratos degradados por
elas, as MMPs podem ser classificadas em colagenases, gelatinases,
estromelisinas, matrilisinas e MMPs de membrana (Geurts, Opdenakker e Van
Den Steen, 2012). Em geral, elas sdo compostas por uma mesma estrutura,
contendo pré e pds-dominios, seguidos de um dominio catalitico e uma por¢édo C
terminal. O dominio catalitico € uma regido altamente conservada, onde ocorre a
ligacdo de ions de zinco, essencial para a manutencdo da atividade enzimatica
(Nagase, 1997; Spinale, 2007).

Em condigdes normais, hd uma regulacdo da secre¢do das MMPs, as quais

sdo sintetizadas e secretadas como pro-enzimas, chamadas de zimdgenos, que
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permanecem adormecidas até serem ativadas e tornarem-se proteoliticas
(Woessner, 1991). Em tecidos saudaveis, os niveis de MMPs sdo relativamente
baixos, e aumentos excessivos ou desequilibrados dos niveis dessas enzimas
podem predispor o0 organismo a varias doengas como aterosclerose, aneurisma e
outras doencas cardiovasculares (Visse e Nagase, 2003). Além disso, o aumento
de MMPs pode estar associado a processos inflamatérios (Galis e Khatri, 2002).
Dentre essas enzimas proteoliticas, as MMP-2 e MMP-9 sdo as que apresentam
um papel mais importante nas doencas citadas acima (Dollery, Mcewan e Henney,
1995) (Spinale et al., 2000).

A atividade das MMPs pode ser regulada por varios fatores como: estresse
oxidativo, citocinas, horménios, fatores de crescimento e estresse de cisalhamento
(Chen et al., 2013). Os RL/EROs, e o resultante estresse oxidativo, podem afetar
diretamente e indiretamente a atividade das MMPs. No processo direto, pode
haver o envolvimento da oxidacdo ou nitrosilacdo das MMPs, resultando em sua
ativacdo (Jian Liu e Rosenberg, 2005). No processo indireto, as EROs atuam sobre
elementos redox-sensiveis existentes em fatores de transcri¢do, como NFkB ou
AP-1, conhecidos por terem sitios de ligacdo em diversos genes de MMPs (Sen e
Packer, 1996; Jian Liu e Rosenberg, 2005). Portanto, situacdes que suscitam o
estresse oxidativo podem fazer com que as MMPs sejam ativadas.

Até o momento, ha na literatura ao nosso alcance poucos relatos sobre a
atividade das MMPs ap0s exposicdo aos anestésicos volateis (Miller-Edenborn et

al., 2012).
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JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Levando-se em consideracdo a escassez de estudos de reatividade vascular
apo6s administracdo dos anestésicos volateis, assim como a divergéncia de dados
encontrados na literatura a respeito do impacto do uso desses anestésicos no
balango redox e nos mediadores inflamatorios, o presente estudo teve como
objetivo investigar e comparar os efeitos de 150 minutos de anestesia com
isoflurano ou sevoflurano na resposta vasoconstritora a fenilefrina (PHE) e
vasodilatadora a acetilcolina (ACh), bem com avaliar os determinantes
bioquimicos da biodisponibilidade do NO, os niveis de peroxidacdo lipidica, a
capacidade antioxidante, as citocinas pro-inflamatérias e antiinflamatérias e a
atividade das MMPs.

Por esse motivo, este estudo se propds a fornecer mais evidéncias a
literatura a respeito das alteracdes promovidas pelo isoflurano e sevoflurano no
organismo, por meio do uso de um modelo experimental animal, utilizando os
anestésicos inalatorios, de forma isolada, minimizando as possiveis influéncias de
outros farmacos amplamente utilizados na rotina cirdrgica e que poderiam ser um

viés para as analises dos dados.
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MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

O protocolo e os procedimentos empregados neste estudo foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Instituto de Biociéncias da
Universidade Estadual Paulista - Botucatu (CEUA, IBB-UNESP), com o
protocolo nimero 967/2017.

Foram utilizados 18 ratos Wistar machos adultos (22 semanas + 2
semanas) com peso médio de 400-450g, provenientes do Biotério Central do
Campus da UNESP de Botucatu. Os animais foram mantidos no Biotério do
Departamento de Farmacologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB—
UNESP), em gaiolas coletivas contendo no maximo cinco animais, em condi¢fes
controladas de iluminacédo (fotoperiodo: 12 horas) e temperatura (23 + 2°C) e com

acesso a ragdo e agua filtrada “ad libitum”.

3.2 Preparo dos animais e anestesia

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos
experimentais: ndo anestesiado (grupo Controle, n = 6) e anestesiados com dois
anestésicos inalatérios diferentes, isoflurano® (grupo Iso, n = 6) ou sevoflurano?

(grupo Sevo, n=6).

1 . . s . ~ .
Isoflurano - Isoforine®, Cristalia, Itapira, Sdo Paulo, Brasil.

2 . . 71 . ~ .
Sevoflurano - Sevocris®, Cristalia, Itapira, Sdo Paulo, Brasil.
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A indugéo da anestesia, nos grupos Iso e Sevo, foi realizada por meio de
uma camara de vidro acoplada ao aparelho de anestesia® com as concentracdes de
3% de isoflurano ou 4% sevoflurano, em um fluxo continuo de oxigénio (2 L /
min ). Apos confirmacdo da imobilidade e perda do reflexo de endireitamento, os
animais foram colocados em decubito dorsal em uma mesa cirdrgica, € o plano
anestésico ajustado para as concentracfes de 2-2,5% e 3-3,5% de isoflurano ou
sevoflurano, respectivamente. A manutencdo da anestesia foi realizada por meio
de uma mascara facial e as concentracBes anestésicas registradas por meio de um
analisador de gases®. Para a obtencdo da medida direta da pressdo arterial média
(PAM), sistdlica (PAS) e diastdlica (DAP), com também da frequéncia cardiaca
(FC), um cateter de polietileno (PE50) foi introduzido na artéria carétida esquerda.
Os dados cardiovasculares foram registrados nos intervalos de 30, 45, 60, 75, 90,
105, 120, 135 e 150 min apds a inducdo da anestesia, empregando um sistema de
aquisicdo de dados® conectado a um computador. A temperatura corporal foi
medida por um sensor retal, ligado a um monitor multiparamétrico®. A fim de
evitar hipotermia, uma lampada incandescente foi utilizada durante todo o
protocolo com o intuito de fornecer calor suplementar aos animais. A adequacéo

do plano anestésico, durante os 150 minutos de experimento, foi realizada com

3 Insight, Ribeirdo Preto, Brasil.
* Vamos Plus; Drager, Lubeck, Alemanha.
> MP150CE; Biopac Systems Inc., Goleta, CA.

® DX monitor 2023; Dixtal Biomedica, Sdo Paulo, Brasil.
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base nas respostas hemodinamicas e auséncia de reflexos somaticos motores em
resposta ao pingamento da cauda (Rocha et al., 2015).

Ao chegar ao fim da coleta de dados, os ratos dos grupos anestesiados
foram submetidos a eutanasia, ainda sob anestesia, por exsanguinacdo da artéria
carétida, enquanto que os animais do grupo controle foram submetidos a eutanasia
por decapitacdo. As amostras sanguineas coletadas, em tubos contendo heparina
liofilizada’, foram centrifugadas e posteriormente o plasma separado foi

armazenado a -80 ° C até a realizacdo das andlises bioquimicas propostas.

3.3 Isolamento e montagem das preparac6es de aorta toracica para estudo de
reatividade vascular

Imediatamente apds a eutanasia dos animais, a aorta toracica descendente
foi removida e transferida para uma placa de Petri, recoberta com parafina,
contendo solucdo de Krebs-Henseleit (NaCl 130; KCI 4,7; CaCl; 1,6; KH,PO, 1,2;
MgSQ;, 1,2; NaHCO3 15; glicose 11,1; em mmol / L). A aorta toracica foi entdo
cuidadosamente manipulada para retirada do tecido conectivo e adiposo
perivascular e posteriormente seccionada em segmentos de aproximadamente 3-4
mm de comprimento. Anéis de aorta com endotélio intacto e com endotélio
removido mecanicamente foram preparados e, em seguida, Suspensos
verticalmente entre dois ganchos de metal (inseridos no Iimen de cada anel), em

cubas de 10 mL para estudos de 6rgdos isolados. Nesse ambiente, os anéis foram

” Vacuntainer Becton Dickinson, Oxford, Reino Unido.
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mantidos imersos em solucdo nutritiva de Krebs-Henseleit, com pH ajustado para
7.4, continuamente aerada com uma mistura carbogénica (95% O, e 5% CO,) e
aquecida a 37°C. Um dos ganchos foi ligado a um suporte fixo a base da cuba e o
outro a uma haste mével conectada a um transdutor de tensdo isométrica®. As
variagoes do didmetro do vaso foram capitadas e registradas pelos transdutores de
tensdo conectados a um amplificador® e a um sistema de aquisicdo de dados™
(Figura 2).

Computador

Biopac Systems
= '

@ ol &

<4— Transdutor de forga

Haste metalica

Amplificador i
Registro
Contragiao 4—— Cuba de vidro
‘ o ‘ Anel de aorta

Haste metalica fixa
O
p-

Relaxamento

Figura 2. Preparacdo dos anéis isolados de aorta para avaliacdo da reatividade vascular (Adaptado
de Dias, 2007).

® FORT10, WPI, EUA.
° Transdutor Transbridge 4M , WPI, EUA.

10 Biopac Systems Inc., U.S.A.
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Antes da determinagdo das curvas concentracdo-resposta, os anéis foram
mantidos em repouso, sob uma tenséo basal de 1,5g, por 45 minutos. Durante esse
periodo e durante todo o experimento, a solucdo nutritiva foi substituida a cada 15
minutos.

A fim de verificar a atividade contratil induzida por despolarizacéo e,
dessa maneira, avaliar a viabilidade do musculo liso vascular, foi realizada, ap6s o
periodo de estabilizacdo, uma contracdo controle ao cloreto de potassio (KCI) com
a concentracdo de 96 mM. Uma vez atingido um platd no registro da contracao
induzida pelo KCI, os anéis foram lavados por aproximadamente cinco vezes com
solucdo de Krebs-Henseleit até retornar a tensdo basal. Anéis que nao foram

responsivos ao KCI foram descartados do estudo.

3.3.1 Curvas concentracgao-resposta

Apbs a realizacdo do teste de integridade do musculo liso vascular e um
novo periodo de estabilizacdo de 30 minutos, iniciou-se o protocolo experimental.

Os anéis foram primeiramente desafiados com concentragdes cumulativas
de KCI (10-120 mM) e, posteriormente de PHE (10 a 10™ M).

A funcdo endotelial foi investigada pelo grau de relaxamento induzido por
concentragdes crescentes de ACh (10° a 10 M) em anéis pré-contraidos com
PHE na concentracdo de 10® M em anéis com endotélio intacto (E +) e 107 M em

anéis com endotélio desnudo (E-).
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A influéncia da vasodilatagdo dependente do endotélio também foi
verificada por meio da construcdo de uma curva concentracdo-resposta a8 ACh em
anéis pré-contraidos com PHE (10° M em E+ e 107 M em E-), obtida na presenca

do éster N-nitro-L-arginina-metilico (L-NAME, 3x10™ M).

3.3.2 Analise de parametros farmacologicos

O valores de pECs, (logaritmo negativo da concentracdo que evocou 50%
da resposta maxima) foram obtidos a partir da regressdo ndo linear (slope
varidvel), conforme descrito anteriormente (Possomato-Vieira et al., 2018). Os
efeitos contratil/relaxante maximo provocado pelos desafios realizados sobre os
anéis, denominado Ema, também foram determinados. Esse parametro
corresponde ao efeito maximo que um agonista pode desencadear em um tecido
sob determinadas condicdes experimentais.

As curvas concentracdo-resposta a ACh, na presenca ou auséncia de L-
NAME, foram expressas como % de relaxamento frente a contracdo induzida pela

PHE.

3.4 Determinacdo de nitrito / nitrato (total NOXx)

As concentracOes plasmaticas de nitrito/nitrato foram avaliadas por meio
da técnica de Griess como previamente descrito (Miranda, Espey e Wink, 2001).
Resumidamente, as amostras de plasma foram colocadas em uma placa com 96

pocos, com 50 pL de solucéo de sulfanilamida a 2% diluida em &cido fosforico a
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5%. Em seguida, foram adicionados 50 pl de solugcdo de dicloridrato de N- (1-
naftil) etilenodiamina a 0,1%, seguido de 100 ul de solucdo saturada de cloreto de
vanadio Ill. A placa foi incubada por trés horas a 37°C, sob agitacdo e protegida
da luz. A concentragdo de NOx foi calculada utilizando uma curva padréo de
nitrito de sédio (1,56-100 pM) e a absorbancia foi lida em espectrofotdmetro'* a
um comprimento de onde de 535 nm. Os niveis de NOx do plasma foram

expressos em pumol / L.

3.5 Determinacédo da peroxidacéo lipidica

Os niveis plasmaticos de peroxidacdo lipidica foram determinados pela
reacao entre o malondialdeido (MDA) e o acido 2-tiobarbitdrico (TBA) e medido
por espectrofotbmetro no comprimento de onda de 532 nm (Perico et al., 2015).
Para esse ensaio, 100 pL de agua destilada, 50 pL de dodecil sulfato de sodio a
8,1% (SDS), 375 pL de acido acético a 20% e 375 pL de acido 2-tiobarbiturico a
0,8% (TBA) diluido em 20% de &cido acético foram adicionados a 100 pL de
amostra. Esta mistura foi incubada em banho-maria a 95°C por uma hora e
posteriormente centrifugada a 15.000 rpm por 10 minutos. A curva padrdo foi
preparada de maneira semelhante, substituindo as amostras por 25 pl de
concentracdes conhecidas de MDA. Os resultados de MDA foram expressos em

nmol/mL.

" Synergy 4, BIOTEK, Winooski, VT.
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3.6 Determinacéo da capacidade oxidante total

A capacidade antioxidante total foi determinada pela técnica Ferric
Reducing Antioxidant Power (FRAP) conforme descrito anteriormente (Benzie e
Strain, 1996). Essa técnica se baseia na répida reducdo da triazina trifluidrica
férrica (Felll-TPTZ) pelos antioxidantes presentes na amostra formando triazina
de ferro-tripiridila (Fell-TPTZa), substancia de intensa coloracdo azul. Em
primeiro lugar, a solucdo de FRAP foi preparada usando 300 mmol / L de tampéo
acetato, 10 mmol / L de solucdo TPTZ / HCL e 20 mmol / L de cloreto férrico. Em
uma placa de 96 pogos, foram adicionados 10 pL de amostras de plasma com 290
pL de solugdo de FRAP. Solucdes padrao de sulfato de ferro (II) variando na
concentracdo de 0,0625 a 4 mmol foram feitas e a placa foi incubada por 4

minutos. A absorbancia foi lida a 593 nm.

3.7 Determinacdo de citocinas em amostras de aorta

Para determinacdo da IL-6, TNF-a, IL-1p e IL-10 presentes na aorta foram
utilizados kits comerciais de ensaio imunoenzimatico'®. Em resumo, placas de 96
pocos foram cobertas com 50 pL/poco dos anticorpos especificos para cada
citocina. Os anticorpos foram diluidos em solucéo de ligacao (binding buffer) com
pH 9,0 e incubados por 18-24 horas, a 4°C. Em seguida as placas foram lavadas
por trés vezes com PBS/Tween-20 (0,05% Sigma). As ligacGes ndo especificas

foram blogueadas com 50uL de PBS/BSA 1% durante 2 horas em temperatura

'2 Pharmigen, San Diego, CA, EUA).
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ambiente. Posteriormente as amostras e o0 padrdo (curva padrdo) foram
adicionadas as placas (50 pL) e incubadas por 18-24 horas a 4°C. ApOs esse
periodo, as placas foram lavadas com PBS/Tween e 50uL dos anticorpos
biotinilados especificos para cada citocina foram adicionados. Ap6s 1 hora,
as placas foram novamente lavadas com PSB/Tween e o conjugado avidina-
peroxidase (diluicdo de 1:5000) adicionado a cada pog¢o. Tendo decorrido 30
minutos de incubacdo, uma nova lavagem foi realizada com PBS/Tween e 100uL
do substrato OPD (o-fenilenediaminadihidrocloreto). As placas entdo foram
incubadas por mais 15 a 20 minutos em temperatura ambiente. A reacdo foi
interrompida com 50uL de H,SO,4 (1M) e a densidade optica foi medida a 490 nm
por meio de espectrofotometro™®. Os limites de deteccdo dos Kits foram de 10-20
pg. Os resultados foram expressos em picogramas / pg de proteina (pg / pg de

proteina).

3.8 Atividades das MMPs em amostras de plasma e aorta

A técnica de zimografia foi usada para determinar a atividade das MMP-2
e MMP-9 no plasma e na aorta (Rizzi et al., 2013). Resumidamente, amostras
adrticas congeladas foram homogeneizadas em tampdo RIPA (Sigma Aldrich)
contendo inibidores de protease (Sigmafast ™, Sigma Aldrich) e centrifugada a
10.000 rpm durante 15 min. As concentracdes de proteinas da aorta foram

medidas utilizando o ensaio de Bradford (Sigma Aldrich). As amostras de proteina

B Spectra Max-250, Molecular Devices.
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da aorta (20 pg) ou do plasma (1 pL) foram diluidas 1: 1 com tampdo de amostra
(concentragéo final: 2% SDS, 125 mM Tris-HCI, pH 6,8, 10% glicerol e 0,001%
azul de bromofenol). Posteriormente foram submetidas a electroforese em gel de
poliacrilamida a 12% SDS copolimerizado com gelatina (0,05%) como substrato.

Apos a eletroforese ter sido completada, o gel foi lavado e incubado a 37 °C por
18 horas em tampéo Tris-HCI, pH 7,4, contendo 10 mmol / L de CaCl,. Os geis
foram corados com 0,05% de Coomassie Brilliant Blue G-250 e depois corados
com 30% de metanol e 10% de acido acético. As atividades gelatinoliticas foram
detectadas como bandas ndo coradas contra o fundo de gelatina corada com azul
de Coomassie. A atividade enzimaética foi avaliada por densitometria e medida
como intensidade de pixel x mm? utilizando o software ImageJ. A densidade de
atividade da protease integrada foi normalizada para a intensidade do soro bovino
fetal, utilizada como padrdo, para permitir a analise e comparacdo integrais. As
isoformas de MMP-2 foram identificadas como bandas 75, 72 e 64 kDa e as de
MMP-9 como banda 92 KDa. A MMP-2 total foi tomada como a soma das

diferentes isoformas. Os resultados foram expressos como unidades arbitrarias.

3.9 Analise estatistica
A andlise estatistica foi realizada utilizando um software estatistico
comercial (Graph Pad Prism 6.0)**. A normalidade dos dados foi verificada pelo

teste de Shapiro-Wilk, sendo que todos os dados apresentaram distribuigédo

" GraphPad Prism 6.0 para Windows, San Diego, CA.
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normal. Os resultados hemodinamicos e de temperatura foram comparados entre
0s grupos por andlise de variancia de duas vias (ANOVA) seguida pelo teste
Bonferroni, e as diferencas entre os momentos dentro de um mesmo grupo foram
avaliadas por ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Dunnet. As curvas
concentragdo-resposta foram construidas para os experimentos de reatividade
vascular e 0 método dos minimos quadrados foi utilizado para ajustar as curvas em
forma sigmoide. As comparacdes dos dados bioguimicos, valores de Emax € PECso
foram determinadas por ANOVA de uma via seguida pelos teste de Tukey ou
Bonferroni. Os resultados estdo apresentados como média * erro padrdo da média

(SEM). Valores de P < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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RESULTADOS

4.1 Efeitos do isoflurano e sevoflurano sobre a temperatura e parametros
hemodinamicos

Os grupos anestesiados com isoflurano ou sevoflurano ndo apresentaram
diferencas significativas nos dados de temperatura retal e parametros
hemodindmicos entre o0s grupos anestesiados (P > 0.05; Tabela 1). A
administracdo do sevoflurano reduziu significativamente os valores de PAS, PAM
e PAD em alguns momentos ao longo do tempo em comparagcdo com 0 momento
T3 (P < 0,05; Tabela 1). No grupo Iso, houve reducdo nos valores de FC apenas

no momento T1s0 quando comparado ao Tsp (P = 0,04; Tabela 1).
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Tabela 1. Variaveis hemodinamicas e temperatura de ratos anestesiados com 2- 2,5% de isoflurano (grupo Iso) ou 3-3,5% de
sevoflurano (grupo Sevo). Os dados foram registrados em 30 (T3o), 45 (T4s), 60 (Teo), 75 (T75), 90 (Too), 105 (T105), 120 (T120), 135 (T13s)
e 150 min (T1s0) apds o inicio da anestesia. Os dados estédo apresentados como média + S.E.M. FC: frequéncia cardiaca; PAS: pressao
arterial sistolica; PAD: pressdo arterial diastolica; PAM: pressdo arterial média.

Variavei G Momentos
ariavels rupos
1avel up Tao Tis Teo Tss Tao Tios Tizo Tiss Tiso
FC Iso 374+ 15 366+ 7.6 361 +5.8 357+6.2 360+ 8.0 358+7.9 343+ 14 341 +11 340 £ 6.9*

(bat./min) Sevo 337+13 362+40 362+51 340+13  341+11 336+7.7 340+12 336+13 336+ 14

Temperatura Iso 347+05 357+05* 364+x04* 371+03* 371+01* 371+01* 370+01* 37.0+0.1* 36.8+0.1*

(°C) Sevo 353+05 363+0.6* 369+01* 37.0+£02* 37.0+£02* 36.9+02* 36.9+02* 36.8+02* 37.0+0.2%
PAS lso  127+55 119+91 118+64 119+82 117+76 117+69 113+7.7 112+79 113+7.2
(mmHg) Sevo 135+88 128+53 129+6.3 119+50% 119+65% 119+6.7% 123+9.7 117+8.1% 114 +6.6*
DAP lso 100£40 90+9.7 90+62  92+66 90+70 88+61 84+82 85+74 8/%75
(mmHg) Sevo 107+75 109+59 107+64  95+51 10083 94+94 10191 91+7.4% 98+52*
MAP lso  114+54 104+92 10458 103+73 10471 104+68 9875 100+7.3 10165
(mmHg) Sevo 123+69 122456 119+65 109+52 110+7.7 107+8.6 113+9.2 104 +8.0% 99 +6.2*

* P <0,05 entre momentos dentro de um mesmo grupo;
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4.2 Efeitos do isoflurano e sevoflurano na reatividade vascular em aorta
toracica com endoteélio intacto e desnudo

A contragdo maxima induzida por KCI em anéis E+ e E- foi
significativamente reduzida no grupo Sevo quando comparada ao grupo Iso (P =
0,03 e P = 0,04, em E + e E-, respectivamente), mas ndao quando comparada ao
grupo controle (Fig. 3A e B e Tabela 2). Da mesma forma, diferencas
significativas foram obtidas nas curvas concentracdo-resposta ao KCI no grupo
Sevo em relacdo ao grupo Iso nos anéis E+ (P = 0,04; Figura 3 C e Tabela 2).
Entretanto, nos anéis E-, o KCI causou uma contracdo, dependente da
concentragdo, que foi maior no grupo Iso quando comparado ao grupo Controle (P
=0,02; Figura 3 D e Tabela 2).

Enquanto os valores de pECsp na contragdo induzida pela PHE, ndo
mostraram diferencas entre os grupos (P = 0,05; Tabela 2), a Enx foi
significativamente reduzida no grupo Sevo quando comparada aos grupos Iso (P =
0,01) e Controle (P = 0,004; Figura 3 E e Tabela 2). Por outro lado, a remocéao do
endotélio causos um aumento da Emax N0 grupo Iso em comparagao com 0S grupos
Sevo (P = 0,0002) e Controle (P = 0,005) e a uma diminuicdo dos valores de
PECso no grupo Sevo comparado ao grupos Iso (P = 0,03) e controle (P = 0,04; Fig
3 F e Tabela 2).

N&o foram observadas diferencas significativas no relaxamento induzido

pela ACh entre os grupos (P > 0,05; Fig. 4 A e B e Tabela 2). Como j& esperado, a
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inibicdo da NOS pelo L-NAME aboliu o relaxamento induzido pela ACh em todos

0s grupos estudados (Fig. 4 C e D e Tabela 2).
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Figura 3. Representacdo da contragdo induzida por KC a 96 mM e das curvas concentragdo-
resposta para KCI e PHE determinadas em preparagdes isoladas de aorta toracica com endotélio
intacto (+) e desnudo (-),obtidas de animais pertencentes aos grupos Controle, Iso e Sevo..* P
<0,05 versus grupo controle e # P <0,05 versus grupo Iso.
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Figura 4. Representacdo grafica das curvas concentragdo-resposta (relaxamento expresso como %
da pré-contracdo induzida por fenilefrina) para ACh na auséncia e presenca do L-NAME
determinadas em preparagdes isoladas de aorta toracica com endotélio intacto (+) e desnudo (-),
obtidas de animais pertencentes aos grupos Controle, 1so e Sevo. * P <0,05 versus grupo controle e
# P <0,05 versus grupo Iso.
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Tabela 2. Valores de Enax € pECso para KCI, PHE e ACh na auséncia ou na presenca de L-NAME, obtidos de animais pertencentes aos
grupos Controle, Iso e Sevo.

Controle Iso Sevo
E+ E- E+ E- E+ E-

KCI 96 MM Eax (9) 2.1+0.2 22+0.2 23+02 2.3+0.2 1.7+0.1% 1.7+0.17
KCI Curva Eax (9) 33102 3102 3.7+£03 4.0+0.3* 28+0.17 33+0.1
PHE Epnax (0) 2.8+04 43+0.2 2.44+0.3 5.4+0.3* 1.1+02% 3.8+027
PHE pECs, (-log M) 7.1+01 7.9+0.1 6.8+0.1 7.9+0.1 6.8+0.2 7.6 £0.1%
ACh E .y (%0) 87.6+1.9 116 +4.0 86.7 £2.7 228127 83.8+2.7 138+4.1
ACh pECs, (-log M) 72%0.2 58+04 75+0.1 6.1+04 75+0.2 6.3+0.3
ACh + L-Name 16 +4.0 0.7+0.5 12+45 5021 16 +6.0 2610

Emax (%)

Dados apresentados como média + erro padrdo da média. * P <0,05 versus grupo controle e * P <0,05 versus grupo Iso.
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4.3 Efeitos do isoflurano e sevoflurano na produgdo de oOxido nitrico,
peroxidacao lipidica e capacidade antioxidante total

Enquanto o0 sevoflurano reduziu significativamente os niveis plasmaticos de
NO quando comparados aos niveis presentes do grupo Controle (P = 0,01), o

isoflurano nao apresentou nenhum efeito significativo nesse parametro (Fig. 5).

401

354

30+

Total NOx ( pmol/L)

25 T
Controle Iso Sevo

Figura 5. Representacéo dos valores plasmaticos de Total NOx, obtidos de animais pertencentes
aos grupos Controle, Iso e Sevo. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média.
* P <0,05 versus grupo controle e * P <0,05 versus grupo Iso.

Os niveis plasméticos de MDA foram maiores nos grupos Sevo e Iso em
quando comparados aos niveis presentes no grupo Controle (P = 0,0001 ¢ P <
0,0001, respectivamente; Fig. 6A). Além disso, 0s grupos Sevo e 1so apresentaram
menor capacidade antioxidante quando comparados ao grupo Controle (P = 0,003

e P =0,0009, respectivamente; Fig. 6B).
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Figura 6. Representacdo dos valores plasmaticos (média + erro padrdo da média) de MDA (A) e
FRAP (B), obtidos de animais pertencentes aos grupos Controle, Iso e Sevo. * P <0,05 versus
grupo controle e * P <0,05 versus grupo Iso.

4.4 Efeitos do isoflurano e sevoflurano na liberacao de citocinas em aorta

Os niveis de IL-6 em todos 0s grupos estiveram abaixo dos limites de
deteccdo (dados ndo mostrados). Ndo houve diferencas significativas do nivel de
TNF-a no grupo Iso quando comparado ao grupo controle (Fig. 7A). O grupo
Sevo apresentou valores reduzidos de IL-1pB na aorta em comparagdo aos valores
presentes nos grupos Iso e Controle (P = 0,003 e P = 0,0001, respectivamente; Fig.
7B). Por outro lado, o grupo Iso apresentou valores de IL-1p significativamente
maiores em comparacao aos valores do grupo Controle (P = 0,001; Fig 7B). A IL-
10 foi menor no grupo Sevo quando comparada aos demais grupos (P = 0,001 e P

= 0,01, Iso e Controle, respectivamente; Fig.7C).
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Figura 7. Representacdo dos valores (média + erro padrdo da média) de citocinas TNF-a (A), IL-
1B (B) e IL-10 (C) na aorta, obtidos de animais pertencentes aos grupos Controle, Iso e Sevo. * P
<0,05 versus grupo controle e * P <0,05 versus grupo Iso.

4.5 Efeitos do isoflurano e sevoflurano na atividade de MMP-9 e MMP-2 em
plasma e aorta

O zimograma representativo do plasma é mostrado na Figura 8, que mostra
as bandas correspondentes de MMP-9 e MMP-2. As atividades totais de MMP-9 e
MMP-2 nos grupos Sevo e Iso ndo diferiram do grupo Controle (P > 0,05, Fig. 8A

e B).
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Figura 8 Representacdo do gel de zimograma e dos valores (média + erro padrdo da média) de
densitometria das MMP-2 (A) e MMP-9 (B) no plasma, obtidos de animais pertencentes aos
grupos Controle, Iso e Sevo. * P <0,05 versus grupo controle e * P <0,05 versus grupo Iso.

O zimograma representativo do homogeneizado da aorta estd mostrado na
Figura 9. Nenhuma banda correspondente a 92 KDa pro-MMP-9 apareceu no gel,
por esse motivo, 0 zimograma mostra trés isoformas de MMP-2: 75, 72 e 64 kDa.
A atividade de MMP-2 aumentou significativamente no grupo Sevo nas isoformas
75 (P =0,03), 72 (P = 0,02) e 64 (P = 0,01) KDa e na total (P = 0,02) quando

comparada ao grupo Controle (Fig. 9A-D).
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Figura 9. Representacdo do gel de zimograma e dos valores (média * erro padrdo da média) de
densitometria das MMP-2: 75 (A), 72 (B) e 64 (C) kDa e total (D) na aorta, obtidos de animais
pertencentes aos grupos Controle, 1so e Sevo. * P <0,05 versus grupo controle e * P <0,05 versus
grupo lIso.
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DISCUSSAO

A preocupacdo relacionada com acdo farmacoldgica dos anestésicos volateis
e seus possiveis efeitos colaterais no organismo existe desde a sua introdu¢do na
pratica clinica (Eger, 1994). De fato, inimeros estudos tem demonstrado que 0s
agentes halogenados podem promover importantes alteracbes na vasculatura, no
estresse oxidativo e nos mediadores inflamatorios (Nakamura et al., 1994; Lee, Y .-
M., Song, B. C. e Yeum, K.-J., 2015). A esse respeito, o presente estudo propds-se
a contribuir para a constru¢cdo do conhecimento acerca das repercussdes da
exposicao aos anestésicos halogenados isoflurano e sevoflurano.

A utilizacdo de um modelo experimental animal nos permitiu isolar o papel
dos anestésicos volateis, eliminando a interferéncia de outros farmacos nas analises
de dados propostas, 0 que contribuiu para uma melhor compreensdo dos efeitos
sistémicos desses agentes. Além disso, a manutenc¢édo da estabilidade hemodindmica
observada durante todo o protocolo anestésico foi de fundamental importancia para
a confiabilidade dos dados, visto que alteracdes nesses parametros poderiam
influenciar os resultados aqui apresentados.

.Em nosso estudo houve uma reducdo da magnitude da resposta
vasoconstritora induzida pela PHE na aorta tordcica de ratos anestesiados com
sevoflurano. O fato desse anestésico ndo ter prejudicado a contracdo promovida
pelo KCL, quando comparado ao grupo Controle, sugere que sua a¢do ndo esteja
relacionada a altera¢Ges no influxo de célcio (Karaki, Urakawa e Kutsky, 1984).

Apesar do mecanismo pelo qual o sevoflurano reduz a vasoconstrigdo

induzida pela PHE ndo esteja totalmente esclarecido em nosso estudo, € possivel
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que um efeito anti-contratil do H,O, possa estar envolvido na resposta vascular
promovida pela PHE. Relato prévio sugeriu que o H,O, parece ser a principal EROs
liberada durante a anestesia com sevoflurano (Wong et al., 2006). Além disso,
nossos achados fornecem fortes evidéncias de que a perda de tensdo contratil
poderia ser realmente causada pelo H,O,, uma vez que foram observados aumentos
significativos do estresse oxidativo nos ratos do grupo Sevo. Adicionalmente, o
H.,O, tem se mostrado capaz de desempenhar funcdo tanto vasodilatadora como
vasoconstritora que dependerdo do leito vascular, da presenca do endotélio ou das
condicdes experimentais (Lucchesi, Belmadani e Matrougui, 2005; Breton-Romero
e Lamas, 2014) Estudos prévios mostraram que o aumento do H,O; nas células
endoteliais contribui para diminuir a resposta contratil induzida pela PHE na aorta
torécica de ratos com hipertensao renal (Silva et al., 2013).

Nossos achados sugerem ainda que uma possivel disfungdo dos oy
adrenoceptores também pode estar relacionada aos efeitos causados pelo
sevoflurano na resposta contratil a PHE, uma vez que foi observada uma reducgéo
significativa da Enax nos anéis de aorta com endotélio intacto. Ademais, apesar de
ndo haver nenhuma diferenca estatistica nesse mesmo parametro nos anéis com
endotélio desnudo, ap6s a anestesia com sevoflurano, foram observados
decréscimos nos valores de pECsy quando comparados aos valores do grupo
Controle, o que enfatiza uma provavel disfun¢ao dos a; adrenoceptores.

Levando-se em consideracdo que na pratica anestésica atual, varios tipos de
agentes vasoativos sdo frequentemente usados, para controlar o ténus vascular e

manter o fluxo sanguineo adequado nos tecidos, em pacientes de alto risco e / ou
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instabilidade hemodindmica, esses resultados sdo de grande relevancia para o0s
anestesiologistas, pois apresentam evidéncias consistentes da interferéncia do
anestésico na responsividade vascular e possivel influéncia na eficicia terapéutica
das drogas vasoativas.

Em nossas méos, a anestesia com isoflurano ndo afetou a vasoconstricao
induzida pela PHE e pelo KCI, quando comparada a vasoconstricdo induzida no
grupo controle, nos anéis com endotélio intacto. No entanto, nos anéis com o
endotélio desnudo, esse anestésico aumentou a resposta vasocontratil tanto da PHE
como do KCI. Esse efeito pode ter sido causado por aumento do influxo de célcio
por meio de canais de célcio operados por receptores, como sugerido anteriormente
por Hirata et al., 1998 (Hirata et al., 1998). Além disso, € provavel que o influxo de
calcio por meio de canais de calcio dependentes de voltagem também esteja
envolvido na resposta hiperreativa causada pelo isoflurano (Ratz et al., 2005).

Enquanto estudos prévios observaram prejuizo na vasodilatacdo induzida
por ACh com o isoflurano e o sevoflurano (Yoshida e Okabe, 1992; Nakamura et
al., 1994; Blaise et al., 1997; Kazuma et al., 2018), em nosso estudo ndo foi
observado esse efeito. A discordancia entre 0s nossos achados e os relatos anteriores
pode estar relacionada as diferentes metodologias empregadas. No nosso caso 0s
anestésicos foram administrados pela via convencional, ou seja, a inalatoria,
enguanto que nos demais estudos os anestésicos foram vaporizados diretamente no
banho de 6rgdos (Nakamura et al., 1994; Yamaguchi e Okabe, 1995; Kazuma et al.,
2018). Em nosso conhecimento, a influéncia do sevoflurano na reatividade vascular

em anéis da aorta toracica isolada néo foi explorada dessa maneira até o0 momento.
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Embora o relaxamento induzido pela ACh n&o tenha sido significativamente
afetado pelo sevoflurano, reducdes plasmaticas nos niveis de NO  foram
encontradas no grupo Sevo. Essa diminuicdo do NO circulante reflete uma
repercussao sisttmica que ndo necessariamente resulta em uma alteracdo funcional
da responsividade da aorta toracica. Entretanto, existe a possibilidade de que o
efeito relaxante do H,O, possa estar envolvido, uma vez que foi sugerido por
estudos prévios que sua acdo anti-contratil no endotélio pode ocorrer como uma
resposta compensatdria da diminuicdo na biodisponibilidade de NO (Cai, 2005).

Apesar de uma série de estudos terem indicado que 0s anestésicos
inalatérios podem gerar estresse oxidativo, os resultados ainda sdo contraditérios
(Bezerra et al., 2010; Erbas et al., 2015; Lee, Y. M., Song, B. C. e Yeum, K. J,,
2015; Ni et al., 2017). Neste estudo, nés demonstramos que o sevoflurano e o
isoflurano, em concentragdes clinicas, induzem estresse oxidativo. Esta afirmacéo
se baseia nos aumentos dos niveis de peroxidacado lipidica associados a diminuicéao
da capacidade antioxidante observada nos dois grupos anestesiados. Resultados
semelhantes foram descritos na literatura. Sato et al. 1994 relataram que sevoflurano
tem o potencial de causar peroxidacdo lipidica in vivo e in vitro (Sato, Fujii e Yuge,
1994). Adicionamente, niveis significativamente maiores de peroxidacdo lipidica
foram encontrados no plasma, medula éssea, baco, e figado de ratos expostos ao
isoflurano (Kim et al., 2006).

Em contrapartida, existem estudos mostrando que o sevoflurano nao induz
estresse oxidativo, bem como n&o altera o sistema antioxidante de ratos.

(Allaouchiche et al., 2001; Lee, Y. M., Song, B. C. e Yeum, K. J.,, 2015). Além
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disso, foram observados aumentos da capacidade antioxidante sistémica apos
anestesia com isoflurano em um estudo anterior realizado por nosso grupo de
pesquisa (Rocha et al., 2015). Essa divergéncia de dados em relagdo ao estresse
oxidativo e ao perfil antioxidante entre os estudos podem ser explicados por
diferengas no tempo de exposicdo, concentragdo anestésica utilizada, idade dos
animais e, principalmente, metodologias empregadas.

Tem sido relatado que as EROs e o resultante estresse oxidativo podem
afetar direta e indiretamente a atividade das MMPs (Jian Liu e Rosenberg, 2005).
Nossa hipotese era de que, com base nos resultados encontrados por nds nos niveis
de estresse oxidativo, o isoflurano e o sevoflurano poderiam aumentar a atividade
das MMPs. Essa hipotese foi parcialmente confirmada no presente estudo, uma vez
que foram observadas diferencas significativas nas atividades da MMP-2 na aorta
do grupo Sevo. NOs sugerimos que esses resultados possam estar relacionados,
novamente, a acdo do H,O, no leito vascular, visto que ja foi descrito que ele
desempenha um papel relevante na mediacdo do remodelamento vascular por meio
do aumento da expressao da MMP-2 no endotélio (Belkhiri et al., 1997).

Além dos mecanismos propostos acima, nds observamos que 0s ratos
anestesiados com sevoflurano apresentaram reducédo na biodisponibilidade de NO e
aumento na atividade da MMP-2. Estes achados corroboram estudos anteriores
sugerindo que o NO pode regular negativamente as MMPs (Eberhardt et al., 2000;
Demacq et al., 2008; Metzger, Sandrim e Tanus-Santos, 2012; Meschiari et al.,

2013; Nascimento et al., 2018).
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Sabe-se que o trauma cirdrgico e a anestesia afetam muitas fun¢des do
sistema imunoldgico (Kurosawa, S. e Kato, M., 2008). Relatou-se que o0s
anestésicos volateis apresentam efeitos imunossupressores em varias células
imunologicas (Stollings et al., 2016). Em nosso estudo a anestesia com sevoflurano
levou a significante reducdo dos niveis séricos das citocinas pro-inflamatoérias, IL-
1B e TNF-qa, e anti-inflamatdria, IL-10. Esses resultados estdo em conformidade
com outros achados in vitro relacionados ao sevoflurano (Mitsuhata, Shimizu e
Yokoyama, 1995). Por outro lado, os aumentos encontrados por nds nos niveis de
IL-1B nos animais anestesiados com isoflurano ndo estdo de acordo com relato
anterior, em que esse anestésico reduziu a liberacdo dessas citocinas pro-

inflamatdria (Cheng, 2005).
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Conclusao
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CONCLUSAO

Os resultados aqui apresentados permitem concluir que a anestesia com
sevoflurano, mas ndo com isoflurano, atenua a contragdo mediada por agonista a;
adrenoceptor em anéis de aorta tordcica de ratos. Além disso, apesar de o
sevoflurano e o isoflurano terem o potencial de aumentar o estresse oxidativo,
apenas o sevoflurano reduz significativamente a liberacdo de NO e citocinas e

aumenta a atividade da MMP-2.
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