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Resumo

Arruda NM. Comparacéo de marcadores inflamatorios em pacientes cirargicos sob
anestesia com desflurano ou desflurano associado ao 6xido nitroso [Dissertacao].
Botucatu: Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista - UNESP;
2018. 68 f.

O presente estudo teve como objetivo comparar diversos marcadores
inflamatdrios e neuro-enddcrinos em pacientes submetidos ao ato cirirgico sob anestesia
mantida com o halogenado desflurano ou desflurano associado ao gas 6xido nitroso
(N20). Adicionalmente, realizou-se a comparagéo entre 0s momentos do estudo em cada
grupo analisado em relacdo ao perfil neuro-imune-endécrino. Este estudo clinico
prospectivo foi realizado em individuos adultos sem comorbidades, de ambos 0s sexos,
que foram submetidos a cirurgia de septoplastia sob anestesia com desflurano ou
desflurano associado ao NoO 60%. Amostras de sangue venoso foram coletadas em trés
momentos: antes da medicacao pré-anestésica na sala de operacdo (basal), aos 90 minutos
apos a inducdo anestésica e no dia posterior ao ato cirdrgico. As citocinas inflamatorias
interleucina (IL)-1pB, -6, -8, -10, -17A e o fator de necrose tumoral (TNF)-a foram
analisados por citometria de fluxo e a proteina C-reativa de alta sensibilidade (PCR-as)
foi analisada por imunoensaio quimioluminescente. A expressdo dos genes IL-6,
ciclooxigenase-2 (COX-2) e fator de transcricdo nuclear kappa-B (NF-kB), relacionados
a inflamacdo, foi avaliada por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real. Os
hormbnios adrenocorticotréfico (ACTH), cortisol e prolactina foram detectados por
ensaio imunoenzimatico quimioluminescente. Os dois grupos ndo diferiram quanto aos
dados demogréficos, intraoperatérios e neuro-imune-endocrinos. Houve aumento de
prolactina no intraoperatdrio e de IL-6 e PCR-as no pos-operatdrio de maneira semelhante
em ambos 0s grupos. Em conclusao, ambas as técnicas anestésicas ndo diferiram quanto
ao perfil inflamatorio ou de resposta neuro-endocrina e tiveram perfil semelhante nos
momentos avaliados. Assim, tanto a manutencao anestésica com desflurano ou desflurano
associado a N2O 60% podem ser opcdes viaveis para pacientes higidos submetidos a

cirurgia minimamente invasiva.



Abstract

Arruda NM. Comparison of inflammatory markers in surgical patients maintained
with desflurane associated or not with nitrous oxide [Master]. Botucatu: Botucatu
Medical School, S&o Paulo State University - UNESP; 2018. 68 p.

The current study aimed to compare several of inflammatory and neuro-endocrine
markers in surgical patients with anesthesia maintained with the halogenated desflurane
or desflurane associated with the nitrous oxide (N2O) gas. In addition, the study compared
the neuro-immune-endocrine profile among the time points in each studied group. This
prospective clinical trial was conducted in adults with no comorbidities, of both sexes,
who underwent septoplasty with desflurane or desflurane asnesthesia associated with N.O
60%. Blood samples were collected at three time points: before the patient received pre-
anesthetic medication in the operating room (baseline), 90 minutes after anesthesia
induction and the day after surgery. The inflammatory cytokines interleukin (IL)-1p, -6,
-8, -10, -17A and tumor necrosis factor (TNF)-a were analyzed by flow cytometry, and
high-sensitivity C-reactive protein (hs-CRP) was analyzed in the by chemiluminescent
immunoassay. Inflammatory genes IL-6, cyclooxygenase-2 (COX-2) and nuclear factor -
kappa B (NF-KB) were detected by quantitative polymerase chain reaction. The
adrenocorticotrophic hormone (ACTH), cortisol and prolactin were detected by
chemiluminescent immunoenzymatic assay. Both groups did not differ regarding
demographic, intraoperative and neuro-immune-endocrine data. There were similar
significant increases of intraoperative prolactin, and post-operative IL-6 and hs-CRP, in
both groups. In conclusion, both anesthetic techniques did not differ in relation to
inflammatory profile and neuro-endocrine response, and were similar when analyzed at
the evaluated time points. Therefore, anesthesia maintained with desflurane or desflurane
associated with N2O 60% can be suitable options for healthy subjects who undergo

minimally invasive surgery.
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1 INTRODUCAO

1.1 Mediadores Inflamatorios

A inflamacdo é um processo natural e essencial para reparacdo tecidual e
cicatrizacdo (Bilate, 2007). Entretanto, quando exacerbada pode ocasionar varias
complicacdes, como hipotensdo arterial, infeccdes no pos-operatorio, sepse, faléncia de
6rgéos e até mesmo o6bito (Cheng, 2005). A resposta inflamatéria é resultante da ativacéo
das vias de sinalizacdo que regulam os niveis dos mediadores inflamatdrios em células
dos tecidos e em células inflamatorias recrutadas a partir do sangue (Chen et al., 2017).

A ativacdo de citocinas é o0 passo inicial para a resposta imune apés estimulo de
estressores inflamatoérios (Chalhoub et al., 2011). Citocinas como as interleucinas (IL)-1
e IL-6 e o fator de necrose tumoral (TNF)-a, gerados no local de inflamagéo, tém papel
fundamental na resposta de fase aguda (Garcia et al., 2002). Localmente, as citocinas
iniciam e coordenam a resposta inflamatoria e, sistemicamente, ativam o0 eixo
hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA), desencadeando a liberacdo de catecolaminas e
horménios glicocorticoides (Kurosawa & Kato, 2008).

As citocinas sdo mediadores responsaveis por gerarem alteracdes hemodinamicas,
enddcrinas, imunoldgicas, metabdlicas e neurais (Sheeran & Hall, 1997). Essas moléculas
sdo extremamente potentes (agem em concentracdes picomolares) e influenciam a sintese
e acdo de outras citocinas. Uma mesma citocina pode apresentar acdo pleiotrépica, ou
seja, pode desempenhar diferentes efeitos dependendo das condigdes do microambiente
e também pode potencializar ou inibir o efeito de outras citocinas (sinergismo ou
antagonismo, respectivamente) (Bilate, 2007). Essas glicoproteinas agem ligando-se a
receptores especificos que estdo na superficie da membrana das células-alvo. Esta ligacdo
causa alteracdes intracelulares por meio da ativagdo de vias de transducdo com
proliferacéo e inducdo de mudangas na expressdo génica, responsavel pela modulagéo de
respostas locais e sistémicas (Garcia et al., 2002; Bilate, 2007).

As citocinas possuem acdo pré-inflamatoria ou anti-inflamatéria que aumenta ou
diminui, respectivamente, a resposta inflamatoria. Os mediadores pro-inflamatorios séo
IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, além do TNF-a enquanto os anti-inflamatorios sdo IL-4, IL-10 e
IL-13 (Sheeran & Hall, 1997; Lin et al., 2000; Oliveira et al., 2011). Entretanto, uma
mesma citocina pode apresentar ambos os efeitos, como a IL-6 (Lin et al., 2000).
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A IL-1 possui duas formas distintas, IL-lo. e IL-1B, sendo que ambas
compartilham algumas propriedades biologicas, sendo que a IL-1B esta
predominantemente associada as membranas celulares e exerce sua influéncia por meio
de contatos celulares, sendo a forma mais facilmente detectavel na circulagdo (Lin et al.,
2000; Garcia et al., 2002). A IL-1p ¢ liberada principalmente por macrofagos ativados,
mas também por células endoteliais, neutrofilos e linfocitos B. Também € responsavel
por induzir resposta inflamatoria que estimula a acdo de prostaglandina (Garcia et al.,
2002).

O TNF-a € produzido basicamente por macrofagos e linfocitos T, atuando no eixo
HPA como mediador pré-inflamatdrio no combate a invasdo por microorganismos. E um
dos primeiros e mais potentes mediadores que induz a liberacdo de neutrofilos e ativacdo
de macréfagos (Garcia et al., 2002). Pode ser inibido pela a¢do da IL-10 por feedback
negativo (Kurosawa & Kato, 2008).

A IL-6, que atua como a principal mediadora da sintese proteica em hepatdcitos
na fase aguda da reacdo inflamatdria, € responsavel por diversas alteracbes hormonais e
metabolicas envolvidas na resposta ao estresse (Heinrich et al., 1990). Age na liberacdo
do horménio adrenocorticotréfico (ACTH), o qual estimula a sintese de glicocorticoides,
0s quais possuem dupla acdo: aumentam o efeito das citocinas sobre a sintese de proteinas
hepéaticas e também inibem a sintese das mesmas citocinas, agindo como contra-
regulador. Tanto a IL-1p quanto o TNF-a podem induzir a producdo de I1L-6 (Lin et al.,
2000; Garcia et al., 2002).

A IL-8 é uma gquimiocina responsavel pela quimiotaxia e ativacdo de neutrofilos.
Também é responsavel pela quimiotaxia de outras células, como basdfilos e linfécitos T
(Cheng, 2005). Essa interleucina é sintetizada por macrdfagos, monacitos, linfocitos T,
fibroblastos e células endoteliais. O aumento nas concentracGes de IL-8 esta relacionado
a disfuncdes da via respiratdria (Sheeran & Hall, 1997; Garcia et al., 2002).

A produgdo e liberagdo de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a., IL-1p, IL-6 e IL-
8) sédo controladas por outras interleucinas como a IL-10, a qual € um mediador anti-
inflamatorio produzido por linfécitos T, linfocitos B, macrofagos, mastocitos e
queratindcitos (Cheng, 2005).

A IL-17A é produzida por diversos tipos celulares e estimula células endoteliais e
macrofagos produzirem IL-1B, TNF-a e varias quimiocinas, como a IL-8 (Abbas et al.,
2015). A IL-17A exerce importante papel na resposta imunolégica, tanto inata quanto
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adaptativa, e também esta associada a distarbios respiratérios (Laan et al., 2002).
Adicionalmente, esta relacionada com a ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-xB), que
pode resultar no aumento da expressdo proteica de mediadores pré-inflamatérios como
IL-6 e IL-8 (Sheeran & Hall, 1997).

A reacdo inflamatdria desencadeia resposta sistémica conhecida por resposta de
fase aguda, que se caracteriza por leucocitose e produgdo de diversos hormonios e
proteinas. Mediadores como IL-1p, IL-6 e TNF-a gerados no local de inflamacdo tém
papel fundamental na resposta de fase aguda, sendo que entre 12 e 24 horas ap0s o inicio
da resposta, essas proteinas atingem o pico de producéo (Bilate, 2007). Estes mediadores
desencadeiam reacdo sistémica, agindo nao somente no eixo HPA, mas também no
figado, medula 6ssea e sistema imunoldgico (Figura 1).

A proteina C-reativa (PCR), produzida no tecido hepatico, é conhecida como
importante mediador da resposta inflamatéria da fase aguda (Desborough, 2000). O
aumento nos niveis dessa proteina esta relacionado com o aumento concomitante das
concentracdes sistémicas de IL-6 (Kurosawa & Kato, 2008), que é a citocina mais
importante na sinalizacdo da resposta inflamatéria de fase aguda, na qual desempenha
importante papel, induzindo a liberag&o de outros mediadores além da PCR, assim como
ACTH e cortisol, que sdo liberados via eixo HPA.

O ACTH é um hormonio secretado pela hipéfise, responsavel por regular a sintese
de cortisol. Em situagdes de estresse, como dor extrema, infecgdes, traumatismos graves,
queimaduras e sepse, ha grande aumento nos niveis de ACTH, com consequente aumento
de cortisol, horm6nio secretado pelas glandulas adrenais, que desempenha papel
importante na adaptacdo do organismo a situacfes de estresse, sendo que seus valores
podem aumentar de 15 a 20 vezes no organismo frente a estimulos estressores; atua por
meio de feedback inibindo a liberacdo de ACTH e corticotrofina, a fim de atenuar a
resposta inflamatoria (Anti et al., 2008; Kurosawa & Kato, 2008).

A prolactina é um hormonio secretado pela adeno-hipofise, que é composta por
199 aminoéacidos (Paola et al., 2015), sendo o Unico hormdnio com secrecdo independente
de estimulo hipotaldamico (Tella et al., 2002). O aumento da secrecdo de prolactina
também pode ser em resposta a fatores estressores (Crozier et al, 1994; Graziola et al.,
2005; Paola et al., 2015).
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Figura 1. Reacdo local de disturbio da homeostase, caracterizada por ativagdo celular e
liberacdo de mediadores inflamatorios, incluindo as citocinas. Esses mediadores, ao se
ligarem a receptores especificos em células alvo diferentes, levam a uma resposta
sistémica, caracterizada por febre, liberacdo de horménio adrenocorticotrofico (ACTH) e
cortisol e de proteinas de fase aguda, proliferacdo de células imunoldgicas, além de
leucocitose, ativacdo do sistema complemento e aumento da taxa de sedimentacdo de
eritrécitos (TSE). Adaptado de Heinrich et al. (1990).

Em relacdo aos receptores de citocinas, a maioria deles é composta por
subunidades distintas: a cadeia a ¢ a B, que recebem estimulos, sendo que estes
determinam o tipo de signal transducers and activators of transcription (STAT) a ser
ativado e assim a citocina é produzida (Bilate, 2007; Chen et al., 2017). Portanto, o
acoplamento de citocinas aos receptores especificos resulta na ativacdo das vias de
sinalizacdo intracelular, as quais regulam a transcricdo génica pelas vias de ativacéo de
janus kinases (Lin et al., 2000; Anti et al., 2008; Lin et al., 2010; Hsing & Wang, 2015;
Chen et al., 2017). Um importante fator de transcri¢do envolvido na inflamacéo é o NF-

kB e sua ativacéo ocorre frente a diversos estimulos como as citocinas IL-1 e 0 TNF-a,
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fatores ativadores de linfocitos T e B, proteinas virais e fatores indutores de estresse
(Blanco & Neto, 2003). Ap0s a ativacdo, o NF-kB é translocado para o nucleo, onde atua
na regulacdo génica de citocinas pro-inflamatérias como IL-13, TNF-¢, IL-6 e IL-8 (Tak
& Firestein, 2001; Anti et al., 2008), na expressao e atividade de ciclooxigenase-2 (COX-
2) e também de oOxido nitrico-sintase induzida (iNOS) (Tak & Firestein, 2001; Kurosawa
& Kato, 2008).

O NF-kB é regulador-chave das respostas inflamatdrias, por controlar amplo
espectro de efeitos bioldgicos que incluem respostas imune e induzida pelo estresse além
de proliferacdo e diferenciacdo celulares, tumorigénese, apoptose e remodelacdo tecidual.
Esse gene também pode ser ativado pelo estresse oxidativo, o qual desempenha papel
fundamental na modulagédo da expressdo de genes inflamatdrios bem como da expresséo
de proteinas inflamatdrias (Lee & Yang, 2013). Um desses genes é o da COX-2, cuja
expressao pode ser regulada positivamente em muitos tipos de células por citocinas,
mitogenos e endotoxina. Esse gene € altamente expresso em tecidos inflamados e produz
mediadores como as prostaglandinas envolvidas em processos inflamatérios (Lee &
Yang, 2013). O gene COX-2 mostrou-se expresso também frente a diferentes agentes
externos, como por exemplo fumagca de cigarro (Rahman, 2003; Lin et al., 2010), dioxido
de nitrogénio e 0zénio (Rahman, 2003) além dos anestésicos inalatorios (Lee et al., 2015).
Esses agentes estressores estdo associados a formagdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO), que levam ao processo de estresse oxidativo, o qual estd intimamente relacionado
a inflamacdo. As ERO também podem atuar pela via inflamatdria ativando as proteinas
quinases (Mitogen Activated Protein Kinases - MAPKS), que sdo componentes das
cascatas de sinalizacdo que respondem aos estimulos extracelulares, agindo na ativacéo
do NF-xB com consequente inducdo da expressdo génica da COX-2, prostaglandina-2
(PGE>) e IL-6, como demonstrado na Figura 2.
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Figura 2. Mecanismos de inflamacdo da via respiratoria mediada por espécies reativas
ao oxigénio (ERO). Agentes inalatérios levam a resposta inflamatéria mediada pelos
neutrofilos ativados e macrdfagos alveolares, entre outras células epiteliais, que levam a
producdo de radicais livre e ERO, o que pode induzir peroxidagdo lipidica, com
consequente efeito na ativacdo da transcricdo de genes pro-inflamatérios além do
aumento na liberacdo de mediadores pré-inflamatdrios. O estresse oxidativo também
pode ativar as proteinas quinases (Mitogen Activated Protein Kinases - MAPKS) e toda
cascata inflamatdria pelo fator de transcri¢do nuclear kappa B (NF-kB), ciclooxigenase-2
(COX-2), prostaglandina (PGE>) e interleucina (IL)-6. Adaptado de Rahman (2003), Lin
et al. (2010) e Lee et al. (2015).

1.2 Procedimento Anestésico-Cirurgico x Processo Inflamatério

Anualmente, milhGes de pessoas sdo submetidas a procedimentos cirargicos sob
anestesia geral. Atualmente, 0s anestésicos inalatérios mais comumente utilizados, em
anestesia geral sdo os halogenados isoflurano, sevoflurano e desflurano, além do gas
oxido nitroso (N20). O desflurano (C3zH2FsO) é o0 mais recente dos anestésicos inalatorios
halogenados na pratica clinica e por isso hd preocupagdo com seus possiveis efeitos no
organismo (Saraiva, 2003; Stachnik, 2006; Jakobsson, 2012). No Brasil esse anestésico
foi langado comercialmente somente ha poucos anos. Trata-se do anestésico com menor
solubilidade sanguinea, sendo rapidamente absorvido e eliminado do organismo
(Jakobsson, 2012), o que confere rapida recuperacdo anestésica, além de ter baixissima
taxa de metabolizacdo (Tabela 1), sendo que a liberacédo de fltor sérico da sua molécula
é insignificante. Essas caracteristicas farmacoldgicas Ihe conferem como o anestésico
inalatério mais bem tolerado pelo organismo na atualidade sob o ponto de vista de

toxicidade. Entretanto, € 0 agente que apresenta a maior concentracdo alveolar minima
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(CAM) dentre os halogenados (Tabela 1). A CAM de um anestésico é definida como a
concentracdo minima de anestésico administrada que suprime qualquer movimentagéo
muscular em resposta a um estimulo doloroso em 50% dos pacientes; ¢ uma nomenclatura
padronizada na area para comparar a poténcia dos anestésicos inalatorios (Prielipp, 2010).
Além disso, o desflurano é extremamente volatil evaporando-se em temperatura ambiente
(Tabela 1), sendo necessario, portanto, um vaporizador especial para sua utilizacdo, o que
encarece, ainda mais, 0 seu uso clinico (Saraiva, 2003). Adicionalmente, o desflurano
possui elevada pungéncia, provocando irritacdo das vias aéreas, o que impossibilita seu
uso como indutor anestésico (Saraiva, 2003).

O N20 € um dos anestésicos mais antigos utilizados na prética clinica (ha mais de
150 anos). E um agente anestésico fraco por apresentar CAM muito elevada (Tabela 1),
sendo necessario ser administrado (60% - 70%) em associagdo com outros anestésicos
mais potentes (Sanders et al., 2008). Tem como vantagens seu baixo custo, baixa

solubilidade sanguinea além de praticamente ndo ser metabolizado (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas dos anestésicos inalatorios

Anestésicos Solubilidade Degradacao Concentracio Ponto de
sanguinea metabdlica (%) alveolar ebuli¢ao (°C)
minima -
CAM (%)
Oxido 0,47 0,004 104,0 -
Nitroso
Halotano 2.4 20,0 0,8 50,2
Isoflurano 1.4 0,2 1,2 48,5
Sevoflurano 0,65 3,0 2,0 58,5
Desflurano 0,45 0,02 6,0 22,8

Adaptado de Saraiva (2003).
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O procedimento cirargico por si s6 pode induzir alteracdes neuro-endocrinas e
imunolégicas (Figura 3). Os anestésicos também podem contribuir para essas alteraces
levando a liberacdo de horménios e mediadores inflamatdrios (Desborough, 2000).
Portanto, intervencdes cirdrgicas juntamente com a utilizacdo de anestésicos,
especialmente os halogenados, podem contribuir para perturbacdes no periodo
perioperatorio, incluindo interagGes neuro-imune-enddcrinas (Paola et al., 2015). Quanto
maior o trauma cirurgico, maior a resposta do organismo ao processo inflamatério
(Cruickshank et al., 1990; Kurosawa & Kato, 2008); portanto, a cirurgia minimamente
invasiva parece ser menos traumatica e estar associada com menor resposta inflamatoria

quando comparada a cirurgia aberta e mais invasiva (Cheng, 2005).
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Figura 3. Resposta neuro-imune-enddcrina durante o estresse cirdrgico. O eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), a inervacdo do sistema nervoso simpético (SNS) e
as citocinas representam os componentes periféricos. Citocinas pro-inflamatorias
liberadas pelas células imunes estimulam o hipotalamo e ativam o eixo HPA e o SNS.
Catecolaminas e glicocorticdides estimulam os linfocitos T helper 2 (Th2) e células
apresentadoras de antigenos a produzirem as citocinas anti-inflamatorias 1L-4 e IL-10,
que inibem a resposta imunoldgica mediada por células, resultando em imunossupressao.
Adaptado de Kurosawa & Kato (2008).



21

Ainda ndo existe consenso dos possiveis efeitos nos mediadores neuro-endocrinos
ou inflamatdrios dos diferentes anestésicos halogenados utilizados na manutencéao
anestésica em pacientes. Além disso, ha escassez de dados na literatura em relagéo as
possiveis alteracdes neuro-imune-enddcrinas em pacientes anestesiados com desflurano
associado ou ndo ao N20.

Pacientes submetidas a cirurgia laparoscdpica para retirada de cistos ovarianos
foram aleatoriamente alocadas sob anestesia mantida com sevoflurano ou desflurano,
ambos a 1 CAM (Marana et al., 2013). Observou-se diferentes comportamentos em
relacdo aos horménios e aos mediadores inflamatorios nas duas técnicas anestésicas.
Houve maior liberacéo de catecolaminas no grupo desflurano no intraoperatorio e no pos-
operatério quando comparado ao sevoflurano, mas a anestesia com desflurano foi
associada a melhor controle dos niveis de ACTH e cortisol no intraoperatério, e nenhum
dos anestésicos influenciou a liberacdo de IL-6, PCR ou glicose. Graziola et al. (2005)
observaram que pacientes submetidas a cirurgia videolaparoscépica tiveram aumento
significativo de cortisol no intraoperatério quando sob anestesia inalatoria (isoflurano),
mas ndo sob anestesia venosa (propofol).

Em estudo realizado em pacientes sem comorbidades associadas e submetidos a
procedimento minimamente invasivo, observou-se aumento significante e progressivo da
liberacdo de IL-6 no intraoperatério e no pos-operatorio quando os pacientes foram
mantidos com anestesia inalatoria (isoflurano), diferentemente do que ocorreu em
pacientes sob anestesia venosa com propofol, quando houve aumento significante de IL-
6 apenas no pds-operatério (Mazoti et al., 2013). Adicionalmente, em estudo realizado
por nosso grupo de pesquisa, verificou-se que pacientes higidos, submetidos a cirurgias
otorrinoldgicas sob anestesia mantida com sevoflurano, apresentaram aumento de IL-6
no dia posterior ao ato anestésico-cirurgico, mas ndo de outras citocinas inflamatdrias
sisttmicas (Orosz et al., 2012).

Também em cirurgia de pequeno porte, sob anestesia inalatoria empregando
sevoflurano (2% - 3%) ou desflurano (6% - 9%), foram relatadas elevacdes significativas,
no final da cirurgia, dos niveis plasmaticos de TNF-a, IL-1p e IL-6 com os dois
halogenados, mas em maior propor¢do com o desflurano (Koksal et al., 2005). De forma
interessante, esses mesmos autores observaram, em pacientes submetidos a
colecistectomia laparoscopica eletiva, que a anestesia mantida com desflurano levou a
maior estresse oxidativo que a anestesia mantida com sevoflurano (Koksal et al., 2004).

Por outro lado, em pacientes submetidos a cirurgia toracica sob anestesia venosa com
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propofol ou inalatoria com desflurano, houve aumento nas concentracdes alveolares de
marcadores pro-inflamatérios (TNF-a e IL-8) ap0s ventilacdo monopulmonar em todos
0s pacientes, sendo que a resposta inflamatoéria foi menor no grupo desflurano quando
comparado ao grupo propofol (Schilling et al., 2007).

Na literatura ao nosso alcance, ha escassez de dados em relacdo aos marcadores
inflamatdrios em pacientes que receberam anestesia com N2O associado a halogenado.
Em um trabalho clinico, Kumakura et al. (2013) avaliaram o sevoflurano associado ou
ndo ao N2O e observaram aumento significante de algumas citocinas pré-inflamatorias
no pds-operatdrio no grupo que recebeu N2O, quando comparado ao grupo que recebeu
apenas o halogenado. Adicionalmente, a utilizacdo de N2O ja foi associada ao aumento
de infeccGes de ferida cirtrgica no pds-operatério em pacientes submetidos a grande
cirurgia (Chen et al., 2013).

A avaliacdo da expressdo de genes em resposta a acdo de estressores sobre o
sistema biologico possibilita a predicdo da toxicidade antes mesmo da ocorréncia do dano
funcional (Zhou et al., 2009). Assim, a alteracdo em nivel transcricional (RNAm) pode
ser marcador precoce da resposta inflamatdria, a qual também pode ser avaliada por
quantificacdo proteica das citocinas. Um biomarcador pode ser Gtil na prevencao e na
deteccdo precoce de evento tdxico/doenca uma vez que seu nivel se altera
proporcionalmente a intensidade do efeito (Valente et al., 2016). Nesse sentido, sabe-se
que a expressdo génica pode ser influenciada por varios farmacos, incluindo os
anestésicos (Braz et al., 2011; Braz et al., 2012). Huitink et al. (2010) sugeriram que 0s
anestésicos inalatorios e o gas N2O modulam a expresséo de diversos genes em linhagens
celulares de tumor mamario e cerebral de maneira tempo-dependente. Kotani et al.
(1999a) avaliaram, em lavado pulmonar, a concentracdo de citocinas e expressdo génica
desses mediadores em ratos anestesiados com isoflurano e sevoflurano a 1,5 CAM, sob
ventilagdo mecénica apds duas horas de exposi¢do. Os autores encontraram aumento de
macrophage inflammatory protein-2 (MIP-2), IL-15 e TNF-« para ambos 0s grupos.
Assim, esse estudo indica que a exposi¢do, por 120 minutos aos anestésicos halogenados,
induz resposta inflamatdria em nivel transcricional. De acordo com Boost et al. (2006), a
exposicdio a 1 CAM de desflurano em ratos com endotoxemia induzida por
lipopolissacarideo (LPS), apds quatro horas, mostrou diminuicéo da liberagdo plasmatica
das citocinas IL-13 e TNF-a e aumento proteico de iNOS em macrofagos alveolares. Os

autores sugerem que esse anestésico tenha papel modulador na inflamacéo induzida.
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Entretanto, ressaltam que o papel do desflurano, em nivel génico ou proteico da resposta
inflamatoria, ainda nédo foi elucidado, especialmente em pacientes higidos.

Assim, o procedimento cirdrgico em conjunto com os anestésicos pode levar a
alteracdes do eixo HPA, no sistema imune, além de atuar na regulacdo de genes na
resposta inflamatoria. Frente a isso, acredita-se que todos esses marcadores possam estar
relacionados, conforme mostrado na Figura 4. Frente a escassez de dados na literatura,
ndo se encontrou nenhum estudo que tenha avaliado mediadores neuro-endécrinos e
inflamatdrios, associados a expressdo desses genes inflamatorios, em pacientes
anestesiados com desflurano associado ou ndo ao N-2O, o que ressalta a novidade do

estudo proposto.
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Figura 4. Possiveis mecanismos da influéncia do procedimento anestésico-cirurgico na
resposta inflamatoria, estimulando a liberacdo de horménios, a ativacdo do fator de
transcricdo nuclear factor kappa B (NF-kB), a expressdo génica de marcadores
inflamatorios, além da liberacdo de diversas citocinas e de proteinas hepaticas de fase
aguda.

1.3 Justificativa do Estudo

Desde a introducdo dos anestésicos na préatica clinica, sempre houve a
preocupacao com a acdo farmacoldgica desses agentes, seus possiveis efeitos colaterais
no organismo e a interferéncia na recuperacdo dos pacientes. Nosso grupo de pesquisa
tem avaliado os efeitos dos anestésicos no perfil inflamatério tanto em pacientes
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submetidos a anestesia geral inalatéria quanto venosa, além de profissionais expostos
ocupacionalmente aos anestésicos inalatérios (Orosz et al., 2012; Braz et al., 2013;
Mazoti et al., 2013; Chaoul et al., 2015).

Com a evolucdo da ciéncia béasica e advento da medicina translacional, é possivel
realizar estudos em nivel molecular e sistémico relacionados aos anestésicos em pacientes
cirargicos, contribuindo para maior entendimento dos seus possiveis efeitos na resposta
inflamatoria/imune e enddcrina. Alguns estudos demonstraram que a reacao inflamatoria
pulmonar pos-operatoria é exacerbada quando o N2O 60% é usado em conjunto com o
halogenado sevoflurano e que pacientes cirdrgicos submetidos a cirurgia colorretal
expostos a 70% de N.O associado ao sevoflurano apresentaram maior incidéncia de
infeccdo no pos-operatério quando comparados aos pacientes que receberam somente o
halogenado (Kumakura et al., 2008; Kumakura et al., 2013; Chen et al., 2013).
Adicionalmente, considerando ndo haver relatos sobre a modulacdo da resposta
inflamat6ria em pacientes anestesiados com desflurano conjuntamente com o N0, 0
presente estudo contribuiu tanto para verificacdo de resposta inflamatéria sistémica e
génica quanto para avaliacdo da resposta neuro-enddcrina em pacientes higidos durante e
apos procedimento cirdrgico minimamente invasivo, comparando a manutengdo
anestésica com desflurano ou desflurano associado ao N2O, o que ressalta a originalidade
e a importancia desse trabalho.

Assim, a hipotese do estudo € que a manutencdo anestésica com o desflurano
associado ao N.O tenha maior aumento da resposta inflamatdria e do sistema neuro-
enddcrino quando comparada aos efeitos da manutencdo anestésica somente com 0

halogenado.
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2 OBJETIVOS

Frente ao exposto, considerando-se a escassez de dados na literatura e a relevancia
da seguranca do paciente, o presente estudo teve como objetivo comparar os marcadores
inflamatdrios sistémicos, genéticos e de resposta neuro-endocrina em pacientes higidos
submetidos a cirurgia eletiva minimamente invasiva mantida com desflurano ou
desflurano associado ao N2O. Adicionalmente, foi realizada comparacdo entre 0s
momentos do estudo em cada grupo analisado em relacdo ao perfil neuro-imune-

enddcrino.
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3 PACIENTES E METODO

3.1 Etica e Registro

O recrutamento de pacientes, de forma consecutiva, ocorreu de julho a dezembro
de 2016 no Hospital das Clinicas (HC), Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB),
Universidade Estadual Paulista (UNESP) apds aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da FMB - UNESP (n° 1.526.007 - Anexo A) e do Registro Brasileiro de
Ensaios Clinicos - ReBEC (RBR-2f8xhc - Anexo B).

3.2 Participantes da Pesquisa

Todos os pacientes com estado fisico classificado pela American Society of
Anesthesiologists (ASA) | agendados para cirurgia eletiva minimamente invasiva
otorrinoldgica (septoplastia) com duracdo anestésica minima de 90 minutos eram
elegiveis para o estudo. Nao foram incluidos na pesquisa os individuos que tinham idade
inferior a 18 anos e superior a 50 anos, portadores de inflamagdo ou condi¢cbes de
infeccdo, fumantes, usuarios de drogas ilicitas, alcoolistas, obesos, gestantes, aqueles que
haviam recebido radiacdo em periodo inferior a 30 dias, 0s que estavam sob medicacao
ou que eram ocupacionalmente expostos a poluentes ambientais.

Cada paciente foi abordado, ao final da visita pré-anestésica, a qual ocorreu no dia
anterior ao ato anestésico-cirirgico, para conhecimento da pesquisa e avaliacdo dos
critérios de elegibilidade. O paciente foi incluido no estudo ap6s responder questionario
detalhado sobre dados demograficos, histéria médica e estilo de vida (Apéndice A),
concordar em participar do estudo e assinar o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido - TCLE (Apéndice B).

3.3 Casuistica e Aleatorizacéo dos Grupos

Sessenta pacientes foram considerados elegiveis. Entretanto, 16 foram excluidos
por ndo se adequarem aos critérios de inclusdo ou por nao aceitarem participar do estudo.
Assim, 44 pacientes foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos, 0s quais se
diferenciaram pelo uso de desflurano (grupo desflurano) ou de desflurano associado ao
N20 (grupo desflurano + N2O 60%).

Previamente ao inicio do estudo, envelopes opacos foram confeccionados,

contendo dentro de cada um deles o nome do grupo a ser avaliado. Os envelopes foram
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lacrados, misturados, numerados sequencialmente e fixados no protocolo de pesquisa
(Apéndice C). Antes da inducédo anestésica, um envelope foi aberto pelo anestesiologista
seguindo a ordem sequencial para identificagdo do grupo de estudo, garantindo assim a

aleatorizacdo dos grupos.

3.4 Monitorizacéo e Procedimento Anestésico

Na sala de operacgdo, apds oito horas de jejum, um cateter 18G foi inserido em
veia do antebraco direito dos pacientes seguido de infusdo de solucdo de Ringer lactato a
4 ml/kg/min. Em seguida, os pacientes receberam medicacdo pré-anestésica com
midazolam intravenoso (IV) (3 mg) e foram monitorados por meio de eletrocardiograma
(derivacBes DIl e V5), pressdo arterial ndo invasiva e saturacdo periférica de oxigénio da
oxihemoglobina (SpO2) usando um biomonitor (Dixtal, Brasil). O bloqueio
neuromuscular também foi monitorado (Tof Guard, Biometer International, Finlandia) e
todos os pacientes receberam aquecimento da parte inferior do corpo e dos membros
inferiores, utilizando-se manta e aparelho especifico para insuflagdo de ar aquecido na
temperatura de 43°C (Bair Hugger®, modelo 750, Arizant Healthcare, EUA).

Ap0s pré-oxigenacdo com 100% de oxigénio (O2) por meio de méscara facial, a
inducdo de anestesia foi realizada via IV com fentanil (5 pg/kg) e propofol (2 mg/kg), e
0 brometo de rocurdnio (0,6 mg/kg) foi utilizado para facilitar a intubacao orotraqueal e
manter o bloqueio neuromuscular adequado durante a cirurgia. Os pulmdes foram
ventilados mecanicamente com volume corrente de 8 ml/kg e a frequéncia respiratoria foi
ajustada para manter a pressdo expiratoria final de diéxido de carbono (PerCO2) proxima
de 35 milimetros de mercurio (mm Hg), usando o modo controlado por volume da estacao
de trabalho de anestesia Drager Primus (Drager Medical, Alemanha).

Um fluxo de gas fresco de 2 I/min foi utilizado em ambos os grupos, com O (0,5
I/min) e ar (1,5 I/min) no grupo desflurano e Oz (0,8 I/min) e N2O (1,2 I/min) no grupo
desflurano/NO, utilizando-se de circuito semifechado com cal sodada para absorcéo de
CO,. Assim, todos os pacientes receberam fracdo inspirada de 40% de O,
independentemente da alocagdo do grupo.

A temperatura central dos pacientes foi monitorada com sensor (90044 Mon-a-
Therm, Mallinckrodt Medical, México) colocado no esdfago inferior e conectado a um
monitor de temperatura (Mallinckrodt Medical, EUA). As concentra¢des inspiradas e
expiradas de Oz, N2O (no grupo desflurano + 60% N20) e desflurano, além dos valores

de PerCO, foram monitorados pelo monitor incorporado na estagdo de trabalho de
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anestesia Primus. Em ambos o0s grupos, a anestesia foi mantida com concentracéo inicial
expiratéria de desflurano de 6% (Desforane, Baxter Healthcare, Porto Rico). A
concentracédo de desflurano foi ajustada ao longo da cirurgia para manter pressao arterial
e frequéncia cardiaca entre -10% e -20% dos valores basais. Doses adicionais de fentanil
(2 png/kg) e rocurdnio (0,2 mg/kg) foram administradas caso houvesse necessidade.

Analgesia pds-operatdria foi realizada 15 minutos antes do final da cirurgia via IV
com tramadol (100 mg) e dipirona (1 g), bem como ondansetrona (8 mg), para profilaxia
pos-operatéria de nauseas e vomitos. O bloqueio neuromuscular foi revertido com
sugamadex (2 a 4 mg/kg), se necessario, conforme monitoramento do bloqueio
neuromuscular. Apés reversdo total do blogueio neuromuscular e resposta adequada a
estimulacdo, realizou-se a extubacdo traqueal e os pacientes foram imediatamente
transferidos para a Sala de Recuperacdo Anestésica.

Os dados hemodinamicos foram obtidos no momento basal (antes da inducéo da
anestesia) e apds 15, 45, 75 e 90 minutos de anestesia. Os dados de PerCO-, concentracao
final expiratoria de desflurano e temperatura esofagica foram registrados apds 15, 45, 75

e 90 minutos de anestesia.

3.5 Coleta de Material Biol6gico

Amostras de sangue venoso, coletadas em tubos com gel separador (Becton
Dickinson - BD, EUA) e em tubos PAXgene Blood RNA Tube (PreAnalytix, Suica), foram
obtidas de pacientes em jejum em trés momentos: antes da medicacdo pré-anestésica -
basal, aos 90 minutos ap6s a inducdo anestésica e no dia posterior ao ato cirdrgico
(aproximadamente 20 horas). As amostras previamente codificadas foram processadas
imediatamente e amostras de soro foram obtidas apds centrifugacdo (3500 rpm, 4°C
durante 15 minutos), sendo que as aliquotas foram congeladas a -80°C, para posterior
analises hormonais, bioquimica e de citocinas. Os tubos Paxgene foram mantidos em
temperatura ambiente overnight, seguindo o protocolo do fabricante, antes de serem

congelados a -80°C, para posterior extracdo de acido ribonucleico (RNA).

3.6 Avaliacéo de Citocinas

As concentracgdes séricas das citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-
8 e IL-17A e anti-inflamatdria IL-10 foram determinadas utilizando-se o Cytometric Bead
Array (CBA) Human Enhanced Sensitivity Flex Set (BD™, EUA) por citometria de fluxo.
Os kits da BD™ permitem a quantificagdo de citocinas utilizando diferentes populacdes
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de beads, que sdo microesferas marcadas com diferentes intensidades de fluorescéncia
PerCP (complexo proteina peridinina-clorofila), que podem ser detectadas pelo canal
FL3 do citdbmetro. As amostras foram incubadas em solucdo contendo as beads, durante
duas horas, em temperatura ambiente e protegidas da luz. Apds esse procedimento, as
amostras foram lavadas e anticorpos especificos para cada citocina foram conjugados as
amostras, as quais foram incubadas por mais duas horas, sob mesmas condicdes de luz e
temperatura. Em seguida, as amostras foram novamente lavadas e o complexo formado
foi conjugado com ficoeritrina (PE), durante uma hora, sob mesmas condicdes de luz e
temperatura anteriormente descritas, para posterior detec¢do no canal FL2. O citémetro
de fluxo BD FACSCalibur™ foi calibrado com o software BD FACSComp™ e os dados
foram coletados utilizando-se o software BD CellQuest™. Os dados foram entdo
adquiridos e plotados nos graficos FL3 versus FL2, indicando as intensidades de
fluorescéncia de cada citocina. Para cada experimento, utilizou-se uma curva padrdo com
concentracdo de 0 a 200 pg/ml para cada citocina. Os limites de deteccdo para cada
citocina (pg/ml) foram: 1L-10: 0,014, IL-17A: 0,026, IL-1pB: 0,048, TNF-a: 0,067, IL-6:
0,069 e IL-8: 0,07.

3.7 Mensuragéo Proteica e Hormonal

A PCR de alta sensibilidade (PCR-as) foi detectada no soro por imunoensaio
qguimioluminescente segundo instrucdes do fabricante (High-Sensitivity CRP, Immulite
2000, Siemens Healthcare Diagnostics Products, Reino Unido), sendo o valor de
referéncia inferior a 3 mg/I.

A detecgdo soroldgica dos hormdnios ACTH, cortisol e prolactina foi realizada
por ensaio imunoenzimatico de microparticulas quimioluminiscentes (ACTH assay,
Cortisol assay, Prolactin assay, respectivamente, Immulite 2000, Siemens Healthcare
Diagnostics Products, Reino Unido) utilizando-se o equipamento Immulite 2000 XPi
(Reino Unido). Quanto aos valores de referéncia: ACTH: < 46 pg/ml; cortisol: 5-25 pg/dl;

prolactina: masculino: 2,5-17 ng/ml e feminino: 1,9-25 ng/ml.

3.8 Avaliacéo da Expressdo Génica

Ap0s descongelamento dos tubos, em temperatura ambiente durante duas horas,
utilizou-se o kit PAXgene® Blood RNA kit (Qiagen/PreAnalytiX, Suica) para extragio de
RNA, conforme instrucdes do fabricante. As amostras de RNA foram quantificadas em

espectrofotdbmetro NanoVue (GE Healthcare Life Sciences, Suécia), sendo em seguida
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transcritas para complementary DNA (cDNA) utilizando-se o High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (ThermoFisher Scientific, EUA), de acordo com as instrucoes
do fabricante, seguindo o ciclo a 25°C durante 10 minutos e 37°C por duas horas. As
amostras de cDNA foram armazenadas a -80°C até serem analisadas pela técnica de
reacdo em cadeia de polimerase quantitativa em tempo real (qPCR) em termociclador
automatico (Applied Biosystems Prism 7500 Fast, EUA).

Foram utilizados ensaios de primers e sondas (TagMan FAM-MGB -
ThermoFisher Scientific, EUA) para os genes: IL-6 (Hs00985639 m1l), COX-2
(Hs00153133_m1) e NF-kB (Hs00765730 m1l), além do controle endogeno B-actina -
ACTB (Hs99999903 m1), utilizando-se TagMan Universal PCR Master Mix
(ThermoFisher Scientific, EUA) para realizacéo dos experimentos.

A condicdo de ciclagem para todos os genes foi de 94°C durante 10 minutos para
desnaturacdo, seguida de 40 ciclos a 95°C durante 15 segundos para anelamento e 60°C
durante 60 segundos para extensdo. Para garantir a auséncia de contaminacéo, utilizou-
se, em cada reacdo de amplificagdo, um controle negativo (auséncia de cDNA) contendo
os iniciadores de cada gene amplificado. Como controle da quantificacdo relativa dos
genes, utilizou-se pool de amostras de cDNA de individuos saudaveis que ndo foram
submetidos ao procedimento cirargico. Portanto, o controle foi utilizado em toda placa
de 96 pocos, para todos os genes estudados. Para a quantificacdo génica foram utilizados
os valores do cycle threshold (Ct) pela formula 224t (Livak & Schmittgen, 2001). Para
cada amostra, o valor de 4Ct foi determinado subtraindo-se a média das duplicatas dos
valores de Ct do gene de interesse da média das duplicatas dos valores de Ct do gene
referéncia/endégeno. Apds, para determinagdo do 44Ct, o valor de ACt de cada amostra

foi subtraido do valor da média de ACt das amostras controle (pool).

3.9 Andlise Estatistica

O tamanho amostral foi calculado com base em estudo piloto e estudos prévios
(Schilling et al., 2007; Mazoti et al., 2013) em relacéo ao desfecho primério (citocina IL-
6) assumindo uma diferenca de 1,0% entre os valores médios dos grupos e um desvio
padrdo de 1,2%. Um minimo de 20 pacientes por grupo foi necessario para detectar esta
diferenca utilizando-se teste com probabilidade de erro tipo I (o) de 0,05 ¢ erro tipo IT (B)
de 0,20, com poder de 80%. Considerando que poderia haver perdas (10%) ao longo do

estudo, 22 pacientes foram alocados em cada grupo. As analises estatisticas foram
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realizadas com o Statistical Package for the Social Sciences (Software Windows, versdo
17.1, SPSS Inc., EUA).

Para os dados demograficos e intraoperatérios, foram avaliadas a relevancia
clinica bem como a diferenca padronizada (diferenca das médias ou de proporgdes
dividida pelo desvio padrdo combinado) entre os grupos. O desfecho primario (IL-6), 0s
desfechos secundarios (outros marcadores inflamatorios sistémicos e genéticos além dos
horménios) e todos os outros parametros foram comparados entre 0s dois grupos em
diferentes momentos por andlise de perfil (analise de variancia de medidas repetidas).
Nesta andlise, as seguintes hipoteses foram testadas: houve diferenca entre as médias dos
grupos ao longo do(s) tempo (momentos) e houve interagdo entre grupos e momentos.
Essa analise foi seguida de determinacdo dos intervalos de confianca (IC) estabelecidos
no nivel de 95% com correcdo de Bonferroni para ajuste das multiplas comparac6es dos
momentos em cada grupo para minimizar a chance de erro tipo I. O tamanho do efeito foi
expresso como as diferencas médias (DMs) entre 0s grupos e os IC correspondentes. Os
valores foram expressos por média + desvio padrdo ou média e erro padrdo seguido por

IC 95%. Para as analises, P < 0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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4 RESULTADOS

Quarenta e quatro pacientes foram aleatorizados. Entretanto, dois pacientes do
grupo desflurano tiveram amostras hemolisadas e no grupo desflurano + 60% de N2O a
cirurgia de um paciente foi cancelada apos a aleatorizacdo e a amostra de um paciente
hemolisou. Assim, 40 pacientes foram incluidos na analise estatistica, sendo 20 de cada
grupo (Figura 5).

| Pacientes elegiveis (n=60)

Excluidos da pesquisa (n=16)

- nfo se enquadravam aos critérios de inclusio (n=13)
- ndo aceitaram participar (n=3)

Aleatorizagdo (n=44)

Y

Grupo Desflurano (n=22) Grupo Desflurano + 60% N,O (n=22)

- receberam intervencdo anestésica (n=21)

- receberam intervencdo anestésica (n=22)
- ndo receberam intervencao anestésica (n=1; cirurgia cancelada)

Analisados (n=20) Analisados (n=20)

- excluidos (n=2; amostras hemolisadas) - excluido (n=1; amostra hemolisada)

Figura 5. Fluxograma dos pacientes da pesquisa.

Houve semelhanca entre os grupos em relacdo as caracteristicas demogréaficas
(Tabela 2) e aos dados intraoperatorios (Tabela 3), considerando que todas as diferencas
padronizadas das varidveis incluiram o zero nos intervalos de confianga no nivel de 95%,
e sem diferenca clinicamente importante entre 0s grupos. Nenhum paciente apresentou
complicacdo cirdrgica ou clinica e todos os pacientes receberam alta hospitalar de acordo

com o protocolo estabelecido.
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Tabela 2. Dados demograficos dos pacientes de ambos os grupos avaliados

Caracteristicas Desflurano  Desflurano + N,0O 60% Diferenca IC 95%
(n=20) (n =20) Padronizada

Idade 29,8+ 11,0 29,1 £8,3 0,07 [-0,49;0,63]

(anos)

Indice de massa 24,7+4,8 23,5+33 0,29 [-0,19;0,77]

corpodrea (kg/m?)

Sexo 10/10 11/9 0,32 [-0,21;1,10]

(feminino/masculino)

N.O = 6xido nitroso. Dados apresentados como média + desvio padrdo ou nimeros absolutos seguidos da diferenca

padronizada e IC = intervalo de confianca de 95%.

Tabela 3. Duracio da anestesia e dose total dos farmacos utilizados nos grupos avaliados

Parametros Desflurano Desflurano + N,0 60% Diferenca IC 95%
(n=20) (n=20) Padronizada

Duragao da anestesia 198,0 + 49,6 184,5 + 65,0 0,23 [-0,42;0,89]

(minutos)

Propofol (mg) 144,5 +£ 25,8 148.0 +£ 23,5 0,14 [-0,77;0,49]

Fentanil (ng) 469,0 £219,9 416,5+203,3 0,25 [-0,36;0,85]

Brometo de rocuronio 48,2 £ 20,4 40,3 £9,6 0,50 [-0,11;1,10]

(mg)

N.O = o6xido nitroso. Dados apresentados como média + desvio padrdo seguidos da diferenca padronizada e IC =
intervalo de confianca.

Referente aos dados hemodinamicos (Tabela 4), ndo houve diferenca significante
entre as médias dos grupos ao longo do tempo e ndo houve interacdo significante entre
tempos e grupos em relacdo as pressdes arteriais sistolica (P = 0,44 e P = 0,47,

respectivamente) e diastolica (P = 0,78 e P = 0,47, respectivamente), com diminui¢do
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significante dos valores das pressdes arteriais sistdlica e diastolica durante a anestesia em

comparagdo com o momento anterior a indugdo anestésica nos dois grupos. Quanto a

frequéncia cardiaca, ndo houve diferenca significante entre as médias dos grupos ao longo

do tempo de anestesia (P =0,77), mas houve interacdo significante entre tempos e grupos

(P = 0,04), com diminuicdo significante de seus valores aos 90 minutos de anestesia em

comparagao com os do basal e 15 minutos apds a anestesia apenas no grupo desflurano.

Tabela 4. Valores hemodinimicos de ambos os grupos avaliados

Parametros Grupos Antes da Tempo apds a indugao anestésica (minutos) Média Valor de P
inducéo dos
anestésica grupos ao
longo do
tempo
15 45 75 90 Diferenca  Interacéo
entre as tempo X
médias grupo
dos
grupos
Desfl 125 + 18° 91+22° 97+11°  100x11° 99+9° 102 (1,8)
[114;137] [77;105] [90;104] [93;107] [93;105] [99;106]
PAS 0,44 0,47
(mm Hg) Desfl + N,O 122 + 14° 968 103+£15°  101+12°  101+12°  104(1,8)
60% [113;131] [91;101] [93:112] [93;108] [93:109] [101;108]
Desfl 74112° 5549 5319 5647 56+ 9" 59 (1,4)
[67:81] [49;60] [48;58] [52;61] [50:62] [56:62]
PAD 0,78 0,47
(mm Hg) Desfl + N,0O 73+9° 5427 57+12° 57+ 10° 54+9° 59 (1,4)
60% [68;80] [50;59] [50;64] [51;63] [49;60] [56;62]
Desfl 81 +12° 80+14°  73+12®  67+11% 667 73 (2,0)
[73:88] [71:89] [65;81] [61;74] [61;71] [69;78]
FC 0,77 0,04
(bpm) Desfl + N,O 85+ 16 75+12 70+13 71+13 71+13 74 (2,0)
60% [74;95] [68:83] [62;78] [63;79] [63;79] [70;79]

n = 20 pacientes por grupo para todos os pardmetros avaliados; Desfl = desflurano; Desfl + N,O 60% = desflurano associado a 60% de 6xido nitroso; PAS = pressao arterial
sistdlica; PAD = pressdo arterial diastdlica; FC = frequéncia cardiaca. Os valores séo apresentados como médias + desvio padréo [intervalo de confianca de 95% usando correcéo
de Bonferroni para cinco tempos dentro de cada variavel de resultado] e médias dos grupos ao longo do tempo e erro padrao [intervalo de confianga de 95%] e valores de P para

a diferenca entre as médias dos grupos ao longo do tempo e os efeitos de interagdo entre grupos e tempos; tempos seguidos de letras sobrescritas diferentes tiveram diferenga
significante dentro de cada grupo.

Os valores da pressao expirada de dioxido de carbono, concentracdo expirada de

desflurano e temperatura esofagica ndo apresentaram diferenca significante entre as
médias dos grupos ao longo do tempo (P = 0,15, P = 0,06 e P = 0,16, respectivamente) e
ndo houve interagéo significante entre tempos e grupos (P = 0,74, P = 0,09 e P = 0,39,
respectivamente) (Tabela 5).
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Tabela 5. Média dos valores dos grupos ao longo dos tempos de anestesia, de pressao expirada
de dioxido de carbono (PerCO:2), concentracido expirada de desflurano (DESFLEgxp) e

temperatura esofagica (Tesor)

Parametros Grupos Média dos Valor de P

grupos ao longo

dos tempos
Diferenca entre Interacéo
as médias dos  tempo x grupo
grupos
Desfl 33,9 (0,5)
PerCO; [33,0:34,8]
(mm Hg) 0,15 0,74
Desfl + N2O 60% 34,9 (0,5)
[33,9;35,8]
Desfl 52(0,2)
DESFLEXP [4175’7]
(%) 0,06 0,09
Desfl + N2O 60% 5,9 (0,2)
[5,4,6,4]
Desfl 36,2 (0,2)
Tesor [35,9:36,5]
(°C) 0,16 0,39

Desfl + N2O 60% 36,5 (0,2)

[36,2;36,9]

n = 20 pacientes por grupo para todos os parametros estudados; Desfl = desflurano; Desfl + N,O 60% =
desflurano associado a 60% de 6xido nitroso. Os valores sdo apresentados como media e erro padréo [intervalo
de confianca de 95%] dos grupos ao longo do tempo e valores de P para a diferenga entre as médias dos grupos
ao longo do tempo e os efeitos de interacdo entre grupos e tempo.
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Em relacéo aos marcadores inflamatorios séricos (Tabela 6), ndo houve diferenca
significante entre as médias dos grupos ao longo dos momentos e ndo houve interagcdo
entre momentos e grupos em relacdo a IL-6 (P = 0,30 e P = 0,35, respectivamente), I1L-8
(P =0,62 e P = 0,56, respectivamente), IL-10 (P = 0,21 e P = 0,23, respectivamente) e
PCR-as (P = 0,21 e P = 0,27, respectivamente). Houve aumento significante dos valores
de IL-6 um dia apds a cirurgia em comparacao aos valores do basal e do intraoperatorio
no grupo desflurano, e em relacdo ao valor basal no grupo desflurano + 60% de N2O. De
forma semelhante, os valores de PCR-as aumentaram significantemente no periodo pds-
operatorio em comparacdo aos valores do basal e do intraoperatorio em ambos 0s grupos.
N&o houve diferenga significante entre os momentos dentro de cada grupo para as
citocinas IL-8 e IL-10. Como as concentragdes de TNF-a, IL-1 e IL-17A ficaram abaixo
dos valores limites de detec¢éo, os dados ndo foram analisados.

Com relacdo a expressdo dos genes inflamatorios, ndo houve diferenca
significante entre as médias dos grupos ao longo dos momentos em relacdo ao NF-kB
(DM 0,25 [IC 95%: -0,43; 0,92]; P = 0,45), IL-6 (DM -0,19 [IC 95%: -1,36; 0,98]; P =
0,74) e COX-2 (DM -0,22 [IC 95%: -1,32; 0,88]; P = 0,69). Também ndo houve interacdo
significante entre grupos e momentos para NF-kB (P =0,74), IL-6 (P =0,97) e COX-2 (P
=0,08), bem como nédo houve diferenca significante entre momentos em cada grupo em

relacdo aos genes inflamatérios (Figuras 6, 7 e 8).
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Tabela 6. Concentracio sérica de citocinas e de proteina C reativa de alta sensibilidade (PCR-as)

de ambos os grupos avaliados

Parametros Grupos Momentos Meédia dos Valor de P
grupos ao
longo dos
momentos
Basal 90 minutos Dia Diferenga Interacéo
apos posterior ao entreas momento
inducéo ato médias X grupo
anestésica  cirurgico dos
grupos
Desfl 031+054" 049+067" 523+448° 201 (0,53)
IL-6 [0,00;0,66] [0,050,93]  [2,28;8,18]  [0,93;3,09]
0,30 0,35
(oMl Desfl+ N0 60% 030+079" 0624083 754+931°  282(0,53)
[0,00;0,86] [0,04;1,21]  [0,99;14,09]  [0,43;5,22]
Desfl 330+149 421272  429+246 3,93 (0,45)
IL-8 [2,32;4,29] [2,41;6,01] [2,66;593]  [3,03;4,84]
0,62 0,56
(pg/ml) Desfl + N;O60% 3,30+236 356+195 402+219 3,62 (0,45)
[1,65:4,95] [2,19;4,92] [2,49;555]  [2,72;4,53]
Desfl 027+023 041+039 0,33%0,38 0,34 (0,08)
IL-10 [0,11;0,43] [0,14;0,68]  [0,07;0,59]  [0,17;0,51]
0,21 0,23
(pg/mi) Desfl + N;O 60% 0,23+0,18 0,71+0,83  0,49+0,29 0,48 (0,08)
[0,10;0,35]  [0,14;1,29]  [0,29;0,69]  [0,33;0,62]
Desfl 1,0£07°  08+06"°  161+79° 6,0 (1,4)
PCR-as [0,5;1,5] [0,4,1,3] [10,4;21,9] [4,4,7,6]
0,21 0,27
(mg/) Desfl + NO60% 1,5+2,6°  13+24°  172+80° 67 (14)
[0,0;3,8] [0,0;3,4] [10,2;24,3] [4,8;8,6]

n = 20 pacientes por grupo para todos os pardmetros avaliados; Desfl = desflurano; Desfl + N2O 60% = desflurano associado a 60% de 6xido
nitroso; IL = interleucina. Os valores sdo apresentados como médias + desvio padrdo [intervalo de confianga de 95% usando corregdo de
Bonferroni para trés momentos dentro de cada variavel de resultado] e médias dos grupos ao longo do tempo e erro padrdo [intervalo de
confianca de 95%] e valores de P para a diferenca entre as médias dos grupos ao longo do tempo e os efeitos de interacéo entre grupos e
momentos; momentos seguidos de letras sobrescritas diferentes tiveram diferenga significante dentro de cada grupo.
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Figura 6. Quantificacdo génica do fator nuclear kappa B (média + desvio padrdo) nos

momentos e grupos estudados.
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Figura 7. Quantificacdo génica da interleucina-6 (média + desvio padrdo) nos

momentos e grupos estudados.
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Figura 8. Quantificacdo génica da ciclooxigenase-2 (média + desvio padrdo) nos

momentos e grupos estudados.

Em relacdo ao sistema neuro-enddcrino, ndo houve diferenca significante entre as
médias dos grupos ao longo dos momentos e ndo houve interacdo significante entre
momentos e grupos em relacdo aos valores de ACTH (P = 0,54 e P = 0,60,
respectivamente), cortisol (P = 0,30 e P = 0,81, respectivamente) e prolactina (P =0,89 e
P = 0,88, respectivamente). Houve aumento significante (aproximadamente dez vezes)
dos valores de prolactina no periodo intraoperatério em compara¢do com os do basal e
pos-operatério para ambos 0s grupos (Tabela 7). Também ndo houve diferenca
significativa dos valores de prolactina ao separar 0s grupos por sexo (dados ndo

apresentados).



Tabela 7. Concentracao sérica dos hormoénios avaliados em ambos os grupos

Hormonios Grupos Momentos Meédia dos Valor de P
grupos ao
longo dos
momentos
Basal 90 minutos Dia Diferenca Interacéo
apos posterior entreas momento
inducéo ao ato médias X grupo
anestésica  cirdrgico dos
grupos
ACTH Desfl 10,1 +6,5 54+0,1 7430 7,6 (1,2)
(pg/m) 561741  [4860]  [5395]  [53100]
0,54 0,60
Desfl + N,O 9,3+8,3 7,2+4,6 94+132 8,7(1,2)
00% 371501  [41103]  [04:184]  [64110]
Cortisol Desfl 13,6+49 74+28 13,1+£6,7 11,4 (1,1)
(hofd) [0.1181]  [48100] [69:194] [9,0:137]
0,30 0,81
Desfl + N2O 143+4,0 9974 15,3+ 6,7 13,2(1,1)
60% . . . .
[10,0;18,6]  [2,0:17,8]  [8,2;22,4] [10,6:15,8]
Prolactina Desfl 10,7+46" 1040+394° 105+53" 417 (38)
(ng/ml)
[7,1:143]  [72,7:1352]  [6,3;14,7]  [33,9;49,6]
0,89 0,88
Desfl +N20  11,6+4,0° 103,3+41,0° 124+69° 42,4(3,8)
60%
[8,9;14,3]  [754;131,1] [7,8;17,1] [33,5;49,4]

n = 20 pacientes por grupo para todos os parametros avaliados; Desfl = desflurano; Desfl + N2O 60% = desflurano associado a 60% de
oxido nitroso; ACTH = hormdnio adrenocorticotrofico. Os valores sdo apresentados como médias + desvio padréo [intervalo de confianca
de 95% usando correcdo de Bonferroni para trés momentos dentro de cada variavel de resultado] e médias dos grupos ao longo do tempo
e erro padrdo [intervalo de confianca de 95%] e valores de P para a diferenca entre as médias dos grupos ao longo do tempo e os efeitos
de interagdo entre grupos e momentos; momentos seguidos de letras sobrescritas diferentes tiveram diferenca significante dentro de cada

grupo.
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5 DISCUSSAO

Nosso estudo clinico prospectivo aleatorizado mostrou resultados que sédo
relevantes para a pratica clinica: a comparacao da anestesia mantida com desflurano ou
desflurano + 60% de N2O mostrou similaridade dos marcadores inflamatérios e neuro-
enddcrinos avaliados durante e ap0s cirurgia de septoplastia; adicionalmente, houve
aumento significante, em ambos os grupos, de prolactina no intraoperatério e dos
mediadores inflamatérios I1L-6 e PCR-as no pos-operatorio.

Com relacdo aos dados hemodinamicos, a diminuicdo significante das pressdes
arteriais durante o procedimento cirdrgico, em ambos os grupos, foi importante na
prevencdo de sangramento excessivo no campo operatorio de cirurgia de septoplastia. A
manutencdo da temperatura central dos pacientes ao longo da cirurgia foi também fator
importante, uma vez que a hipotermia intraoperatoria poderia atenuar a resposta
inflamatoria, influenciando a liberacdo de citocinas e consequentemente 0 processo
inflamatorio (Hofstetter et al., 2007).

O desflurano foi inicialmente utilizado em concentracdo de 6% (1 CAM) para
manutencdo da anestesia nos pacientes dos dois grupos. Ajustes na concentracdo do
halogenado foram feitas pelo anestesiologista durante a cirurgia de acordo com a resposta
hemodinamica. Esperava-se a utilizacdo de menor concentracdo de desflurano no grupo
desflurano + N2O 60% em relac¢do a do grupo desflurano, uma vez que o uso associado
destes dois anestésicos poderia diminuir a concentracdo do halogenado (Rampil et al.,
1991). No entanto, concentra¢des semelhantes de desflurano foram utilizadas em ambos
0s grupos. O desflurano diminui a pressao arterial sanguinea de maneira concentragéo-
dependente por reducao da resisténcia vascular sistémica, enquanto o N>O aumenta o tono
venoso e diminui a capacitancia venosa. Quando a associacdo dos dois anestésicos é
utilizada, existe efeito prevalente do N2O no sistema cardiovascular, com aumento da
resisténcia vascular sisttmica e consequentemente da pressdo arterial sanguinea, em
comparagdo com o uso de desflurano isoladamente (Pagel & Farber, 2015). Assim, em
nosso estudo, foram necessarias maiores concentracfes de desflurano para manutengao
hemodinamica adequada mesmo no grupo desflurano associado ao N20.

Em relagdo a avaliacdo de citocinas inflamatorias em pacientes cirdrgicos sob
anestesia geral, Koksal et al. (2005) realizaram estudo em pacientes classificados com
estado fisico ASA | e Il submetidos a cirurgia de timpanoplastia mantida com os

halogenados desflurano (6% a 9%) ou sevoflurano (2% a 3%). Os autores observaram
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aumento significativo de TNF-a, IL-1p e IL-6 no plasma e em lavado broncoalveolar no
final da cirurgia, em compara¢do com 0s niveis basais, em ambos 0s grupos, mas com
maior liberacdo de todas as citocinas nos pacientes mantidos com o desflurano, quando
comparado com o sevoflurano. Diferentemente, em estudo realizado em pacientes
submetidos a cirurgia toracica aberta sob manutencdo anestésica com diferentes
anestésicos: propofol, sevoflurano (1 CAM) ou desflurano (1 CAM), as concentragdes
séricas de TNF-a, IL-8 e IL-1p ndo se alteraram no pds-operatorio, enquanto que a de IL-
6 aumentou nos trés grupos de forma semelhante (Schilling et al., 2011). Esses achados
estdo de acordo com aqueles obtidos em nosso estudo em relacdo a liberacdo sistémica
de IL-6 no dia posterior a cirurgia e auséncia de alteracbes de IL-8 em ambos 0s grupos
avaliados.

Levando em consideracdo que, no nosso conhecimento, nenhum estudo foi
conduzido comparando os efeitos do N2O associado ou ndo ao desflurano na resposta
inflamatoria, nossos achados contribuem para mostrar semelhanca das técnicas
anestésicas (desflurano e desflurano + N.O 60%) em relacdo aos marcadores
inflamatdrios séricos no intra e pds-operatérios quando pacientes sem comorbidades
associadas sdo submetidos a cirurgia minimamente invasiva. Esses achados corroboram
estudo anterior do nosso grupo de pesquisa (Nogueira et al., 2018), que ao comparar a
anestesia com desflurano associado ou ndo ao N2O, ndo encontrou diferenca significativa
entre 0s grupos em relacdo ao estresse oxidativo, o qual esta relacionado ao processo
inflamatdério. Em contraste, quando outro anestésico halogenado (sevoflurano) foi
utilizado isoladamente ou em conjunto com N.O 60% em pacientes submetidas a
mastectomia, observou-se aumento significativo dos marcadores inflamatoérios IL-1 ¢
IL-8 no liquido de revestimento do epitélio das vias aéreas apenas no grupo que recebeu
N20 (Kumakura et al., 2013). Os mesmos autores nédo verificaram alteracdo de TNF-a.,
IL-6 e IL-10 no pds-operatorio de ambos 0s grupos.

Outros trabalhos de nosso grupo de pesquisa também demonstraram aumento de
IL-6 um dia apos a cirurgia em pacientes com estado fisico ASA | que foram submetidos
a cirurgia minimamente invasiva com outros anestésicos halogenados, como sevoflurano
(Orosz et al., 2012) e isoflurano (Mazoti et al., 2013), demostrando que a IL-6 € um dos
principais marcadores de resposta inflamatoria de fase aguda em pacientes cirdrgicos
expostos a anestésicos, 0 que pode explicar o aumento dessa citocina em ambos 0s grupos
do presente estudo. De fato, o pico das concentragdes de muitos mediadores pro-

inflamatdrios somente € observado ap6s muitas horas apos a cirurgia (Zingg et al., 2010),
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mas a IL-6 é constantemente detectada no sangue periférico ja nas primeiras horas apos
0 ato anestésico cirdrgico devido a sua rapida libera¢do por leucdcitos (Heinrich et al.,
1990). Embora ndo tenham sido observadas complicacGes pos-operatorias no presente
estudo, como esperado, elevadas concentracBes de IL-6 nas trés primeiras semanas do
pOs-operatério, em pacientes que sofreram trauma mecanico extenso, foram
correlacionadas significativamente com o aparecimento de complicagdes infecciosas
(Ertel et al., 1990).

Outro mediador importante da resposta inflamatoria de fase aguda é a PCR-as,
que tem valores aumentados conjuntamente com os da IL-6 no pds-operatério
(Desborough, 2000; Jakobsson, 2012), conforme demonstrado no presente estudo. No
entanto, estudo que verificou os efeitos dos halogenados desflurano e sevoflurano sem
estarem associados ao N2O em mulheres submetidas a cirurgia pélvica laparoscopica para
retirada de cisto ovariano, ndo encontrou diferenca significante nas concentracdes intra e
pos-operatdrias de 1L-6 e PCR em relagdo ao periodo imediatamente anterior ao ato
anestésico-cirdrgico na comparacao entre os grupos e em cada um dos grupos (Marana et
al., 2013).

Disturbios no recrutamento de células imunes e nas vias inflamatérias durante o
estresse cirlrgico estdo relacionados com complicacdes no pés-operatério, como por
exemplo as infecgdes (Rossaint & Zarbock, 2018). Um estudo clinico realizado em
pacientes com estado fisico ASA I-1V submetidos a cirurgia colorretal, sob anestesia com
sevoflurano associado ou ndo ao N2O, demonstrou que a administracdo de N2O 70%, mas
ndo o uso isolado do sevoflurano, se correlacionou tanto com o aumento de incidéncia de
infeccdo pos-cirdrgica como do periodo de hospitalizacdo (Chen et al., 2013).
Diferentemente do que ocorreu em nosso estudo, em que 0s pacientes eram saudaveis, 0s
quais foram submetidos a cirurgia minimamente invasiva e receberam N2O 60%, esse
anestésico ndo potencializou o quadro inflamatorio nem levou a complicacdo poés-
cirurgica, mostrando-se seguro, sob as condi¢fes avaliadas, diferentemente do que pode
ocorrer em cirurgias de grande porte e invasivas sob anestesia com esse anestésico, nas
guais 0s pacientes, geralmente, ja apresentam comorbidades associadas.

Considerando que os valores de IL-6 e PCR-as aumentaram apenas no dia seguinte
a cirurgia e ndo durante a anestesia, nossos achados sugerem que uma condigédo
inflamatdria tenha ocorrido em resposta ao estresse anestesico-cirurgico e ndo devido
exclusivamente aos anestésicos utilizados. Além disso, a caracteristica farmacocinética

de baixa solubilidade sanguinea do desflurano e do N2O permite rapida eliminacdo desses



44

agentes do organismo. Assim, as concentracdes de IL-6 e PCR-as aumentaram apenas no
periodo pds-operatdrio quando os pacientes ja ndo estavam sob o efeito desses anestésicos
ou de outros medicamentos utilizados no estudo durante o ato anestésico-cirurgico.
Adicionalmente, tanto a IL-8 como a IL-10 também ndo se alteraram durante ou apés a
cirurgia, independentemente da técnica anestésica. Esses achados estdo em concordancia
com estudos anteriores realizados por nosso grupo de pesquisa em pacientes higidos (ASA
I) submetidos a cirurgia minimamente invasiva otorrinoldgica sob anestesia inalatdria
com sevoflurano (Orosz et al., 2012) ou isoflurano (Mazoti et al., 2013). Além disso, o
uso do opioide fentanil pode ter contribuido para os baixos valores encontrados de outras
citocinas avaliadas. Ao se ligar aos [ receptores, acredita-se que os opidides podem levar
a imunossupressao, incluindo a expressdao de citocinas, por causa de seus efeitos
inibitdrios na resposta celular e humoral (Wu et al., 2009; Mazoti et al., 2013; Seo et al.,
2017).

Os anestésicos podem modular o transcriptoma (Braz et al., 2011; Braz et al.,
2012; Goto et al., 2014). No que diz respeito aos marcadores moleculares de inflamacéo,
mostramos, pela primeira vez, que ndo houve alteracdo nos trés genes avaliados nos
periodos intraoperatério e pds-operatério quando pacientes sem comorbidades
submetidos a septoplastia foram mantidos com desflurano ou desflurano associado ao
N2O. Assim, ndo se detectou resposta inflamatdria precoce ao se avaliar a expressao
génica de possiveis marcadores moleculares, concomitantemente com a avaliacdo das
citocinas. Kotani et al. (1999b) observaram regulacdo positiva dos genes pro-
inflamatorios em lavado broncoalveolar, com exce¢do do gene IL-6, ao longo e no final
da cirurgia em pacientes com estado fisico ASA | e Il submetidos a cirurgia com duracéo
superior a seis horas sob anestesia com propofol ou isoflurano. Assim, os autores ndo
verificaram aumento de expressdo de IL-6, como observado em nosso estudo. Esse
mesmo grupo de pesquisadores, ao realizar estudo em ratos ventilados mecanicamente e
expostos a diferentes anestesicos halogenados, relatou aumento na expresséo de alguns
mediadores pro-inflamatérios, mas ndo de IL-6, mas sem que houvesse aumento
concomitante dessas citocinas em lavado pulmonar (Kotani et al., 1999a). Assim, esses
autores sugerem que a resposta inflamatéria em nivel transcricional em macr6fagos
alveolares pode ser modulada pelo tipo e duragé@o de anestesia.

Ressalta-se que, diferentemente, em nosso estudo, a expressdo génica foi
detectada em células do sangue periférico apenas em individuos com estado fisico ASA I,

0s quais ndo tiveram longa duragdo da anestesia. Além disso, foram analisados diferentes
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genes, mas, curiosamente, nosso estudo e os estudos realizados por Kotani et al. (1999a;
1999b) ndo observaram alteracdes de IL-6 durante ou apds anestesia inalatoria. De fato,
mudancas na expressdao génica nao refletem necessariamente mudangas em nivel
proteico, considerando que algumas citocinas podem ser reguladas em nivel translacional
ou pés-translacional (Amsen et al., 2009). Além disso, o estresse cirdrgico pode liberar
horménios e citocinas pro-inflamatorias e por feedback negativo, os corticosteroides
podem inibir a expressdo do gene das citocinas (Kurosawa & Kato, 2008).
Adicionalmente, o tratamento com opioides também esta relacionado com diferentes vias
de imunossupressao, atuando por meio de receptores p-opiaceos, suprimindo a ativacédo
do NF-kB (Casellas et al., 1991), que pode levar a menor indugdo na transcrigdo de genes
dependentes, como é o caso da COX-2, o que também pode ter influenciado nossos
achados.

Referente ao sistema neuro-enddcrino, o aumento na liberagdo de prolactina
secretada pela adeno-hipofise também pode ocorrer em resposta ao estresse cirlrgico e
ao procedimento anestésico (Sakic et al., 2009; Junuzovic et al., 2011; Paola et al., 2015).
De forma similar aos nossos resultados, mulheres com estado fisico ASA | e 1l submetidas
a histerectomia abdominal mantida com anestesia inalatéria (isoflurano associado ao
N20) ou anestesia intravenosa (propofol) tiveram grande elevacdo da concentracdo de
prolactina imediatamente antes da incisdo cutanea, a qual foi mantida no intraoperatorio,
sendo que esse hormonio voltou as concentracdes basais algumas horas apos o final da
operacdo, com maior valores de prolactina no grupo intravenoso (Crozier et al., 1994).
Outro estudo realizado em pacientes com estado fisico ASA | submetidos a
colecistectomia laparoscopica, mantidos com isoflurano ou propofol, mostrou prolactina
e cortisol aumentados no grupo inalatorio apds uma hora do inicio da anestesia, sendo
gue ambos os horménios retornaram aos valores basais apos 24 horas do ato operatorio
(Graziola et al., 2005).

De forma interessante, pacientes submetidas a cirurgia laparoscopica mantida com
desflurano tiveram perfil de cortisol no intra e pos-operatério (Marana et al., 2013)
semelhante ao nosso estudo. Esses mesmos autores também mostraram que o desflurano
foi associado a melhor controle de ACTH intraoperatério que o sevoflurano.
Semelhantemente ao presente estudo, os estudos anteriormente mencionados (Crozier et
al., 1994; Graziola et al., 2005; Marana et al., 2013) também relataram o uso do opioide
fentanil, o qual pode inibir a secre¢do de ACTH e cortisol quando administrado antes da

incisdo cirargica, assim como também pode estimular a secre¢do de prolactina via
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receptores p-opiaceos (Bent et al., 1984; Pan & Teo, 1989; Paola et al., 2015). Portanto,
o fentanil possivelmente influenciou a resposta neuro-enddcrina nos pacientes avaliados.
No entanto, os opidides sdo importantes para evitar a dor, sdo seguros e comumente
utilizados para inducdo e manutencdo anestésicas, e doses moderadas e semelhantes
foram usadas em ambos 0s grupos.

Assim, este estudo preencheu importante lacuna cientifica relacionada ao uso
associado de anestésicos na préatica clinica, contribuindo para elucidar os efeitos do
desflurano e de sua associagcdo com o N2O na resposta inflamatoria e neuro-endocrina.
Dessa forma, tentou-se, a0 maximo, minimizar possiveis vieses (critérios de ndo inclusao
rigorosos, temperatura central adequada e manutencdo hemodindmica adequada) que
poderiam alterar a resposta neuro-imune-endécrina em pacientes higidos submetidos a
cirurgia minimamente invasiva. Portanto, ambas as técnicas anestésicas foram
semelhantes em relacdo aos efeitos neuro-imune-enddcrinos e podem ser opgdes para
pacientes higidos submetidos a cirurgia minimamente invasiva. Entretanto, estudos
adicionais sdo necessarios para confirmar nossos achados e expandir a investigagcdo em

pacientes com comorbidades e/ou cirurgias invasivas.
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, contrariamente & hipétese do estudo, pacientes submetidos a
septoplastia que receberam anestesia com desflurano associado ao N2O néo apresentaram
diferenca no perfil inflamatorio e na resposta neuro-endocrina quando comparados aos
pacientes que receberam apenas o desflurano, mesmo com o halogenado sendo utilizado
em concentragGes similares em ambos o0s grupos. Houve aumento de prolactina no
intraoperatodrio e de IL-6 e PCR-as no pds-operatorio de maneira similar em ambos 0s

grupos.
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Comparacdo de marcadores inflamatdrios em pacientes cirdrgicos sob anestesia

com desflurano ou desflurano associado ao 6xido nitroso

Registro hospitalar do paciente:

Cadigo do individuo no estudo:

Data: [ !

| - Identificagdo
01-Nome:

02-Sexo: () masculino

03-Raca: () branca ( )amarela ( ) parda ( ) negra ( ) outra:

04-Data nascimento __ /
05-Idade:

06-Peso:

07-Altura:

/

( ) feminino

08-IMC (indice de massa corporea):

09-Origem (cidade):
10-Profisséo:

Il - Informacdes gerais

11-Considera sua alimentacdo saudavel? ( ) sim () ndo
Consome:
Alimento Sim N&ao Frequéncia
Frutas

Verduras e legumes

Carboidratos

Frituras

Leite e derivados

Carnes

Acucares e doces
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12- Quantos copos de &gua ingere por dia?

13-Faz exercicios regularmente? ( ) sim () ndo

14-Se sim, qual tipo (musculagdo, caminhada, etc)?

15-Quantas vezes por semana?

16-Fuma? ( )sim () ndo

17-Se sim, h& quanto tempo?

18-Quantos cigarros/dia?

19-Quial tipo (cachimbo, charuto, palha, papel com filtro, etc)?
20-Ja fumou? ( )sim () nédo

21-Ha quanto tempo deixou de fumar?

22-Quantos cigarros/dia fumava?

23-Durante quanto tempo fumou?

24-Qual tipo (cachimbo, charuto, palha, papel com filtro, etc)?
25-Consome bebida alcodlica? ( ) sim () ndo

26-Se sim, quanto por semana (copos)?

27-Tipo de bebida (cachaca, cerveja, uisque, vinho, etc)?

28-Ja consumiu bebida alcoolica? ( ) sim () ndo

29-Héa quanto tempo deixou de beber?

30-Consome drogas? ( )sim  ( )ndo  Qual?

31-Ha quanto tempo?

32-Tem contato com substancias toxicas? ( ) sim () ndo

33-Se sim, qual (produtos de limpeza, agrotoxicos, gasolina, tinta)?
34-Ha quanto tempo?

35-Foi submetido a raio X recentemente (dentario ou antes da cirurgia)?
()sim ()néo Quando?

36-Sabe quantas chapas de RX foram feitas?

37- Foi submetido a ressonancia magnética nos ultimos 30 dias?

( )sim ( )néo Quando?

38- Ja fez tratamento com quimioterapico ou radioterapia? ( ) sim () ndo

39-Se sim, qual?
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40-Ha quanto tempo?

41-Tem alguma doencga (asma, hipertensdo, diabetes, hepatite, lUpus, artrite, cancer)?
()sim ()néo

42-Qual?

43-Ja teve alguma doenga grave? ( ) sim () ndo Qual?

44-Hé& quanto tempo?

45-Passou por algum estresse ultimamente? ( ) sim () ndo Qual?

111 - Histéria Médica
46-E alérgico a algum tipo de medicamento? ( ) sim ( ) ndo

47-Se sim, qual?
48-Faz uso de algum tipo de medicamento (antibidtico, anti-inflamatorio, analgésico,

anti-hipertensivo, corticoide, anti-convulsivante, insulina, hipoglicemiante)?
()sim ()nao

49-Se sim, qual (is)?

50-Frequéncia/dia:

51-Faz uso de vitamina/antioxidante (complexo vitaminico)? ( ) sim ( ) ndo
52-Se sim, qual (is)?

53-Frequéncia/dia:

54-Hé& quanto tempo?

55-Tomou alguma medicagcdo no Gltimo més (remédio para pressdo, antibiotico,
tranquilizantes, remédio para tirar a dor, antiacidos, anti-histaminicos, corticéides, anti-
inflamatorios)? ( ) sim () ndo

56-Se sim, qual (is)?

57-Frequéncia/dia:

58-Hé& quanto tempo parou?

59- Teve alguma infec¢do ou inflamacao no ultimo més? ( ) sim () ndo
60- Se sim, qual (is)?

61- Ha quanto tempo parou?

62- Esté resfriado ou gripado? ( ) sim () ndo

63-Ja fez alguma cirurgia? ( ) sim () ndo

64-Se sim, quantas?

65-Ha quanto tempo foi a ultima?



66-Ja foi submetido a anestesia? ( ) sim () ndo
67-Se sim, sabe o tipo de anestesia (local, geral, raquidea, regional)?
68-Ha quanto tempo?

69-Se sim, vocé sabe se € mais resistente ou sensivel a algum anestésico?

61



62

APENDICE B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(TERMINOLOGIA OBRIGATORIA EM ATENDIMENTO A RESOLUCAO
466/12-CNS-MS)

O(a) sr(a) esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa chamada “Comparacéo
de marcadores inflamatérios em pacientes cirurgicos sob anestesia com desflurano ou
desflurano associado ao 6xido nitroso” que pretende estudar se o anestésico desflurano
(via inalatéria) junto ou ndo ao 6xido nitroso (via inalatoria), os quais serdo utilizados
durante a cirurgia, tém algum efeito sobre o sistema imunoldgico (responsavel pela defesa
do organismo) e enddcrino (horménios). Serd, portanto, avaliado se esses anestésicos
podem causar alguma alteracdo nesses sistemas. Deve ser ressaltado que 0s anestésicos
desflurano e 6xido nitroso ja séo utilizados durante o procedimento cirdrgico ndo s6 no
Brasil, mas em varios paises no mundo.

O(a) sr(a) foi selecionado(a) a participar dessa pesquisa por ter o estado fisico classificado
pela Sociedade Americana de Anestesiologistas como ASA | (individuos saudaveis, que
ndo apresentam outra doenca a ndo ser a condicdo cirurgica). Serdo adultos entre 18 e 50
anos, submetidos a cirurgia eletiva minimamente invasiva.

O questionario consta de algumas perguntas sobre a vida pessoal (nome, data de
nascimento, sexo, peso, altura, etc), algumas informacdes gerais (alimentacao, exercicio,
exposicao a substancias toxicas, uso de bebida alcoolica e cigarro e drogas ilicitas, etc) e
a historia médica (uso de medicamentos e suplementos vitaminicos, doencas, etc). O
questionario sera aplicado pelo préprio pesquisador e ndo sera gravado, e as respostas ao
questionario terdo duracao de aproximadamente 15 minutos. O questionario € de carater
confidencial e sera aplicado antes da realizacdo da cirurgia. Sua identificacdo sera
preservada e somente os pesquisadores envolvidos no trabalho terdo conhecimento de
suas informacdes, com o comprometimento de manté-las em sigilo. Na apresentacao e
publicacdo dos resultados da pesquisa ndo haverd identificacdo dos pacientes
selecionados.

Dessa forma, solicitamos seu consentimento para que sejam coletadas 3 amostras de 20
ml de sangue periférico: a primeira sera realizada no momento imediatamente antes do
inicio da cirurgia, a segunda durante a cirurgia e a terceira um dia apds a cirurgia (pos-
operatério). A quantidade de sangue que sera coletada ndo afetara sua recuperacao pos-
cirurgica, pois o volume a ser coletado ¢ muito pequeno em relacdo ao volume total de
sangue do seu organismo. A coleta serad realizada por profissional experiente e 0
procedimento pode causar desconforto pela picada da agulha, mas com risco minimo ou
quase inexistente, ja que sera utilizado material estéril e descartavel. Ao participar desta
pesquisa o(a) senhor(a) ndo terd nenhum beneficio direto. Entretanto, esperamos que este
estudo traga informacdes importantes sobre a acdo do anestésico desflurano associado ou
nédo ao Oxido nitroso no sistema imunologico e enddcrino. O pesquisador se compromete
a divulgar os resultados obtidos, respeitando-se o sigilo das informacGes coletadas,
conforme previsto no item anterior.



63

O projeto contribuira para melhor entendimento do papel do anestésico inalatério dxido
nitroso e do desflurano no sistema de defesa do organismo dos pacientes submetidos a
anestesia.

Caso vocé ndo queira participar da pesquisa, isto ndo trara nenhum prejuizo no seu
tratamento médico. Sempre que quiser podera pedir mais informagdes sobre a pesquisa
por meio do telefone da pesquisadora do projeto e, se necessario, por meio do telefone do
Comité de Etica em Pesquisa. Vocé podera retirar seu consentimento em qualquer fase
da pesquisa sem nenhum prejuizo.

E garantido total sigilo do seu nome, do questionario aplicado ou dos resultados dos testes
em relacdo aos dados relatados nesta pesquisa.

Vocé recebera uma via deste termo e outra via sera mantida em arquivo pelo pesquisador

por cinco anos.

Qualquer dudvida adicional, vocé poderé entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa, através do fone: (14) 3880-1608 / 1609. Endereco: Chacara Butignoli s/n,
Rubido Janior - Botucatu - S&o Paulo CEP: 18618-970, horério de funcionamento de 22 a
62 feira das 8:00 as 11:30 e das 14:00 as 17 horas.

CONCORDO EM PARTICIPAR DA PESQUISA

Nome: Assinatura;

Pesquisadora: Nayara Micarelli de Arruda

Data: / / Assinatura;

E-mail: nayara_micarelli@hotmail.com

Orientadora: Mariana Gobbo Braz, Departamento de Anestesiologia, Faculdade de
Medicina de Botucatu-UNESP, Distrito de Rubido Junior, s/n, Botucatu-SP. Fone: (14)
3880-1650

E-mail: mgbraz@fmb.unesp.br


mailto:mgbraz@fmb.unesp.br
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APENDICE C

PROTOCOLO DA PESQUISA

Comparacdo de marcadores inflamatorios em pacientes cirdrgicos sob anestesia
com desflurano ou desflurano associado ao éxido nitroso

Data:
NuUmero do paciente:
Anestesia (de acordo com o protocolo): ( ) Desflurano

( ) Desflurano + Oxido nitroso

NOME: RG DO HOSPITAL:
ASA: SEXO:

IDADE: ALTURA:

PESO: NUMERO DO LEITO HOSPITALAR:

Participardo deste estudo pacientes com indicacdo de anestesia para septoplastia
eletiva com duracéo de, pelo menos, 90 minutos

Critérios de Inclusdo: pacientes ASA 1, de ambos 0s sexos, entre 18-50 anos de idade e
ndo fumantes

Critérios de exclusdo: recusa em participar, portadores de inflamacdo ou condicdes de
infeccdo, usuarios de drogas ilicitas, alcoolistas, obesos, gestantes, aqueles que receberam
radiacdo em periodo inferior a 30 dias, os que estdo sob medicacdo ou que sdo

ocupacionalmente expostos a poluentes ambientais (ver questionario)

Aparelho de Anestesia: Primus (Drager) / Monitor de Gés (Drager)

Monitorizacao: incluir também o BNM
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Etiguetagem dos tubos e coleta de puncado venosa: codificar todos os tubos de coleta

(numeros), datar e colocar a quantidade de sangue exata nos tubos e homogeneiza-los por
10 vezes. Ap0s as duas coletas de sangue (puncionar veia em membro oposto ao da
infusdo de liquidos antes da medicacdo pre-anestésica e 90 min apds a inducgdo
anestésica), avisar a Nayara M. de Arruda (3880-1632) para vir buscar os tubos de sangue.
Qualquer duvida conversar com o Dr Braz (99682 3026) ou Dr Leandro (99739 1712) ou

Dra Mariana (99775 7936).

Apos a coleta de sangue:

MPA: midazolam (3 mg) IV

Hidratacdo: RL - 4 ml/kg/h

GRUPO DESFLURANO
Inducéo
propofol: 2 mg/kg

fentanil: 5 pg/kg (inducdo) e manutencdo com doses adicionais (s/n) de 1 a 2 ug/kg
rocurénio: 0,6 mg/kg (indugcdo) e manutencdo com 0,2 mg/kg (s/n) — de acordo com o
BNM

Manutencéao
fentanil: 1 a 2 ug/kg s/n
rocurénio: 0,2 mg/kg s/n (de acordo com 0 BNM)

desflurano: 1 CAM (6%) inicialmente e alterando de acordo com a necessidade do

paciente
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Fluxo de gases frescos: 2 I/min, fixando 40% de Oz - NAO USAR N20!

VC: 8 ml/kg PeTrCOz2: ~ 35 mm Hg

GRUPO DESFLURANO + OXIDO NITROSO
Inducéo
propofol: 2 mg/kg
fentanil: 5 pg/kg

brometo de rocurénio: 0,6 mg/kg

Manutencao
fentanil: 1 a 2 pg/kg s/n
rocurénio: 0,2 mg/kg s/n (de acordo com 0 BNM)

desflurano: 1 CAM (6%) inicialmente e alterando de acordo com a necessidade do

paciente

Fluxo de gases frescos: 2 I/min, fixando 40% de O e 60% de N.O

VC: 8 ml/kg PeTrCOz2: ~ 35 mm Hg

Final da cirurgia:
Analgesia pds-operatoria: tramadol (100 mg) e dipirona (1 g) IV
Anti-emético: ondansetrom (8 mg) IV

Descurarizagdo: sugamadex (2 a 4 mg/kg), se houver necessidade, de acordo com a

resposta ao BNM
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Inicio da anestesia:--------- Inicio da cirurgia:---------

Fim da anestesia:--------- Fim da cirurgia:-----------

Duracao (min) da anestesia:----------

Duracédo (min) da cirurgia: ----------

Dose total de propofol (mg):---------- Dose total de sugamadex (mg) ------

Dose total de fentanil (ug):---------- Dose total de rocurdnio (mg):-------

Medicacdes no pré-operatdrio (farmaco e dose):

Medicac@es no intra-operatorio (farmaco e dose):

* 32 coleta de sangue venoso (20 ml) - dia sequinte a cirurgia, de manhd (paciente em

jejum) — ver informacédo na pagina 1

MedicacOes no pos-operatorio (farmaco e dose):
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Atributos

T~

Momentos

Hora

Pexp.
desflurano

(%)

PA sist.
(mm Hg)

PA diast.
(mm Hg)

FC
(bpm)

SpO2
(%)

PetCO2
(mm Hg)

Temp.
Central

°C)

Antes da
inducéo

Apos a
inducéo

Apos a
intubacéao
traqueal

15 min.
apos a
inducéo

45 min.
apos a
inducéo

75 min.
apos a
inducéo

90 min.
apos a
inducéo




