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Resumo

Introducdo e objetivos. H4 farmacos que produzem pré-condicionamento
farmacoldgico e, dentre estes, os anestésicos inalatorios sdo os mais estudados. Como
exemplo, o isoflurano pode proteger o rim contra a lesdo causada pela isquemia-
reperfusdo, principalmente quando a anestesia inalatéria é mantida por um periodo apds
a reperfusdo. Os opidides parecem ser uma classe de farmacos capaz de produzir este
pré-condicionamento. H4 estudo mostrando que o remifentanil pode proteger o
miocdrdio contra a lesdo produzida pela isquemia-reperfusdao. Outro estudo mostrou que
a lesdo da isquemia e reperfusdo renal pode ser atenuada em ratos submetidos a
associagdo do isoflurano e do remifentanil e ao pré-condicionamento mecanico. O
objetivo deste trabalho foi verificar se o isoflurano e a associa¢do do isoflurano e do
remifentanil usado apds a isquemia-reperfusdo podem causar protecao renal.

Material e Métodos - 40 ratos machos, da raca Wistar foram distribuidos em quatro
Grupos: Grupo Sham (n=10); Grupo IP (n=10), isoflurano usado durante o experimento
e 90 minutos pds-reperfusdo; Grupo IRP (n=10), associagdo do isoflurano com
remifentanil usado durante o experimento e 90 minutos pds-reperfusdo e Grupo Iso
(n=10), isoflurano usado durante o experimento. Todos os animais foram anestesiados
submetidos a intubagdo orotraqueal e colocados em ventilagio mecanica (Ventilador
Harvard Rodent 683). A veia jugular esquerda foi dissecada e um cateter foi introduzido
para administracdo de farmacos e para a hidratacdo dos animais. A artéria cardtida
esquerda também foi dissecada e um cateter foi introduzido na sua luz com a finalidade
de medida da pressdo arterial (PAM) e de coleta de amostras de sangue. Todos os
Grupos foram anestesiados com isoflurano na concentracao inspirada entre 1,5 a3 % e
no Grupo IRP teve inicio a infusdo de remifentanil na velocidade de 2 pgkg”.min™.
Ap6s laparotomia foi realizada nefrectomia a direita em todos os Grupos. Nos Grupos

IP, IRP e Iso, além da nefrectomia a direita, no rim esquerdo foi usado clamp arterial



para isquemia deste Orgdo durante 45 minutos. No Grupo Sham o experimento foi
concluido apés a retirada do rim direito. Nos Grupos IRP e IP, apés a retirada do clamp
ou periodo de reperfusdo os animais permaneceram anestesiados por 90 minutos. Em
todos os Grupos a temperatura corpdérea foi mantida entre 36-38°C. No final do
experimento, foi feita analgesia usando a técnica das infiltragdes das feridas operatdrias
com bupivacaina a 0,25%. No pos-operatério alimento e 4gua foram ofertados
liviemente a todos os animais. Apds 24 horas de reperfusdao todos os animais foram
anestesiados, submetidos a nefrectomia a esquerda e a coleta de sangue arterial (M3).
Finalmente, os animais foram sacrificados com tiopental sodico. Os rins esquerdos
destes animais foram enviados para anélise histoldgica, com avaliacdo de lesdo tubular
(score 0-3 ) e para citometria de fluxo (CF). Amostras de sangue foram coletadas para
analise de hematdcrito e creatinina em trés momentos: Momento 1 (M1) no inicio do
procedimento, apds a cateterizacdo arterial; Momento 2 (M2) ap6s a retirada do clamp
vascular da artéria renal esquerda; e o Momento 3 (M3) ocasido do sacrificio do animal,
ou seja, 24h apds o periodo da reperfusdo. Para fins de estatistica a pressdo arterial
média (PAM) e a temperatura retal foram medidas em trés periodos apds a cateterizagao
da artéria carétida: PO, logo depois; P30, trinta minutos apds; e P60, sessenta minutos
apos.

Resultados: Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre os Grupos nos
parametros: peso, hematocrito e temperatura. O resultado da PAM no PO (momento
inicial do experimento) foram similares entre os Grupos. No periodo P30 a PAM foi
significativamente menor no Grupo IRP (73+27 mmHg) em relacdo ao Grupo Sham e
ao Grupo Iso, mas similar ao Grupo IP (81+17 mmHg). No periodo P60 a PAM foi
estatisticamente menor no Grupo IRP (58+13 mmHg) e no Grupo IP (73+£21) em
relacdo ao Grupo Sham=109+11 mmHg) e o Grupo Iso (100£18 mmHg). A creatinina
sérica no M3 foi significativamente menor no Grupo Sham (0,8+0,2 mg/dl) do que nos
Grupos IRP (4,0+£2,2 mg/dL), Grupo IP (4,3%£2,5) e no Grupo Iso (3,9+1,5 mg/dL). A
necrose tubular no M3 foi menor no Grupo Sham (0,0 [0,0;0,0]) do que nos outros
Grupos IRP (3,0[2,0;3,0]), Grupo IP (3,0[2,0;3,0]) e o Grupo Iso (3,0[2,0;3,0]). A
Citometria de fluxo (CF) mostrou, estatisticamente significativo, menor indice de
apoptose inicial (Anexina V) em M3 no Grupo Sham (2,3[1,8;2,9]) quando comparado
aos grupos IRP (10,6 [ 9,0;11,8]) e IP (10,3[2,9;16,6]) e estes menores quando



comparado ao Grupo Iso (15,5[13,1;19,2]). Em relacdo a necrose foi menor em
percentual no grupos Sham ( 7,5[6,5;11,5]), IRP ( 9,8[(9,1;11,9]) e IP (11,1[3,8;17,0])
do que Iso (49,0[27,0;50,0]).

Conclusoes: Pelos resultados da CF, o Grupo Iso teve piores resultados, tanto na
apoptose 1nicial como na tardia. Os Grupos IRP e IP tiveram resultados similares em
relacdo a apoptose inicial e a tardia. Concluimos, entdo que o emprego do isoflurano ou
da associacdo isoflurano e remifentanil usados 90 minutos pds-reperfusdo tiveram

comportamento similares com relacio a protecdo renal.

Palavras-chave: isoflurano, remifentanil, isquemia, reperfusido, pré-condicionamento,

rim, rato.
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Abstract

Background and objectives: How we can protect our patients against ischemia-
reperfusion injury is a question we make every day in anesthesia. Some drugs may be
having the answer. Drugs can make pharmacologic preconditioning may be a good way
to answer the question. Remifentanil can protect heart cells against ischemia-
reperfusion (IR) injury. Isoflurane can protect the kidney against IR injury. Our work
makes a question if the association can make any protection against ischemia-
reperfusion injury?

Methods: 40 male Wistar rats were put in four groups Sham (n=10), Isoflurane (n=10)
(Iso), isoflurane plus wemifentanil (IRP) and isoflurane before reperfusion (ISO) with
10 rats each one. All rats groups were anesthetized and put with mechanical ventilation
(Harvard Rodent Ventilator 683) by tracheal intubation. Catheters were inserted in
jugular internal vein, for fluid or drug administration, and carotid artery, for measure
arterial blood pressure and blood samples. All groups were anesthetized with Isoflurane
between 1.5 and 3% and the group IRP start after the venous catheterize remifentanil 2
mcg/kg/min. The right kidney was removed, in the group Sham the procedure were
over. For the others groups a clamp were put in left renal artery (LRA) for 45 minutes.
The group Iso end, the procedure after the clamp were retired. The group IRP and IP
were anesthetized for plus 90 minutes and the procedure were over. In all groups body
temperature were between 36-38°C. In the end of the procedure before the extubation,
analgesia were performed with infiltration of bupivacaine at 0.25%. Free food and water
for all animals. After 24 hours all rats were nefrectomized in the left side and sacrificed
with thiopentone. The kidneys were send to histological examination, and score for
tubular lesion were performed (0- 3). Flow Cytometry (FCM) were performed in the left
kidney for all groups. Blood samples to analyze serum creatinine and hematocrite were
collected in three moments: In the beginning of the procedure (M1), after the clamp of

LRA retired (M2) and before the left kidney be removed (M3).



Results: There’s no difference between all groups for weight or body temperature.
PAM (mmHg) was analized in three times: at the beginning of procedure (P0), 30
minutes after (P30); and 60 minutes after (P60). The PO were similar for all groups, but
the P30 were increased in Sham (100+17) and Iso (99+16), lower IRP (73+27) and IP
(81+17). The P60 were higher in Sham (109+11) and ISO (100+18) than IRP (58+13)
and IP (73%£21). The serum creatinine in the M3 was lower in Sham (0.8+£0.2) than IRP
(4.0£2.2), IP (4.3£2.5), ISO (3.9+1.5). The tubular necrosis were lower in Sham than
IRP (3.0[2.0;3.0]), IP (3,0[2,0;3,0]) e ISO (3.0[2.0.3.0]). The FCM show beginning
apoptosis in percentual (%) lower in Sham (2.3[1.8;2.9]) than IRP(10.6[9.0;11.8]) and
IP (10.3[2.9;16.6]. These two groups were lower than ISO (15.5[13.1;19.2]). Dead cells
were lower (%) in Sham (7.5[6.5;11.5]), IRP (9.8[9.1;11.9]) and IP (11.1[3.8;17.0]).
than ISO (49.0[27.0;50.0]).

Conclusions: By the results of FCM, the ISO were the worst result. The IRP and IP
have better results. We concluded Isoflurane plus Remifentanil there’s no difference the
isoflurane used before and after IR injury. The use of isoflurane only before and at time

IR (ISO) shows a worst for protect kidney.

Key-words: isoflurane, remifentanil, ischemia, reperfusion, kidney, preconditioning
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1 Introducao

A insuficiéncia renal intra ou poés-operatéria é grande causa de
mortalidade e tem alta morbidade por isso, evitar a insufici€éncia renal
perioperatoria € fator importante para o sucesso de um procedimento
cirdrgico. Nas cirurgias de grande porte, sobretudo a cirurgia cardiaca, sua
morbidade e letalidade sao elevadas.

Segundo Rosner & Okusa', estima-se que até 30% dos pacientes
submetidos a cirurgia cardiaca, tém lesdo renal, sendo que dependendo da
definicdo esse numero pode ser bem maior e 1% destes pacientes
necessitam de didlise. Ao avaliar a morbidade e a mortalidade relacionados
a lesdo renal aguda (LRA) pds-operatdria em cirurgia cardiaca, Karkouti et
al. conseguiram associar ao grau de lesdo renal (avaliada pelo ritmo de
filtracdo glomerular = RFG ) a um maior tempo de internagdo hospitalar e
mortalidade. Para decréscimos de até 25% no RFG a média de dias
internados foi sete dias e a mortalidade de 1%. Para reducdes do RFG
maior que 25%, o tempo de internagdo médio foi de 10 dias e a mortalidade
elevou-se para 10%. Quando a reducdo do RFG € maior do que 50% este
tempo médio de internacdo foi para 14 dias e a mortalidade para 25%.
Ocorrendo redu¢dao do RFG ainda maior, ou seja, alem de 75% este tempo
de internagdo elevou-se para 19 dias e a mortalidade para 46%.

Nas cirurgias nio cardiacas a incidéncia de LRA varia de 1% a 5%
dos pacientes hospitalizados™. Segundo Abelha et al.%, a incidéncia de
LRA aumentou para 7,5% quando os pacientes necessitaram dos cuidados

da Unidade de Terapia Intensiva (UTI), no pds-operatorio. Por este motivo
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a protecdo renal durante o perioperatério ¢ um fator importante para o
sucesso do procedimento cirdrgico.

Varios mecanismos vém sendo pesquisados para diminuir a ocorréncia
de complicacdes renais no intra ou no pds-operatdrio. A reposicao
volémica correta e monitorizagdo dessa volemia tem sido um dos grandes
desafios da medicina perioperatéria. Alguns estudos vém sendo realizados
na tentativa de descobrir quais sdo os fatores preditivos para os pacientes
desenvolverem lesdo renal no intra ou no pds-operatorio. Uma vez melhor
identificada essa populacdo poderemos tratd-la com reposicao volémica
mais “‘agressiva”’, acompanhada de adequada monitorizacdo para reducao
da ocorréncia de lesdo renal. Em cirurgia cardiaca, Heise et al.” e Karkouti
et al., determinaram que os fatores de risco para LRA peri ou pds-
operatéria eram insuficiéncia renal pré-operatdria, anemia pré-operatoria,
necessidade de transfusdao de hemdcias durante o ato cirurgico, diabetes
mellitus, uso de baldo intra-aértico pods-cirurgia e longo tempo de
circulagio extra-corporea. Em cirurgia ndo cardiaca Kheterpal et al.’
mostraram que o0s pacientes eram mais suscetiveis a LRA per e pos-
operatoria quando apresentavam os seguintes fatores de risco: idade acima
de 59 anos, indice de massa corporal acima de 32, cirurgia de alto risco,
cirurgia de emergéncia, doencga hepética, doenga pulmonar obstrutiva e uso
de broncodilatador e doenca oclusiva vascular periférica. Os fatores intra-
operatorios foram: a necessidade e a dose de vasopressor e a utilizacdo de
diuréticos.

A protecdo de 6rgaos sofreu enorme impacto quando, em 1984, Zager
et al.® relataram a existéncia de mecanismo de protecdio a isquemia renal
que era desconhecido e o qual eles ndao sabiam explicar.

Dois anos depois, em 1986, Murry et al.” observaram que breve lesdo

isquémica do coragao condicionaria este 6rgdo a ficar mais bem adaptado a
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sofrer outra lesdo isquémica mais intensa. Este mecanismo de protecdo a
isquemia cardiaca, foi denominado pré-condicionamento isquémico (PCI).

Desde entdo, muito vem sendo estudado sobre pré-condicionamento,
lesdo de isquemia-reperfusdao (IR) e os mecanismos de protecdo contra os
danos causados pela reperfusao.

Existem estudos sobre o efeito desse fendmeno em vdrios 6rgaos,
sendo o coracdo o Orgdo mais estudado, e nele foram descobertos os
mecanismos fisiologicos, os mediadores e os receptores envolvidos neste
fendmeno e até atribuido o conceito de pré-condicionamento 2 distancia®.

Virias técnicas vém sendo estudadas para introduzir o pré-
condicionamento na clinica, entretanto, uma das maiores controvérsias €
saber se o pré-condicionamento podera ser usado na clinica.

Dentre as técnicas utilizadas para se conseguir o pré-condicionamento,
a primeira foi a mecinica (clampeamento intermitente de artéria pré-
isquemia), depois foi introduzido o pré-condicionamento farmacolégico
com a utilizacdo de farmacos que mimetizam o PCI. Nestes farmacos estao
incluidos os anestésicos inalatdrios e os opidides.

Em 1997, Cason et al.” e Kersten et al.'” foram os primeiros a
relacionar os anestésicos volateis ao pré-condicionamento. Estes farmacos
foram capazes de reduzir em cobaias a drea de infarto do coracdo expostos

a isquemia e reperfusao.

11-13 114-17

O isoflurano e o remifentani usados isoladamente ja foram
descritos na literatura como farmacos capazes de causar pré-
condicionamento farmacolégico. Estudo realizado no rim'"> mostrou que o
isoflurano causava melhor protecdo renal quando a anestesia era mantida
duas horas apods a reperfusao.

Para a realizacdo de uma anestesia geral s3o usados farmacos

hipnéticos como o anestésico inalatério isoflurano, associado ao analgésico
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opidide sendo o remifentanil um dos mais empregados na prética clinica.
Desse modo, resolveu-se estudar o possivel efeito protetor renal do
isoflurano e da associacdo do mesmo com o remifentanil mantido em 90

minutos de reperfusao.

1.1 Pré-condicionamento (PCI)

1.1.1 Definicao

Murry et al.”, em 1986, foram os primeiros a descrever o fendmeno,
em coracdo de caes, observando que “curtos periodos de isquemia podem
proteger o miocdrdio da agressdo por uma isquemia sustentada
subseqiiente”. Neste estudo os autores relatam o envolvimento da
reperfusdo no mecanismo de agressao e o provavel mecanismo de deplecao
de ATP relacionado com a adenosina.

Mais de 20 anos depois, Tapuria et al.® definiu da seguinte forma o
fendmeno: “Estratégias protetoras foram desenvolvidas para prote¢do dos
orgaos da lesdo por isquemia e reperfusdo que se define como pré-
condicionamento organico”.

Ap6s adaptacdo de varios estudos finalmente ficou definido como:

“E o fendmeno adaptativo a curtos periodos de isquemia, que ird
proteger contra uma isquemia subseqiiente, diminuindo a lesdo causada
pela isquemia e pela reperfusdo, podendo ter como gatilho estimulos
mecanicos ou farmacolégicos”.

Neste intervalo entre os estudos de Murry et al.” ¢ o de Tapuria et al.®,

foi relatado que o pré-condicionamento pode ser local ou a distancia, isto €,
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um estimulo pré-condicionante em um O6rgdo pode proteger outro

isquémico que ndo sofreu o estimulo pré-condicionante diretamente *>°
Outra importante descoberta foi que a protecdo causada pelo pré-

condicionamento, pode ser precoce ou ‘“cldssico”, mas, também existe

outra janela de prote¢do que seria a tardia ou segunda janela.

1.1.2 Fisiologia

Durante o periodo de isquemia as células evoluem para reparacdao

celular ou para apoptose e necrose. Podendo ocorrer conforme a figura 1.

macrose

.r"'tl-“-rk J"l FATA
1 1
ISQ'UEmIa‘ ""I i | f"'|

normal Wl ot
E:::: :::j \ josdo :
repara;aﬂ
injdria
proliferagao,
diferenciagdo @m 8
indiferenciada apc:ptose

(& @)%

Figura 1 — Esquema de lesdo, reparacdo celular e apoptose (Adaptado de Liu®").

O mecanismo do pré-condicionamento atua no periodo de lesdo
retardando ou evitando a lesdo para apoptose. Nesse esquema, adaptado de

. 21 ~
Liu™, pode-se entender em que fase da lesdo celular ela ocorre. Em
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isquemia prolongada a célula evolui direto para necrose, porém apds um
periodo curto de isquemia (cada célula terd seu tempo para definir como
curto, tendo células mais resistentes e células mais suscetiveis a isquemia)
ela evolui para lesao, em geral reversivel, lancando mecanismos protetores
e ndo evoluindo para apoptose.

Os estudos de Chien et al., em 1999 e 2000°** demonstraram como
o pré-condicionamento isquémico inibe a apoptose.

O mecanismo celular exato do pré-condicionamento ainda ndo esta
completamente elucidado.

Alguns receptores da membrana celular sdo ativados por estimulos
como opidides, noradrenalina, adenosina, bradicinina, anestésicos volateis
entre outros. Estes receptores ativam uma cascata reacional que através de
segundos mensageiros se acoplam a proteina G, tendo como ponto final a
ativacao da proteina cinase C.

A proteina cinase C tem papel fundamental neste mecanismo sendo
responsavel pela ativacao de vias de sinais intracelulares que irdo resultar
na abertura de canais de potdssio do sarcolema e da mitocOndria
responsaveis pela despolarizacdo da membrana mitocondrial, evitando um
influxo de cdlcio na reperfusdo e também auxiliando na fosforilagdo
oxidativa.

A proteina cinase C também € responsavel pela ativagao do nucleo
celular, levando a transcricdo de proteinas cinases citoprotetoras e de
enzimas que irdo ajudar a abertura dos canais de potédssio da mitocondria e
do sarcolema.

Nesse mecanismo o papel do 6xido nitrico, das proteinas do choque
e da cicloxigenase-2 sdo fundamentais.

Virios sdo os segundos mensageiros € mediadores inflamatdrios que

sao liberados visando manter a homeostase celular, evitando a lesao do
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citoesqueleto, diminuindo a produgdo de espécies reativas do oxigé€nio
(responsaveis pela lesdo de reperfusao), evitando também um hiperfluxo de
calcio na mitocOndria e, em ultimo estagio, evitando o gatilho dos eventos
que culminardo com apoptose.

Por termos tantos mediadores e segundo mensageiros envolvidos,
inimeras sao as possibilidades de interacdo, desde o acoplamento na
membrana celular, até estimulacdo de transcricdo de proteinas no nucleo, a
abertura de canais de potassio mitocondriais € mecanismos de protecao
ainda ndo elucidados.

A adenosina parece ser o gatilho que dispara esta cascata de
estimulos a partir de receptores da membrana celular, sendo o uso de
agonistas do receptor A,**® capazes de realizar o PC (pré-
condicionamento). Antagonistas da adenosina parecem bloquear o estimulo
para a ativacdo do PC*°.

Assim como, inibidores da capta¢ao de adenosina como dipiridamol
parecem ter efeito pré-condicionante *'.

Outro mediador importante é o 6xido nitrico, tendo vérias dreas de
atuacdo no PC, sendo vasodilatador, inibindo a adesdo e a migracdo de
macréfagos e neutrdfilos inflamatérios além de ser importante no

mecanismo de protecdo tardia.
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Figura 2 - Mecanismo celular do pré-condicionamento isquémico; ativacdo dos
receptores de adenosina A; e Az (A1/A3), bradicinina (B;), &; opidde (9;), a;.
adrenérgico () e B-adrenérgico estimulam a fosfolipase ¢ (PLC) através da inibi¢do do
nucleotideo de guanina ligado a proteinas (proteina Gi). PLC produz diacilglicerol
(DAG) e 1,4,5 trifosfato de inusitol (ITP) (Adaptada de Lorsonradee et al.lz).

Ambos DAG e ITP ativam a proteina cinase C (PKC). PKC atua abrindo canais de
potassio sensiveis a ATP (canais Kyy) € provavelmente via mitogenio-ativadas proteinas
cinases (MAPK). NO -> 6xido nitrico,

NOS -> 6xido nitrico sintetase, PIP, -> bifosfato de fosfatildilinusitol,

ROS-> espécies reativas do oxigénio e SR — reticulo sarcoplasmatico.
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1.1.3 Pré-condicionamento precoce e tardio

Se dividirmos o pré-condicionamento em duas fases, sendo a primeira
a precoce, que se instala poucos minutos apds a agressdo isquémica
podendo se manter por cerca de 3 a 4 horas, e a outra, a tardia, que comeca
cerca de 24 horas depois, relacionada com mecanismos fisioldgicos

diferentes.

Estimulo

Pré-condicionamento

Protegdo
imediata

Sinal _> Amplificagdo

Protegédo
tardia,
segunda janela

de protegdo

Minutos bef-| Horas ] Dias

Figura 3 - Periodos de pré-condicionamento: precoce e tardio (Adaptado de
Hawaleshka & J acobsohnzg)
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Figura 4 - Mostra dos mecanismos moduladores inflamatdrios relacionados ao pré-
condicionamento precoce (Adaptado de Ricksen et al.>).
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Figura 5 — Mostra dos mecanismos moduladores inflamatérios relacionados ao pré-
condicionamento tardio. E muito importante se relacionar a fungdo do nicleo celular no
mecanismo antes feito somente pelas mitocondrias. Jefayri et al.*' relatou a importancia
do 6xido nitrico como mediador da prote¢do tardia. Joo et al.*? descreve como principal
diferenca dos mecanismos de pré-condicionamento, a utilizacdo do 6xido nitrico como
mediador e a importincia do “up regulation” do 6xido nitrico sintetase causada pelo
pré-condicionamento (Adaptado de Ricksen et al.™").

1.1.4 Pré-condicionamento nos diferentes 6rgaos

Vérios sdo os 6rgaos no quais ja foram realizados experimentos com
PC.

O coracgdo, sem duvida, é o mais estudado sendo o conceito de pré-
condicionamento descrito pela primeira vez justamente neste orgio .

Desde entdo, muitos trabalhos vém demonstrando a sua capacidade
para PC tanto isquémico como farmacolégico e de provocar e receber pré-

.. < 1: on : 8.18.29
condicionamento a distancia .
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Nesta década, o rim comecou a ser mais pesquisado em relagdo ao PC
tendo também vérios trabalhos sobre esta capacidade de PC e sobre este

. £ . 33-36
assunto existem varias pesquisas

37,38 39,40

H4 também pesquisas sobre PC no figado e no cérebro

1.1.5 Pré-condicionamento e anestesia

Ha varias perguntas feitas com relacdo ao pré-condicionamento, entre
elas:
1 Como poderemos obter esses efeitos nos pacientes?
2 Farmacos utilizados durante a anestesia podem causar efeito
protetor renal apds a lesdo por isquemia-reperfusao (IR)?
A resposta parece ser sim, pois um dos principais causadores do PC

L. -~ s . . o) 11-13
farmacoldgico sdo os anestésicos inalatorios

, que estdo sendo bastante
pesquisados com boas respostas tanto no coragao como no rim.
De Hert et al.” propuseram um mecanismo bastante complexo na via

de atuacdo dos anestésicos inalatérios para o mecanismo de PC (Figura 6).
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Figura 6 - Esquema do mecanismo de acdo dos anestésicos voldteis no PCI segundo De
Hert et al.'".

Onde:

5 HD - acido 5 hidroxidecanoico

0 y m - icones de potencial de membrana mitocondrial

NADH - dinucleotideo de adenina nicotinamida reduzida

FADH 2 - Flavina adenina nicotinamida reduzida

ETC - cadeia de transporte de elétrons GLI - glibenclamida
L. —-name — L nitroargeninametilester ( inibidor de oxido nitrico sintetase )
MnTBAP - dismutases ( convertem H202 em OH )

GLU - Glutationa reduzida TK - Tirosina Cinase
MAPK - mitogenio ativada proteina cinase

PKC ¢, 0 - Isoformas da proteina cinase C
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Os opidides também parecem ser capazes de causar pré-
condicionamento cardfaco'™® .
15 ~ . e
Kuzume et al. ~ demonstraram, no coragdo, que o remifentanil diminui
a drea de infarto se comparado com a anestesia com propofol.
Yu et al.'® observaram que o remifentanil conferia cardioprotecio no
episodio de isquemia tanto no periodo precoce, quanto no tardio.

Zaugg et al *' propuseram o seguinte esquema para atuacio dos

opidides no PC precoce e tardia (Figura 7).
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Figura 7 — Esquema da atuagio dos opi6ides na PCI segundo Zaugg et al.*!

Onde:

Aym -> potencial de membrana mitocondrial; AlRed -> Aldose reductase; Bcl -2 ->
anti-apoptoic protein; Ca -> canais de cdlcio do sarcolema voltagem dependente; DAG -
> diacilglicerol; COX 2 -> ciclooxigenase tipo 2; eNOS -> NO sintetase endotelial ;
HSP 27 e HSP 70 -> proteinas de choque quente; iNOS-> NOS sinstetase induzidas;
IP3 -> trifosfato inusitol ; [P3R-> receptor de trifosfato inusitol; K-> canais de potdssio
do sarcolema e mitocondrial ; MnSOD -> superoxido magnésio dismutase ; NF-KB ->
Fator nuclear KB ; NO -> 6xido nitrico ; PIP2 -> bifosfato Fosfatidilinusitol ; PKC ->
proteina cinase C ; PLC/PLD -> fosfolipases C e D ; ROS -> espécies reativas do
oxigénio; RYR -> canal de célcio aberto por rianodinia ; SERCA2 -> bomba de cdlcio
do reticulo sarcoplasmatico ; SR -> Reticulo sarcoplasmaético.
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Kim et al.** demonstraram que o remifentanil consegue PC em
diferentes formas de infusdo, tanto pré, como durante e pos-isquemia, além
de atuar em vias bloqueando a apoptose.

Ludwig et al.* utilizando a associacdo inalatérios e opidides
conseguiram diminuir a area de infarto cardiaco em ratos apds isquemia e
reperfusdo. Nesta mesma pesquisa, compararam um grupo que utilizava
morfina com outro que utilizava a droga associada ao isoflurano e
concluiram que a associacdo morfina e isoflurano foi capaz de reduzir mais
a drea de infarto no coracdo do que os outros Grupos que foram
anestesiados com opidde ou com isoflurano.

Lee et al.” relataram que o uso dos anestésicos inalatérios produziu
maior protecdo renal do que o pentobarbital ou a cetamina utilizados como
anestésicos, mostraram também que para existir protecdo renal seria
necessdrio manter o uso do anestésico durante e apds a isquemia-

reperfusao.
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2  Objetivo

O objetivo desta pesquisa foi comparar a prote¢do renal com
isoflurano mantido durante a isquemia renal e a anestesia prolongada 90
minutos apds a reperfusdo, usando isoflurano e a associagdo isoflurano e
remifentanil. Para obten¢do desta resposta utilizou-se modelo de isquemia-

reperfusdo renal em rato.
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3 Materiais e Métodos

Foram utilizados 40 ratos machos, da raca Wistar, pesando entre 340 e
500 gramas e distribuidos aleatoriamente em 4 Grupos.
— Grupo Sham (n=10).
— Grupo IP (n=10) - Isoflurano usado durante o experimento e 90
minutos pos-reperfusdao
— Grupo IRP (n=10) - Isoflurano e remifentanil usados durante o
experimento e 90 minutos pds-reperfusao

— Grupo Iso (n=10) - Isoflurano usado até o inicio da reperfusdo

Todos os animais foram submetidos a intubacdo orotraqueal e
ventilados mecanicamente com Ventilador Rodent Ventilator, model 683,
da Harvard Apparatus.

A anestesia inalatéria e o uso do oxigénio foram feitos usando o
aparelho de anestesia Ohmeda, Excel 210 SE e o vaporizador calibrado
Isotec 5, Ohmeda.

A pressdo arterial média (PAM), a pressao venosa central (PVC), a
capnografia, a oximetria digital e a cardioscopia foram monitorizados por
meio do monitor Datex Engstrom. Os ratos tiveram temperatura retal
mantidas entre 36 e 38° Celsius com auxilio de bolsas térmicas.

Os atributos foram anotados em protocolo individual para cada animal
com intervalo de 15 minutos (PAM, temperatura retal, saturacdo de
oxigénio).

Os procedimentos foram realizados pelo mesmo pesquisador.

A pesquisa obedeceu ao seguinte protocolo:



O isoflurano e a associacdo remifentanil e isoflurano usados apds isquemia reperfusdo causam protecdo renal em ratos? 33

Os ratos foram anestesiados em recipiente fechado com fluxo de
oxigénio de 2 litros por minuto e isoflurano na concentracio de 4% durante

cinco a dez minutos até perderem a consciéncia (Figura 8).

Figura 8 — Animal na campéanula com isoflurano na concentracio de 4%. Ap0s

inconsciéncia os ratos foram submetidos a intubacdo orotraqueal, colocados em
ventilacdo mecéinica com volume corrente variando entre 1,5 a 2,5 ml e com a
freqiiéncia respiratoria variando entre 60 a 90 incursdes por minuto (inc/min).

A manuten¢do da anestesia foi obtida com isoflurano na concentragio
de 1,5% a 3% com fluxo de oxigénio a 0,4 litros por minutos. A veia
jugular interna foi dissecada iniciando uma hidratacio de 3 mL/h de
solugdo de Ringer lactato injetados com auxilio da bomba de infusdo
Harvard Pump 22, via endovenosa (Figura 9). Apés este procedimento foi
dissecada a artéria carétida esquerda para monitorizacdo de pressdo arterial
média (PAM) e a coleta de sangue arterial (1 mL) para anédlise do
hematdcrito e a dosagem sérica de creatinina sérica. A primeira dosagem
foi feita no inicio do experimento denominando-se de momento um (M1).
ApOs a coleta de sangue arterial, houve reposi¢do com 2 mL de solugdo de
Ringer lactato pela via venosa. As gasometrias arteriais foram feitas

aleatoriamente para descartar distirbios de ventilagao.
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Figura 9 —Rato durante o experimento, monitorizado, ventilado mecanicamente e
hidratado com infusio de Ringer lactato com auxilio da bomba Harvard. Foi usada bolsa
térmica para manutencdo da temperatura corporal entre 36° e 38° C.

Figura 10 — Rato durante o experimento, com monitorizacao.
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Figura 11 - Monitor utilizado durante o experimento para avaliacdo da freqiiéncia e
ritmo cardiaco, capnografia das curvas de pressdo arterial, pressdo venosa central e
oximetria digital. A curva de oximetria digital alterava com grande freqii€éncia por
diminui¢do da temperatura corporal do rato e proximo de 36°C de temperatura retal a
curva do oximetro desaparecia.

3.1 Seqiiéncia Experimental

Ap6s a monitorizacao e coleta de sangue os animais foram sorteados e

alocados nos seguintes Grupos:

3.1.1 Grupo Sham

1. Indug¢do da anestesia com isoflurano a 4% sob campanula e ventilagdo
espontanea durante 5 minutos.

2. Intubacdo traqueal e instalacdo da ventilagcdo controlada.

3. Anestesia mantida com isoflurano na concentragdo inspirada entre 1,5%
e 3,0% durante todo experimento (a concentracdo do anestésico foi
determinada pelo vaporizador calibrado do aparelho de anestesia
Datex-Ohmeda e pelo analisador de gds do mesmo aparelho, sendo

feito em todos os grupos: Sham, IP,IRP e Iso da mesma forma).
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12.
13.

14.

15.

16.

Disseccdo a esquerda da artéria cardtida interna e da veia jugular
interna.

Coleta da primeira amostra de sangue arterial (1 mL) para hematdcrito
e dosagem de creatinina sérica (M1). Apds a coleta de sangue foi feita a
reposi¢ao volémica com o bolus de 2 mL de solucdo de Ringer lactato
pela via endovenosa.

Hidratacao com solu¢do de Ringer lactato 3 mL/h por via endovenosa.
Laparotomia e nefrectomia a direita.

Fechamento de peritonio e parede abdominal.

Infiltra¢do da ferida operatoria com bupivacaina 0,2% na quantidade de
0,4 mL

No final da pesquisa, coleta da segunda amostra de sangue arterial (1
mL) para medida do hematdcrito e dosagem de creatinina sérica (M2).
ApO6s a coleta foi feita a reposi¢do volémica com o bolus de 2 mL de
solucdo de Ringer lactato pela via endovenosa.

Retirada dos cateteres, ligando-se a car6tida e a jugular interna
esquerda.

Interrupcao do anestésico inalatorio.

Aspiracdo de vias aéreas e extubagdo retornando o animal para a gaiola
com dgua e alimento ofertados livremente.

24 horas apds o termino do procedimento os ratos foram novamente
anestesiados com isoflurano a 4% sob campanula e ventilacdo
espontanea, sendo colhida nova amostra de sangue (M3) para andlise de
hematdcrito e dosagem de creatinina sérica.

Laparotomia e nefrectomia do rim esquerdo que foi usado para exame
histolégico e citometria de fluxo.

Sacrificio do animal com inje¢do intracardiaca de 10 mL de tiopental

sddico na concentragdo de 2,5%.
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3.1.2 Grupo IP

10.
11.

12.

13.

Inducdo da anestesia com isoflurano a 4% sob campénula e ventilacdo
espontanea durante 5 minutos.

Intubagdo traqueal e instalacdo da ventilagdo controlada

Disseccdo a esquerda da artéria cardtida interna e da veia jugular
interna.

Coleta da primeira amostra de sangue arterial (1 mL) para a medida do
hematdcrito e dosagem de creatinina sérica (M1). Apds a coleta de
sangue foi feita reposi¢do volemica com o bolus de 2 mL de solucdo de
Ringer lactato pela via endovenosa.

Hidratacao com solu¢do de Ringer lactato 3 mL/h por via endovenosa.
Anestesia mantida com isoflurano entre 1,5% e 3% durante o
experimento e 90 minutos apds a reperfusao.

Laparotomia e nefrectomia a direita.

Ap06s 30 minutos, disseccdo da artéria renal a esquerda e clampeamento
total da artéria durante 45 minutos.

Apo6s o desclampeamento arterial, coleta 1 mL de sangue arterial (M2)
para medida do hematdcrito e da dosagem de creatinina sérica. (com
esta amostra de sangue foi feita aleatoriamente a gasometria arterial.
ApoOs a coleta de sangue foi feita reposi¢ao volémica com o bolus de 2
mL de solucdo de Ringer lactato pela via endovenosa.

Fechamento do peritonio e da parede abdominal.

Infiltracdo da ferida operatoria com bupivacaina 0,2% na quantidade de
0,4 mL.

Retirada dos cateteres, ligando-se a cardtida interna esquerda e a
jugular interna esquerda.

Interrupg¢do do anestésico inalatério 90 minutos apds a reperfusao.
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14. Aspiragdo de vias aéreas e extubacao traqueal retornando o animal para
a gaiola com 4gua e alimento ofertados livremente.

15. 24 horas ap6s o termino do procedimento os ratos foram novamente
anestesiados com isoflurano a 4% sob campanula e ventilacdao
espontanea, sendo colhida nova amostra de sangue, momento trés (M3)
para anélise de hematdcrito e dosagem de creatinina sérica.

16. Nefrectomia do rim esquerdo para exame histologico e citometria de
fluxo.

17. Sacrificio do animal com injecdo de 10 mL de tiopental sédico na

concentracao de 2,5% por via intracardiaca.

3.1.3 Grupo IRP

1. Inducgdo da anestesia com isoflurano a 4% sob campanula e ventilacao
espontanea durante 5 minutos.

2. Intubacgio traqueal e instalacdo da ventilagdo controlada.

3. Disseccdo a esquerda da artéria cardtida interna e da veia jugular
interna.

4. Coleta da primeira amostra de sangue arterial (I mL) para hematdcrito
e dosagem de creatinina sérica (M1). Apds a coleta foi feita reposicao
volemica com o bolus de 2 mL de solu¢ao de Ringer lactato pela via
endovenosa.

5. Anestesia mantida com isoflurano entre 1,5% e 3% associado ao
remifentanil em infusdo continua 2 pg kg 'min”' pela via endovenosa
durante o experimento e 90 minutos pos-reperfusido. O remifentanil foi
diluido na seringa de hidratacdo sendo feito o calculo para que o
volume ofertado (3 mL/h) para esse grupo fosse igual aos dos demais

animais.
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15.

16.

Laparotomia e nefrectomia a direita.

Ap6s 30 minutos, disseccdo da artéria renal esquerda (Figura 12) e
clampeamento total desta artéria, durante 45 minutos.

Ap6s o desclampeamento arterial, coleta 1 mL de sangue arterial (M2)
para medida do hematdcrito e da dosagem de creatinina sérica. Com
esta amostra de sangue foi feita aleatoriamente a gasometria arterial.
ApOs a coleta de sangue foi feita reposi¢do volemica com o bolus de 2
mL de solucdo de Ringer lactato pela via endovenosa.

Fechamento do peritonio e da parede abdominal.

Infiltracdo da ferida operatoria com bupivacaina 0,2% na quantidade de
0,4 mL.

Retirada dos cateteres, ligando-se a cardtida e a jugular interna
esquerda.

Interrupcdo do anestésico inalatério e da infusdo de remifentanil 90
minutos apoés a reperfusao.

Aspiragdo de vias aéreas e extubacdo traqueal retornando o animal para
a gaiola com 4gua e alimento ofertados livremente (Figura 13).

24 horas apds o termino do procedimento os ratos foram novamente
anestesiados com isoflurano a 4% sob campanula e ventilacdo
espontanea, sendo colhida nova amostra de sangue, momento trés (M3)
para anélise de hematdcrito e dosagem de creatinina sérica.
Nefrectomia do rim esquerdo para exame histolégico e citometria de
fluxo.

Sacrificio do animal com injecdo de 10 mL de tiopental sédico na

concentracao de 2,5% por via intracardiaca.
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Figura 13— Animal ap6s a extubacdo traqueal aguardando o periodo de 24 horas para o
momento 3 (M3).
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3.1.4 Grupo Iso

10.
I1.

12.

13.

Inducdo da anestesia com isoflurano a 4% sob campénula e ventilacdo
espontanea durante 5 minutos.

Intubacgdo traqueal e instalacdo da ventilacdo controlada.

Anestesia mantida com isoflurano na concentracdo inspirada entre 1,5%
e 3,0% durante todo o experimento.

Disseccao a esquerda da artéria cardtida interna e da veia jugular
interna.

Coleta da primeira amostra de sangue arterial (1 mL) para a medida do
hematdcrito e dosagem de creatinina sérica (M1). Apds a coleta de
sangue foi feita reposi¢do volemica com o bolus de 2 mL de solucao de
Ringer lactato pela via endovenosa.

Hidratacao com solu¢do de Ringer lactato 3 mL/h por via endovenosa
Laparotomia e nefrectomia a direita.

Ap6s 30 minutos, disseccdo da artéria renal a esquerda com
clampeamento total da artéria durante 45 minutos.

Ap6s o desclampeamento coleta da segunda amostra de sangue arterial
(1 mL) para a medida do hematdcrito e dosagem de creatinina sérica
(M2). Apé6s a coleta de sangue foi feita reposicdo volemica com o bolus
de 2 mL de solu¢do de Ringer lactato pela via endovenosa.

Fechamento de peritonio e da parede abdominal.

Infiltracao da ferida operatoria com bupivacaina 0,2% na quantidade de
0,4 mL.

Retirada dos cateteres, ligando-se a cardtida e a jugular interna
esquerdas.

Interrupg¢do do anestésico inalatorio.
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14. Aspiragdo de vias aéreas e extubacdo retornando o animal para a gaiola
com 4gua e alimento ofertados livremente.

15. 24 horas ap6s o termino do procedimento os ratos foram novamente
anestesiados com isoflurano a 4% sob campanula e ventilacdao
espontanea, sendo colhida nova amostra de sangue, momento trés (M3)
para anélise de hematdcrito e dosagem de creatinina sérica.

16. Nefrectomia do rim esquerdo que foi enviado para exame histologico e
para citometria de fluxo.

17. Sacrificio do animal injetando-se 10 mL de tiopental s6dico na

concentracao de 2,5% por via intracardiaca.

Nesse grupo, apés a nefrectomia direita, um rato morreu sendo seus
dados desprezados e substituido por outro. Também foi desprezado um
animal por ter o rim direito com sinais macroscépicos de lesdo renal, sendo
substituido por outro (Figura 14).

A pressao arterial média (PAM) e a temperatura foram registradas a
cada 10 minutos no protocolo, mas, para efeito de estatistica foram
utilizados os seguintes periodos apds a dissecacdo da artéria carotidea
interna esquerda:

PO — Imediatamente depois

P30 — Com 30 minutos

P60 — Com 60 minutos
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Isoflurano e Remifentanif
continuo (IRP)

Isoflurane (IP)

—Sharm =
l Isquemia | [Manurenga"o ]
| | -
30 min— —— 45 min—— —— 90 min

1 - indugdo anestésica, entubacgdo orotraqueal , instalar linha de PAM e
dissecdo venosa, nefrectomia direita e disseccio da artéria renal
esquerda
Isquemia - por clampeamento da artéria renal esquerda por 45 minutos
Manutencao - Apés o desclampeamento manutencgdo da anestesia por

90 minutos.

Figura 14 - Metodologia da pesquisa e tempos dos grupos

3.2 Estudo histolégico

Os rins dos animais foram retirados e a metade destes colocados em
solucdo de Duboscq-Brasil, durante 24 horas, sendo, a seguir, armazenados
em alcool a 70% para posterior estudo histoldgico. A solu¢do de Duboscg-
Brasil foi utilizada com o intuito de preservar e fixar as estruturas renais
para aumentar a fidedignidade da andlise histolégica. E preparada na
seguinte propor¢cdo: 6 mL de formol 40%, 12 mL de alcool absoluto, 1,5

mL de 4cido acético e 8 mL de 4cido picrico em solugdo saturada.
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Ap6s o preparo das laminas dos rins dos animais, realizado através de
fixacdo em parafina, as mesmas foram avaliadas quanto a presenca de
congestao vascular, dilatacdo tubular e necrose. Foram aplicados escores
correspondentes ao grau de intensidade das lesdes renais, sendo atribuido
valor zero a auséncia de necrose, valor 1 para as leve, 2 para as moderadas
e 3 para as intensas. O patologista que observou as lesdes nao teve
conhecimento a qual Grupo pertenciam os rins.

A outra metade do rim esquerdo foi enviada para estudo da apoptose e

necrose pela citometria de fluxo.

3.3 Avaliacao da viabilidade celular (apoptose) pelo método

. . 44, 45
da citometria de fluxo

Os rins dos animais foram retirados e a metade do rim esquerdo foi
colocada em cultura apropriada. Com as células extraidas destes rins foi
utilizado “kit” para detecc@o de apoptose constituido de anexina V-FITC e
iodeto de propideo (Pharmingen®) permitindo determinar quantitavamente
o percentual de viabilidade (células vidveis, necréticas € em processo
apoptético inicial e tardia) em determinada populacdo celular, a qual foi
definida pelos parametros de tamanho e granulosidade celular. As andlises
foram realizadas no citometro de fluxo modelo FACSCalibur® (Becton
DicksonTM), constituido de trés detectores de fluorescéncias com uso dos
programas CellQuest® e Paint-a-gate (BD).

A citometria de fluxo teve a finalidade de avaliar a apoptose em
estagio inicial, por meio do marcador anexina-V, a necrose celular, pelo
marcador iodeto de propideo e a apoptose tardia (estagio final) ou a necrose

secunddria, pela marcacdo conjunta de anexina-V com iodeto de propideo.
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A citometria de fluxo permite a quantificacao das células vidveis.

Em estdgios iniciais do processo apoptotico, ocorrem alteragdes da
membrana plasmatica e entre estas se destaca a translocagdo da
fosfatidilserina da superficie interior da membrana expondo-a na superficie
celular externa™

Alguns fosfolipidios, como fosfatidilcolina (PC) estdo principalmente
no folheto externo da membrana celular. Outros como o acido fosfatidico
(PA), fosfatidilserina (PS) e fosfatidiletanolamina (PE) sdo segregados no
folheto interno. A exposicdo da fosfatidilserina no folheto externo é
conhecida como importante sinal biol6gico. Ativacdo plaquetaria e lesdo de
células endoteliais, por exemplo, causam rapida translocacdo da PS na
superficie externa da membrana celular”. As células normais apresentam a
proteina fosfatidilserina no interior de suas membranas celulares. Essa
proteina é essencial para manter a conformac¢do e o fluido da membrana
celular. Nos estagios iniciais da apoptose (morte celular programada), a
fosfatidilserina é exposta pela célula (lado exterior da membrana celular)
como marcador de apoptose para as células fagociticas. A anexina V tem
alta afinidade pela fosfatidilserina, portanto liga-se a ela intensamente.

Com relagdo a marcacdo com iodeto de propideo, sabe-se que todas as
células sdo impermedveis ao mesmo. Portanto, ele sé penetra na célula se
hé ruptura de membrana celular. O iodeto de propideo liga-se, entdo, ao
DNA celular. Na apoptose, ndo ocorre ruptura de membrana, somente na
morte celular por necrose.

Quando ocorre marcagdo conjunta de anexina V com iodeto de
propideo, € porque a membrana celular estd rompida e a0 mesmo tempo a
fosfatidilserina estd exposta.

A anexina V marcada com fluorocromo (por exemplo, isotiocianato de

fluoresceina-FITC) permite identificar células apoptéticas pela ligagdao a
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fosfatidilserina exposta na superficie externa e em combinagdo com
fluorocromos de DNA, como iodeto de propideo (PI), possibilitando a
discriminacdo de células vidveis (FITC/PT’), células em processo
apoptotico precoce (FITC*/PI) e células mortas (FITC+/PT")*.

O pesquisador que realizou a citometria de fluxo ndo teve
conhecimento do Grupo ao qual pertencia o rim.

Durante o experimento dois ratos do Grupo IRP e um do Grupo IP
morreram durante o procedimento sendo excluidos do trabalho e
substituidos imediatamente pelo subseqiiente para ndo alterar a ordem de
randomizagao.

Por um problema técnico nio foram feitos exames histologicos em
dois animais do Grupo IP. Foi feita citometria de fluxo em 24 ratos, ou

seja, nos seis primeiros animais de cada Grupo.
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& 3,28 % [ Necrose

36,13 % Apoptose avancada
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Figura 15 - Exemplos de resultados da citometria de fluxo

3.5 Metodologia estatistica

Para a varidavel peso foi utilizada a andlise de varidncia no
delineamento inteiramente ao acaso.

Para as varidveis PAM, hematdcrito, temperatura e creatinina, cujo
interesse era estudar efeito de Grupo, momento e interacdo momento X
Grupo foi utilizada a anélise de perfil.

Para as varidveis da histologia e citometria de fluxo foram utilizados o

teste de Kruskal —Wallis.
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4 Resultados

4.1 Temperatura corporal (OC)

Tabela 1 - Média e desvio-padrao referente a temperatura segundo momentos (PO =
inicio, P30 = 30 minutos e P60 = 60 minutos) e grupos: Sham (n=10); IP (n=10) -
isoflurano durante o experimento € 90 minutos pds-reperfusdo; IRP (n=10) - isoflurano
e remifentanil durante o experimento e 90 minutos pds-reperfusdo e Iso (n=10) —
isoflurano, durante o experimento

Grupos PO P30 P60

Sham 37,10+0,8 36,9£1,0 37,240,8

1P 37,0+0,1 36,9+0,3 37,0+0,1

IRP 37,4+0,7 37,4+0,9 37,2+0,6

Iso 37,240,6 37,0£0,6 37,2404
P>0,05

Nio houve efeito de momento e nem da interagdo momento X grupo.
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4.2 Pressao arterial média (PAM - mm Hg)

Tabela 2 - Média e desvio-padrio referente a PAM segundo momentos (PO = inicio,
P30 = 30 minutos e P60 = 60 minutos) e grupos: Sham (n=10); IP (n=10) - isoflurano,
durante o experimento € 90 minutos pos-reperfusdo; IRP (n=10) - isoflurano e
remifentanil durante o experimento e 90 minutos pds-reperfusio e Iso (n=10) —
isoflurano, durante o experimento

Grupos PO P30 P60
Sham 101+£25 a 10017 a 109£11 a
A A A
P 97£19 a 73+27 b 58+13b
A B B
10114 a 81+17 b 73£21b
L:4e A AB B
[ 116+26a 99+16 a 10018 a
50 A A A
P <0,05

Letras mintsculas comparam médias de momentos em cada grupo
Letras maiusculas comparam médias de grupos em cada momento

160 -
PAM
140
120
100
PO
80
=P30
60 mP60

40

20

Sham IP IRP Iso

Gréfico 1 - Média e desvio-padrao referente a PAM (mm Hg) segundo momentos e
grupos, durante o experimento.
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4.3 Hematocrito (%)

Tabela 3 - Média e desvio-padrao referente ao hematdcrito segundo momentos (PO =
inicio, P30 = 30 minutos e P60 = 60 minutos) e grupos: Sham (n=10); IP (n=10) -
isoflurano, durante o experimento e 90 minutos pds-reperfusdao; IRP (n=10) - isoflurano
e remifentanil durante o experimento € 90 minutos poés-reperfusdo e Iso (n=10) —
isoflurano, durante o experimento

Grupos PO P30 P60

Sham 37+5 39+6 3943

IP 4245 44+4 3849

IRP 4144 4146 39+4

Iso 3446 37+6 35+4
(P<0,05)

Nao houve efeito de grupo e nem da interacio momento x grupo, mas somente efeito de
momento
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4.4 Creatinina sérica (mL/dL)

Tabela 4 - Média e desvio-padrdo referente a creatinina segundo momentos (PO =
inicio, P30 = 30 minutos e P60 = 60 minutos) e grupos: Sham (n=10); IP (n=10) -
isoflurano, durante o experimento e 90 minutos pds-reperfusdao; IRP (n=10) - isoflurano
e remifentanil durante o experimento € 90 minutos poés-reperfusdo e Iso (n=10) —
isoflurano, durante o experimento

Grupos M1 M2 M3
Sham 0,4+0,1a 0,5+0,2 a 0,84+0,2 a
a A A B
P 0,4+0,1 b 0,6+0,1 b 4,0+2,2 a
A A A

0,4+0,1 b 0,6+0,1 b 4,3+2.5a

IRP A A A

I 0,4+0,1 b 0,5+0,1 b 39+15a

50 A A A
. P<0,05

Letras mintsculas comparam médias de momentos em cada grupo
Letras maiusculas comparam médias de grupos em cada momento

Creatinina

M1
= M2
mM3

Sham IP IRP Iso

Griafico 2 - Média e desvio-padrio referente a creatinina segundo momentos e grupos,
durante o experimento.
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4.5 Avaliacao histologica

Tabela 5 - Mediana, 1° e 3° quartis, entre colchetes, referentes aos escores de patologia
segundo grupos: Sham (n=10); IP (n=10) - isoflurano, durante o experimento e 90
minutos pds-reperfusdao; IRP (n=10) - isoflurano e remifentanil durante o experimento e

90 minutos pos-reperfusao e Iso (n=10) — isoflurano, durante o experimento

Congestao Dilatacao o Necrose
Grupos vascular tubular Cilindros tubular
Sham 1.0[1,0:2.0] Lo[L020  20010:20] O’O[O]’;);O’O]
P 2.0[1,0:3.0] 0.0[0,0:10] U 3’0[2£;3’O]
IRP 1.0[0,0:1.0] 1o[L020 0030l 3’0[21’3;3’0]
Iso 1.0[1,0:3.0] 10[1,030] = 2V20:30] 3’0[2/’8;3’0]
P 0.06 0.08 0,08 <0,001
3,0
2,5
2,0
(1T}
é 1,5
y
1,04
0,54
0,04 _
Shlam IIP IFiP Islo
GRUPOS

Griéfico 3 - Box plot da necrose tubular segundo os Grupos durante o experimento e 90

minutos pds-reperfusao.
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Figura 16 - Necrose tubular discreta (grau 1) rato do grupo IRP (n=10) - isoflurano e
remifentanil durante o experimento e 90 minutos pds-reperfusio.

Figura 17 - Necrose intensa (grau 3) em rato do grupo IRP (n=10), isoflurano e
remifentanil durante o experimento e 90 minutos pds-reperfusio.
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Figura 18 - Necrose tubular intensa com presenca de cilindros em rato do grupo Iso
(n=10) - isoflurano, durante o experimento.
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4.6 Citometria de fluxo

4.6.1 Citometria de fluxo - ANEXINA V - apoptose precoce

Tabela 6 - Mediana, 1° e 3° quartis, entre colchetes, referentes a citometria de fluxo
segundo os grupos: Sham (n=10); IP (n=10) - isoflurano, durante o experimento e 90
minutos pos-reperfusdo; IRP (n=10) - isoflurano e remifentanil durante o experimento e
90 minutos pos-reperfusdo; Iso (n=10) - isoflurano, durante o experimento

Grupos Anexina V
Sham 2,3[1,8;2,9]
1P 10,6[9,0;11,8]
IRP 10,3[2,9;16,6]
Iso 15,5[13,1;19,2]
| 0,001
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Grafico 4 - Box Plot da citometria de fluxo: ANEXINA V - apoptose precoce dos
grupos, durante o experimento e 90 minutos pds-reperfusio.
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4.6.2  Citometria de fluxo - PI = Necrose - membrana degradada

Tabela 7 - Mediana, 1° e 3° quartis, entre colchetes, referentes a citometria de fluxo
segundo os grupos: Sham ( n=10); IP (n=10) - isoflurano, durante o experimento e 90
minutos pds-reperfusdo; IRP (n=10) - isoflurano e remifentanil durante o experimento e
90 minutos pos-reperfusao e Iso (n=10) — isoflurano, durante o experimento

Grupo PI
Sham 0,5[0,0;1,9]
IP 0,1[0,1;0,2]
IRP 0,3[0,2;0,7]
Iso 0,0[0,0;2,1]
P 0,52
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Grafico 5 - Box Plot da citometria de fluxo - PI = Necrose - membrana degradada dos
grupos durante o experimento € 90 minutos pos-reperfusio.
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4.6.3 Citometria de fluxo - ANEXINA + PI: = apoptose avancada

Tabela 8 - Mediana, 1° e 3° quartis, entre colchetes, referentes a citometria de fluxo
segundo os grupos: Sham (n=10); IP (n=10) - isoflurano, durante o experimento e 90
minutos pds-reperfusdo; IRP (n=10) - isoflurano e remifentanil durante o experimento e
90 minutos pos-reperfusao e Iso (n=10) — isoflurano, durante o experimento

Grupos Anexina + PI
Sham 4,8[3,6;5,4]
1P 0,1[0,1;0,1]
IRP 0,2[0,1;0,2]
Iso 23,3[9,5;32,8]
P 0,001
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Griafico 6 - Box Plot da citometria de fluxo - ANEXINA + PI: = apoptose avancada.
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4.6.4 Citometria de fluxo - células viaveis

Tabela 9 - Mediana, 1° e 3° quartis, entre colchetes, referentes a citometria de fluxo
segundo os grupos: Sham (n=10); IP (n=10) - isoflurano, durante o experimento e 90
minutos pos-reperfusdo; IRP (n=10) - isoflurano e remifentanil durante o experimento e
90 minutos pos-reperfusao e Iso (n=10) — isoflurano, durante o experimento

Grupos Células viaveis
Sham 89.,9(85,5;92,5]
1P 90,2[88,1;90,9]
IRP 88,9(83,0;96,2]
Iso 51,2[49,6;72,9]
P 0,06
100+
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® 80
>
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Grifico 7 - Box Plot das células vidveis dos grupos.
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5 Discussao

Nao houve alteracdo de temperatura entre os grupos. Os animais
perdiam calor rapidamente e a alteracdo da temperatura corporal seria um
fator determinante para a protecdo do Orgdo, ja ndo existe duvida que a
isquemia seria menos lesiva ao rim com uma temperatura a 32 graus do que
isquemia com a temperatura em 38 graus. Por isso, a colocacdo de bolsas
térmicas para manutencdo da temperatura do animal demonstrou ter um
resultado eficiente conforme podemos analisar na tabela 1 (Temperatura).
Podemos verificar que as temperaturas ficaram bem homogéneas nao tendo
interacio entre o tempo ou entre os Grupos. Delbridge et al.*’
demonstraram que a hipotermia pode causar protecdo em rins de ratos
submetidos a IR em relagao a normotermia e hipertermia.

No parametro PAM, houve diferenca significativa durante o P60 nos
Grupos IRP (58+13 mmHg) e IP (7321 mmHg), sendo menor que os
Grupos Iso (100+£18 mmHg) e SHAM (109+11 mmHg). Nos outros
momentos ndo houve diferencas significativas entre os Grupos. Isso talvez
seja justificado pelo diferente momento cirurgico dos Grupos, durante o
P60, enquanto os Grupos Iso e SHAM estavam com estimulo cirdrgico de
fechamento de cavidade abdominal, os Grupos IRP e IP estavam sem este
estimulo cirurgico.

A associagdo isoflurano com remifentanil apresentou menores valores
de PAM, apesar de ndo ter diferenca estatistica entre o Grupo IRP e IP.
Entretanto, a PAM destes grupos valores baixos capazes de causar
hipoperfusdo renal. A ag¢do do remifentanil em relacio a PAM ¢
controversa, em doses analgésicas ele pareceu causar vasodilatacdo, porém

sem alteracdo da PAM * Entretanto, nesse mesmo trabalho, Noiser et al.*®
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cita que em associacdes (propofol e inalatérios e benzodiazepinicos) ele
causa hipotensdo, tanto em regime de bolus quanto em infusio continua.

Os valores de creatinina sérica e a avaliacdo histolégica (necrose
tubular) apresentaram diferengas significativas no momento 3, entre 0s
Grupos IRP, IP e Iso quando comparados com o Grupo Sham que ndo
sofreu nenhuma isquemia.

Quando analisamos a citometria de fluxo, podemos verificar na tabela
6 (CF), ndo ocorreu diferenca significativa de células vidveis entre os
Grupos, mas o grupo Iso apresentou menores valores de células vidveis.

Quanto a Anexina V, que avalia o grau de apoptose inicial o Grupo
Sham teve menor porcentagem de células com apoptose e os valores
intermedidrios ficaram nos Grupos IP e IRP. O Grupo Iso apresentou de
maneira significativa a maior porcentagem de apoptose inicial.

A Anexina V + PI, marcador para a apoptose tardia ndo apresentou
diferenca entre Grupos.

Talvez a diferenca de dose utilizada por Zhang et al."’ conseguiram
uma maior protecdo a lesdao por IR em coracdo, com o uso de remifentanil
isolado na dose de 6 pg kg 'min"' apesar de ter bons resultados com a dose
de 2 pg kg'min’'. Talvez o uso de isoflurano possa competir pelos
mecanismos de PC com os opidides saturando o sistema, e sendo mais
potente ndo conseguiriamos perceber o efeito do remifentanil.

A hipétese mais provavel seja pelo remifentanil ter baixa afinidade
pelos receptores k e 0 e sendo este 0s mecanismos de estimulo da Proteina
cinase e desencadeiam a protecdo celular'**. Os mecanismos descritos
nestes trabalhos foram em coracdo e talvez nio consiga se extrapolar as
doses e a exatidao do mecanismo para rim.

O remifentanil tem alto afinidade pelo receptor p (ECsp=2,6 nM) e
afinidades menores pelos receptores 6 (EC= 66 nM) e k (ECsy = 6,1 u M)SO.
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. . -1 |
Assim, nesta pesquisa procurou-se empregar a dose de 2 ug.kg .min, ou

51,52 :
%, 0 rim

seja, a maior dose utilizada na clinica. A semelhanca do coragio
também possui os receptores k e & e desse modo os opidides podem
atuar na protecao renal

Ludwig et al.” quando perceberam que a morfina associada ao
1soflurano melhorava o PC cardiaco, a dose de isoflurano utilizada foi
baixa 0,5 a 1 CAM (0,5 a 1%), tornando assim o efeito da morfina mais

importante. Outro fator que pode também explicar € a maior afinidade da

morfina pelos receptores k e d em relagdo ao remifentanil.
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Anestésico _rﬁ
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Figura 19 - Mecanismo celular do pré-condicionamento por anestésico volateis
(Adaptada de Lorsonradee et al.lz).

Os anestésicos inalatorios abrem o canal de potdssio sensivel a ATP (canais K 4p) por
ativacdo da fosfolipase C (PLC) via adenosina A; e Asz (Al/ A3) e estimulagdo
adrenérgica e por ativagdo da 6xido nitrico sintetase (NOS)

B, -> receptor de bradicinina 2, Gi proteina -> guanina inibidora de ptroteina ligadas a
nucleotideos, DAG -> diacilglicerol ITP -> 1,4,5 trifosfato inusitol , PIP2 -> bifosfato
de fosfatidilinusitol, PKC-> proteina cinase C , ROS -> espécie reativa de oxigénio , SR
-> reticulo sarcoplasmatico, a; -> a; receptor adrenérgico, § -> P receptor adrenérgico e
o 1 -> 9 | receptor opidide.

O provével ponto de competicao seja na proteina Gi e PLC, pois 0 mesmo € estimulado
pelo receptor opidide.
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Kim et al.**, em 2009, relataram que o remifentanil confere
cardioprote¢do através de PCI por via anti-apoptdica, atenuando expressao
de genes SR e preservacao da fosforilacdo da ERK.

Em 2005, Zhang et al.* relataram a cardioprotecio relacionada ao PCI
pelo remifentanil com a ativacdo da Proteina Cinase C.

Hashiguchi et al.” (2005) relataram que o isoflurano confere protecio
renal contra IR por PCI através da inibicdo das proteinas cinases ERK e
JNK.

Nesse ponto encontramos um ponto de conflito, uma vez que o
isoflurano através da inibicdo da ERK ird conferir protecdo renal e o
remifentanil por manter a sua fosforilagcdo conferird protecdo cardiaca. Ao
invés de competirem pelo mesmo ponto de estimulo eles terdo efeitos
opostos.

Outro fator a ser avaliado, € que no nosso trabalho, assim como no de
Lee et al'*, encontramos um pior resultado com o isoflurano pré-reperfusio,
fato que nao parece ocorrer com o remifentanil que consegue conferir
protecdo se usado somente na pré-reperfusio, durante ou pds, segundo Yu
et al.'® sendo interessante avaliar em um outro trabalho se o isoflurano
associado ao remifentanil teria melhor efeito protetor que o isoflurano
sozinho se usados ambos apenas no periodo pré-reperfusao.

Seria necessario outro estudo comparando isoflurano isolado com
remifentanil isolado para poder elucidar esta duvida. Este estudo teria uma
metodologia um pouco complexo pela dificuldade de wusarmos o
remifentanil como agente unico durante anestesia.

E como fator fundamental € que o coragdo e o rim sdo 6rgdos com
mecanismos fisioldgicos, sobretudo durante periodos de isquemia,
totalmente diferentes por isso ndo podemos extrapolar os resultados de um

orgdo para o outro sendo necessarios estudos especificos para cada 6rgao.
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Um resultado importante também foi a piora da protecdo contra IR a
nivel celular, demonstrado pela CF se usarmos o isoflurano somente
durante periodo de IR e foi demonstrado ser importante a manutencdo do
isoflurano pés-reperfusido. Resultado semelhante ao encontrado por Lee et
al.”.

A protecdo a lesdo por IR dos inalatérios parece depender da

manuten¢ao do uso destes, por um periodo apods a reperfusao.
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6 Conclusao

Nao foi encontrada diferenca entre os Grupos IP e IRP, sendo a
associacdo de remifentanil ao isoflurano incapaz de atenuar a lesdo renal
por IR em comparagdo ao uso do isoflurano isolado. Vale a pena ressaltar,
que também ndo houve efeito deletério pela associagdo. Novos trabalhos
avaliando doses diferentes de isoflurano e remifentanil devem ser feitos
para corroborar os resultados encontrados. Para elucidar, seria interessante
a realizacdo de pesquisa com uso de morfina ao invés de remifentanil
associado ao Isoflurano para PC renal e o uso isolado do remifentanil e
compard-lo ao isoflurano para PC renal.

Foi encontrada protecao renal nos Grupos IP e IRP ao Grupo ISO em
relacdo a citometria de fluxo conforme o ja descrito previamente na

. 13
literatura °.
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