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RESUMO

Paralelo & implantagdo de novas técnicas em cirurgias, a farmacologia busca

constantemente a formulagdo de anestésicos que confiram uma maior eficacia em

seu efeito proposto, além de uma maior seguranga aos pacientes. Um fator

importante nos processos cirurgicos € o pos-operatério, onde a redugdo de

complicagbes deve-se a utilizagdo de farmacos que, juntamente com o sistema

imune do paciente atenuem a instalagdo de processos inflamatérios, onde

mediadores sollveis e componentes celulares trabalham juntos na tentativa de
- conter e eliminar os agentes causadores de injurias teciduais. Estudos recentes
mostram que a sepse abdominal, atualmente a maior causa de mortalidade em
unidades de terapia intensiva, ndo-cardiolégicas, em todo o mundo, pode induzir a
instalacdo de uma injaria pulmonar aguda (IPA), devido a uma alteragéo na
permeabilidade microvascular, e dessa forma potencializando as injirias nos érgéos
mais perfundidos, como € o caso dos pulmdes. Diante disso, o presente trabalho
teve por objetivo analisar a interferéncia do anestésico inalatério halotano na injuria
pulmonar aguda em modelo experimental de inflamagdo. Para realizagdo deste
estudo, foram utilizados como modelo experimental, camundongos da espécie Mus
musculus, linhagem swiss, onde foram divididos em um grupo controle (sem indug&o
de sepse) e um grupo anestesiado com o halotano. Apds a anestesia, os animais
foram cirurgiados para a indugdo da sepse, e em seguida sofreram eutanasia e
foram submetidos a lavagem peritoneal e broncoalveolar para posterior contagem de
células em camara de Neubauer. Os pulmdes dos animais foram retirados e
submetidos a uma avaliagéo histolégica do parénquima. Para a constatagdo de
diferengas significativas entre os grupos, foi utilizado o teste ANOVA e em seguida o
teste a posteriori de Tukey através do programa SigmaStat v3.10. A partir dos

resultados obtidos na lavagem peritoneal, foi observado que houve diferenca
estatisticamente significante entre o grupo controle negativo e o grupo anestesiado com o halotano
(p<0,05). Com relagéo a contagem de células obtidas a partir do lavado broncoalveolar, também foi
observado diferenga estatisticamente significante, mas quando foi avaliado a histologia dos puimées,

verificou-se boa integridade do parénquima, com poucos bronquiolos terminais com
epitélios rompidos, pouco infiltrado, apresentando caracteristicas de parénquima
levemente injuriado. Diante desses resultados, conclui-se que em modelo
experimental a utilizagdo do anestésico halotano se mostrou bastante eficaz na
inibicdo do excesso de migragao de leucdcitos para o sitio de inflamagéo, reduzindo
assim a possibilidade de instalagdo de injuria pulmonar e consequentemente
conferindo uma maior seguran¢a na estratégia de escolha do anestésico de acordo
com histérico do paciente.

Palavras-chave: Anestésico. Halotano. Injuria pulmonar aguda. Inflamagéo.
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ABSTRACT

Parallel to implantation of new techniques in surgery, pharmacology search
constantly the formulation of anesthetics which gives more effectiveness in its
proposed effect, and more safety for the patients. An important factor in surgery
processes is the postperative, where the decrease of complications due to the use of
drugs that with the patient's immune system mitigates the installation of inflammatory
processes, where soluble mediators and cellular components works together in an
attempt to contain and eliminate the causative agents of tissue damage. Recent
- studies shows that sepsis abdominal is actually the bigest cause of mortality in
intensive care units, non-cardiac, worldwide. It can also induce the installation of
acute lung injury (ALl), due to a change in microvascular permeability, and thus
potetiating injuries in the most perfused organs, such as the lungs. Whereupon, the
present study had the aim of analyse the interference of the inhaled anesthetic
halothane on acute lung injury in an experimental model of inflammation. It was used
as experimental model for the accomplishement of this study, mouse species Mus
musculus, Swiss line, which were divided into a control group (no induction of sepsis)
and a group anesthetized with halothane. After the anesthesia the animals were
surgeons for the induction of sepsis, and then were euthanized and submitted to
peritoneal washings and bronchoalveolar for subsequent counting of cells in a
Neubauer chamber. The animals lungs were removed and submitted to histological
evaluation of the parenchyma. For the finding of significant differences between the
groups, it was used ANOVA test and then a posteriori of Tukey test through
SigmaStat v3.10 program. From the results obtained in the peritoneal lavage it was
observed that there was statistically significant difference between the negative
control group and the group anesthetized with halothane (p <0.05). Concerning to
cell counts obtained from the bronchoalveolar wash, it was also observed statistically
significant difference, but when it was evaluated the histology of the lungs, it was
showed good integrity of the parenchyma with few disrupted epithelium in terminal
bronchioles and little- infiltration, presenting characteristics of parenchyma slightly
injured. Towards these results, we can conclude that in an experimental model, the
use of anesthetic halothane proved be very effective in inhibiting the excessive
migration of leukocytes to the site of inflammation, reducing the possibility of
installation of lung injury and consequently giving a greater security in strategy of
anesthetic choice according to patient’s historic.

Key-words: Anesthetic. Halothane. Acute lung injury. Inflammation.
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LISTA DE ABREVIATURAS

ACh - acetilcolina nicética
AMPA - receptor de glutamato
CXC, CC,Ce CX3C - polipeptideos
EUA - Estados Unidos da América

¥ GABAa - acido y-aminobutirico tipo A
HE - hematoxilina-eosina
i.p. - intraperitoneal
[RVA intravenoso
IL-1 - Interleucina-1
IL-6 - Interleucina-6
IL-8 - Interleucina-8
IL-12 - Interleucina-12
IPA- Injdria Pulmonar Aguda

& LBP - Proteina de ligagao do LPS
LPS - Lipopolissacarideo
L- selectinas - Selectinas (L- leucdcitos)
NF-kb - Fator Nuclear Kappa
NMDA - " receptor de glutamato
PMN - Neutréfilos polimorfonucleares
P- selectinas - Selectinas (P- plaquetas)
SIRS - Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica
SNC - Sistema Nervoso Central
SUS - Sistema Unico de Saude

- TLR 4 - Toll Like Receptor
TNF - Fator de Necrose Tumoral
UTI - Unidade de Terapia Intensiva
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1 INTRODUGAO

O sistema imune & composto de uma grande variedade de células e
mediadores que interagem em um trabalho complexo e dindmico voltado & protecéo
do hospedeiro contra agentes invasores. Esse sistema se constitui por células da
imunidade inata e adquirida, ambas com papel chave nas respostas inflamatoria
aguda e crénica (BUDHU; WANG, 2006).

A resposta inflamatéria € um processo fisiolégico através do qual, tecidos
vascularizados respondem a lesdes (injurias) onde, mediadores sollveis e
componentes celulares trabalham juntos na tentativa de conter e eliminar os agentes
causadores de tal injuria. Esses agentes podem ser microrganismos (bactérias,
virus), corpos estranhos exégenos (pdlen, fezes de 4&caro) ou enddgenos
(imunocomplexos), bem como agentes fisicos (fogo) ou quimicos (substancias
causticas) causadores de queimaduras. O dano tecidual causado por esses agentes
inicia uma série de eventos moleculares, resultando na produgdo de mediadores
pré-inflamatérios que promovem os sinais classicos da inflamagdo. Esses
mediadores incluem sistemas de proteases plasmaticas, tais como sistema
complemento, mediadores lipidicos, citocinas e peptideos pré-inflamatérios, tais
como o fator de necrose tumoral (TNF), interleucina - 1 (IL-1) e quimiocinas, sendo
que o processo inflamatério pode ser prolongado por mais mediadores liberados
pelos leucécitos ativados no sitio de inflamacgéo (McGILL et al., 1998; COTRAN et
al., 2000; ROBBINS, 2000; ABBAS; LITCHMAN, 2005).

Dentre esses mediadores, as quimiocinas exercem um papel muito relevante
nas respostas inflamatérias, atuando diretamente no processo de migragdo de
células para os sitios de inflamagdo (LUSTER, 1998). Os neutréfilos, também
denominados leucdcitos polimorfonucleares (PMN), gracas aos seus nucleos
morfologicamente diferenciados e multilobulados, sdo os mais numerosos dentre os
granulécitos presentes no sangue periférico. Estas células respondem rapidamente
aos estimulos quimiotaticos, realizam fungbes fagocitarias e representam a
populagéo celular principal na resposta inflamatéria (COTRAN et al., 2000; ABBAS;
LITCHMAN, 2005).

O recrutamento dos leucécitos para o local da inflamagdo envolve uma
sequéncia de eventos multi-passos, que vai da ativacdo, rolamento, ades&o firme

até a transmigragéo (diapedese), coordenada por moléculas de adesdo expressas
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na superficie dos leucécitos e das células endoteliais, envolvidas na interagéo
leucécito-endotélio. Esse recrutamento dos leucécitos para os tecidos € um evento
extremamente importante no processo da resposta inflamatéria, entretanto um
acumulo exacerbado dessas células nos tecidos pode ocasionar diversos problemas
em uma variedade de doencas inflamatdrias, tais como meningite, sepse, chogue
séptico e a sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SIRS), induzindo a uma
injuria tecidual, visto que alguns 6rgéos bastante vascularizados apresentam uma
maior incidéncia de injurias devido a um aumento da permeabilidade microvascular,
como € o caso do pulmé&o, cérebro e os rins (XIE et al., 2000; LAGAN et al., 2008).

Os neutréfilos migram através de jungbes interendoteliais, atravessam o
tecido em diregdo ao local da lesdo ao longo de um gradiente de agentes
quimiotaticos. O tipo de leucécito que migra na diregéo da lesdo varia com a duragéo
da resposta inflamatéria e com o tipo de estimulo. Na maioria dos tipos de
inflamag&o aguda, os neutréfilos predominam durante as primeiras 6 a 24 horas.
Apos 24 a 48 horas sdo substituidos por mondcitos. O evento descrito acima ocorre
devido os neutréfilos serem 0s mais numerosos no sangue, por responderem mais
rapidamente as quimiocinas e poderem se ligar mais firmemente as moléculas de
adesdo que s&o induzidas nas células endoteliais. Apés a migracéo, a sobrevida dos
neutréfilos & pequena, sofrem apoptose entre 24 a 48 horas, j& 0os mondcitos
sobrevivem por mais tempo. (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

Dentre as doengas inflamatérias, o quadro clinico da sepse merece
destaque devido sua incidéncia ser a maior causa de mortalidade de pacientes em
unidades de terapia intensiva, ndo cardiolégica, em todo o mundo, especiaimente
em decorréncia de disfungdes de multiplos 6rgéos. Do ponto de vista populacional,
cerca de 18 milhdes de novos casos de sepse grave serdo diagnosticados a cada
ano em todo o mundo, com crescimento estimado de 1% ao ano (SALES et al.,
20086).

Sepse é a expressdo de uma complexa rede de alteragdes fisioldgicas,
diferentemente do choque séptico que é caracterizado como uma desordem
sistémica devido a uma intensa resposta inflamatéria com mdltiplas anormalidades
fisiologicas e imunoldgicas, comumente causada por infecgdes bacterianas e/ou
presenca de toxinas (BONE et al., 1992; ASTIZ; RACKOW, 1998).

A produgéo de indicadores biolégicos, como as citocinas pré-inflamatérias, é
importante para o recrutamento de leucécitos ao sitio de inflamagéo e sua ativagéo,
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entretanto, niveis elevados de algumas dessas citocinas na circulagdo podem
ocasionar a sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SIRS), com disfuncéo
multi-organica que culmina em um aumento na morbidade e mortalidade dos
pacientes, em virtude do excesso de células no foco da inflamagéo. (WALLEY et al.,
1996; BONE et al., 1997, MARTINEAU et al., 2000; PADKIN et al., 2003; LAGAN et
al., 2008).

Apesar de todo o avango da tecnologia aplicada a salde, principalmente nos
campos da cirurgia e farmacologia, e como consequéncia, a melhoria na qualidade
de atendimento de pacientes de unidades de terapias intensivas (UTI), a mortalidade
por sepse continua sendo altamente preocupante, pois ainda é a causa de morte
mais comum em unidades de terapia intensiva, sem que sua incidéncia tenha
diminuido de forma consideravel nessa Ultima década (HOLMES et al, 2003;
LAGAN et al., 2008; SILVA, 2006; SALES JUNIOR et al., 2006; ZANON et al., 2008).
A sepse e o choque séptico ocorrem normalmente em pacientes com idades mais
avancgadas, pacientes imunossuprimidos e por determinados procedimentos e/ou
manipulagéo (LAGAN et al., 2008).

Dados recentes indicam que a sepse apresenta uma incidéncia de
aproximadamente 1 a cada 1.000 pacientes hospitalizados, sendo que de 10 a 20%
desses pacientes morrem com sepse e de 60 a 80% morrem devido ao choque
séptico (LUCE et al., 2008). As consequéncias do quadro de septicemia na maioria
dos pacientes véo desde efeitos cardiovasculares, pulmonares até efeitos sistémicos
generalizados.

Diante disso, a avaliagdo de fatores extrinsecos, como é o caso dos
anestésicos gerais, bastante utilizados em pacientes em cuidados intensivos, se
torna relevante ja que, diante de conhecimentos prévios da atuagdo desses
anestésicos em pacientes com sepse ou choque séptico se tem uma ferramenta
importante nas estratégias de cuidados a esses pacientes. Paralelo a isso se tem
dois outros fatores que também merecem destaque que sdo a importancia do
choque hemorragico (hipovolémico) em pacientes poli traumatizados e a
necessidade de sedacéo continua prolongada em pacientes de terapia intensiva. Em
ambos os casos, 0s pacientes podem evoluir para faléncia de multiplos 6rgéos e,
portanto, a identificagcdo de qualquer fator predisponente poderia ser de extrema
valia para melhorar a qualidade do servigo médico prestado, principalmente aqueles
atendidos pelo Sistema Unico de Saude (SUS). Estudos relatam que a principal
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fonte de infecgdo do quadro séptico € a pulmonar e que, entre as culturas positivas,
ha o predominio de bactérias Gram-negativas.

Em procedimentos cirtrgicos os neutréfilos tém um papel fundamental na
inflamacgéo, pois muitos ja foram ativados durante o trauma cirlrgico, e é possivel
que efeitos inibitorios ou ativadores de migragdo celular devido aos anestésicos
possam aumentar o risco de infecgdo durante e/ou apés o procedimento cirurgico,
visto que ha evidéncias da influéncia de anestésicos na resposta inflamatoria
(HOLMES et al., 2003).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Analisar a interferéncia do anestésico geral halotano (2-bromo-2cloro- 1, 1,1-
trifluoretano) na injaria pulmonar aguda em modelo experimental de inflamagéo.

2.2 ESPECIFICOS

Analisar a migragdo de leucdcitos para a cavidade peritoneal apds indugéo
de sepse.

Analisar a migragdo de leucécitos para os pulmdes através do lavado
broncoalveolar (LBA).

Avaliar histologicamente se ha indicios de injlria no parénquima pulmonar.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 INFLAMACAO E SEPSE

A inflamagcdo € uma reagao fisiolégica complexa do organismo a varios
agentes nocivos, como microrganismos (bactérias e virus), corpos estranhos
exogenos (pdlen, fezes de acaros) ou endégenos (imunocomplexos), traumas
(contuso ou penetrante), agentes fisicos (fogo) e quimicos (substancias causticas),
bem como células danificadas (McGILL et al., 1998; COTRAN et al., 2000:
ROBBINS, 2000; ABBAS; LITCHMAN, 2005; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).
Existem dois tipos de resposta inflamatéria, a aguda e a crénica, sendo a primeira
uma resposta rapida, com propésito de conduzir leucécitos e proteinas plasmaticas
ao local da lesdo. J& a segunda é uma inflamagéo prolongada, podendo ser
secundaria a inflamagédo aguda, mas, comumente inicia-se como uma reagédo de
pouca intensidade e geralmente assintomatica. A inflamacéo defeituosa causa um
aumento da suscetibilidade a infeccdo e uma demora na cura de lesdes teciduais. A
demora no reparo ocorre porque a resposta inflamatéria é fundamental para a
retirada de tecido danificado e fragmentos celulares, além disso, fornece o estimulo
necessario para que o processo de reparo seja iniciado. A inflamag&o excessiva é a
base de muitas doengas como, alergias e doengas auto-imunes (KUMAR: ABBAS:;
FAUSTO, 2005).

A inflamagédo esta intimamente ligada ao processo de reparo tecidual,
destruindo ou isolando agentes nocivos, desencadeando uma série de eventos
moleculares que resulta na produgdo de mediadores pré-inflamatérios que
promovem os sinais classicos da inflamacgéo, calor, rubor, dor e edema, na tentativa
de minimizar os efeitos lesivos e estimular a reconstrugédo do tecido danificado.
Esses mediadores incluem sistema complemento, mediadores lipidicos, citocinas,
peptideos pro-inflamatérios, como o fator de necrose tumoral (TNF), interleucina - 1
(IL-1) e quimiocinas. As quimiocinas além de potentes mediadores dos processos
inflamatérios estdo envolvidas em uma grande variedade de outros processos
biolégicos, como angiogénese (formagdo de novos vasos sanguineos), migracéo
celular, crescimento de processos tumorais, entre outras fungdes (ROSSI et al.,
2000). Esses polipeptidios sdo subdivididos em familias (CXC, CC, C e as CX3C),
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de acordo com a sequéncia de residuos de cisteinas, podendo controlar a evolugdo
natural da resposta inflamatéria, recrutando células efetoras especificas
(COUSSENS; WERB, 2002).

Essas quimiocinas exercem um papel muito relevante atuando na resposta
inflamatéria, estimulando a migragéo de células para o foco de inflamagédo. A etapa
inicial € mediada pelas selectinas, que compreendem um grupo de lectinas
presentes na superficie dos leucécitos (L-selectinas), plaquetas (P-selectinas) e
células endoteliais (P e E-selectinas), permitindo uma ligagdo instavel entre
leucécitos e a superficie endotelial ativada, onde nesse ponto, as células rolam pela
superficie do endotélio vascular, proporcionando o contato dessas células com
quimiocinas secretadas pelas células endoteliais. O contato dos leucocitos que estao
rolando no endotélio vascular com as quimiocinas gera uma ativacéo dessas células,
que passam a expressar moléculas de integrina de alta afinidade em sua membrana,
proporcionando sua firme adesdo e subsequente diapedese (extravasamento) para
o sitio inflamatério (XIE et al., 1997; GOTTE, 2003) (Figuras 1e 2).

Figura 1 — As vérias etapas do processo de migragéo leucocitéria dos vasos sanguineos, mostradas
aqui para os neutroéfilos.

Ativacgéo das integrinas Migragéo através
Rolamento Ades#o estavel do endotélio

pelas quimiocinas
Glicoproteina de Sialil-Lewis modificada

 Ligante da integrina
(ICAM-1)

*y dgq »

Quimiocinas » s

Fibrina e fibronectina
(matriz extracelutar)

Fonte: Kumar; Abbas; Fausto, 2005, p.55.
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Figura 2 - Ativagéo do endotélio através das quimiocinas; na sequéncia ocorre a adeséo firme entre
os neutrofilos e o endotélio, posteriormente havera a transmigragédo dos neutréfilos para o foco da
inflamagao.

INDUGAO DAS MOLECULAS DE ADESAO
NO ENDOTELIO PELAS CITOCINAS

Neut_r?tilos

IL-1

Fonte: Kumar; Abbas; Fausto, 2005, p.58 2005

Os neutréfilos sdo os mais numerosos dentre os granulécitos presentes no
sangue periférico e respondem rapidamente aos estimulos quimiotaticos, realizando
fungdes fagocitarias e representando a populagdo celular principal ndo sé nas
respostas inflamatdrias (COTRAN et al., 2000; ABBAS; LITCHMAN, 2005), mas
também nas displasias broncopulmonares e na injuria pulmonar aguda (CHOPRA et
al., 2009).

A sinalizagéo para o recrutamento dos neutréfilos ao local da inflamagéo
envolve uma cascata bioquimica que se inicia com a ativagdo do gene da proteina
NF-Kb que é um grupo de proteinas estruturalmente transcricionais composta de
dimeros, caracterizadé pela presenga de 300 aminoéacidos altamente conservados.
O mecanismo de ativagdo do gene da NF-kB é bastante varidvel, podendo ser desde
estresse fisico, fisioldégico ou mitdgeno, proteinas alteradas, mediadores fisiologicos
e patolégicos, mediadores apoptéticos, bactérias e seus produtos, citocinas pro-
inflamatérias e uma grande variedade de condigbes patoldgicas. As vias de
transdug@o de sinal que levam a ativagdo do gene sdo muitas e complexas, mas
especificamente na sepse, a sinalizagdo se da através de bactérias, principalmente
as Gram-negativas ou seu produto, como é o caso do lipopolissacarideo (LPS).
(COTRAN et al., 2000).

O LPS é uma endotoxina bacteriana presente na parede celular de bactérias
Gram- negativas, sendo composta de um complexo glicolipidico, apresentando um
dominio hidrofébico conhecido como lipideo A, que representa um padréo invariavel
compreendendo um dos mais potentes iniciadores microbiolégicos de processos
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inflamatorios (MILLER et al., 2005), onde uma exposigdo, mesmo que curta a este
agente é suficiente para ativar mondcitos e macrofagos a sintetizarem e liberarem
citocinas pré-inflamatérias como as IL-1, IL-6, IL-8 e IL-12 (GALLAY et al., 1993). A
producdo desses mediadores inflamatérios € extremamente importante para o
combate de microrganismos patogénicos, no entanto, se produzidos de maneira
descontrolada podem causar sérios danos ao organismo tais como disfungdes
microcirculatérias, injuria tecidual em uma larga esfera de 6rgéos e sepse ou choque
séptico, podendo resultar em morte do hospedeiro (FUJIHARA et al., 2003).

O reconhecimento do LPS envolve um complexo de receptores onde atuam
a proteina de ligagéo do LPS (LBP), o CD14 e o receptor de mamiferos semelhante
ao Toll-4/TLR4. O LPS enterobacteriano primeiramente interage com a LBP
presente no soro (plasma), causando uma alteragdo conformacional nessa proteina,
que por sua vez transfere esse LPS para a molécula de CD14 presente na superficie
de mondcitos e células mieldides (SCHUMANN et al., 1990). O estimulo pelo LPS é
seguido por um aumento da proximidade fisica entre CD14 e TLR4, que proporciona
uma ativagéo TLR4 gerando dessa forma, sinais biogquimicos através de sua cauda
intracitoplasmatica, que acionam fatores de transcricdo, os quais sé&o responsaveis
pela estimulacdo dos genes que codificam as citocinas pré-inflamatérias ja
mencionadas (FUJIHARA et al., 2003; MILLER et al., 2005). (Figura 3).

Figura 3 - Ativacéo leucocitaria. Diversas classes de receptores na superficie celular reconhecendo
estimulos diferentes. Os.receptores iniciam respostas que s&o intermedidrias das fungbes dos
leucécitos.
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Fonte: Kumar; Abbas; Fausto, 2005, p.60.
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O excesso de produgdo de LPS por bactérias Gram-negativas pode
ocasionar sepse, que € uma desordem devastadora, caracterizada por uma intensa
producdo de citocinas proé-inflamatérias, podendo levar a faléncia mdltipla dos
orgaos e morte (KARIMA et al., 1999). Uma das principais consequéncias do quadro
séptico € a injuria pulmonar aguda, caracterizada por uma intensa migragéo de
neutréfilos para o pulmd@o do paciente com septicemia, com consequente
hipertensdo pulmonar, dano as células do endotélio pulmonar e aumento da
permeabilidade capilar (CALKINS et al., 2001). O mecanismo pelo qual o LPS
potencializa a injuria causada pela infiltragdo de neutréfilos ndo estd bem
esclarecido, com isso estudos em modelos animais se tornam um alvo em potencial
cada vez mais importante para uma melhor compreensdo dos eventos que causam
sepse. A administragéo intraperitoneal (i.p) e intravenosa (i.v) de endotoxinas
bacterianas s&@o vias correntes de administragdo para o desenvolvimento de injuria
pulmonar nos modelos animais. O estudo de Szarka e Cols (1997) examinou o
método de administragdo de LPS intranasal observando que ocorre inflamagéo
pulmonar, com posterior injuria tecidual aguda ocorrendo em um intervalo de 2 a 4
horas e maximizada entre 24 e 48 horas.

Ocorre hoje no Brasil € nos paises desenvolvidos um fenémeno conhecido
como transigdo demografica, que resulta da diminuigdo da taxa de natalidade e do
aumento da longevidade da populagdo. Por esse motivo ha um maior nimero de
pacientes idosos internados nas unidades de terapias intensivas, conforme Marik
(2006), apud MACHADO et al. (2009). A sepse € uma doenga com alta prevaléncia
na terceira idade. As repercussdes que acometem o individuo com esse diagnostico
podem ser desastrosas, ha alteragdes proprias da senescéncia que ocasionam a
diminuigdo das reservas organicas e fisiolégicas. Narsi; Tonido; Nussbacher (1998),
apud MACHADO et al. (2009).

Sabe-se que as infecgbes respiratérias e urinarias sdo as maiores causas de
sepse em idosos, Ruffin (1989 apud MACHADO et al, 2009). Sinais de disfungéo
organica, por exemplo: oligiria, rebaixamento de nivel de consciéncia,
plaquetopenia, associados a evidéncia de infecgdo, & bastante sugestivo para o
diagnéstico de sepse grave. E interessante salientar que o aumento ou a
manutengdo do lactato em niveis elevados acarreta piora ao prognéstico, assim

sendo faz-se do mesmo um identificador inicial de pacientes com infecgdo grave,
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que necessitam de tratamento precoce, Rivers et al. (2001 apud MACHADO et al,
20009).

Nos Estados Unidos da América (EUA), a sepse € a principal causa de
morte nas unidades de terapia intensiva, esta também entre as principais causas de
morte nesse pais, Martin et al, (2000 apud SALES et al., 2006). Nos EUA estima-se
uma incidéncia anual de 751.000 casos (trés casos / 1.000 habitantes) e evolugao
para 6ébito em 215.000 casos (28,6%). Angus et al. (2001 apud SALES et al, 2005).
Apesar do avango de estudos envolvendo sepse, ainda busca-se uma melhor
compreensao da doenga. Ndo se podem negar avangos em relagcdo ao diagnoéstico
mais precoce, rastreamento microbiano eficaz que possibilita o inicio rapido do
tratamento Van den et al., (2001 apud SALES et al, 2006).

3.2 ANESTESICOS GERAIS

A anestesia moderna tem inicio com o uso do éter no ano de 1846 e do
oxido nitroso em 1844. Os barbituricos foram introduzidos durante a primeira metade
do século passado, eles representam um passo importante na evolugdo da
anestesia geral. Alguns anos depois, foi introduzido o primeiro anestésico inalatério
halogenado, denominado halotano. Seu vapor é altamente potente, ndo explosivo e
com perfil clinico muito aceitavel. A anestesia é induzida através de farmacos, essa
indug&o nos permite a realizagdo de procedimentos terapéuticos ou de diagnédsticos
dolorosos e/ou estressantes (ANESTESIA — TERAPIAS, 2009).

Anestesia € uma condigao reversivel de conforto, imobilidade e estabilidade
fisioldgica do paciente antes, durante e apés um procedimento cirlrgico
(GOODMAN; GILMAN, 2005). Hoje na pratica da medicina sdo conhecidos trés
tipos de anestesias, que s@o a local, regional e geral. A anestesia local é utilizada
quando a area a ser anestesiada € a propria regido onde sera realizado o
procedimento, podendo ser topica, quando aplicada sobre a pele, em forma de
pomada ou creme, ou ainda infiltrativa quando se utiliza uma agulha para deposita-la
subcutaneamente. Os anestésicos locais bloqueiam a sensagédo de dor através da
interferéncia na propagagao dos impulsos nervosos periféricos. Tanto a produgéo
quanto a condugéo dos potenciais de acéo sdo inibidas (DUPONT et al., 1998).
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Dados eletrofisiolégicos indicam que os anestésicos locais ndo alteram
significativamente o potencial de repouso normal da membrana nervosa, e sim
diminuem certas respostas dinamicas a estimulagéo nervosa.

A anestesia regional & utilizada quando se realiza o blogueio dos troncos
nervosos responsaveis por uma area onde sera realizado o procedimento. Existem
inimeros bloqueios, sendo os mais frequentes, o bloqueio de plexo braquial,
blogqueio peridural, raquianestesia e anestesia regional intravenosa. A anestesia
regional engloba uma série de técnicas anestésicas distintas tanto na execugéo
quanto na indicagdo. Essas técnicas tém em comum o fato de a anestesia ser
produzida através de um anestésico local e ser circunscrita a uma area do corpo.

Uma das formas fundamentais de se atingir as condigdes basicas de
anestesia € pela anestesia geral. O ponto principal desta anestesia é a perda da
consciéncia podendo ser descrita em quatro qualidades: hipnose (sono ou perda de
consciéncia), amneésia (perda parcial ou completa de memoéria), analgesia (auséncia
de dor) e relaxamento muscular (GOODMAN; GILMAN, 2005).

A anestesia geral é dividida em trés fases, sendo primeiramente a indugéo,
seguida de manutencdo e emergéncia. A indugdo ocorre quando o paciente é levado
a inconsciéncia pelos efeitos, no sistema nervoso, de agentes injetados ou inalados.
Apesar de anos de estudo, ndo se conhecem os mecanismos moleculares pelos
quais os anestésicos exercem efeitos neuroldgicos nas estruturas do cérebro e do
circuito cerebral envolvidos na perda da consciéncia e o pouco que se sabe é
relativamente incipiente, portanto sendo classificados esses farmacos pela via de
administragéo e n&o por seu mecanismo de agéo (POSSO, 2008). Em nivel celular,
conceitos tradicionais que atribuiam acdo anestésica a solubilidade dessas
moléculas na membrana celular foram questionados, visto que foram identificados
alvos funcionais para uma faixa de moléculas anestésicas intravenosas e de
inalagéo, que incluem canais iGnicos para o acido y-aminobutirico tipo A (GABA a), a
glicina, a serotonina, a acetilcolina nicética (ACh) e subtipos dos receptores de
glutamato (NMDA, AMPA e cainato). GABAa e receptores de glutamato sao
encontrados em todo o cérebro, enquanto a ACh e os receptores de serotonina
estdo associados a vias especificas de nucleos interconectantes, o que determina a
grande importancia de se identificar receptores no sistema nervoso central (SNC), a
fung@o das vias que os incorporam e as mudangas comportamentais e fisioldgicas
induzidas por sua interagdo com moléculas anestésicas (DUARTE et al., 2005).
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Assim, os mais variados estados anestésicos clinicamente obtidos, sédo
produtos da acdo desses farmacos nos mais diversos circuitos neuronais e alvos
moleculares (POSSO, 2008).

A manutengdo é a fase em que sera controlada a concentragdo do
anestésico no sangue, a ventilagdo do paciente, respostas fisioldgicas, tais como
alteragdes na pressdo sanguinea e na frequéncia cardiaca, garantindo assim a
auséncia de movimentos, inconsciéncia, amnésia e analgesia. Ja a emergéncia é a
fase que com a diminuicdo da estimulagédo cirlrgica, devido o fechamento do
acesso, diminui-se a dose do anestésico segundo sua farmacocinética especifica
(GOODMAN; GILMAN, 2005).

Dentre os tipos de anestesia geral tem-se a inalatéria e a endovenosa. As
anestesias endovenosas s&o aquelas cuja administragdo do farmaco é feita via
parenteral, ou seja, o farmaco é injetado diretamente na veia. Esses farmacos s&o
compostos heterociclicos ou aromaticos substituidos, pequenos e hidrofébicos,
sendo esse Ultimo, fator responséavel pela caracteristica farmacocinética da classe,
fazendo assim o farmaco agir preferencialmente nos tecidos altamente perfundidos e
lipofilicos do cérebro e da medula espinal, onde causam anestesia em um UGnico
tempo circulatério. Em consequéncia, os niveis sanguineos caem, o farmaco é
redistribuido, voltando ao sangue atingindo os musculos, as visceras e por (ltimo o
tecido adiposo, que € pouco perfundido, mas bastante hidrofébico. Apés essa
redistribuicé@o, os niveis sanguineos caem de acordo com uma complexa interagdo
entre metabolismo e lipossolubilidade do farmaco, determinando caracteristicas de
sua meia vida (KELBEL et al., 1999; HEINE et al., 2001; BRUEGGER ef al., 2002;
GOODMAN; GILMAN, 2005; BRIAN, 2006).

Dentre a gama de anestésicos gerais tém-se os anestésicos inalatérios, que
sdo aqueles que fazem uso de um combinado de gases e liquidos volateis que em
geral sdo hidrocarbonetos fluorados ou ésteres, moléculas simples com a
capacidade de exercer potentes efeitos fisiolégicos em concentragdes muito baixas
(BRIAN, 2006). Esses anestésicos sdo escolhidos para administracdo baseados na
combinagéo da fisiopatologia do paciente com os perfis dos efeitos colaterais do
farmaco, assim como também com as propriedades fisicas do mesmo, visto que séo
elas que determinardo a farmacocinética do anestésico. A sua distribuicdo nos
tecidos, ou entre o sangue e o gas, ocorre de forma que o equilibrio & alcancado
quando as pressdes parciais do anestésico e tecidos sao iguais. A eliminagdo dos
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anestésicos inalatérios € em grande parte o processo inverso da absorgdo
(GOODMAN; GILMAN, 2005; NORA, 2008).

O halotano € um anestésico inalatério bastante difundido, e sua indugéo e
recuperagao sao relativamente rapidas. Esse farmaco tem efeito relaxante sobre o
utero, em razéo disso seu uso € limitado na obstetricia. O halotano pode causar
ressaca no paciente e devido a sua alta lipossolubilidade, e também ha risco de
lesdo hepatica, se usado repetidamente, mas é raro. A hipertermia maligna é um
efeito adverso com pouca prevaléncia entre os usuérios, ela resulta da excessiva
producéo de calor metabdlico no musculo esquelético devido a liberagdo excessiva
de Ca®" do reticulo sarcoplasmatico. Como resultado, haverd uma elevacao
dramatica da temperatura corporal, contraturas musculares e acidose. A hipertermia
maligna pode ser fatal, o tratamento deve ser feito com dantroleno, um farmaco
relaxante muscular que bloqueia os canais de célcio (RANG et al., 2004). Esse
anestésico tem acgdo dilatadora sobre os vasos sanguineos, essa agdo é
evidenciada na pele devido a presenca das veias superficiais. Durante a indugéo ou
manutengcdo da anestesia a pressdo sanguinea podera cair. Quando administrado
em altas concentragdes, o halotano pode deprimir a respiragéo, nesse caso, faz-se
uso de ventilagdo mecanica. Pode ainda ocorrer um aumento na pressédo do liquor,
por esse motivo, uma elevacdo pré-existente da pressdo intracraniana deve ser
corrigida antes da administragéo da droga. O tratamento deve ser feito através de
medicamento para eliminagdo do edema cerebral. Os pacientes que fazem uso
desse anestésico, mesmo apos cirurgia prolongada, retomam a consciéncia entre 5
a 15 minutos. Deve-se redobrar o cuidado na utilizagdo do halotano em pacientes
com fung@o cardiovascular descompensada e quando se pretende repetir a
administracdo do farmaco no periodo de trés meses. Por ndo interferir no
metabolismo dos carboidratos, o halotano é valioso para os diabéticos. Nas cirurgias
oftalmicas é vantajoso, pois diminui a presséo intra-ocular (BULARIO, 2009).

O halotano & um anestésico inalatério que possui semelhante pressdo de
vapor e peso molecular, apresentando um alto coeficiente de solubilidade
sanguinea, Hall; Clark (1983 apud NATALINI; PIRES, 2000). Esse anestésico € um
depressor da fungéo cardiaca e respiratoria, e ainda sensibiliza o miocardio a acéo
das catecolaminas enddégenas e exdgenas. Possui efeito hipotensor, e em razéo
disso ocorre a redistribuicdo da perfusdo sanguinea, tornando a mensuragéo da
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pressao arterial sistélica um indicador da presséo cardiovascular produzida por esse
farmaco, Shoot (1992); Ludders (1992); Gleed (1992 apud NATALINI; PIRES. 2000).

Devido o halotano deprimir o reflexo laringeo e relaxar os musculos da
mastigacdo, se torna aconselhavel para procedimentos endoscépicos de curta
duracdo, como a laringoscopia e a intubagdo traqueal. Possui agdo
broncodilatadora, pois atua diretamente na musculatura lisa dos bronquiolos, e
também é o anestésico indicado para os portadores de asma brénquica. Ele reduz o
fluxo sanguineo renal e a taxa de filtragéo glomerular, interferindo assim na liberagéo
do horménio antidiurético. Normalmente apds procedimentos anestésicos ocorrem
alteragbes na fung@o hepatica, essas alteragdes, podem estar relacionadas ndo
apenas com o anestésico, mas também com a cirurgia. O halotano provoca uma
reducdo no fluxo arterial hepatico. Vale lembrar que os anestésicos inalatérios
deprimem a atividade uterina, mas esse efeito pode ser revertido com o uso de
ocitocina intravenosa em gotejamento (SILVA, 2006).

A excregéo do farmaco € parcial ou ndo dependente das fungdes hepaticas
€ renais, por isso, proporciona uma recuperagdo mais rapida e bastante segura ao
paciente, principalmente aqueles com disfungdes cardiorrespiratorias, renais e
hepaticas. As propriedades farmacoldgicas desse tipo de anestésico determinam a
absorgéo, distribuicdo, eliminagéo, efeitos cardiovasculares, respiratérios e toxidade,
auxiliando para a escolha do agente mais apropriado para cada usuario Haskins
(1992 apud NATALINFE PIRES 2000).
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4 METODOLOGIA

O presente trabalho & parte integrante do projeto de pesquisa intitulado:
‘Andlise da interferéncia de anestésicos gerais na indugdo experimental de
inflamagéo”, que foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA-
UFRN) comité de ética desta instituigao.

4.1 LOCAIS DO ESTUDO

A pesquisa foi desenvolvida através da indugéo experimental de sepse em
camundongos da espécie Mus musculus, da linhagem Swiss disponiveis no biotério
da Faculdade Natalense para o Desenvolvimento do Rio Grande do Norte, contando
com o apoio do Hospital Animal Center para os procedimentos de indug&o
anestésica, cirurgia, condicionamento pés-cirirgico e demais praticas
metodoldgicas.

4.2 POPULACAO E AMOSTRA

A populagédo deste estudo foi por amostra de 10 camundongos da linhagem
Swiss machos pesando entre 30 e 40g.

4.3 ANIMAIS

4.3.1 Camundongos

Foram utilizados 10 camundongos, machos, da linhagem Swiss, pesando
entre 30 e 40g. Os animais foram divididos em dois grupos, sendo um controle
negativo e o outro cirurgiado com o anestésico halotano. Os animais foram mantidos
em gaiolas individuais, com agua e comida ad libitum.
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4.3.2 Cirurgia de indugé@o da sepse em camundongos

A sepse foi induzida como descrito por Baker et al., (1983) e Benjamim,
(2002), com algumas modificagbes. Os camundongos foram anestesiados e, em
seguida, foi realizada incis@o no abdome anterior de aproximadamente 1 cm no eixo
cranio-caudal, atingindo-se a cavidade peritoneal. O ceco foi exposto, amarrado logo
abaixo a juncao ileo-cecal, tomando-se o cuidado de nédo obstruir a luz intestinal. O
apéndice cecal foi perfurado, atravessando-o sucessivas vezes com uma agulha
para que ocorresse 0 extravasamento de fezes para a cavidade abdominal,
induzindo o quadro séptico. O periténio e a pele foram suturados e os animais
expostos a luz para evitar hipotermia.

Foram utilizados, como controles negativos, animais nas mesmas condi¢des
de alimentag&o, condicionamento e estresse pré-cirirgico, sem que os mesmos
tenham sido cirurgiados.

4.3.3 Lavagem peritoneal

ApGs o intervalo de 8 a 10 horas da indug&o de sepse, os animais foram
sacrificados e em seguida, feito a lavagem peritoneal com 5,0 ml de solugao salina a
0,9% para posterior” contagem de células em cémara de Neubauer. Apés o
recolhimento do lavado, o mesmo foi centrifugado a 200G durante 10 minutos e o
botéo celular (pellet) foi diluido em 1,0 ml de solugdo salina a 0,9% e novamente
centrifugado pelo mesmo periodo. Ao final, o sobrenadante foi desprezado com
posterior adicédo de 1,0 ml de solugdo salina a 0,9% e 400 pl de &cido acético. A
solugdo foi homogeneizada, em seguida retirado um volume de 0,2 pl para a
contagem. As células foram contadas através da camara de Neubauer em
microscopia 6ptica.

4.3.4 Lavagem broncoalveolar (LBA)

Para a contagem de células que migraram para o pulm&o dos animais, foi
feita uma abertura na traquéia no nivel do 8° anel traqueal e introduzida uma canula
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com 1,0 ml de solugéo salina estéril sendo imediatamente injetado até a insuflagéo
dos pulmdes, sendo em seguida aspirado e depositado em tubo de ensaio para a
realizacéo da centrifugagéo nas mesmas condigdes citadas anteriormente. De posse
da solugdo final, as células foram contadas em camara de Neubauer. Apés a
realizagdo do lavado broncoalveolar, o pulm&o direito foi retirado e fixado em
solucé@o de formol a 10% para analise histoldgica através da técnica da hematoxilina-
eosina (HE).

4.3.5 Analise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando a ANOVA e do teste de Tukey,
fornecido pelo Programa Sigma Stat (versdo 3.10, 2004).
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5 RESULTADOS

Apoés a indugdo da sepse e posterior contagem de células, foi observado que
houve uma diferenga estatisticamente significante (p<0,05) entre o grupo controle
negativo (sem indugé@o de sepse) e o grupo anestesiado com o halotano (Gréfico 1).

Grafico 1 - Migracéo de células para a cavidade peritoneal induzida por sepse em camundongos da
linhagem Swiss utilizando o anestésico inalatério halotano
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Apds a realizégéo da lavagem peritoneal e posterior contagem de células, foi
realizado a lavagem broncoalveolar (LBA) dos animais. Também foi observado que
houve uma diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre o grupo controle
negativo (sem indugéo de sepse) e o grupo anestesiado com o halotano (Grafico 2).
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Grafico 2 - Migracao de células para o pulméo induzida por sepse em camundongos da linhagem
Swiss utilizando o anestésico inalatério halotano.
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Estudos mostram que a sepse abdominal pode induzir a quadros clinicos de
injurias teciduais, dentre eles o parénquima pulmonar, levando ao quadro de IPA.
Diante disso, comparamos as analises histolégicas do grupo controle e do grupo
nestesiado com o halotano. Foi observado que no grupo halotano, embora tenha
havido migragdo de células, observou-se uma boa integridade do parénquima,
apresentando bronquiolos terminais e respiratérios integros e alvéolos com paredes

condizentes com o padréo histolégico normal (Figura 6).

Figura 6 - Andlise histopatolégica do parénquima pulmonar do grupo anestesiado com o halotano
(A e B) comparado com o grupo controle (C).
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6 DISCUSSAO

Os estudos nessa esfera do conhecimento sdo de grande importancia para
os profissionais da area da saude, em particular médicos e enfermeiros, pois os
mesmos atuam em unidades de terapia intensiva (UTl) como parte integrante de
uma equipe multidisciplinar, e por isso necessitam conhecer a fundo as patologias
que acometem os pacientes com cuidados intensivos e a atuagdo de farmacos em
que 0s mesmo sao expostos durante os diversos procedimentos. Estudos
comprovam que alguns anestésicos podem potencializar o processo inflamatério,
podendo evoluir para uma sepse ou choque séptico. Em UTI néo cardiolégica, essas
s&0 as maiores causas de 6bito entre os pacientes, e em raz@o dessa afirmativa,
torna-se importante o conhecimento acerca dos anestésicos gerais e sua atuacéo
sobre a resposta inflamatoria.
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7 CONCLUSAO

Dessa forma podemos concluir que em modelo animal o anestésico halotano
se mostrou bastante seguro no que diz respeito a inibicdo do excesso de migragéo
de células ao pulmédo, o que confere a0 mesmo uma maior integridade do seu
parénquima, nos levando a entender que nas estratégias cirlrgicas a escolha desse
anestésico pode conferir maior seguranga principalmente aos pacientes com
cuidados intensivos, com histérico de doengas pulmonares ou ainda
imunossuprimidos.
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