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PALAVRAS-CHAVE Resumo

Transplante Justificativa: O pré-condicionamento anestésico atenua a resposta inflamatoria durante a lesao
pulmonar; de isquemia-reperfusao do pulmao. Os mecanismos moleculares para explica-lo ndo sao total-
Sevoflurano; mente compreendidos. O objetivo de nossa investigacao foi analisar o mecanismo molecular
Inflamacao; que explica os efeitos anti-inflamatorios do pré-condicionamento anestésico com sevoflurano,
Apoptose enfocar seus efeitos sobre as proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPKs), o fator nuclear

kappa beta (NF-«kB) e a apoptose em modelo experimental de autotransplante pulmonar.
Métodos: Vinte porcos Large White submetidos a pneumonectomia e autoimplante de pulmao
foram divididos em dois grupos de 10 membros com base no anestésico recebido (propofol
ou sevoflurano). O grupo de pré-condicionamento anestésico recebeu sevoflurano a 3% apds a
inducao da anestesia, que foi descontinuado quando a ventilacao monopulmonar foi iniciada.
0 grupo controle ndo recebeu sevoflurano em qualquer momento durante todo o periodo do
estudo. As vias de transducdo de sinal intracelular (familia MAPK), o fator de transcricao (NF-«B)
e a apoptose (caspases 3 e 9) foram analisados durante o experimento.

Resultados: Os suinos que receberam pré-condicionamento anestésico com sevoflurano apre-
sentaram valores mais baixos de MAPK-p38, MAPK-P-p38, c-Jun N-terminal quinases (JNK),
NF-kB p50 intranuclear e caspases (p < 0,05) do que os suinos anestesiados com propofol intra-
venoso.

* 0 estudo foi realizado no laboratdrio experimental do Hospital Geral Universitario Gregorio Maranon e no Departamento de Bioquimica
da Faculdade de Medicina da UniversidadComplutense de Madrid, Madri, Espanha.
* Autor para correspondéncia.
E-mail: ngaruttimartinez@yahoo.es (l. Garutti).
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Conclusoes: A protecao pulmonar do pré-condicionamento anestésico com sevoflurano durante
o autotransplante pulmonar experimental esta, pelo menos, parcialmente associada a
atenuacao das vias de MAPKs e NF kB e aos efeitos antiapoptoticos.

© 2018 Publicado por Elsevier Editora Ltda. em nome de Sociedade Brasileira de Anestesiologia.
Este € um artigo Open Access sob uma licenca CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/
licenses/by-nc-nd/4.0/).

The effect of anesthetic preconditioning with sevoflurane on intracellular
signal-transduction pathways and apoptosis, in a lung autotransplant experimental

Background: Anesthetic pre-conditioning attenuates inflammatory response during ischemia-
-reperfusion lung injury. The molecular mechanisms to explain it are not fully understood.
The aim of our investigation was to analyze the molecular mechanism that explain the anti-
-inflammatory effects of anesthetic pre-conditioning with sevoflurane focusing on its effects on
MAPKs (mitogen-activated protein kinases), NF-«B (nuclear factor kappa beta) pathways, and

Methods: Twenty large white pigs undergoing pneumonectomy plus lung autotransplant were
divided into two 10-member groups on the basis of the anesthetic received (propofol or sevo-
flurane). Anesthetic pre-conditioning group received sevoflurane 3% after anesthesia induction
and it stopped when one-lung ventilation get started. Control group did not receive sevoflurane
in any moment during the whole study period. Intracellular signal-transduction pathways (MAPK
family), transcription factor (NF-xB), and apoptosis (caspases 3 and 9) were analyzed during

Results: Pigs that received anesthetic pre-conditioning with sevoflurane have shown significant
lower values of MAPK-p38, MAPK-P-p38, JNK (c-Jun N-terminal kinases), NF-kB p50 intranuclear,
and caspases (p < 0.05) than pigs anesthetized with intravenous propofol.

Conclusions: Lung protection of anesthetic pre-conditioning with sevoflurane during experi-
mental lung autotransplant is, at least, partially associated with MAPKs and NF B pathways

© 2018 Published by Elsevier Editora Ltda. on behalf of Sociedade Brasileira de Anestesiologia.
This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/
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Introducao

estudos demonstraram sua eficacia em varios érgaos, como
figado, rim, coracado, medula espinhal, cérebro e pulméao.?”’

A lesdao de isquemia-reperfusao (LIR) estd presente em
uma grande variedade de situacgoes clinicas; porém, é mais
facilmente reconhecivel em transplantes de orgdos solidos.
No pulmao, ha diferentes mecanismos envolvidos na lesdo
pulmonar induzida por isquemia-reperfusao (LPIR), como
transplante de pulmao, ventilacdo monopulmonar, cirurgia
cardiaca com circulacao extracorporea etc. A LPIR é carac-
terizada por dano alveolar nao especificado com alteracoes
de permeabilidade, edema e hipoxemia secundaria.! Apos
o transplante de pulmao, a LPIR representa um obstaculo
significativo para o desfecho ideal de um paciente por ser
a principal causa de faléncia primaria do enxerto, o que
esta correlacionado com um aumento do nivel de morbi-
mortalidade apos o transplante. Nos Ultimos anos, muitos
estudos examinaram diferentes protocolos de tratamento
para mitigar a LIR. Demonstrou-se que os agentes anesté-
sicos halogenados sao potencialmente Uteis para fornecer o
pré-condicionamento do 6rgao contra a isquemia, o que é
denominado pré-condicionamento anestésico (PCA). Varios

Os efeitos anti-inflamatérios do PCA na LPIR forram tes-
tados anteriormente pelo nosso grupo no mesmo modelo de
autotransplante de pulm&o.” Porém, os mecanismos mole-
culares pelos quais o PCA com sevoflurano oferece protecao
contra a LPIR ainda nao foram completamente esclarecidos.
Os sistemas de sinalizacao intracelular (vias de transducao
de sinal) podem modificar reversivelmente a atividade de
muitas proteinas inflamatoérias. A familia de proteinas qui-
nases ativadas por mitdgeno (Mitogen Activated Protein
Kinases - MAPKs) compreende as vias de transducao do
sinal intracelular que demonstraram desempenhar um papel
importante no desenvolvimento de LIR. Varios estudos mos-
traram que a isquemia-reperfusao pode ativar as MAPKs,
proteger as células do esgotamento de oxigénio e modular
a apoptose.® "9 Demonstrou-se que a via da MAPK fornece
efeitos protetores contra a hipoxia em cardiomidcitos e
esta envolvida na preservacao da célula de qualquer pro-
cesso de privacdao de oxigénio, o que leva a reducdo da
apoptose celular.”'® Os trés principais subtipos de MAPKs
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[ERK (quinase regulada por sinal extracelular), MAPK p-38 e
c-Jun N-terminal quinase (JNK)] foram implicados em res-
postas inflamatoérias. Logo, o fato de as MAPKs terem sido
implicadas na sinalizacao celular de varios processos infla-
matorios levou as MAPKs a se tornarem o foco da analise
de um grande nimero de estudos nos Ultimos anos. Esses
estudos alteraram a direcao das atuais iniciativas de pes-
quisa que tradicionalmente examinam o papel das citocinas
pro-inflamatorias na LIR. Além disso, as vias de sinalizacdo
celular controlam a expressdao génica ao modificar a ati-
vidade dos chamados ‘‘fatores de transcricao’’. O fator
nuclear kB (NF-kB) € um fator de transcricao induzivel essen-
cial para regular a expressao de muitos genes envolvidos na
resposta inflamatodria e na apoptose secundaria a LPIR. Em
um modelo miocardico de isquemia-reperfusao observou-se
que os efeitos vantajosos do PCA com sevofluorano derivam
da diminuicdo da ativacdo do NF-«B durante a reperfusao.'!

Nossa hipotese foi que os efeitos anti-inflamatorios de
sevoflurano fornecem protecao contra LPIR por meio de
diferentes mecanismos moleculares, inclusive as vias que
regulam os sistemas de sinalizacao intracelular (principal-
mente MAPKs, NF-«B e apoptose). Para testar essa hipotese,
usamos amostras de sangue de animais de um estudo ante-
rior conduzido por nossa equipe de pesquisa.” O objetivo do
presente estudo foi analisar os mecanismos moleculares que
explicam os efeitos protetores do PCA com sevoflurano em
modelo experimental de autotransplante pulmonar.

Material e métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Pesquisa e
Experimentacao Animal da instituicao. Todos os experimen-
tos foram conduzidos de acordo com as legislacoes europeia
e espanhola para o manejo e tratamento de animais experi-
mentais.

Modelo animal e grupos de estudo

Vinte porcos Large White, entre 30 e 50kg, foram subme-
tidos ao autotransplante ortotdpico de pulmao esquerdo
(inclusive pneumonectomia esquerda, lobectomia craniana
ex situ e reimplante do lobo caudal a esquerda), seguido
de 30 minutos de reperfusao do enxerto. Os animais foram
randomizados em bloco por nimeros aleatorios (Microsoft
Excel 2003) para receber propofol via perfusdao continua
como manutencao anestésica durante todo o procedimento
(controle: Grupo CON, n=10) ou pré-condicionamento anes-
tésico com sevoflurano desde a inducdo anestésica até o
inicio do estagio de ventilacdo monopulmonar (VMP) seguido
de perfusao de propofol (sevoflurano: Grupo SEVO, n=10).

Anestesia

A ingestao de agua ad libitum foi permitida aos grandes
porcos brancos, mas alimentos solidos foram retirados por
18 horas antes de cada experimento. A pré-medicacao foi
feita com 10mg.kg™! de cetamina intramuscular (Ketolar,
Parker Davis). Uma vez na sala de cirurgia, os animais foram
posicionados em decubito dorsal e a monitoracao foi feita
com oximetria de pulso e eletrocardiografica. Um cateter de

artéria femoral foi inserido para registro da pressao arte-
rial média (PAM). Além disso, introduzimos um Swan-Ganz
na veia femoral e registramos a pressiao média da artéria
pulmonar (PMAP). O monitor de débito cardiaco (Edwards
Lifesciences) e a técnica de termodiluicao foram usados para
medir o indice cardiaco.

A inducéo anestésica foi feita com propofol (4mg.kg™";
Diprivan, Fresenius K), fentanil (3 ng.kg~'; Fentanest, Kern
Pharma) e atraclrio (0,6 mg.kg~"; Tracrium, Glaxo Smith
Kline). A intubacao orotraqueal foi feita com um tubo endo-
traqueal de 6-7 mm com manguito. A ventilacdo mecanica
controlada por volume foi usada com pressao expiratoria
final positiva (PEEP) de 5cm H,0 e pressao de pico < 30cm
H,0 durante toda a duracao do estudo. Um volume corrente
de até 8mL.kg™", frequéncia respiratoria de 12-15rpm e
razao inspiratoria/expiratoria de 1:2 foram escolhidos para
manter a PaCO, na faixa de 35-40 mmHg. FiO, foi mantida
em 1 ao longo do procedimento. A infusao de cristaloides
no intraoperatério foi mantida em 5-6 mL.kg~'.h~". A anes-
tesia foi mantida com perfusdo continua de propofol (8-
10mg.kg~".h~") (Grupo CON) ou sevoflurano a 3% desde o
inicio da inducdo anestésica até o inicio da VMP seguida
de perfusao de propofol (8-10mg.kg=".h~") (Grupo SEVO).
Doses suplementares de fentanil e atraclrio foram usadas
quando necessario.

Protocolo cirargico

As técnicas cirurgicas incluiram procedimentos prelimina-
res, toracotomia, pneumonectomia esquerda, lobectomia
craniana em mesa auxiliar, reimplante do lobo caudal e
reperfusdo. Esse procedimento foi extensivamente descrito
anteriormente como um modelo a ser feito em suinos para
estudar os estagios iniciais da LPIR.

Os animais foram esfregados com solucao de betaiodine e
todos os procedimentos invasivos subsequentes foram feitos
sob condigdes assépticas. Uma traqueostomia cirlrgica foi
feita, o tubo orotraqueal foi removido e um tubo de 6 mm
foi inserido na traqueia através da traqueostomia. Isso faci-
litou tanto inserir quanto retrair o tubo do bronquio direito
durante o procedimento. Um cateter de artéria pulmonar
7F (Edwards Lifesciences) foi introduzido pela veia femoral
e sua posicao final na artéria pulmonar direita foi confir-
mada no intraoperatoério. Um cateter de artéria femoral 7F
foi usado para permitir a monitoracao da pressao arterial e
a coleta de sangue. Uma cistostomia suprapubica foi feita
para monitorar a producao de urina.

Apos esses procedimentos preliminares, o suino foi posi-
cionado em declbito lateral direito e uma toracotomia
esquerda foi feita mediante a resseccao da quarta ou quinta
costela. Para fazer a pneumonectomia esquerda, a arté-
ria pulmonar, veia cranial, veia caudal e brénquio principal
esquerdo foram dissecados progressivamente. A ventilacao
dos dois pulmdes foi mantida em todos os suinos por 90 min.
Posteriormente, os vasos pulmonares foram dissecados, o
bronquio principal esquerdo foi seccionado e o tubo endo-
traqueal foi colocado no bronquio direito. Logo apds a
conclusao da pneumonectomia, um bolus de heparina endo-
venosa (3001U.kg~"; MaynePharma Spain) foi administrado
para evitar trombose na artéria pulmonar pingada. Em
seguida, na mesa auxiliar, o pulmao esquerdo foi perfundido
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através da artéria e das veias pulmonares com a solucao
da Universidade de Wisconsin e uma lobectomia craniana
foi feita. O lobo caudal esquerdo foi entao reimplantado
no suino e uma anastomose bronquica foi feita, bem como
uma anastomose das artérias pulmonares e uma anasto-
mose da veia inferior com o atrio esquerdo. A reperfusao do
enxerto foi feita, inicialmente em direcdo retrograda pelo
despincamento do atrio esquerdo, e, em seguida, o tubo
endobronquico foi puxado de volta para a traqueia, permitiu
a ventilacao dos dois pulmdes. A artéria pulmonar esquerda
foi entdo liberada e o fluxo sanguineo foi mantido por 30 min.
No fim do experimento, o animal foi submetido a eutanasia
mediante uma injecao de cloreto de potassio sob anestesia
profunda.

Momentos de avaliacdo e amostragem

Amostras de sangue e bidpsias pulmonares foram coleta-
das nos seguintes momentos: pré-pneumonectomia (PPn)
- antes de completar a pneumonectomia e com o animal
sob VMP; pré-reperfusao (PRp) - antes da reperfusao e
ventilacao do lobo caudal esquerdo reimplantado; 10 min
pos-reperfusao (Rp+10’) - 10 min apos a reperfusao do lobo
reimplantado; 30 min pds-reperfusao (Rp +30') - 30 min apo6s
a reperfusao do lobo reimplantado.

Estudos bioquimicos em tecido pulmonar

Biopsias de tecido pulmonar foram feitas para estudos
bioquimicos e quantificacdo de edema pulmonar. As duas
primeiras amostras de tecido pulmonar (PPn e PRp) foram
coletadas do lobo cranial (a amostra PRp foi retirada do lobo
cranial, que permaneceu sobre a mesa auxiliar imediata-
mente antes da reperfusao do lobo caudal reimplantado) e
as duas ultimas (Rp+ 10’ e Rp + 30’) foram coletadas do lobo
caudal reimplantado. Cada amostra de tecido pulmonar foi
dividida em duas partes: uma parte foi mantida congelada
em tubos de polipropileno a —40°c até a quantificacdo do
edema pulmonar; a outra parte foi colocada em um criotubo,
congelada em nitrogénio liquido e armazenada a —80°C até
a analise bioquimica.

Preparacao de homogenatos dos tecidos

O tecido pulmonar foi rapidamente dissecado e congelado
em gelo seco. As amostras congeladas foram pesadas e trans-
feridas para tubos de polipropileno de 50 mL (Falcon; Becton
Dickinson, Lincoln Park, NJ) com tampao de lise (4°C) a uma
proporcao de 10mL de tampao; 1g~' de tampéo de lise de
tecido himido consistiu em 1 mM de fluoreto de fenilmetil-
sulfonil (PMSF; Sigma Chemical Company) e 1pg.mL~"! de
pepstatina A (Sigma Chemical Company), aprotinina (Sigma
Chemical Company) e leupeptina (Sigma Chemical Com-
pany) em solucao salina tamponada com 1 x fosfato (pH
7,2) (Biofluids, Rockville, MD) com azida de sodio a 0,05%
(Sigma Chemical Company). As amostras foram homogenei-
zadas por 30 segundos com um homogeneizador elétrico
(Polytron; Brinkmann Instruments, Westminster, NY) na velo-
cidade maxima e os tubos foram imediatamente congelados
em nitrogénio liquido. As amostras foram homogeneizadas

trés vezes para obter um processamento 6timo. Os homoge-
natos foram posteriormente descongelados em banho-maria
a 37°C e centrifugados a 119.000¢g (1h a 4°C) para separar
as organelas celulares. Os sobrenadantes foram congelados
a —80°C para permitir a formacao de agregados macromole-
culares. Apos o descongelamento a 4°C, os agregados foram
sedimentados a 3.000¢g (4°C) e o volume final do homoge-
nato foi medido com uma pipeta graduada.

Proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKs) p-38,
JNK e ERK

Os niveis foram determinados em tecido pulmonar com kits
comerciais especificos de teste Elisa (Oncogene Science,
Cambridge, MA).

Avaliacao do estresse oxidativo

Hidroperoxidos lipidicos (LPO) refletiram o grau de oxidacao
lipidica da membrana e foram determinados com um kit
especifico para aplicacdo em tecido pulmonar (K-assay LPO-
-CC, Kamiya Biochemical Company, EUA).

Mediadores inflamatorios medidos por andlise de
western blot em tecido pulmonar

Hemoxigenase-1 (HO-1) e hemoxigenasa-2 (HO-2), NF-«B
nuclear e citoplasmatica e IkB. Os resultados foram determi-
nados por western blot com o uso de anticorpos especificos
para anti-hemoxigenase | e anti-hemoxigenase Il, anti-NF-«B
p-50, anti-NF-«kB p-52 e anti-NF-«B p-65 (Chemicon Interna-
tional, Inc.). Apos a lavagem das membranas, as proteinas
foram visualizadas por quimiluminescéncia (sistema ECL,
Amersham, Oakville, Ontario) e essas medidas foram regis-
tradas em unidades arbitrarias.

Caspases

Os niveis das caspases 3 e 9 foram determinados em tecido
pulmonar através de um teste Elisa com o uso de kits comer-
ciais especificos (respectivamente, Sigma, St Louis Missouri
e Bionova, Espanha).

Analise estatistica

Todos os dados foram expressos em média e erro-padrao da
média. Testes ndao paramétricos foram usados para todas
as analises. O teste U de Mann-Whitney foi aplicado para
estabelecer as diferencas entre os grupos analisados. Além
disso, o teste de dados pareados de Wilcoxon foi usado para
estudar a evolucao dos valores intragrupo. Para comparar a
atividade das caspases 3 e 9, o teste de Wilcoxon foi substi-
tuido pelo teste de Kruskal-Wallis. A significancia estatistica
foi considerada em p < 0,05. O programa estatistico SPSS ver-
sao 14.0 (SPSS Inc., Chicago, EUA) foi usado durante todo o
processo.

Resultados

Os animais dos grupos CON e SEVO eram semelhantes quanto
ao peso (34,3 £ 14 vs. 37,8 +13, p=0,43), duracdo da isque-
mia pulmonar (97 & 14 vs. 92 +22,5min, p=0,09) e duracao
da VMP (167 +73 vs. 184+86min, p=0,1). A tabela 1
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Tabela 1  Valores hemodinamicos, respiratorios e gasométricos

Grupo BAS PPn PRp Rp 10min Rp 30min
PAM (mmHg) CON 99 (4) 101 (4) 90 (4) 86 (4) 81 (5)
SEVO 76 (4)° 85 (6) 83 (4) 74 (4) 73 (5)
PMAP (mmHg) CON 26 (3) 28 (3) 27 (2) 29 (3) 29 (2)
SEVO 20 (1)? 24 (2) 24 (2) 27 (2) 26 (2)
FC (bpm) CON 99 (6) 94 (8) 103 (9) 95 (7) 93 (8)
SEVO 107 (7) 110 (5) 106 (7) 102 (6) 105 (8)
IC (L. min~".m~2) CON 5,2 (0,4) 5,2 (0,5) 4,4 (0,4) 48 (0,6) 5,5 (1,1)
SEVO 6,6 (0,8) 7,8 (1) 5,6 (0,6) 6 (1) 5,9 (0,8)
Pa0O; (mmHg) CON 330 (55) 206 (37) 302 (48) 250 (48) 297 (49)
SEVO 305 (37) 169 (23) 315 (42) 329 (44)2 333 (49)
PvpO, (mmHg) CON = = = 278 (52) 262 (41)
SEVO = = = 418 (29)° 391 (44)°
PaCO; (mmHg) CON 37 (2) 44 (3) 42 (3) 44 (4) 44 (5)
SEVO 33 (1) 49 (11) 40 (2) 42 (2) 40 (2)
PvpCO, (mmHg) CON = = = 36 (4) 36 (5)
SEVO = = = 33 (3) 32 (5)
PPAW (cmH,0) CON 20 (2) 26 (2) 25 (2) 22 (2) 21 (1)
SEVO 19 (2) 27 (2) 26 (2) 22 (1) 22 (1)
PplatAW (cm H;0) CON 13 (1) 16 (1) 16 (1) 15 (1) 15 (1)
SEVO 12 (1) 15 (1) 15 (1) 14 (1) 14 (1)

Dados expressos em média (erro-padrao da média).
PAM, pressao arterial média; PMAP, pressao média da artéria pulmonar; FC, frequéncia cardiaca; IC, indice cardiaco; PaO,, pressao
arterial de oxigénio; Pvp0O,, pressao venosa pulmonar de oxigénio; PaCO,, pressao arterial de dioxido de carbono; PvpCO,, pressao
venosa pulmonar de dioxido de carbono; PPAW, pressao de pico das vias aéreas; PplatAW, pressdo de plato das vias aéreas; CON, grupo
controle; SEVO, grupo sevoflurano; BAS, basal; PPn, pré-pneumonectomia; PRp, pré-reperfusao; Rp 10 min, 10 min pos-reperfusao; Rp

30min, 30 min pos-reperfusao.
@ p=0,05 SEVO vs. CON group.

apresenta os dados hemodinamicos, ventilatorios e gasomé-
tricos.

Comportamento das MAPKs

A pneumonectomia induziu um aumento significativo da
MAPK p-38 e de sua isoforma fosforilada (MAPK-P p-38) em
ambos os grupos de animais, sem diferencas entre eles.
Apés a reperfusado, niveis de MAPK p-38 e MAPK-P p-38
diminuiram em ambos os grupos, mas os valores obtidos
para Rp + 30’ foram significativamente menores (p <0,05) no
Grupo SEVO em comparacao com o Grupo CON. Os valores de
JNK-P foram significativamente menores no Grupo CON em
todas as mensuragoes, exceto em PPn (p<0,05). O Grupo
SEVO mostrou niveis significativamente menores de ERK-P
nas duas amostras colhidas antes da reperfusao (p <0,05),
mas a reperfusao induziu um aumento dessa proteina nos
dois grupos analisados e, apds a reperfusdo, os valores
foram semelhantes entre os dois grupos (fig. 1) (tabela 2).

Comportamento do NF-xB

A isquemia causou um aumento dos niveis de NF-kB p-50
nuclear e citoplasmatico e nuclear de p-65 nos dois grupos.
Apos a reperfusdo, um aumento de NF-kB p-50 e p-65 nucle-
ares foi observado nos dois grupos, enquanto houve aumento
de NF-kB p-52 apenas no Grupo CON. Apos a reperfusdo, os
niveis de IKB e de NF-«kB p-50 citoplasmatico diminuiram e os
niveis de NF-kB p-65 nuclear aumentaram apenas no Grupo

CON. Na comparacao dos dois grupos, descobrimos que os
valores de NF-kB p-50 foram significativamente menores no
Grupo CON do que no Grupo SEVO (fig. 2) (tabela 3).

Comportamento das caspases

Os valores da caspase-3 obtidos no Grupo SEVO foram sig-
nificativamente menores do que os obtidos no Grupo COM
(p<0,05) apenas antes da reperfusao, enquanto os valores
da caspase-9 foram significativamente menores no Grupo
SEVO do que no Grupo CON (p<0,05) antes e depois da
reperfusao (fig. 2).

Lesdo pulmonar induzida por isquemia-reperfusao
(LPIR), estresse oxidativo e inflamacao

Apds a pneumonectomia, antes e apos a reperfusao, os
niveis de LPO aumentaram, foram significativamente mai-
ores no Grupo CON em comparacao com o Grupo SEVO
(p<0,05) (fig. 3). Diferenca estatisticamente significativa
nao foi observada entre os grupos na analise dos niveis de
HO-1 e HO-2.

Discussao

Neste estudo, mostramos que os efeitos benéficos do PCA
com sevoflurano estao correlacionados com a atenuacao da
atividade das vias de transducao de sinal intracelular que
regulam a inflamacdo e a apoptose.
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Valores da familia MAPK durante o estudo. Os dados sdo expressos em média & erro-padrao da média. MAPK p-38,

proteinas quinases ativadas por mitégenos p-38; JNK, c-Jun N-terminal quinase; ERK, quinase regulada por sinal extracelular; -P,
isoforma fosforilada; CON, grupo controle; SEVO, grupo sevoflurano; PreN, pré-pneumonectomia; PRp, pré-reperfusdo; Rp-10; 10 min

pos-reperfusdo; Rp-30; 30 min pos-reperfusao.

Tabela 2 Valores da familia MAPK durante o estudo

Grupo PreN PRp Rp-10’ Rp-30’

MAPK p-38 CON 499+0,2 9,68 +1,6"¢ 5,86 +0,8° 5,76 +0,7¢
ng.mg~" proteina SEVO 5,23+0,3 7,44 £0,4° 4,58 +0,3"¢ 4,72+0,13¢
MAPK-P p-38 CON 16,545 95,1 +22° 95,6+ 16° 104,5 + 6°
ng.mg~" proteina SEVO 17,5+4 94,1+ 16° 99,7 +12° 72,6 +112P
JNK-P ng.mg*1 CON 2,46+0,3 2,64+0,2 2,11+0,1¢ 2,01+0,2°
proteina SEVO 1,97 +£0,2 1,78+0,3° 1,65+0,1° 1,52 4+0,2°
ERK-P ng.mg™" CON 4,12+0,3 4,24+0,2 5,09+0,6 4,53 +0,1
proteina SEVO 2,65+0,3° 2,17 +0,4° 3,82+0,4bc¢ 3,39+0,6

Dados expressos em média & erro-padrao da média.

MAPK p-38, proteinas quinases ativadas por mitdgenos p-38; JNK, c-Jun N-terminal quinase; ERK, quinase regulada por sinal extracelular;
-P, isoforma fosforilada; CON, grupo de controle; SEVO, grupo sevoflurano; PreN, pré-pneumonectomia; PRp, pré-reperfusio; Rp-10;

10 min pos-reperfusao; Rp-30; 30 min pos-reperfusao.
@ p<0,05 SEVO vs. CON.
b p<0,05 vs. PreN.
¢ p<0,5vs. PRp.

Inflamacgao

Quando a LPIR ocorre, ha um aumento dos parametros infla-
matorios e dos marcadores de estresse oxidativo devido ao
desequilibrio entre a producao de espécies reativas ao oxi-
génio e os mecanismos antioxidantes. Isso leva ao aumento
de neutrdfilos e macrofagos nos alvéolos, alteracoes
na permeabilidade da membrana alvéolo-capilar, edema
alvéolo-intersticial e dano celular que afeta os pneumadcitos

e aumenta a necrose e a apoptose.'? O importante papel das
vias MAPK e NF-kB na regulacao positiva de varios mediado-
res inflamatorios e sua relacdo com a apoptose durante os
estados pré-inflamatérios sdo bem conhecidos.''* O desen-
volvimento de LPIR esta associado a ativacdo de cascatas
de sinalizacao intracelular pré-inflamatorias nas células do
parénquima pulmonar, que amplificam a resposta inflama-
toria. A ativacdo de MAPK durante a reperfusdo contribui
para respostas inflamatdrias agudas e apoptose de enxertos



54

I. Garutti et al.

IKB

@B Controle * p<0,05 vs. PRp

127\ ez Sevoflurano

1,01

0,6

0,41

ng.mg™' proteinas

0,27

0,0-

ng.mg™' proteins

PreN PRp Rp-10'Rp-30'

PreN PRp Rp-10'Rp-30'

Citosol Nucleo

@S Controle Caspase 3
10~ |%*®_Sevoflurano * p < 0,05 vs. controle
#p <0,05vs. PreN
* §p<0,05vs. PRp
© 8-
£
Q
° #
o 6] §
=) §
§
E
)
2 -
0- T T T
K K

NFkB p50 @ Controle

zzzz
* p <0,05 vs. controle Sevoflurano

#p <0,05vs. PreN # #
1,64 §p<0,05vs. PRp #
7]
8 4]
[0}
§ 1,2
‘_o. 1,0
o) i
£ 0,8
2 0,61
0,4 1
0,2
0,0- :
PreN PRp Rp-10'Rp-30' PreN PRp Rp-10'Rp-30'
Citosol Nucleo
NFkB p65 & Controle
zzzzn Sevoflurano
1,0 7 # *p<0,05vs. PreN
# § p<0,05vs. PRp
2] 0,8
R
2
o 0,6+
[}
g 041
(o)}
c
0,2
0,0 -
PreN PRp Rp-10'Rp-30' PreN PRp Rp-10'Rp-30'
Citosol Nucleo
*p<0,05vs. controleCaspase 9 @ Controle
_ #p<0,05vs. PreN zzzz - Sevoflurano
40 § p<0,05vs. PRp *
© * .
c §
:a—_,. 30 -
o
o * *
"> 20 # # #
3
0
-}
10
0 - T T T T
Q\Q’e QQ\Q ,\Q be
XK XK

Figura 2 Valores de NF-«B (citosol e nucleo) e caspases. Os dados sao expressos em média + erro-padrao da média. NF-«kB, fator
nuclear kB; PreN, pré-pneumonectomia; PRp, pré-reperfusao; Rp-10; 10 min pos-reperfusao; Rp-30; 30 min pos-reperfusao.

pulmonares.’-"7 Além disso, varias investigacbes demons-
traram que a inibicdo farmacoldgica da MAPK p-38 ou JNK
pode ser uma ferramenta Util para diminuir a LPIR no periodo
inicial de reperfusao do enxerto pulmonar'®2° e resultados
semelhantes sao observados quando o pds-condicionamento
isquémico inativa a MAPK p-38.%' Varios autores demons-
traram que o PCA inalatorio atenua a ativacdo da MAPK

p-38 durante a isquemia-reperfusao, considerada um meca-
nismo critico para explicar os efeitos protetores do PCA.?2%3
Porém, o papel do PCA com sevoflurano sobre a MAPK nao foi
investigado em transplante de pulmao. Em estudo recente
que usou modelo in vitro de tecido pulmonar de rato, o
sevoflurano diminuiu as alteracdes de permeabilidade indu-
zidas por TNFa nas células endoteliais da microvasculatura
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Tabela 3 Via do fator nuclear B
Média £+ EP
Grupo PreN PRp Rp-10’ Rp-30’
NF-kB P50_Cit CON 0,8434-0,10 1,209 +0,10° 0,926 +0,11* 0,921 +0,10¢
SEVO 0,849 40,10 0,934+0,11° 0,887 +0,10 0,820+0,12
NF-kB P50_NUC CON 0,898 40,05 1,569 +0,11° 1,479 +0,10° 1,503 & 0,03
SEVO 0,8844-0,02 1,073 £ 0,06 1,123 + 0,05 1,206 + 0,06 °
NF-kB P52_CIT CON 0,627 +0,06 0,643 +0,08 0,666 + 0,08 0,630+ 0,05
SEVO 0,5634+0,13 0,59040,08 0,52340,07 0,52540,06
NF-kB P52 _NUC CON 0,4834-0,04 0,577 £0,09 0,616 +0,06° 0,577 £0,06°
SEVO 0,473+0,04 0,498 + 0,06 0,545+0,12 0,535+0,09
NF-kB P65_CIT CON 0,6524-0,03 0,808 + 0,08 0,777 +0,08 0,773+ 0,06
SEVO 0,568 4-0,06 0,738 +0,10° 0,6504-0,07 0,6354-0,07
NF-kB P65_NUC CON 0,387 40,02 0,387 +0,03 0,483 +0,03P< 0,460+ 0,03 ¢
SEVO 0,37940,03 0,397 +£0,02 0,463 +0,03P 0,372+0,03
kB CON 0,8934-0,05 0,9254-0,08 0,888 +0,10 0,806 + 0,09
SEVO 0,845 40,07 0,917 + 0,07 0,904 40,10 0,854+ 0,05

Dados expressos em média & erro-padrao da média.

NF-kB, fator nuclear «B; IkB, inibidor de proteinas NF-«kB; CIT, citosol; NUC, nuclear; CON, grupo de controle; SEVO, grupo sevoflurano;
PreN, pré-pneumonectomia; PRp, pré-reperfusao; Rp-10; 10 min pos-reperfusao; Rp-30; 30 min pds-reperfusao.

a8 p<0,05 SEVO vs. CON.
b p<0,05 vs. PreN.
¢ p<0,05 vs. PRp.

107 "P<005vs PreNePRp | == Sevoilrano 1,2

Unidades Arbitrérias
Unidades Arbitréarias

& o S S

Figura 3

HO-2

*p<005vs. PreN

R
o Q&ﬁ Q@ QQ

LPO

= Controle
Controle
2
:

*

amol.mg”’ proteina

Biomarcadores do estresse oxidativo durante o estudo. Os dados sdo expressos em média + erro-padrao da média. LPO,

hidroperoxidos lipidicos; HO, hemoxigenase; PreN, pré-pneumonectomia; PRp, pré-reperfusao; Rp-10; 10 min pos-reperfusao; Rp-30;

30 min pds-reperfusao.

pulmonar e essa diminuicao na permeabilidade foi correla-
cionada com uma diminuicao dos niveis de MAPK-P p-38.%*
Em nosso estudo, observamos uma ativacao reduzida da
forma ativa de MAPK p-38 e JNK-P durante a reperfusao no
Grupo SEVO, o que apoia a ideia de que o PCA com sevo-
flurano poderia inibir essa via pro-inflamatoéria no pulmao.
Recentemente, em um modelo de transplante de pulmao
de ratos, Ohsumi et al. mostraram achados semelhantes em
um grupo pré-condicionado com sevoflurano, com menos
resposta inflamatoria e inibicao significativa das células
apoptoticas.?

Atualmente, o mecanismo preciso pelo qual o sevoflu-
rano fornece esses efeitos protetores tanto no coracao
quanto no cérebro é bem conhecido,?® mas no pulmao esse
mecanismo & menos conhecido. Além disso, ha evidén-
cias cientificas de que os efeitos protetores do PCA com
sevoflurano estdo relacionados a abertura (ativacao) do
canal Kyrp mitocondrial.?’-28 MAPK p-38 e ERK desempenham
um papel crucial na sinalizacao intracelular envolvida na
abertura do canal Ksp.23° Portanto, como os resultados de
nosso estudo revelaram menor ativacao de MAPK p-38 e ERK

no grupo sevoflurano, a nossa hipotese é que pelo menos uma
grande parte dos efeitos protetores pulmonares do PCA com
sevoflurano se deve a inibicdo da familia MAPK durante a
isquemia-reperfusao e a subsequente ativacao desses canais
Karp, semelhante aos mecanismos envolvidos no cérebro e
coracao.?®

Outro mecanismo para explicar a protecao pulmonar que
a administracao de sevoflurano forneceu antes da isquemia
estaria relacionado com a atividade do NF-kB. Quando o NF-
-kB é ativado (inflamacao ou isquemia), ele entra no nlcleo
e regula a expressao de citocinas inflamatorias, induz uma
cascata de mediadores inflamatorios. Por essa razao, uma
regulacado decrescente dessa molécula é desejavel. Relatou-
-se que a ativacao da familia MAPK, de MAPK p-38 em
particular, apresenta numerosas interacdes diretas e indi-
retas, aumenta a expressao do NF-«B.3"3? Observamos um
aumento geral pos-perfusao das subunidades nucleares do
NF-kB, mesmo que esse aumento nao seja sempre signi-
ficativo. O PCA com sevoflurano foi capaz de moderar a
ativacao apenas nas subunidades nucleares do NF-«B, o que
sugere que seu efeito protetor também poderia atuar por
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esse meio. Nossos resultados sao consistentes com os publi-
cados por Mikrou et al., observados nos pulmdes de ratos
em um modelo de lesao de isquemia-reperfusao hepatica, 3
e mostraram a importancia das vias de sinalizacao que envol-
vem subunidades do NF-«B e MAPKs na regulacao da resposta
inflamatoéria secundaria a LPIR e confirmam os efeitos anti-
-inflamatdrios do PCA com sevoflurano.

Outra das consequéncias da LPIR é o aumento do
estresse oxidativo, que perpetua e aumenta a res-
posta inflamatéria.>* Em nosso estudo, observamos uma
atenuacdao do dano celular induzido pelo estresse oxi-
dativo no grupo que recebeu sevoflurano, evidenciado
por niveis mais baixos de LPO no Grupo SEVO. Isto é,
houve menos danos das membranas celulares por espé-
cies reativas ao oxigénio durante a reperfusao devido
ao PCA com sevoflurano. Por outro lado, nao observa-
mos alteracdes significativas na expressao da HO-1, que
estd relacionada a efeitos antioxidativos, antiapoptoticos
e anti-inflamatérios.*® Portanto, de acordo com nossos
resultados, parece que os efeitos protetores do PCA com
sevoflurano nao estdo relacionados a expressao da HO-1.
Contudo, outros autores constataram que o mecanismo
protetor da LIR em um modelo de isquemia-reperfusao pul-
monar em ratos deveu-se em parte a acdo da HO-1.¢ Essas
diferencas podem ser atribuidas em parte a metodologia
dos estudos, uma vez que esses autores estabelecem um
ambiente de acidose hipercapnica que nao ocorre em nosso
modelo. A acidose hipercapnica pode ser o gatilho para libe-
rar a atividade da HO-1.

Apoptose

O papel da apoptose na patogénese da LIR é bem reco-
nhecido. Acredita-se que a apoptose possa ser decisiva no
desenvolvimento de lesGes pulmonares que surgem como
resultado da LPIR.?”:3 Varios autores observaram que ha
uma porcentagem significativa de células pulmonares huma-
nas transplantadas que sofrem apoptose nos estagios iniciais
do pico de reperfusdo do enxerto em 2h.**% Isso sig-
nifica que as medidas destinadas a reduzir a apoptose
durante a LPIR devem ser iniciadas o mais rapidamente
possivel para que o PCA possa ter um resultado particu-
larmente util. Segundo nossas pesquisas, nao ha estudos
que investigaram o efeito do PCA com sevoflurano na apop-
tose em LPIR. Encontramos um ligeiro aumento da apoptose
durante a isquemia, que ficou bem mais evidente durante
a reperfusao. O grupo que recebeu sevoflurano apresen-
tou menor ativacao da apoptose antes da reperfusao do
enxerto, conforme avaliado pelos niveis reduzidos de cas-
pase 3 e 9 no Grupo SEVO. Nossos achados sao semelhantes
aos observados por Wang et al. em um modelo experi-
mental de lesao pulmonar aguda em ratos induzida por
endotoxina.”' Estudos com animais e humanos mostraram
que a anestesia inalatéria sem a presenca de isquemia-
-reperfusao esta relacionada a um aumento da atividade
celular apoptética.”? Além disso, ha relato de um efeito
pro-apoptotico de sevoflurano no pulmao de pacientes sob
ventilacdo mecénica.* Por outro lado, sevoflurano apre-
sentou efeitos antiapoptoticos no cérebro e no coracao
quando foi administrado no pré-condicionamento ou no
pos-condicionamento.** Esses resultados contrastantes

em relacao ao efeito de sevoflurano podem ser explica-
dos pela presenca de diferentes concentracdes dos fatores
inflamatorios e anti-inflamatorios. Assim, quando a isquemia
predomina (e a inflamacao com ela), como no transplante de
pulmao, os efeitos antiapoptéticos de sevoflurano podem ser
mais evidentes. O mecanismo pelo qual sevoflurano exerce
efeitos antiapoptoticos no pulmao durante a LPIR nao é
bem conhecido. Sugeriu-se que uma diminuicao da resposta
anti-inflamatodria poderia estar ligada a sua capacidade de
atenuar a resposta apoptoética na presenca de isquemia-
-reperfusao. Varios estudos demonstraram que a ativacao da
MAPK p-38 ou de NF-kB e caspase-3 poderia ser responsavel
por essas respostas pro-apoptéticas.*’“~* Uma atenuacao
da expressao desses elementos relacionada ao PCA com
sevoflurano pode explicar os efeitos antiapoptéticos obser-
vados em nossa investigacao. Em conclusao, a protecao
pulmonar do PCA com sevoflurano durante o autotransplante
pulmonar experimental esta associada, pelo menos parcial-
mente, a atenuacdo das vias das MAPKs e do NF-kB e aos
efeitos antiapoptoticos.
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