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RESUMO

Branddao PGM. Avaliacdo do efeito da administracdo continua de agentes
anestésicos sobre a funcdo miocérdica de suinos submetidos a parada
cardiaca. Sado Paulo: Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo; 20109.

Introducdo: Disfuncdo miocardica ap6s uma parada cardiaca € um evento
frequente e impOe grande morbimortalidade. Recentemente, agentes
anestésicos tém sido descritos como cardioprotetores em estados de isquemia
e reperfusédo, sendo pouco estudados em situacdes de PC, justamente onde a
protecdo miocérdica se faz de maior utilidade. Objetivos: O objetivo deste
estudo é avaliar o efeito de administracdes continuas de fentanil, sevoflurano,
dexmedetomidina sobre a funcdo miocardica de suinos submetidos a PC.
Métodos: Vinte e quatro porcos foram randomizados e submetidos a
administracdo continua de sevoflurano, sevoflurano associado a fentanil e
sevoflurano associado a dexmedetomidina. A PC foi induzida por corrente
elétrica alternada intracardiaca de 9V. Apds 8 minutos do inicio da PC, os
animais foram desfibrilados com 4J/Kg, iniciando massagem cardiaca externa e
adrenalina 10ug/kg a cada 3 minutos. O retorno da circulacdo espontanea foi
considerado quando a PAM se manteve acima de 40 mmHg por mais de 10
min. Os dados foram analisados utilizando equacfes de estimativa
generalizadas e ANOVA quando indicado. Foram avaliados dados de
ecocardiograma, medidas hemodinamicas e perfusao tecidual, troponina I,
avaliacdo do estresse oxidativo, expressdo de proteinas reguladora de
apoptose e marcacdo de apoptose em tecido miocardico. Foram avaliados
também inflamacdo e lesdo miocardica por microscopia Optica e eletrénica.
Resultados: A taxa de retorno a circulacdo espontanea (RCE) foi de 100%.
N&o houve diferencas no tempo de RCE e nas doses de adrenalina. O grupo
fentanil necessitou de maior numero de desfibrilacdes que o grupo DEX. Nao
houve diferencas nos valores de troponina entre os grupos. O indice cardiaco
sofreu um aumento em relacdo ao estado basal nos grupos SEVO e FNT. O
grupo DEX obteve uma reducdo do indice cardiaco quando comparado ao
grupo FNT e grupo SEVO ao longo do experimento. Ndo foram observada
diferenca entre os grupos em relagcdo ao numero de células apoptéticas no
miocardio. A expressao de proteinas Bcl-2 ndo apresentou diferencas entre 0os
grupos no tecido miocardico e cerebral. A concentracdo de proteinas Bax no
tecido cerebral foi maior no grupo DEX do que no grupo FNT. Nao foi
evidenciado diferencas na microscopia optica e eletronica do tecido miocardico
e cerebral. Concluséo: Neste modelo de parada cardiaca, a escolhas entre
diferentes regimes anestésicos ndo conferiu diferencas na miocardioprotecao,
nem tdo pouco na marcagdo de células apoptéticas e na expressdo de
proteinas reguladora de apoptose cardiacas. O uso de dexmedetomidina
esteve associado a menores valores de indice cardiaco ap0s o retorno a
circulacao espontanea.

Descritores: Protecdo miocardica; Parada Cardiaca; Suino; Fentanil; Sevoflurano;
Dexmedetomidina.



ABSTRACT

Branddao PGM. Assessment of continuous use of anesthetics agents on the
myocardial function in swine model of cardiac arrest. Sdo Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2019.

Introduction: Myocardial dysfunction after cardiac arrest is a frequent event
and imposes great morbidity and mortality. Recently, opioids and other anesthetic
agents have been described as possible cardioprotectors. There have been
few studies assessing its protective effects in cardiac arrest situations, precisely
where myocardial protection is most useful. Objectives: The aim of this
study is to evaluate the effect of continuous infusions of fentanyl, sevoflurane,
dexmedetomidine on the myocardial function of pigs submitted to cardiac arrest.
Methods: Twenty-four adult pigs were randomized and given continuous
administration of sevoflurane, sevoflurane + fentanyl, sevoflurane +
dexmedetomidine. Cardiac arrest was induced by intracardiac 9V alternating
electric current. Eight minutes after the onset of cardiac arrest, the animals were
defibrillated with 4J / kg, external cardiac massage was initiated and adrenaline
10ug / kg every 3 minutes was administrated. The return of spontaneous
circulation was considered when MAP remained above 40 mmHg for more than
10 min. All data were analyzed using generalized estimation equations for
repeated measurements, or ANOVA when indicated. Echocardiogram data,
hemodynamic measurements and tissue perfusion, oxidative stress assessment,
apoptosis regulation protein expression were evaluated. Indicators of myocardial,
histological and serum lesions will also be evaluated. Results: The rate of
return to spontaneous circulation was 100%. There were no differences in time
to return to spontaneous circulation and adrenaline doses. The fentanyl group
required more defibrillations than the dexmedetomidine (DEX) group. There
were no differences in troponin values between groups. The cardiac index
increased from baseline in the sevoflurane (SEVO) and fentanyl (FNT) group.
The DEX group presented a reduction in cardiac index when compared to the
FNT group and SEVO group throughout the experiment. There were no
differences in apoptotic cells among groups by reduced terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labeling (TUNEL). Bcl-2 protein
expression showed no differences between groups in myocardial and brain
tissue. Bax protein concentration in brain tissue was higher in the DEX group
than in the TNF group. No differences were found in optical and electron
microscopy. Conclusion: In a cardiac arrest model, the choice between
different anesthetic regimens did not confer differences in myocardioprotection,
nor in apoptotic cell labeling and cardiac apoptosis regulatory protein
expression. Dexmedetomidine use was associated with lower cardiac index
values after return to spontaneous circulation.

Descriptors: Myocardial protection; Cardiac arrest; Swine; Fentanyl; Sevoflurane;
Dexmedetomidine.



1 INTRODUCAO

A parada cardiaca (PC) é um evento terminal que implica na reducao do
fluxo sanguineo, isquemia e morte celular. O manejo imediato desta condicao
através da reanimacdo cardiopulmonar (RCP) apresenta resultados bastante
desanimadores com taxas de alta hospitalar proximas a 10 a 12% em pacientes
vitimas de PC extra-hospitalar (1). O retorno da circulacdo espontanea (RCE)
promove o retorno do fluxo sanguineo aos tecidos que, paradoxalmente,
perpetua e amplia as areas de leséo tecidual. Este quadro denominado de leséo
por isquemia e reperfusdo (I/R) promove uma sequéncia de mecanismos que
resultam em disfuncdo organica e morte celular, ocasionando a sindrome pos-
ressuscitacao cardiopulmonar (SPRCP). Esta sindrome € caracterizada por lesdo
cerebral andxica, disfuncdo miocardica pos-ressuscitacdo (DMPR) e lesdo de
isquemia-reperfusao sistémica, sendo responsavel pela grande morbimortalidade
em pacientes sobreviventes a PC (2).

A DMPR € um fendbmeno bem reconhecido, caracterizado por aumento
nas pressdes de enchimento ventricular e queda no débito cardiaco no periodo
pés-ressuscitacdo. Sugere-se que grande parte da DMPR seja decorrente de
um atordoamento miocardico (3). A intensidade da DMPR esta correlacionada
com o0 tempo para recuperacdo da circulacdo espontanea, quantidade de
adrenalina administrada e namero de desfibrilac6es realizadas (4). Mdltiplos
mecanismos tém sido atribuidos a DMPR, mas o seu preciso mecanismo €&
incerto. Assim, a ampliacdo do arsenal terapéutico visando a limitacdo ou a
diminuicdo do atordoamento miocardico pode ser eficaz em amenizar a DMPR
e, potencialmente, diminuir o risco de 6bito.

Diversas drogas utilizadas na préatica clinica como sedativos ou
anestésicos demonstraram algum grau de protecdo miocardica em situacdes de
I/R (5). Dentre estas drogas, o fentanil, o sevoflurano, a dexmedetomidina e o

propofol sdo 0s anestésicos mais recentemente estudados quanto a protecdo
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miocardica durante situacdes de I/R, como ocorre apos o RCE. Os mecanismos
propostos para estes agentes sdo variados e envolvem o pré-condicionamento
isquémico, a protecdo contra a citotoxicidade catecolaminérgica, a diminuicdo do
estresse oxidativo ou a protecdo molecular contra a leséo de I/R (5). No entanto,
até o presente momento nao esta claro quais drogas apresentariam maior efeito
benéfico para os pacientes vitimas de PC.

De um modo geral, pacientes criticos sobreviventes a uma PC séo
submetidos a diversas técnicas de sedacdo quando atendidos em unidades de
emergéncia e de terapia intensiva (6, 7). Portanto, a utilizacdo de farmacos
sedativos com propriedades cardioprotetoras em estados de I/R, talvez, possa
contribuir para a recuperacao de pacientes criticos sobreviventes a PC.

Considerando os possiveis efeitos protetores do sevoflurano, fentanil e
dexmedetomidina, hipotetizamos que a administracéo do sevoflurano associado
a dexmedetomidina ou fentanil possa ampliar a protecdo miocardica em
comparacdo ao uso de sevoflurano isoladamente, levando a uma diminuigéo da
lesdo miocardica e reducdo da disfuncdo ventricular secundéaria a PC revertida.
Dessa forma, o objetivo do presente estudo € comparar os efeitos cardioprotetores
das infusbes continuas de fentanil e dexmedetomidina associados a sevoflurano

comparado a administracado isolada de sevoflurano em suinos submetidos a PC.



2 REVISAO DA LITERATURA

Em pacientes com RCE, a grande morbimortalidade subsequente esta
relacionada a lesdo neuroldgica e a disfuncdo miocardica (2). Em especial, a
DMPR é um fendbmeno caracterizado por reducao da funcao ventricular global e
aumento das pressbes de enchimento. Sugere-se que na DMPR, o principal
desencadeador seja atordoamento miocardico e a sua recuperacao ocorra, em
modelos animais, em até 48 horas (3).

Em 2002, Laurent et al. publicou dados hemodinamicos de 165 pacientes
gue sofreram PC fora do ambiente hospitalar. Inicialmente, hipotenséao e baixo
indice cardiaco ocorreram nas primeiras oito horas, porém o quadro
hemodinamico passou de um estado de baixo débito cardiaco para um quadro
similar ao choque séptico com valores normalizados de débito cardiaco e baixa
resisténcia vascular periférica, sendo necessario uso de drogas vasoativas e
infusdo de fluidos durante as 72 horas apd6s a PC. A intensidade da DMPR
variou conforme o tempo para RCE, quantidade de adrenalina administrada e
namero de desfibrilacdes realizadas (4).

Yao et al. realizou uma analise retrospectiva de 190 pacientes
sobreviventes a PC extra-hospitalar com anaélise por ecocardiograma nas
primeiras 24 horas. Neste estudo a DMPR foi presente em 44% dos pacientes
admitidos, contudo a presengca de DMPR néo foi determinante para o aumento

da mortalidade ou pior desfecho neuroldgico (8).

2.1 FISIOPATOLOGIA DA DISFUNCAO MIOCARDICA POS-
RESSUSCITACAO

A fisiopatologia da DMPR é complexa e parcialmente compreendida,
mas é evidente que esta disfuncao reversivel do miocardico ocorre sobreposta
a uma doenca estrutural prévia, porém os gatilhos desencadeantes para a PC
sdo conceitualmente distintos aos da DMPR e séo considerados apenas como
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fatores predisponentes (9). A fisiopatologia atribuida & DMPR apresenta trés
vertentes: a lesdo induzida por I/R, disfuncdo mediada pelas citocinas e leséo
miocardica induzida por catecolaminas. Além disso, a DMPR apresenta
caracteristicas semelhantes a condi¢des clinicas ja bem identificadas como
disfuncdo miocérdica pos-circulacao extracorpérea, cardiomiopatia induzida por
estresse e disfuncdo miocardica induzida pela sepse(8, 10-12).

2.1.1 Leséao porisquemia e reperfusao

A leséo induzida por I/R é a responsavel pela deterioracdo orgéanica apos
a PC evoluindo para estados como a DMPR, choque e a disfuncdo multipla de
orgaos (13, 14). Muitos estudos em I/R focam em oclusdo vascular em uma
porcdo segmentar do tecido miocardico, fazendo uma correlacdo com o infarto
agudo do miocardio (IAM), contudo € importante ressaltar que as lesbes de I/R
induzidas pela PC e pela circulacdo extracorpdérea ocorrem em todo o tecido
miocardico, afetando globalmente a funcéo sistdlica e diastolica (9).

A isquemia durante a PC provoca a deplecdo da producdo energética e
resulta em acumulo de acido latico proveniente do metabolismo anaerébio.
A insuficiéncia energética leva a uma reducdo do funcionamento da bomba
de Na*/K*, com consequente acumulo de sédio intracelular e edema celular.
O acumulo de lactato intracelular, também resulta na piora progressiva do
edema através do trocador de Na*/H* (15, 16). O excesso de Na* intracelular
favorece a entrada de célcio através do trocador de Na*/Ca**, este acumulo
também é somado a disfuncdo da bomba de Ca**-ATPase devido a deplecéo
energeética. A hipercalcemia intracelular desencadeia a ativacdo da calcineurina
e iniciacdo da apoptose celular pela abertura dos poros de transicdo de
permeabilidade mitocondrial (MPTP) (17).

O MPTP é um canal de grande condutancia inativo na membrana
mitocondrial, que pode ser ativado na presenca de grandes concentracdes de
calcio, fosfato ou radicais livres. Todos esses elementos estdo presentes durante
a reperfusdo. A abertura deste portdo causa o rompimento da membrana
mitocondrial e a liberacdo de Citocromo C no citossol. Essa proteina ativa a
cascata de Caspases dando inicio ao processo de apoptose celular(15).
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2.1.2 Disfuncéo Miocardica mediada por citocinas

A I/R apos o RCE estimula a producdo de uma grande quantidade de
citocinas, desencadeando um quadro de resposta inflamatoria sistémica
(SIRS), mesmo na auséncia de infec¢cdo. Os valores bastante elevados de
citocinas foram, inclusive, capazes de predizer a necessidade de drogas
vasoativas e a mortalidade de pacientes que foram reanimados apés a PC.
Essa analogia seja, talvez, a responsavel pelas mortalidades tdo altas nas
sindromes de choque séptico e pds-parada cardiaca (18, 19). Assim como a
sepse e a vasoplegia da circulagdo extracorpérea, o insulto inflamatoério
produz um estado de vasodilatacdo patolégica, depressdo miocéardica e
disfuncdo multipla de o6rgdos, todas essas condicbes sdo mediadas pela
producdo exacerbada de oOxido nitrico via Oxido nitrico sintase induzida
(INOS), além da ativacdo de polimorfonucleares, expressao de moléculas de
adesado e liberagcdo de citocinas como interleucina-6 e fator de necrose
tumoral alfa (TNFa) (20).

As citocinas inflamatérias apresentam propriedades de reducao inotropica
no miocardio, contribuindo para a redugédo da funcdo sistolica e diastolica.
O TNFa é uma das principais citocinas responsaveis pela reducdo de
contratilidade miocardica. Kumar et al. identificaram a reducéo de inotropismo
em midcitos in vitro, a partir da exposicdo dessas ceélulas ao plasma de
pacientes com choque séptico ricos em TNFa e interleucina-1 beta (21).
A administracdo de bloqueadores de TNFa, como o infliximab, foi capaz de
melhorar parametros hemodinamicos e funcdo miocardica em modelo
porcino de PC (22). Na éarea clinica as citocinas apresentam papel de
destaque em pacientes com a DMPR. Os valores de interleucina-6 foram
inversamente correlacionados com niveis de pressdo arterial média em
pacientes comatosos apés o RCE, apresentaram correlagdo com a
necessidade de drogas vasoativas nas primeiras 72 horas de internacéo e
foram relacionados a pior desfecho clinico em pacientes vitimas de PCR
extra-hospitalar (23, 24).
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2.1.3 Disfuncéao cardiacainduzida por catecolaminas e desfibrilacédo

A epinefrina € um farmaco frequentemente utilizado durante a RCP (25)
e os efeitos miocardicos das doses preconizadas tém sido muito estudados (26).
A epinefrina melhora a perfusdo coronariana e cerebral durante as manobras
de RCP, ao redirecionar o fluxo sanguineo sistémico para as circulacdes
cardiaca e cerebral, devido a acao vasoconstritora periférica (27), e esse efeito
é diretamente proporcional a dose utilizada (28). Por outro lado, a epinefrina
também promove um aumento do consumo miocardico de oxigénio e
diminuicdo do débito cardiaco apés a RCP (29). A epinefrina usada durante
RCP pode contribuir para a sindrome pds-ressuscitacdo (26) e seu uso em
altas doses (100 pg/kg) aumenta a mortalidade nas primeiras 24 horas,
independentemente do tempo de ressuscitacdo, tanto em adultos (30) como
em criancas (27). Parte deste efeito decorre de sua cardiotoxicidade que foi
capaz de induzir apoptose em células do miocérdio (31).

Da Luz et al. desenvolveram um modelo de lesdo miocardica induzida por
epinefrina em doses sucessivas de 20 pg/kg, essas doses foram suficientes para
ocasionar um aumento nos valores séricos de troponina em relagdo ao grupo
sham (32). Em estudo experimental realizado em coelhos sadios, a disfuncéao do
VE foi observada com doses elevadas de epinefrina de 4-5 pg/kg/min (33,34).
Essas mesmas altas doses de epinefrina, ja estdo bem estabelecidas como
causadoras de cardiomiopatia mediado por estresse (Takotsubo), e seus efeitos
podem ser amenizados com betabloqueadores, corroborando com a teoria de
cardiotoxicidade catecolaminérgica (35,36).

A desfibrilacdo € um dos pilares no tratamento de PC quando esta
ocorre por fibrilacdo ou taquicardia ventricular (37). Apesar disso, quanto maior
0 numero de desfibrilagbes, maior a maior incidéncia de DMPR (8). O mecanismo
responsavel por esse efeito deletério da desfibrilacdo ndo esta bem elucidado,
acredita-se que a energia resultante da desfibrilacdo possa ocasionar um
aumento da temperatura e exacerbar as lesdes, ja presentes, decorrentes do

insulto isquémico (14,38).
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2.2 CARDIOPROTECAO INDUZIDA POR ANESTESICOS

Em 1986, Murry et al. encontraram aumento da resisténcia miocardica ao
insulto isquémico apods breves ciclos de I/R, que antecederam a leséo isquémica
final, resultando em diminuicdo da area de necrose e diminuicdo da deplecéo
dos estoques de adenosina trifosfato (ATP), quando comparados ao grupo
controle. Este efeito protetor foi denominado pré-condicionamento isquémico (39).
Em 2003, Zhao e colaboradores encontraram o efeito de pds-condicionamento
isquémico, no qual apds um longo insulto isquémico, foram realizados curtos
periodos de I/R. Estes ciclos desencadearam mecanismos adaptativos capazes
de reduzir o aumento do dano tecidual provocado pela reperfuséo (40).

Varias drogas foram estudadas para avaliar os efeitos cardioprotetores
em situacbes de I/R. Do ponto de vista clinico, a possibilidade de induzir
farmacologicamente estados de pré-condicionamento e pds-condicionamento,
atingir os mesmos efeitos benéficos de reducdo de disfungédo ventricular e
reducdo de arritmias, sem a necessidade de exposicdo do miocardio a uma
restricdo do fluxo sanguineo € muito interessante no caminho para descobrir
novas terapias para sindromes de pos-parada cardiaca, a DMPR e a disfuncéo
multipla de érgaos.

2.2.1 Anestésicos halogenados

A primeira descricdo dos efeitos cardioprotetores induzidas por
halogenados foi em 1976. Bland e Lowestein descreveram efeitos protetores
induzidos pelo halotano em cées submetidos a lesGes isquémicas pelo
clampeamento da artéria corondria, quando avaliadas altera¢des do segmento
ST durante periodos curtos de isquemia (41).

Os mecanismos exatos da protecao exercida pelos halogenados néao
estdo esclarecidos. Os efeitos de pré-condicionamento isquémico anestésico
precoce (1-2 horas) séo estabelecidos nos efeitos dos halogenados nos canais de
potassio dependentes de ATP, de maneira muito similar ao pré-condicionamento

isquémico. No entanto, os efeitos tardios (72 horas) sdo desencadeados por
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proteinas mediadoras, como a proteina G intracelular que ativa a fosfolipase
C e D, estas responsaveis pela sintese de inositol-trifosfato e que por sua vez
libera calcio no reticulo endoplasmatico (42).

Durante pré-condicionamento anestésico, ocorrem a ativacao de diversos
receptores: Adenosina (A1 e Az), acetilcolina (M2), a1 e B2 adrenérgicos,
angiotensina Il e opioides. Além disso, modelos animais de pré-condicionamento
anestésico comprovaram atenuacao da ativacdo de células NK e sua expressao
génica (42). Qiao et al. descreveram os efeitos do pré-condicionamento
anestésico tardio via ativacao de proteinas NFkB, na regulacdo da autofagia e
atenuacao da expressdo de TNF-q, interleucina -1 e caspase 3 (43).

Estudos experimentais de PC também corroboram o0s efeitos
cardioprotetores dos anestésicos inalatorios. Knapp et al. demonstrou que o
uso de sevoflurano administrado anteriormente a PC, durante a reanimacao e
apos RCE , estava associado a melhor inotropismo 24 horas apds a lesao
isquémica em ratos (44). J4 o estudo de 2017 realizado por Secher et al. ndo
evidenciou diferencas nas taxas de RCE, porém os animais do grupo
sevoflurano apresentaram menor tempo de parada cardiaca, menor nimero de
doses de adrenalina durante a reanimacdo e valores maiores de pressédo de
perfusdo coronariana (45).

Os efeitos de poés-condicionamento do sevoflurano na PC foram
avaliados por Meybohm et al. em um modelo de porcino, cujo objetivo era
mensurar o0s efeitos cardioprotetores do sevoflurano em comparacdo ao
propofol. Os resultados indicam um efeito cardioprotetor do sevoflurano, tanto
na incidéncia de lesdo tecidual demonstrada pelos valores menores de
troponina, quanto resultados do ponto de vista funcional e com valores
ecocardiograficos melhores apés RCE. Os beneficios abrangem uma reducao
nos valores de citocinas inflamatérias e reducdo de apoptose no tecido
miocardico (46).
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2.2.2 Opioides

Os opioides estdo em um conjunto de drogas que apresentam
mecanismos primordiais na cardioprotecdo. Os seus receptores estao
envolvidos em varios mecanismos adaptativos e protetores de estresse
organico, dentre eles, a hibernagdo dos mamiferos, cujo objetivo é a reducéo
do metabolismo basal em estados de privacdo de alimentos e hipotermia, este
estado pode ser induzido por opioides via receptor DOR. Os receptores
opioides também participam nos processos de apoptose, aumento do limiar
arritmogénico, disfuncéo contratil e inflamacdo. Todas essas caracteristicas
sdo fundamentais para o desfecho favoravel a leséo por I/R (47).

O tecido miocéardico apresenta uma alta concentracdo de receptores
opioides e durante o insulto isquémico ocorre um aumento na producdo e
liberagcdo de opioides, corroborando para o papel neuroendécrino do tecido
miocardico (48-50). Ademais, alguns modelos experimentais in vitro tém
demonstrado efeitos cardioprotetores do fentanil, um opioide potente, com agé&o
antiarritmica e anti-isquémica (51-53). A cardioprotecdo proporcionada pela
administracdo sistémica de opioides parece envolver mecanismos centrais, por
meio do bloqueio da atividade simpéatica (54), e periféricos, nas células endoteliais,
ao promover vasodilatacdo através de liberacdo de 6xido nitrico (55). Em 1995,
Schultz e cols. (33) demonstraram, em ratos, que o pré-condicionamento tem a
participacdo de receptores opioides e que antagonistas, como a naloxona, sao
capazes de bloquear ou até mesmo reverter esse efeito. Em modelo experimental
com coracgdo isolado de coelhos, o fentanil reduziu a lesdo miocéardica apés 30
minutos de isquemia global seguidos de 120 minutos de reperfusao (34, 53, 56).

Ha poucos ensaios clinicos sobre o efeito cardioprotetor dos opioides
nos cenarios mais comuns de lesao por I/R, contudo o estudo de da Luz e
colaboradores confirmaram o efeito protetor do fentanil no tecido miocéardico
em um modelo de lesé@o catecolaminérgica em um modelo porcino (32). Dentro
desse contexto fisiopatoldgico, o papel dos opioides na atenuagdo da leséo
tecidual induzida pela PC também deve ser estudado, ja que até o presente
momento ndo ha estudos clinicos ou experimentais sobre os efeitos dos
opioides frente a lesao induzida pela PC.
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2.2.3 Dexmedetomidina

Estudos recentes tém demonstrado que a dexmedetomidina, um
agonista altamente especifico para receptores az, tem um possivel efeito pré-
condicionante no tecido miocardico. A dexmedetomidina foi capaz de diminuir a
area de isquemia em miocardios submetidos a isquemia global e regional, além
de causar uma reducdo do fluxo sanguineo para as artérias coronérias (57).
Este fato foi evidenciado em uma metanalise publicada em 2008, no qual a
dexmedetomidina mostrou uma tendéncia a diminuir os desfechos miocardicos,
como infarto do miocéardico e mortalidade geral em cirurgias nédo cardiacas
(58). Ja em uma metandlise mais recente com 14 estudos, o uso de
dexmedetomidina em pacientes de cirurgia cardiaca foi associado a menor
incidéncia de arritmias ventriculares e a menor incidéncia de delirium (59).

Estudos experimentais encontraram efeitos benéficos da dexmedetomidina
na lesdo de I/R. Dong et al. identificaram uma reducéo na lesdo miocérdica em
ratos idosos submetidos a ligadura da artéria coronariana esquerda. Estes
efeitos seriam decorrentes da reducdo do consumo de oxigénio e por efeitos
antioxidantes (60). Contudo, o estudo realizado por Mimuro e colaboradores
em coracdes isolados de ratos encontrou uma piora na area de infarto nos
grupos que receberam dexmedetomidina pds-condicionamento, e esta leséo foi
revertida com uso de um antagonista az-adrenérgico.

Poucos estudos avaliaram o efeito da dexmedetomidina sobre a DMPR.
Um estudo feito em porcos evidenciou que o uso da dexmedetomidina durante
a reanimacao poderia causar uma reducdo da atividade simpatica no periodo
poOs-ressuscitacdo e menor incidéncia de DMPR. O grupo de animais que foi
submetido a dexmedetomidina usado no primeiro minuto de PC apresentou
uma menor diminuicdo no débito cardiaco no periodo pés-ressuscitagao,
guando comparados com 0s animais que receberam placebo (61).

De modo geral, pacientes criticos em RCE em unidades de terapia
intensiva sdo submetidos a sedacdo com a escolha da droga dependente do
servico ou mesmo do intensivista, podendo ser utilizadas varias drogas e suas

combinacdes. Considerando-se 0s possiveis efeitos protetores respectivos de
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fentanil, halogenados e dexmedetomidina, hipotetizamos que a administracéo
de dexmedetomidina e fentanil associados a sevoflurano poderiam conferir
uma protecdo adicional ao tecido miocardica comparado ao sevoflurano
isoladamente, com diminuicdo da disfuncdo ventricular secundéaria a PC e a

RCP com uso de altas doses de adrenalina e repetidas desfibrilacdes.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRIMARIO

Comparar possiveis efeitos aditivos miocardioprotetores das infusdes
respectivas de fentanil e dexmedetomidina associados a sevoflurano
comparados a administracdo isolada de sevoflurano em um modelo suino de
PC submetidos a RCP.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

Avaliar a influéncia da técnica sedativa sobre as variaveis
hemodinamicas, metabdlicas, e marcadores de apoptose desencadeadas pela

PC no tecido miocardico.
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4 METODO

Apés aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
(28/2015) da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP), o
presente estudo foi realizado no Laboratdrio de Investigagdo Médica da Disciplina
de Anestesiologia (LIM 08), e no Laboratério de Pesquisa Basica em Doengas
Renais (LIM12) da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.

Foram avaliados 33 suinos do sexo masculino, pesando entre 25 a 30 kg,
das racas Large White e Landrace, adquiridos de criadouros selecionados.
Os animais foram submetidos a jejum alimentar por oito horas e com livre
acesso a agua. Todos os animais foram tratados respeitando-se as normas
éticas para experimentos em animais propostas pelo Colégio Brasileiro de

Animais de Experimentacdo (COBEA).

4.1 PROTOCOLO ANESTESICO

Os animais foram sedados com midazolam (0,25 mg/kg) e cetamina
(0,5 mg/Kg) por via intramuscular e, ap0s acesso venoso em uma das orelhas
com cateter 20G (Abbocath Tplus —Abott, Sdo Paulo, Brasil), foi realizada a
inducdo anestésica intravenosa com propofol (4 mg/Kg). A hipnose foi mantida
com administracdo da droga em estudo para a sedacéao (diferente em cada um
dos grupos, como descrito adiante). O relaxamento neuromuscular foi induzido
com infusdo continua de pancurénio (5 pg/kg/min) e a hidratagdo venosa
mantida com solucéo de ringer lactato (5 ml/kg/h).

Apos intubacao orotraqueal os animais foram submetidos a ventilagdo em
circuito semifechado no aparelho de anestesia Primus® (Drager Medical, Lubeck,
Alemanha), em ventilagdo controlada mecanica, utilizando-se fracdo inspirada

de oxigénio (FiO2) de 50%, volume corrente de 8 ml/kg, pausa inspiratéria de
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10% do tempo inspiratorio. O modo ventilatério utilizado foi volume controlado
com PEEP (presséo positiva no final da expiracdo) de 05 cmH20, objetivando-
se manter capnometria entre 35 e 45 mmHg. Durante o periodo de PC sem
RCP, definido em 8 minutos, os animais ndo receberam ventilacdo mecanica.
Ja na RCP, os animais foram ventilados com oxigénio a 100%. Apods a PC, os
animais foram ventilados com fracdo inspirada de oxigénio suficiente para

manter uma saturacao periférica de oxigénio acima de 94%.

4.2 PREPARO

ApoOs intubacao orotraqueal, foi realizada anestesia local com 05 ml de
lidocaina a 1% sem vasoconstritor nos pontos de cateterizagdo. Um cateter de
polietileno (Abbocath T plus) de calibre 20G foi introduzido por dissec¢édo da
artéria femoral para coletas de amostras de sangue para a realizacdo dos
exames laboratoriais e afericdo da pressao arterial sistélica (PAS), presséo
arterial diastolica (PAD) e presséo arterial média (PAM). O débito urinario foi
aferido através de cistostomia cirdrgica.

A veia jugular interna direita foi dissecada para a introdugcédo do cateter
de Swan-Ganz 7F (Swan Ganz Thermodilution Catheter Model 131HF7 —
Edwards Healthcare Corporation, EUA).

Apos posicionamento adequado do cateter, confirmado pelo aspecto
morfolégico da curva de pressao obtida, foi realizada a monitorizacdo continua
da pressdo de artéria pulmonar (PAP média, sistélica e diastolica), da
saturacdo venosa de oxigénio (SvO2) e do débito cardiaco (DC) com o uso do
Monitor Edwards Vigilance Il (Edwards Lifesciences, EUA). Foi realizada e
anotada igualmente a pressdo de oclusdo da artéria pulmonar (PoAP) nos
tempos determinados abaixo, junto com os demais parametros. Este cateter
também possibilitou a afericdo da temperatura durante todo o experimento.

O transdutor ecocardiogréfico foi introduzido no eséfago, sendo mantido
durante o experimento para medir o volume do ventriculo esquerdo e estimar
sua funcéo sistdlica e diastdlica (Envisor C HD, com transdutor 7,5/5,0 MHz
Omniplane 11 T6210 transducer, Philips, EUA).
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4.3 MONITORIZACAO

Os animais foram submetidos & monitorizagdo multiparamétrica continua
com eletrocardiografia, pressao arterial sistémica, oximetria de pulso posicionado
na cauda, analisador de gases acoplado ao aparelho de anestesia que forneceu
de forma continua a concentracéo inspirada e expirada dos gases oferecidos,
além da capnografia.

A fracdo de ejecdo do VE e demais parametros cardiacos foram
monitorizados por ecocardiografia transesofagica durante o experimento em

tempos determinados.

4.4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Apbés o periodo de inducdo e monitorizacdo, foi estabelecido um
intervalo de 60 minutos para a estabilizacdo do animal e, entdo, realizado a
coleta de uma gasometria arterial inicial, excluindo-se do estudo os animais
com PaO2/FiO2 < 400, por risco de presencga de doenca respiratoria pulmonar
no animal. Neste caso, os animais excluidos da pesquisa seriam sacrificados
em plano profundo anestésico.

ApoOs essa etapa inicial, foi realizada a coleta da primeira série (Basal)

dos parametros hemodinamicos, gasométricos, ecocardiograficos e laboratoriais:

4.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Imediatamente apds o preparo, iniciou se o protocolo de sedacdo do
animal previamente randomizado (www.randomizer.org). Para a manutencao da
alocacéo sigilosa e a ordem da randomizacgéo, envelopes lacrados e devidamente

numerados por uma pessoa nao participante do projeto foram feitos.
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* Grupo Sevoflurano (Grupo SEVO - Controle): Animais submetidos,
apos a inducao anestésica, a administracdo de Sevoflurano, iniciado a
2,2% (0,5 CAM) por um periodo de uma hora antes da PC e por

6 horas apdés o retorno da circulacdo espontanea (62);

* Grupo Fentanil (Grupo FNT): Animais submetidos, ap6s a inducédo
anestésica, a administracdo de sevoflurano (2,2%) associado a uma
infusdo em bolus de fentanil 10 p/kg seguido de infusdo continua a
0,005% de 20 pg/Kg/h por um periodo de uma hora antes da PC e por

6 horas apds o retorno da circulacao espontanea (62);

* Grupo Dexmedetomidina (Grupo DEX): Animais submetidos, apods a
inducdo anestésica, a administracdo de sevoflurano (2,2%) associado a
uma infusdo em bolus de 1 pg/kg seguido a administragédo continua de
Dexmedetomidina 0,001%, iniciado em 0,5 pg/kg/h por um periodo de
uma hora antes da PC e por 6 horas apds o retorno da circulacao

espontanea (63).

O tempo de analise apo6s o RCE para este estudo foi definido em seis
horas. Este tempo foi determinado para que ocorresse a completa reperfusao dos
tecidos e para deteccédo de marcadores bioquimicos de lesdo miocardica (64).
Todos os animais receberam infusdo continua de solugcdo de ringer lactato
(5 ml/kg/h).

4.6 SEQUENCIA EXPERIMENTAL

Apés a inducdo anestésica, alocacdo, monitorizacdo, estabilizacdo do
animal e coleta das amostras sanguineas, conforme descrito acima, a PC foi
induzida em fibrilacdo ventricular, utilizando-se uma descarga elétrica de
corrente alternada de 9 V, 60 Hz em um cateter intracardiaco (LiveWire,
St. Jude Medical, Estados Unidos), que foi introduzido na veia jugular interna e
impactado na parede interna do ventriculo direito.
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Imediatamente apos confirmacao eletrocardiografica e auséncia de onda
de pulso arterial no inicio da fibrilacdo ventricular, foram descontinuadas a
ventilagdo mecanica e a administracao de drogas e fluidos.

O tempo de isquemia proposto para este estudo foi de 8 minutos,
baseado em estudos prévios realizados em modelo suino (64, 65).

Apés 8 minutos de PC sem manobras de reanimacao, foi realizada
uma desfibrilacdo ventricular bifasica com carga de 4J/kg (Responder 2000,
GE Medical Systems, Hannover, Alemanha), e a seguir foi iniciado um ciclo de
3 minutos de massagem cardiaca externa (MCE). Durante este ciclo foi
administrada a primeira dose de adrenalina (10 pg/kg) sendo repetidos a
cada 3 minutos. A MCE foi realizada manualmente, com frequéncia 100 a 120
compressfes por minuto, sendo o responsavel pela RCP trocado a cada
3 minutos. A qualidade da RCP foi avaliada pela pressao arterial diastolica,
tendo como meta a sua manutencao acima de 20 mmHg durante a RCP, além
da EtCO2 entre 10 e 20 mmHg (37).

O ritmo cardiaco foi reavaliado a cada 3 minutos e novos choques
bifasicos de 6 J/kg foram administrados quando verificado indicacéo.

Durante a RCP, a ventilacao foi manual, com frequéncia de 6-8 incursdes
por minuto, buscando um volume corrente expirado proximo a 10 mi/kg e fracdo
inspirada de oxigénio de 100%.

Caso houvesse refratariedade as manobras de RCP ap6s 20 minutos do
seu inicio, os esfor¢cos para a ressuscitacdo eram cessados e era confirmado o
Obito do animal.

O RCE foi considerado quando a PAM estivesse acima de 40 mmHg por
mais de 10 minutos, sendo este momento considerado como T10 e a partir
deste momento, era reiniciada a infusdo das drogas anestésicas, de acordo

com a alocacéo do estudo.
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Figura 1 - Sequéncia Experimental

47 AVALIACAO HEMODINAMICA, METABOLICA E DO
TRANSPORTE DE OXIGENIO

Os parametros frequéncia cardiaca, pressado arterial média, saturacao
venosa de oxigénio, débito cardiaco, temperatura, pressdao pulmonar média,
pressao de oclusdo de artéria pulmonar foram coletados no momento inicial
(basal) e nos tempos 10, 20, 30, 40, 50, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300,
330 e 360 minutos ap6s o RCE e a estabilizacdo da PAM acima de 70 mmHg.

4.7.1 Parametros hemodinamicos indiretos

Apo6s a captacdo dos dados hemodindmicos diretos, foi calculado o

indice cardiaco (IC), pela seguinte equacao:
indice cardiaco (IC) = Débito cardiaco (DC)/superficie corpérea (L/min/m?);

Para o calculo da superficie corpérea (SC) do porco foi empregada a
equacao:

SC = K.P?3, onde:

K = constante igual a 0,09 para animais acima de 4Kg

P = peso do porco em quilogramas
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4.8 AVALIACAO ECOCARDIOGRAFICA

A avaliacdo ecocardiografica foi realizada através de um sistema de
ultrassonografia (Envisor C HD, Philips, EUA) com transdutor transesofagico de
7,5/5,0 MHz posicionado em plano anestésico profundo e mantido transesofagico
durante todo experimento. A avaliacdo ecocardiografica foi realizada no tempo

basal e nos tempos 0, 30, 60, 120, 180, 240, 300 e 360 minutos apés o RCE.

4.8.1 Imagens

As imagens foram estudadas em relacdo as seguintes posicoes:
(a) transdutor na regido gastrica (dentro do estémago), foram realizados cortes
transversais e longitudinais do ventriculo esquerdo; (b) recuando o transdutor
até a porcao média do esbfago para a imagem das quatro camaras do coracao;
(c) com o transdutor na base do coracao, foram visualizados o atrio direito e

esquerdo, a valva aodrtica e o tronco da artéria pulmonar.

4.8.2 Analise da funcéo ventricular

A funcdo ventricular foi avaliada por meio da analise quantitativa do
ventriculo esquerdo (VE) e direito (VD), seguindo as recomendacdes da
ASE/SCA — American Society of Echocardiography / Society of Cardiovascular
Anesthesiologists. Foram analisadas a fracdo de ejecdo (FE), o volume
diastolico final do ventriculo esquerdo (EDV), o volume sistolico final do ventriculo
esquerdo (ESV), area do ventriculo esquerdo durante a sistole (LVSA), area do
ventriculo esquerdo durante a diastole (LVDA), volume diastélico final do

ventriculo direito (VD VDF), area ventricular direita (VD AREA).
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4.9 AVALIACAO VENTILATORIA

A avaliacdo ventilatéria foi realizada por meio de monitorizacao continua
dos dados fornecidos diretamente pelo aparelho de anestesia Primus®
(Drager Medical, Lubeck, Alemanha), sendo coletada no tempo basal e apds o
RCE nos tempos 10, 20, 30, 40, 50, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300,
330 e 360 minutos apos o RCE. Os dados

4.10 AVALIACAO LABORATORIAL E GASOMETRICA
4.10.1 Troponina-I

A lesdo miocérdica foi mensurada pela dosagem da troponina | sérica,
através do meétodo de quimioluminescéncia automatizada. A amostra foi obtida
no tempo basal, T60 e T360. O material foi encaminhado ao laboratério do
Instituto do Coracgéo do Hospital das Clinicas da Universidade de Sao Paulo.
A determinacdo quantitativa de Troponina | foi realizada por meio de
imunoensaio tipo sanduiche efetuado em trés etapas, utilizando o método de
quimioluminescente direta e quantidades constantes de dois anticorpos
monoclonais. Um reagente auxiliar para reduzir a ligacdo ndo especifica foi
utilizado. Para este método, foi utilizado o kit comercial ADVIA Centaur®
Tnl-Ultra (Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown, Nova York, Estados

Unidos da Ameérica) em equipamento automatizado da mesma marca.
4.10.2 Gasometria arterial e venosa mista

Foram coletadas amostras de sangue arterial e venoso misto (1,6 ml) no
tempo basal e nos tempos 10, 30, 60, 120, 180, 240, 300 e 360 minutos apos o
RCE para a afericdo de pH, PaO2, PCOZ2, excesso de bases e bicarbonato.
As coletas de sangue venoso misto para a obteng&o dos valores de PvO2 e SvOz2

foram realizadas através da extremidade distal do cateter da artéria pulmonar.
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As amostras foram coletadas em seringas heparinizadas (BD Preset, Becton,
Dickinson and Company) e vedadas para evitar o contato do sangue com o0 ar
ambiente. O exame de cada amostra foi realizado em um analisador de pH e
gases sanguineos (ABL 800 Flex, Radiometer). Este aparelho também aferiu

os valores de sodio, potassio, glicemia e lactato.

4.11 ESTUDO ANATOMO-PATOLOGICO

Apos o periodo de observacdo de 360 min, os animais foram eutanasiados
em plano anestésico profundo com injecdo intravenosa de 10 ml de cloreto de
potassio a 19,1%; o cérebro, o coracao e os pulmdes foram retirados em bloco e
fragmentos de 1 cm?. Foram imediatamente fixados em paraformaldeido 4% em
tampéo fosfato pH 7,0. Apés esta etapa, os fragmentos foram desidratados em
gradiente alcodlica (70°a 100°), diafanizados em xilol e emblocados em parafina.
Dos blocos contendo os fragmentos serdo obtidos cortes de 5um em micrétomo

para a realizacédo de estudos morfolégicos, imunoistoquimicos e morfométricos.

4.11.1 Microscopia 6ptica

Para a avaliacdo de necrose miocardica foram preparadas laminas em
Hematoxilina—Eosina (HE) apds o preparo das pecas em parafina e analisadas
com microscopio optico. A coloracdo pelo método da Hematoxilina-Eosina (HE) foi
realizada apos os cortes histologicos serem desparafinados em xilol, hidratados
em gradiente alcodlico (100% 70°) e agua e corados durante 2 minutos pela
Hematoxilina de Harris. Os cortes foram entdo lavados em agua corrente e
contra corados com eosina durante quinze minutos; a seguir, lavados em agua
corrente, desidratados em gradiente alcodlico (95°% 100°), diafanizados em xilol
e montados com laminula e entellan para analise microscopica.

A andlise foi realizada sob aumento de 100x. A necrose foi identificada
através de caracteristicas do nucleo (picnose e caridlise) e pelo aspecto do

citoplasma (contracdo de bandas, presenca de vacuolizacdo e hipereosinofilia).
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A necrose dos cardiomiocitos foi estimada pela razdo entre o numero de
células com alteragBes nucleares e/ou citoplasméticas e a area do miocardio
(células/mm?) (66).

4.11.2 Tunel

Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick End Labeling in
TUNEL (Roche — In Situ Cell Death Detection Kit, POD — cat. N. 11 684 817 910).
O TUNEL foi utilizado para identificar as células cardiacas em apoptose.
Os tecidos armazenados em formol foram processados e emblocados em
parafina e os cortes dos tecidos foram colocados em laminas silanizadas.

O processo de desparafinizagéo foi feito ao colocar as laminas em estufa
a 60-65°C, durante 30 minutos e em seguida 3 banhos no xilol, 9 minutos em
cada banho. Para hidratacdo do corte, as laminas foram banhadas em alcool
absoluto 2 vezes por 5 minutos, em seguida mais dois banhos por 3 minutos em
alcool 80-96%. Para finalizar esta etapa as laminas foram lavadas em agua
destilada e em seguida lavadas 3 vezes em tampao fosfato pH 7,4 (PBS).

O passo seguinte foi a recuperacdo dos sitios antigénicos realizada pela
proteinase K em temperatura ambiente por 30 minutos. O bloqueio da peroxidase
endogena presente nas hemacias foi feito com H202 3% em metanol por 30 min
a temperatura ambiente e lavado 3 vezes em PBS. Em seguida as laminas foram
incubadas com 50pl da mistura da reacéo de TUNEL (5u da solucéo de Enzima +
45l da solucdo tampédo) na camara umida a 37°C (estufa) por 60 minutos. Apés
esta etapa as laminas foram incubadas com o conversor de peroxidase em
camara umida a 37°C por 30 minutos e posteriormente lavado 3 vezes em PBS.
Foi utilizado o cromatdégeno diaminobenzidina (DAB) onde as laminas foram
incubadas por 10 minutos e a contra-colora¢do foi com o verde de metila.

As laminas foram analisadas com contagem manual, em microscoépio de
luz com aumento 100x. Foram avaliados 30 campos por laminas com amostras
do ventriculo esquerdo, sendo a analise realizada de forma cega. Foi calculada

a média para cada lamina e para cada grupo.
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4.11.3 Microscopia eletrénica de transmisséao

O material utilizado na obtencdo de cortes ultrafinos foi constituido por

pequenos fragmentos de coracdo contendo miocardio.

1. Os fragmentos permaneceram na solucéo fixadora de glutaraldeido
2,0% dissolvidos em tampao cacodilato de sédio 0,1M de pH 7,2,
durante 2 horas na geladeira.

2. A seguir o material foi lavado em uma solugdo contendo tampéo
cacodilato de sédio 0,1M de pH 7,2 e sacarose 0,2M, durante 1 hora
também na geladeira.

3. O material foi, entdo, pés-fixado em uma solugdo de OsO4 a 1,0% em
tampao cacodilato de sédio 0,1M de pH 7,2, durante 1 hora na geladeira.

4. Lavagem novamente na solucdo descrita no item 2. e em seguida
desidratacdo em gradiente de etanol durante 1 hora.

5. A etapa de pré-embebicdo consiste de passagens em misturas de
etanol e resina (1:1, 1:2, 1:3) durante 3 horas e a embebicdo em

resina pura durara 24 horas.

ApOs 72 horas de secagem, os blocos foram cortados em um ultramicrétomo
LKB (Modelo 8800 Ultratome Ill), e foram obtidos cortes semifinos (1um)
utiizando facas de vidro, e corados a quente (a aproximadamente 70°C) em
solucdo de Azul de toluidina (1,25 g de carbonato de sédio; 0,50 g de azul de
toluidina O; 50 ml de agua destilada).

Cortes ultrafinos, prateados, com aproximadamente 70nm de espessura,
foram obtidos no mesmo ultramicrétomo, porém utilizando facas de diamante,
estes foram contrastados por acetato de uranila a 2,0%, durante 30 minutos e
por citrato de chumbo a 0,5%, durante 10 minutos.

Os cortes ultrafinos foram estudados e micrografados em microscépio
eletronico Jeol 1010 para avaliagdo de alteracdes estruturais nas mitocondrias

e microfibrilas.
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4.12 EXPRESSAO DOS MARCADORES DE APOPTOSE POR MEIO
DE WESTERN BLOTTING

Amostras de tecido miocardico foram coletadas e congeladas a -80 °C
para posterior realizagdo de western blotting. A preparagédo do concentrado de
proteinas foi iniciada com a homogeneizagdo as amostras (Polytron PT 10-35,
Kinematica, Suica) em solucédo de K-Hepes (200 mM manitol, 80mM HEPES,
41 mM KOH; pH 7,5) contendo inibidores de proteases (Cocktail Protease
Inhibitor, Sigma Chemical Company, MO, EUA). Em seguida, o homogenato foi
centrifugado a 4000 g por 30 minutos a 4 °C para remogéao de debris celulares,
e 0 sobrenadante foi avaliado quanto a concentracéo de proteinas pelo método
de Pierce BCA Protein Assay kit (Thermo Scientific).

O western blotting foi utilizado para investigar a expressao das seguintes
proteinas: proteina anti-apoptética Bcl-x e pro-apoptética Bax (Santa Cruz
Biotechnology Inc, CA, EUA). As amostras foram submetidas a eletroforese em
minigel de poliacrilamida a 12% para Bcl-x e Bax. Apo0s a transferéncia das
proteinas para a membrana de PVDF (Amersham Hybond-P, GE Healthcare, UK),
os blots foram tratados com leite em p6 desnatado 5%, diluido em TBS-T por
1 hora e incubados com anticorpos especificos para Bcl-x (1:500) e Bax (1:500).
As marcacbes foram realizadas com anticorpos secundarios conjugados a
peroxidase (anti-goat 1:10000, anti-mouse 1:2000), respectivamente (Sigma,
St. Louis, MO, EUA), visualizadas utilizando-se o sistema de quimiluminescéncia
(Amersham ECL Western Blotting Detection, GE Healthcare, UK) e reveladas
utilizando Alliance 4.2 (Uvitec, UK). A normatizacdo foi feita com uma nova
hibridizacdo das membranas com o anticorpo para GAPDH (1:1000, Santa Cruz
Biotechnology Inc., CA, EUA). A semiquantificacdo das bandas obtidas nos
filmes foi realizada por densitometria (Scion Image for Windows, IBM, NY, EUA)
e normatizadas pela densitometria das bandas originadas pela hibridizacado do
GAPDH.
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4.13 MEDIDAS DE SUBSTANICAS OXIDANTES REAGENTES AO
ACIDO TIOBARBITURICO (TBARS)

A peroxidacdo lipidica gera substancias reativas com o oxigénio.
Algumas delas possuem afinidade com o acido tiobarbittrico (TBARS), como o
malondialdeido. As concentra¢des plasmaticas de TBARS foram determinadas
usando o método calorimétrico do acido tiobarbitdrico. Uma amostra de plasma
foi diluida em agua destilada. Imediatamente, foi adicionado 1 ml de acido
tricloroacético (TCA) 17,5%, em seguida, 1 ml de acido tiobarbitdrico 0,6%, pH 2.
As amostras foram colocadas em agua fervente por 15 minutos e a seguir
resfriadas e, adicionado por ultimo, 1 ml de TCA a 70%. As amostras a seguir
foram incubadas por 20 minutos em temperatura ambiente e centrifugadas por
15 minutos a 2000 rpm e o sobrenadante lido no espectrofotdometro com A de
534 nm contra reagente branco. A concentracdo dos produtos da peroxidacdo
lipidica foi calculada por meio do coeficiente de extincdo molar equivalente
para malondialdeido (MDA equivalente), de 1,56x105 M-1 cm-1. Os niveis de
TBARS plasmaticos foram expressos em nmol/ml.

4.14 DELINEAMENTO DO EXPERIMENTO

O experimento teve duragao total aproximada de 540 minutos e ocorreu

de acordo com a Tabela 1.
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Tabela 1 - Delineamento do Experimento

Tempos Medidas Avaliagcédo Avaliagao Avaliagao Dosagens Estudo
Hemodi- Ventilatéria Ecocardiografica Gasométrica Laboratoriais Anatomopatolégic,
namicas Estresse Oxidativo

e Western Blotting

Basal X X X

0 X X X

10 X X X

20 X X X

30 X X X X X

40 X X

50 X X

60 X X X X X

90 X X

120 X X X X

150 X X

180 X X X X X

210 X X

240 X X X X

270 X X

300 X X X X

330 X X

360 X X X X X X

Avaliagio Frequéncia Cardiaca, Pressao Arterial Média, Saturacdo Venosa mista de

Hemodinamica:

Avaliacdo
Ventilatéria:

Avalicéo
Ecocardiografica:

Avaliacdo Gaso
métrica:

Avaliacdo
Laboratorial:

Estudo
Anatomopatoldgico
e Estresse
Oxidativo:

Western Blott e
TBARS

Oxigénio, Débito Cardiaco, Temperatura, Pressdo de Artéria Pulmonar,
Presséo de Ocluséo de Artéria Pulmonar, Variagdo do Volume Sistélico

Pressdo de pico, Pressdo média, Volume Minuto, Volume Inspirado, Volume
Expirado, Complacéncia Pulmonar, Gas Carbonico Expirado, Fracédo Inspirada
de Oxigénio, Fracdo Inspirada de Sevoflurano (se aplicavel)

Andlise quantitativa dos ventriculos, Fracdo de Ejegdo, Volume diastdlico final
do Ventriculo Esquerdo (VE), Volume Sistdlico final do VE, Area do VE durante
a Sistole, Area do VE durante a diastole, Volume diastdlico final do VD, Area do
VD

Presséo Parcial de Oxigénio no Sangue Venoso e Arterial, Saturacao Arterial
e Venosa Mista, Pressédo Parcial de Gas Carbonico Arterial e Venosa.

Lactato, Hematdcrito, Hemoglobina, Glicemia, Sodio e Potassio

Microscopia Otica e Imuno-histoquimica

Expressao das seguintes proteinas, anti-apoptética Bcl-x e pro-apoptotica Bax.
Dosagem de estresse oxidativo
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4.15 DESCARTE DE ANIMAIS

O descarte das carcacas foi feito de acordo com as recomendacgdes do
Grupo de Gerenciamento de Residuos da FMUSP, devidamente acondicionados
e identificados para posterior encaminhamento ao setor de coleta de residuos

infectantes da instituicao.

4.16 CALCULO AMOSTRAL E ANALISE ESTATISTICA

O calculo amostral foi obtido a partir do valor da troponina apds a parada
cardiaca (67) e foi calculado pelo software G power, terceira versao (68, 69) .
Seis animais por grupo foram necessarios para uma diferenca de 15% entre os
grupos, com um erro tipo 1 (a) de 0,05 e um poder de 0,80 para um teste bicaudal.
Contudo, pensando em possiveis perdas, foram acrescentados dois animais,
totalizando oito animais em cada grupo. As variaveis foram apresentadas em
média + desvio padrdo. As variaveis continuas de mensuracgao repetidas e de
distribuicdo ndo normal foram analisadas usando Equacdes de Estimativa
Generalizadas (GEE) comparando os grupos, o tempo e a interacao (70).
As variaveis nao repetidas e de distribuicdo ndo normal foram analisadas com o
teste de Kruskal-Wallis, com corre¢do de Bonferroni para compara¢des mdultiplas.
Significancia estatistica sera definida com p<0.05. Todas as andlises foram
conduzidas utilizando o aplicativo R versdo 3.5.3 e com complemento
Geepack (71-73), e os graficos foram feitos com o software Graphpad, La Jolla

Califérnia USA, oitava versao.
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5 RESULTADOS

O estudo foi realizado em 30 animais. A amostra selecionada para
inclusé@o na analise do estudo foi de 24 animais. Trés animais foram descartados
por falha na técnica de reanimacao cardiopulmonar (trauma toracico e trauma
hepéatico confirmado por presenca de hemorragia), trés animais foram excluidos
por apresentarem sinais de patologias pulmonares e infecciosas anteriores ao

inicio do experimento.

5.1 PESOS DOS ANIMAIS

O peso médio dos animais, com seu respectivo desvio padrdo, foram de
26,7+2,4 kg no grupo Sevo, 25,5+2,3 kg no grupo Fentanil e de 25,5£1,5 kg no
grupo Dexmedetomidina, sendo que n&o houve diferenga entre 0s grupos
(p=0,4699).

5.2 TROPONINA

No presente estudo, houve um aumento nos valores de troponina, tanto
no momento T60 quanto no momento T360 quando comparados ao estado

basal nos respectivos grupos. Nao houve diferencas entre os grupos (p=0,0556).

GEE
Variavel X2 Wald Df P-valor
Troponina
Grupo 5,80 2 0,0556
Tempo 12,81 2 0,0017

Grupo*Tempo 8,40 4 0,0779
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Troponina |

20~
* -~ SEVO
- DEX
15+ -m FNT
E
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Basal 60 360
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Figura 2 - Troponina | sérica dos animais anestesiados com sevoflurano (SEVO) ou
sevoflurano + dexmedetomidina (DEX) ou sevoflurano + fentanil (FNT) submetidos a

parada cardiaca e ressuscitacao cardiopulmonar. *p<0,05 vs Basal do respectivo grupo

5.3 REANIMACAO CARDIOPULMONAR

5.3.1 Taxae Tempo de RCE

A taxa de RCE foi de 87%. N&o houve diferenca no tempo para retorno a
circulacao espontanea entre os grupos estudados.

Tempo em PC (min)
25+

204

154
104 i B

SEVO DEX FNT
Figura 3 - Tempo para retorno a circulacdo espontédnea dos animais anestesiados
com sevoflurano (SEVO) ou sevoflurano + dexmedetomidina (DEX) ou sevoflurano +

fentanil (FNT) submetidos a parada cardiaca e ressuscitacdo cardiopulmonar
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5.3.2 Doses de adrenalina

Durante o experimento ndo houve diferencas entre o numero de doses

de adrenalina (p=0,1478).

Doses de Adrenalina

SEVO DEX FNT

Figura 4 - Doses de adrenalina utilizadas nos animais anestesiados com sevoflurano
(SEVO) ou sevoflurano + dexmedetomidina (DEX) ou sevoflurano + fentanil (FNT)
submetidos a parada cardiaca e ressuscitacdo cardiopulmonar

5.3.3 Numero de desfibrilacdes

O grupo FNT necessitou de maior numero de desfibrilagbes durante a

reanimacdao cardiopulmonar em comparacao ao grupo DEX (p=0,0238).

Desfibrilagdes

SEVO DEX FNT

Figura 5 - Numero de desfibrilagdes necessarias para RCE dos animais anestesiados
com sevoflurano (SEVO) ou sevoflurano + dexmedetomidina (DEX) ou sevoflurano +
fentanil (FNT) submetidos a parada cardiaca e ressuscitacdo cardiopulmonar. §

p<0,05 vs FNT
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5.4 VARIAVEIS HEMODINAMICAS

A Tabela 02 apresenta as informacdes referentes as alteracdes
hemodinamicas durante todo o experimento e a Tabela 03 contém valores
hemodinamicos calculados.

5.4.1 Frequéncia cardiaca (FC)

Os valores de FC apresentam um aumento no grupo SEVO nos
respectivos tempos T10, T20, T30, T40, T50, T60 e T90 quando comparados
aos valores basais. O grupo FNT apresentou um aumento da FC similar nos
tempos T10, T20, T30, T40, T50 e T60. O grupo DEX apresentou um aumento
em relacdo ao estado basal apenas no T10, T20 e T30. Apenas o grupo DEX
demonstrou diferenga nos valores de FC em relacdo aos outros grupos em
todos os periodos avaliados, excluindo-se o estado basal e o T10 para o grupo
FNT como demonstrado na Tabela 02.

GEE
Variavel X2 Wald Df P-valor
FC
Grupo 566,95 2 <0,0001
Tempo 42,48 16 <0,0001
Grupo*Tempo 42,43 32 0,102761
Frequéncia Cardiaca
-~ SEVO
-= DEX
—— FNT
200+
1504
E. 1004
o

504

Ba.s.al 1I0 2IIJ SIO 4:0 5.0 GIO Bll] 150 150 1;30 2'iD ZAO 25’0 360 350 360
Tempo (min)
Figura 6 - Frequéncia cardiaca dos animais anestesiados com sevoflurano (SEVO) ou
sevoflurano + dexmedetomidina (DEX) ou sevoflurano + fentanil (FNT) submetidos a
parada cardiaca e ressuscita¢do cardiopulmonar. *p<0,05 vs Basal do respectivo grupo.
§ indica valor diferente que o grupo FNT. + indica valor diferente que o grupo SEVO



Tabela 2 - Valores médios e desvio padrdo dos parametros hemodinamicos dos animais anestesiados com sevoflurano (SEVO) ou

sevoflurano + dexmedetomidina (DEX) ou sevoflurano + fentanil (FNT) submetidos a parada cardiaca e ressuscitacao cardiopulmonar

Pardmetros Grupos Tempo
Basal T10 T30 T60 T120 T180 T240 T300 T360
FC SEVO 9646 163+24* 161+29* 152+32* 134422 133+22 130+20 129+17 128+18
(bpm) FNT 94+12 151+21* 159+18* 140+11* 137421 139+18 134413 135426 135425
DEX 8848 121+58*+  129+26*+§  109+16+§  105+17+§  104+23+§  105+25+§  9O8+16+§  97+18+§
PAM SEVO 81+11 109+12 96+13 89+11 89+15 88+15 88+11 868 8549
(mmHg) FNT 85+10 110417+ 90+15+ 70+17+ 83+28+ 75+15+ 74+12+ 70+13+ 72+14+
DEX 89+11 105+128 96198 77+108 82+138 87+148 82+108 80188 77198
PAPmM SEVO 19+2 2745 * 2545 2443 2545 2343 2343 2343 2443
(mmHg) FNT 2042 2742 * 25+3 2343 25+7 2443 23+2 2242 23+1
DEX 22+1 2643 * 2643 2443 2545 26+7 26+4 23+3 23+3
POAP SEVO 1343 1442 13+2 13+2 1342 1242 1242 1242 1242
(mmHg) FNT 1442 16+4 1442 1443 13+2 13+1 1242 12+1 1142
DEX 13+1 15+2 17+1 15+1+ 14+1 14+1+ 13+1 13+1 14+2§
PVC SEVO 10+1 10+2 10+1 10+2 11+2 10+2 10+2 9+2 9+1
(mmHg) FNT 9+1 10+1 10+1 1043 1142 1042 9+2 9+2 9+2
DEX 1143 11+3 13+4 13+3 12+3 12+3 11+3 11+3 11+3
IC SEVO 4,1+0,3 5,6+1,1 4,2+0,8 3,8+0,7 3,9+0,5 4,2+0,6 4,3+0,5 4,6+0,7 4,6+0,2
(L/min/mm?)  ENT 4,1%0,6 6,1+0,8 4,704 2,9+0,8+ 3,5¢0,7 4,0£1,3 4,3+1,2 4+1,6 4,7+1,3
DEX 3,8+0,4 4,8+1,8 2,9+0,4+§ 2,4+0,3*+ 3,0+0,2 3,0+0,4 3,5+0,3 3,5+0,5 3,6+0,6

FC = Frequéncia Cardiaca / PAM = Pressao arterial Média / PAPm = Press&o da Artéria Pulmonar Média / POAP = Pressdo de oclusdo da Artéria Pulmonar / PVC =
Pressdo Venosa Central / IC = Indice Cardiaco. * indica valor diferente que o Basal (p<0,05). § indica valor diferente que o grupo FNT. + indica valor diferente que o

grupo SEVO.

sopejnsay
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5.4.2 Presséao arterial média (PAM)

O grupo FNT apresentou diferenca nos valores inferiores de PAM
no T10 e ao longo de todo o experimento quando comparado ao grupo SEVO.

O grupo DEX apresentou diferencas com o grupo FNT em todos os momentos

do estudo.
GEE
Variavel X2 Wald Df P-valor
PAM
Grupo 566,95 2 <0,0001
Tempo 42,48 16 <0,0001
Grupo*Tempo 42,43 32 0,102761
Pressao Arterial Média
150 -
125-
£
T 100
£
75-
ggT T L L) L) L) T T L) L) L] T T T L) L) L) L]
Basal 10 20 30 40 50 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360
Tempo (min)

Figura 7 - Pressdo arterial média dos animais anestesiados com sevoflurano (SEVO)
ou sevoflurano + dexmedetomidina (DEX) ou sevoflurano + fentanil (FNT) submetidos
a parada cardiaca e ressuscitagdo cardiopulmonar. *p<0,05 vs Basal do respectivo
grupo. 8 indica valor diferente que o grupo FNT. + indica valor diferente que o grupo

SEVO
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5.4.3 Pressao da artéria pulmonar média (PAPmM)

A PAPm apresentou aumentos dos seus valores no T10, T20, T30 em
todos os grupos em relacdo aos seus valores basais. O grupo DEX apresentou

um aumento no periodo basal em relagéo ao grupo FNT.

GEE
Variavel X2 Wald Df P-valor
PAPmM
Grupo 8,40 2 0,015
Tempo 106,60 16 <0,0001
Grupo*Tempo 20,30 32 0,946

Pressao Média da Artéria Pulmonar
-~ SEVO
= DEX
* -~ FNT

30+

* %

25+

mmHg

20+

° Basal 10 20 30 40 50 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360
Tempo (min)

Figura 8 - Pressdo da artéria pulmonar dos animais anestesiados com sevoflurano

(SEVO) ou sevoflurano + dexmedetomidina (DEX) ou sevoflurano + fentanil (FNT)

submetidos a parada cardiaca e ressuscitacdo cardiopulmonar. *p<0,05 vs Basal do

respectivo grupo. § indica valor diferente que o grupo FNT. + indica valor diferente que

0 grupo SEVO
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5.4.4 Pressao de ocluséo da artéria pulmonar (POAP)

O grupo DEX apresentou um aumento no periodo T20 em relacdo ao
basal. O grupo DEX apresentou valores mais elevados quando comparado ao
grupo SEVO nos periodos T40, T50, T60 e T180. No periodo T50 e T360,

0 grupo DEX apresentou valores mais elevados que o grupo FNT.

GEE
Variavel X2 Wald Df P-valor
POAP
Grupo 44,30 2 <0,0001
Tempo 70,00 16 <0,0001
Grupo*Tempo 23,10 32 0,88

Pressao de Oclusdo da Artéria Pulmonar

20+
” §
+ 4+ 4

15+

10+

mmHg

-e- SEVO

- DEX
—— FNT

Basal 10 20 30 40 50 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360
Tempo (min)

Figura 9 - Pressdo de oclusdo da artéria pulmonar dos animais anestesiados com

sevoflurano (SEVO) ou sevoflurano + dexmedetomidina (DEX) ou sevoflurano +

fentanil (FNT) submetidos a parada cardiaca e ressuscita¢do cardiopulmonar. *p<0,05

vs Basal do respectivo grupo. § indica valor diferente que o grupo FNT. + indica valor

diferente que o grupo SEVO
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5.4.5 Pressao venosa central (PVC)

N&o foram observadas diferencgas significativas nos valores de PVC em

relacdo ao estado basal e entre os grupos.

GEE
Variavel X2 Wald Df P-valor
PVC
Grupo 49,10 2 <0,0001
Tempo 16,70 16 0,41
Grupo*Tempo 10,60 32 1
PVC -- SEVO
-& DEX
—=— FNT

15+

L T T T T T T T T T T L T T L T T
Basal 10 20 30 40 50 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360
Tempo (min)

mmHg

Figura 10 - Pressdo venosa central dos animais anestesiados com sevoflurano
(SEVO) ou sevoflurano + dexmedetomidina (DEX) ou sevoflurano + fentanil (FNT)

submetidos a parada cardiaca e ressuscitacdo cardiopulmonar
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5.4.6 indice Cardiaco (IC)

O grupo DEX foi o unico que sofreu uma reducdo nos tempos T40, T50
e T60 em relacdo ao estado basal. Entre os grupos, o grupo DEX obteve uma
reducdo do IC no T30, T40, T50 e T60 em relacdo ao grupo SEVO e nos
intervalos T30 e T40 ao grupo FNT. O grupo FNT apresentou valores inferiores
em relacdo ao grupo SEVO nos momentos T50 e T60.

GEE
Variavel X2 Wald Df P-valor
IC
Grupo 75,90 2 <0,0001
Tempo 139,10 16 <0,0001
Grupo*Tempo 47,20 32 0,041
indice Cardiaco
-~ SEVO
81 o DEX
== FNT
6_
NE + +
P -
3
2' * * *
§ §
0 T T T -:— T ‘:- ‘:- L] L] T T T L L L L L
Basal 10 20 30 40 50 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360

Tempo (min)

Figura 11 - indice cardiaco dos animais anestesiados com sevoflurano (SEVO) ou
sevoflurano + dexmedetomidina (DEX) ou sevoflurano + fentanil (FNT) submetidos a
parada cardiaca e ressuscitagdo cardiopulmonar. *p<0,05 vs Basal do respectivo
grupo. 8§ p<0,05 vs FNT. + p<0,05 vs SEVO
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5.4.7 indice de Resisténcia Vascular Sistémica (IRVS)

N&o houve diferencas nos grupos em relacéo ao estado basal. O grupo
FNT apresentou valores mais elevados que o grupo SEVO no T300. O grupo
DEX apresentou um aumento no IRVS no estado basal em relacdo ao grupo
SEVO e valores maiores nos tempos T30, T40, T50, T180, T240 e T360 em

comparacao ao grupo FNT.

GEE
Variavel X2 Wald Df P-valor
IRVS
Grupo 45,70 2 <0,0001
Tempo 117,50 16 <0,0001
Grupo*Tempo 29,90 32 0,57

5.4.8 indice de Resisténcia Vascular Pulmonar (IRVP)

Foi observado aumento dos valores IRVP em relagdo ao basal nos
tempos T30, T40, T50, T60, T90, T120, T150 para o grupo SEVO. O grupo
FNT apresentou valores elevados comparados ao basal nos periodos T50,
T60, T120 e T180. O grupo DEX apresentou valores mais elevados que o
grupo SEVO no basal, T150 e T 180 e nos intervalos basal, T40 e T150 para o

grupo FNT.
GEE
Variavel X2 Wald Df P-valor
IRVP
Grupo 11,90 2 0,0026
Tempo 109,60 16 <0,0001

Grupo*Tempo 43,50 32 0,084
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5.4.9 indice de Volume Sistélico (IVS)

O Indice de Volume Sistolico apresentou uma reducdo acentuada ao
longo do tempo. O grupo SEVO apresentou esta diminuicdo nos periodos T30
e T60, grupo FNT apresentou nos intervalos T60 e T120, ja o grupo DEX foi
identificado a redugcéo em T30 e T60. A avaliagédo entre os grupos demonstrou

um aumento no grupo DEX em T300 comparado ao grupo FNT.

GEE
Variavel X2 Wald Df P-valor
IVS
Grupo 10,80 2 0,0046
Tempo 269,80 16 <0,0001

Grupo*Tempo 45,50 32 0,0571




Tabela 3 - Valores médios e desvio padrdo dos parametros hemodindmicos calculados

Parametros Grupos Tempo

Basal T10 T30 T60 T120 T180 T240

T300 T360

SEVO 13444253  1364+202  1656+233  1703+338  1558+405  1486+472  1433+367

IRVS
FNT 1512+236  1407+193 14884293  1676+165  1749+677  1429+273  1309+278

(dina-seg/cm/m?)
DEX 1655+255+ 15344566 196814908 1942+268 1860+369 1890+3608 1638+188

1326+284  1262+264
13874438+ 11124175

1509+296 14182398

SEVO 113+50 174+40 237+56* 223+55* 219+62* 194+45 198+28 195+30 202+45

IRVP
) FNT 128+44 148+66 178192 259488 * 294+156* 258+79* 227+49 242+86 206+44

(dina-seg/cm/m?)

DEX 185+46+8 191156 255+79 255+45 502+619 295193+ 261+91 212+69 201+71

SEVO 45+9 3517 29+8* 25+5* 3019 3248 39+16 36+7 3817
IVS

) FNT 4514 43+18 32+11 21+6* 26+5* 3047 317 2919 3512

(mL/m?/batimento)

DEX 42+7 34+7 24+5* 25+7* 31+8 3310 3718 41+88 42+7

IRVS = Indice de Resisténcia Vascular Periférica/ IRVP = indice de Resisténcia Vascular Pulmonar/ IVS = indice do Volume Sistélico.
(p=0,05). § indica valor diferente que o grupo Fentanil. + indica valor diferente que o grupo Sevoflurano.

* indica valor diferente que o Basal

sopejnsay
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55 PARAMETROS DE PERFUSAO E GASOMETRICOS
5.5.1 Lactato

O grupo SEVO apresentou diferencas em relacdo ao estado basal no T10,
T30, T60, T300 e T360. Os grupos FNT e DEX apresentaram aumentos nos
periodos T10, T30 e T60. Entre os grupos, apenas nos T60 e T120 foi observado

um valor aumentado no grupo DEX quando comparado ao grupo SEVO (Tabela 4).

GEE
Variavel X2 Wald Df P-valor
Lactato
Grupo 3,00 2 0,243
Tempo 1147,00 8 <0,0001
Grupo*Tempo 30,00 16 0,018
Lactato
101 ' ® SEVO
8 . * ® DEX
S 6
£
E 4l
2.

O Basal 10 30 60 120 130 240 300 360
Tempo (min)
Figura 12 - Lactato arterial dos animais anestesiados com sevoflurano (SEVO) ou
sevoflurano + dexmedetomidina (DEX) ou sevoflurano + fentanil (FNT) submetidos a
parada cardiaca e ressuscitagdo cardiopulmonar. *p<0,05 vs Basal do respectivo
grupo. + indica valor diferente que o grupo SEVO
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5.5.2 Saturacédo Venosa Mista

A saturacao venosa mista (SVO2) ndo apresentou diferencas em relagcéo

ao estado basal e ndo houve diferencas entre 0os grupos.

Sv02
-~ SEVO
-= DEX
80- - FNT

60
=R 404

20+

Basal 10 20 30 40 50 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360
Tempo (min)

Figura 13 - Saturacdo venosa dos animais anestesiados com sevoflurano (SEVO) ou
sevoflurano + dexmedetomidina (DEX) ou sevoflurano + fentanil (FNT) submetidos a

parada cardiaca e ressuscitacao cardiopulmonar

5.5.3 Gradiente Arteriovenoso de CO2

O grupo DEX apresentou uma elevacdo em relacdo ao basal no T30.
Entre os grupos, o grupo DEX apresentou um aumento no intervalo T30, T60 e

T180 em relacdo ao grupo SEVO e apenas no T30 comparado ao grupo FNT.

GEE
Variavel X2 Wald Df P-valor
GAPCO;
Grupo 2,20 2 0,334
Tempo 42,30 8 <0,0001

Grupo*Tempo 24,00 16 0,089
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5.5.4 pH

Os valores de pH apresentaram reducdo nos intervalos T10, T30 e T60

em todos os grupos. Nao houve diferencas quanto o pH arterial entre os

grupos.
GEE
Variavel X2 Wald Df P-valor
pH
Grupo 0,00 2 0,79
Tempo 632,00 8 <0,0001
Grupo*Tempo 12,00 16 0,77
pH
7.6,
7.5
7.4
7.3

7.2°— " . - v r . . .
Basal 10 30 60 120 180 240 300 360
Tempo (min)
Figura 14 - pH arterial dos animais anestesiados com sevoflurano (SEVO) ou

sevoflurano + dexmedetomidina (DEX) ou sevoflurano + fentanil (FNT) submetidos a

parada cardiaca e ressuscitacdo cardiopulmonar. *p<0,05 vs Basal do respectivo grupo
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5.5.5 Glicemia

A glicemia dos animais apresentou um aumento em relagcdo ao estado
basal em todos os grupos nos tempos T10 e T30, o grupo FNT apresentou
valores aumentados também no T60 e o grupo DEX nos tempos T60, T120 e
T180, respectivamente. Entre os grupos, o grupo FNT apresentou aumento no
momento T120 comparado ao grupo SEVO e o grupo DEX apresentou um
valor menor que o grupo FNT no tempo T120.

GEE
Variavel X2 Wald Df P-valor
Glicemia
Grupo 3,00 2 0,26
Tempo 385,00 16 <0,0001
Grupo*Tempo 9,00 32 0,92
Glicose
300+ e
* - SEVO
200+
-
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()]
£
100+
S § §
+ + + S

Basal 10 30 60 120 180 240 300 360

Tempo (min)
Figura 15 - Glicose dos animais anestesiados com sevoflurano (SEVO) ou
sevoflurano + dexmedetomidina (DEX) ou sevoflurano + fentanil (FNT) submetidos a

parada cardiaca e ressuscitacdo cardiopulmonar. *p<0,05 vs Basal do respectivo grupo.
§ p<0,05 vs FNT. + p<0,05 vs SEVO
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5.6 Diurese

Nao houve diferencas na diurese entre os grupos. O grupo SEVO
teve uma diurese de 347+£110 ml, o grupo FNT que apresentou diurese de
260+57 ml e o grupo DEX que apresentou diurese de 248 +37ml (p=0,0508).



Tabela 4 - Valores médios e desvio padréo dos dados metabdlicos

Pardmetros Grupos Tempo
Basal T10 T30 T60 T120 T180 T240 T300 T360
SEVO 1,9+0,5 6,2+0,2 * 5,4+0,4* 3,7+0,7* 2,2+0,5 1,8+0,4 1,5+0,3 1,4+0,2* 1,3+0,2 *
I(_r:(rfr:jr/OL) FNT 1,7+0,6 7,2+1,5* 6,1+1,6* 4,7+1,7* 2,5+0,9 2,3+1,4 1,6+0,7 1,4+0,5 1,2+0,3
DEX 2,0+0,6 6,2+0,7* 5,8+0,8* 5,2+1,1*+ 3,3£1,0+ 2,2+0,6 1,6+0,3 1,4+0,2 1,3+0,2
SEVO 68+4 6819 60+8 60+9 62111 6317 6814 68+4 6814
(SOZ)OZ FNT 65+7 72+10 61+10 53+11 61+10 60112 60+13 57116 62+13
DEX 66+9 70+12 48+16 49+18 58+12 58+10 61+10 64+8 64+11
SEVO 9+1 10+1 11+2 10+4 10+2 7+1 8+2 7+1 7+1
GAPCO;
(mmHg) FNT 10+1 915 10+3 12+6 815 9+4 745 9+4 7+3
DEX 9+3 9+3 15+4*+ 1442+ 10+4 1043+ 9+2 9+2 8+2
SEVO 7,45+0,05 7,27+0,05* 7,33+0,05* 7,40+0,04 7,45+0,04 7,46+0,03 7,48+0,03 7,47+0,04  7,48+0,03
pH FNT 7,45+0,03  7,24+0,06* 7,3+0,06* 7,38t0,06  7,45+0,04 7,45+0,05 7,46+0,03 7,51+0,11  7,47+0,04
DEX 7,44+0,04  7,26+0,05* 7,33+0,02* 7,38+0,02* 7,43+0,03 7,47+0,02 7,48t0,01  7,5+0,07*  7,48+0,03
. _ SEVO 106423 223+57* 185+43* 150424 12749 11749 11249 10849 106+12
E;nlqlglzllﬁ;”a FNT 98+22 240+30* 196+26* 151+25* 132+14+ 124+11 119+10 116410 112+12
DEX 10049 229+44* 187+41* 142428* 111+14*§ 109+16* 99+8 95411 95+12

SVO2 = Saturagdo Venosa Mista / GAPCO: = Gradiente Arteriovenoso de COx.

grupo Fentanil. + indica valor diferente que o grupo Sevoflurano.

* indica valor diferente que o Basal (p<0,05). § indica valor diferente que o

sopejnsay
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5.7 DADOS ECOCARDIOGRAFICOS

N&o houve diferenca nos dados ecocardiograficos ao longo do tempo,
tdo houve diferencas nos diferentes grupos estudados, como demonstrados na
Tabela 5. E importante ressaltar que houve grandes dificuldades nas anélises
das medidas ecocardiogréficas, devido a impossibilidade de visualizagdo das
estruturas cardiacas (Janela), pois estas sofriam alterac6es apés a reanimacao

cardiopulmonar.



Tabela 5 - Dados Ecocardiograficos de acordo com o brago do estudo

Grupos Tempo
Basal T10 T30 T60 T120 T180 T240 T300 T360
SEVO 58+4 55+10 47+4 47 47+8 55+7 556 5716 56+4
(I;I(::) FNT 6012 50+2 48+8 4316 52+8 50+8 53+3 51+5 52+6
DEX 58+5 61+9 405 49+5 4818 52+7 535 54+6 57+7
SEVO 0,50+0,04 0,57+0,26 0,4910,1 0,51+0,17 0,41+0,13 0,52+0,12 0,53+0,12 0,53+0,13 0,51+0,13
mE/s FNT 0,43+0,1 0,55+0,16 0,47+0,24 0,41+0,2 0,46+0,2 0,49+0,23 0,50+0,16 0,55+0,27 0,41+0,09
DEX 0,49+0,03 0,54+0,03 0,33+0,05 0,39+0,06 0,38+0,07 0,42+0,09 0,51+0,06 0,49+0,04 0,41+0,03
SEVO 0,37+0,12 0,441+0,11 0,374+0,04 0,412+0,09 0,326+0,06 0,344+0,1 0,389+0,11 0,411+0,12 0,408%0,13
r:;s FNT 0,303+0,11  0,403+0,24 0,379+0,09 0,279+0,09 0,289+0,11 0,34+0,16 0,347+0,1 0,309+0,18 0,328+0,05
DEX 0,346+0,08 0,339+0,01 0,296+0,1 0,322+0,05 0,341+0,09 0,34+0,13 0,412+0,12 0,387+0,15 0,365%0,13
SEVO 1,46+0,41 1,26+0,36 1,31+0,17 1,25+0,37 1,26+0,29 1,44+0,76 1,4+0,22 1,31+0,22 1,29+0,34
E/A FNT 1,45+0,23 1,59+0,04 1,21+0,56 1,23+0,29 1,16+0,34 1,36+0,49 1,32+0,44 1,43+0,6 1,23+0,4
DEX 1,45+0,29 1,38+0,24 1,2+0,31 1,42+0,29 1,6+0,24 1,44+0,1 1,43+0,27 1,48+0,5 1,23+0,17

FE = Fracao de ejecdo / E = Pico de Velocidade da onda de enchimento precoce / A = Pico de velocidade da onda de enchimento atrial

sopejnsay
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5.8 ANALISE ANATOMOPATOLOGICA

5.8.1 Microscopia Optica Miocardica

Foi realizado o estudo de microscopia Optica do tecido miocardico com
base na presenca de picnose e vacuolizagdo celular. Durante a andlise, foi
encontrado um grau maior de lesdo nas regifes subendocardicas. Diante
dessas alteracbes, foi feito uma diferenciacdo na presenca de lesdes nas
regides subendocardicas e ndo subendocardicas.

N&o houve diferencas entre 0os grupos.

Tabela 6 - Avaliacido Microscopia Optica Miocardica

Microscopia ) ) _ _
. Regiéo Tecido Miocardico p
Optica
SEVO DEX FNT
Subendocardica 10,25+ 29 23,43+40 41,25+76,3 0,69
Picnose N30

Subendocardica 3625103 12,3+33  362+10,2 0,97

Subendocardica 247 +420  364,6+477 360,3+467 0,68

Vacuolizacéo
Nao
Subendocardica 0 4143 +11 7,250 + 20 0,57
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5.8.2 Microscopia Optica Pulmonar
Na analise pela microscopia Optica do tecido pulmonar néo foi
encontrado diferenca na presenca de células inflamatérias ou epiteliais nas

amostras coletadas.

Tabela 7 - Avaliagio Microscopia Optica Pulmonar

Microscopia Otica Tecido Pulmonar

SEVO DEX FENT p
Células Inflamatérias 9,3+5,2 10,4 £ 5,8 10+ 5,8 0,8205
Células Epiteliais 38+1,3 424 +1,4 4911 0,2737

A — Microscopia de luz do tecido pulmonar, aumento de 40%, no grupo DEX.

B = Microscopia de luz do tecido pulmonar, aumento de 40x, no grupo FNT, a seta azul indica aumento do infiltrado
de células inflamatdrias.

Figura 16 - Microscopia de Luz do tecido pulmonar.
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5.8.3 Microscopia 6ptica cerebral

A avaliacdo histopatoldgica cerebral ndo encontrou diferenga entre os
grupos, quanto a presenca de edema, neurdnio vermelho, astrogliose infiltrado
linfocitario e macrofagico. Na figura 17, a seta azul indica a presenca de
neurénio vermelho como sinal de lesdo do tecido neuroldgico e a seta verde

demonstra a presenca de edema.

Tabela 8 - Avaliagéo Histopatoldgica Cerebral

Tecido Cerebral

M. Optica  Neurénio Edema Hemorragia Astrogliose Infiltrado Infiltrado
Vermelho Linfocitario Macrofagico
SEVO 165+05 1+09 0,125+0,35 0,5+0,53 1+1 0+0
DEX 1,7+0,48 0,7+0,75 0x0 0,71+0,48 0,71+0,75 0x0
FNT 1,25+0,46 1,0+0,92 0,125+0,35 0,5+0,53 0,75+0,46 0+0

A — Microscopia de luz do tecido cerebral, aumento de 40x, na seta azul indica o neurdnio vermelhao.

B — Microscopia de luz do tecido cerebral, aumento de 40x, na seta verde indica edema tecidual

Figura 17 - Microscopia Cerebral
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5.8.4 Imuno-histoquimica miocardica
O estudo de imuno-histoquimica através da marcacdo de células
apoptoticas pela técnica de TUNEL nao identificou diferencas entre os grupos

pesquisados.

Tabela 9 - Imuno-histoquimica

Imuno-

. . Tecido Miocéardico
Histoquimica

SEVO DEX FNT p

TUNEL 106,3 £ 112 60,1 + 43 83,8 + 69,7 0,743

Figura 18 - TUNEL tecido miocardico

5.9 EXPRESSAO DOS MARCADORES DE APOPTOSE POR MEIO
DE WESTERN BLOTTING

A expressao de proteina Bcl-x que promove protecao contra a apoptose
foi semelhante nos trés grupos estudados, tanto no tecido miocardico quanto
no tecido cerebral. A proteina Bax apresentou um aumento no tecido cerebral



Resultados 53

no grupo Dexmedetomidina em relacdo ao grupo Fentanil (p = 0,043). Nao

houve diferengas na concentragdo de proteina Bax no tecido miocardico entre

0S grupos.

Tabela 10 - Expresséo de Proteina Bax e Bcl-x

Tecido Cerebral Tecido Miocéardico

SHAM SEVO DEX FNT SHAM SEVO

DEX FNT

Bax 100+0 89,2+234 106,1% 64,4 + 100 89,9 +
35,78 18,8 33,7 47,9

Bcl-x 100+0  196,4 % 1996+ 2236+ | 100+0 1014+
87,4 86,2 38,7 49,8

96,9 + 102,5 +
51,3 69,5

101,4 68,3 £
15,2 37,5

§ p<0,05 vs FNT.

5.10 TBARS

N&o houve diferencas nos grupos nas medidas de substancias oxidantes

reagentes ao acido tiobarbiturico.

Tabela 11 - Substancias oxidantes reagentes ao &cido tiobarbitdrico

TBARS

SHAM SEVO DEX FNT
Tecido Cerebral 0,23+0,03 0,24+0,08 0,22+0,07 0,22 + 0,07
Tecido Miocardico 0,42 +£0,18 0,5+0,32 0,65+0,3 0,50+ 0,12

5.11 MICROSCOPIA ELETRONICA

A fotomicrografia do tecido miocardico do animal do grupo DEX

demonstram a presenca de edema mitocondrial com areas de menor

eletrondensidade. A figura 19 sugere a preservacado parcial das cristas
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mitocondriais e rupturas das membranas mitocondriais com formacédo de

pequenas vesiculas devido as caracteristicas hidrofébicas das membranas.

Figura 19 - Micrografia eletronica de miocardio de animal do grupo DEX, 30000k,
mostrando uma area celular contendo mitocéndrias. Nota-se na regido central, uma
mitocéndria com volume relativamente aumentado e edema da matriz representado
por uma area de menor eletrondensidade (asteriscos). E possivel observar algumas
pequenas vesiculas periféricas (setas) que podem ser resultantes da ruptura da
membrana externa mitocondrial.

A figura 20 do animal do grupo FNT sugere uma obliteracdo das cristas
mitocondriais nas regides centrais da fotomicrografia, sendo o espaco
preenchido por substéncia amorfa eletrondensa. Na regido periférica da
fotomicrografia, ainda € possivel observar a presenca de resquicios das cristas
mitocondriais (setas).

Na figura 21 do animal do grupo FNT, é possivel observar a presenca de
cristas mitocondriais em padréo ziguezague caracteristico de mitocéndrias com

alta demanda energética.
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Figura 20 - Micrografia eletrdnica de miocardio de animal do grupo FNT, 30000x,
mostrando a presenca de miofibrilas (Miof) em corte transversal e de mitocéndrias.
Notar uma alteracdo do padrdo ultraestrutural tipico, com cristas mitocondriais (seta)
escassas. O volume mitocondrial esta ocupado por uma matriz amorfa e eletrondensa
(asterisco).

Figura 21 - Micrografia eletrénica de miocéardio do animal do grupo FNT,30000x. E

possivel observar uma mitocéndria com cristas em ziguezague (seta).
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6 DISCUSSAO

O presente estudo ndo encontrou diferencas na protecdo miocardica em
diferentes regimes anestésicos em um modelo animal de isquemia global por
parada cardiorrespiratoria. Durante a reanimacéo cardiopulmonar, ndo houve
diferenca entre o numero de doses de epinefrina e o tempo para RCE, contudo
ao analisar o numero de desfibrilacdes realizadas durante a reanimacdo, o
grupo FNT necessitou de um numero maior de desfibrilagcdes que o grupo DEX.
O estudo histopatolégico miocardico, pulmonar e cerebral ndo revelou
diferencas no grau de lesdo tecidual entre os grupos, assim como nao foi
evidenciado diferencas na marcacdo de apoptose celular e na expressao de
proteinas relacionadas com a apoptose no tecido miocardico. A expressao de
proteinas avaliada por Western-Blot encontrou um aumento na proteina Bax no
grupo DEX em relagdo ao grupo FNT no tecido cerebral. Ao avaliar as variaveis
hemodinamicas, o grupo DEX apresentou uma reducao da frequéncia cardiaca
e do indice cardiaco ao longo experimento, tanto para o grupo FNT quanto ao
grupo SEVO.

Este estudo é importante para a progressao no entendimento sobre os
efeitos miocardioprotetores dos anestésicos em estados de I/R. Este é o
primeiro estudo de nosso conhecimento que avalia os efeitos de protecdo
conferidos por anestésicos, tomando como referéncia os efeitos ja amplamente
estudados dos anestésicos inalatérios (44, 74-76) e parte para uma analise de
associacfes farmacoldgicas utilizadas na pratica clinica em um modelo de
parada cardiaca “in vivo”, ja que algumas drogas utilizadas no presente estudo
foram avaliadas previamente em modelos com maior distanciamento da
realidade clinica como em modelos em coragdes isolados ou que ndo estavam
vinculados a estados de I/R (32, 57, 77).

O modelo porcino de parada cardiaca realizado no presente estudo

permitiu uma reanimacgdo cardiopulmonar muito proxima das diretrizes
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preconizadas (78) e apresentou uma taxa de RCE de 100%. Apesar de uma
alta taxa de retorno a circulacdo espontanea, a lesao tecidual pelo tempo de
iIsquemia de oito minutos foi suficiente para ocasionar um aumento significativo
dos valores de troponina em todos 0s grupos em relacéo ao estado basal, além
de proporcionar uma lesdo organica importante com aumento dos valores de
lactato e reducdo do pH durante os momentos iniciais de reperfusao do
experimento compativeis com os resultados em outros estudos utilizando-se do
mesmo modelo (79).

Os valores de troponina ndo apresentaram discrepancias entre o0s
grupos estudados, todavia o grupo FNT apresentou uma tendéncia a ter
valores elevados comparado aos grupos SEVO e DEX (p=0,0556). Somando
se a isso, 0 grupo FNT necessitou de maior numero de desfibrilacbes em
relacdo ao grupo DEX e na analise de microscopia eletrbnica o grupo FNT
apresentou maior desestruturacdo das cristas mitocondriais que podem
justificar maior deplecdo das reservas energéticas e possivelmente maior lesdo
e maiores dificuldades para o RCE. Ndo encontramos outros estudos prévios
que justificassem estes achados e que correlacionem os opioides com pior
lesdo tecidual ou com maiores dificuldades para a reanimacdo. Em contraste
com o0s resultados presentes, estudos apontam para o papel de
miocardioprotecdo proferidos pelos opioides, inclusive um estudo realizado
pelo nosso grupo e que nos levou a estudar os efeitos da associacdo de
sevoflurano com fentanil no cenario de parada cardiaca. O estudo de da Luz e
colaboradores encontraram um efeito protetor do fentanil em porcos
submetidos a lesdo cardiaca causada por altas doses de catecolaminas com
reducado dos valores de troponina, reducao nos valores de caspase-3 no tecido
miocardico e menor alteracdo de estruturas intracelulares avaliados por
microscopia eletrénica (32).

A miocardioprotecao proferida pelos opioides apresentam efeitos distintos
de acordo com os receptores estudados, sendo os receptores DOR o0s mais
amplamente estudados como responsaveis por efeitos miocardioprotetores em
modelos animais (80, 81). Apesar disso, optamos por estudar os efeitos do
fentanil (opioide agonista MOR), que também apresentam resultados positivos na
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literatura e por ser um opioide amplamente utilizado em anestesias cardiacas e
como analgésico de escolha em pacientes graves sob ventilagdo mecéanica nas
unidades de terapia intensiva e que também apresenta resultados positivos na
literatura (6, 32). E importante ressaltar que o presente estudo foi realizado em
um modelo de parada cardiaca, sendo este, talvez, capaz de resultar em maior
grau de lesdo tecidual e por isso os efeitos do fentanil sejam atenuados ou
insuficientes para promover protecdo. Inclusive, os estudos que demonstram o0s
efeitos benéficos dos opioides sdo estabelecidos em outros cenarios clinicos
como na cirurgia cardiaca ou infarto do miocardio, sendo este o primeiro estudo
de nosso conhecimento a avaliar os efeitos do fentanil em um modelo de
PCR (53, 54, 82, 83).

Dentre as variaveis hemodinamicas, o grupo DEX apresentou uma
reducéo significativa nos valores de frequéncia cardiaca e do indice cardiaco
apos o RCE e durante todo o experimento em comparacado aos outros grupos e
apresentou valores mais elevados de lactato arterial e menor clearance apés o
RCE. Ao analisar os resultados, podemos creditar que o provavel motivo desta
reducéo, seja o efeito farmacoldgico do anestésico, cuja classe € alfa-2-agonista.
Esta classe apresenta como caracteristicas hemodinamicas fundamentais
bradicardia e hipotenséo (84). No presente estudo, ndo podemos implicar que a
reducdo do clearance de lactato esteja associada a pior desfecho, mas que
novos estudos devem ser realizados para averiguar se estes valores mais
elevados ap6s a RCE possam ter algum impacto clinico. Todavia, a
dexmedetomidina também pode ser responsavel por efeitos clinicos benéficos
na lesdo por I/R, pois estudos recentes demonstram caracteristicas protetoras ao
tecido miocardico em modelos experimentais. Yoshikawa et al. conduziram um
experimento em coracdes de ratos isolados portadores de hipertrofia miocardica
hipertensiva pelo método de Langendorff para avaliar os efeitos cardioprotetores
da dexmedetomidina em um modelo de I/R. Os animais expostos a DEX
apresentaram menor grau de lesdo e uma reducéo da funcdo cardiaca, ambos
revertidos pelo uso de antagonistas a-2-adrenérgico, indicando um efeito local

cardiaco e sem efeito modulador do sistema nervoso autondmico (85).
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No presente estudo, a administracdo de dexmedetomidina associada a
sevoflurano ndo apresentou uma protecao adicional significativa comparado ao
uso de sevoflurano isolado. Isso pode ter ocorrido devido a um efeito teto de
miocardioprotecdo ou o efeito dessas duas drogas possam estar vinculados ao
mesmo mecanismo responsavel pela protecdo. Riquelme et al. descreveu o
envolvimento da via de producdo endotelial de 6xido nitrico (eNOS/NO) no
mecanismo de protecdo da dexmedetomidina, fato também confirmado por
Bunte e colaboradores (86, 87). Essa via de producdo também esta presente
no pré-condicionamento isquémico via anestésicos inalatorios (42). Além disso,
essas duas drogas apresentam efeitos na resposta inflamatéria, com reducéo
da ativacdo das células NF-kB e expressdo de citocinas inflamatérias como
TNF-a e interleucina-1 (42, 87, 88). A falta de sinergismo no efeito protetor
miocardico também pode ser explicada pela gravidade da lesdo causada pela
PC no modelo estudado. Até o presente momento, desconhecemos algum
estudo que tenha avaliado os efeitos da dexmedetomidina em um modelo de
parada cardiaca, que apresenta além da lesdo de I/R, os efeitos mediados pelo
uso de catecolaminas na reanimacéao e da desfibrilacao.

N&o houve diferencas na presenca de marcadores apoptose nos grupos
estudados no tecido miocéardico, tanto nas técnicas de imuno-histoquimica
(TUNEL) quanto na expressao de proteinas Bax e Bcl-x. Esse resultado pode
indicar que a técnica anestésica nao foi capaz de influenciar a taxa de
apoptose celular apds a reperfusdo entre os grupos estudados, verificados por
métodos diferentes. O tempo do experimento de seis horas talvez seja o fator
limitante para diferenciar a taxa de apoptose de celular e a expressdo de
proteinas reguladoras. No tecido cerebral, o grupo DEX apresentou uma
elevacdo nos valores da proteina Bax em relacdo ao grupo FNT. De acordo
com Liu et al., uma gama de estudos indica efeito neuroprotetor proveniente do
uso de DEX, todavia doses elevadas podem levar a um aumento da taxa de
neuroapoptose, necessitando de mais estudos avaliando os efeitos
neuroprotetores da dexmedetomidina (89).

A decisdo de avaliarmos o efeito pré-condicionante das drogas em um
modelo de parada cardiaca deve-se a ampla utilizacdo desses farmacos em
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cirurgias cardiacas. A anestesia inalatoria com sevoflurano é bastante difundida,
devido a varios estudos experimentais na prevencdo de lesdes por I/R e em
estudos em cirurgia cardiaca (90-92). A utilizacao de sevoflurano em modelos de
PC ja comecou a ser validada em alguns estudos com resultados interessantes
como o estudo de Meybohm et al (46) ja citado previamente que demonstrou
superioridade do sevoflurano frente ao propofol como cardioprotetor.

A dexmedetomidina vem ganhando espaco com varios estudos
demonstrando um papel importante na protecdo tecidual em diferentes
0rgaos(85, 93, 94). Peng et al. realizaram uma revisao sistematica sobre o uso
desta droga em cirurgias cardiacas. Neste estudo, os beneficios demonstrados
foram reducédo de ventilagdo mecanica, fibrilacdo atrial, tempo de internacgédo e
na incidéncia de parada cardiaca (84). A associacdo de dexmedetomidina e
sevoflurano com o intuito de otimizar a protecdo miocardica foi descrita por
Zhou et al. que em pacientes submetidos a cirurgia cardiaca para troca valvar
idealizou um protocolo de pré-condicionamento com o uso de sevoflurano e
dexmedetomidina antes do inicio da circulacdo extracorpérea. Os resultados
foram uma reducdo nos valores de troponina apds 24 horas e de TNFa nas
primeiras seis horas e um aumento das interleucinas 6 e 8 nos pacientes que
receberam a associagédo de dexmedetomidina e sevoflurano (95).

Os resultados negativos do presente estudo levantam um questionamento
interessante quanto a dificuldade de reproduzir achados cardioprotetores, outrora
encontrados em modelos experimentais in vitro ou de menor complexidade, em
modelos de maior semelhanca a situacao clinica estudada, ou mesmo em estudos
clinicos que validem os achados encontrados nos estudos experimentais.
Davidson et al. em um editorial recente faz um alerta sobre a complexidade
fisiopatolégica da leséo por I/R e a falta de estudos que avaliem o papel de outros
fatores além dos cardiomidcitos, como o papel das células inflamatérias e do
endotélio miocéardico (96).

O nosso estudo avaliou como desfecho primario a lesdo direta dos
cardiomidcitos via liberacdo direta de troponina e isso pode ter afastado a
capacidade do presente estudo em detectar o papel cardioprotetor das drogas
avaliadas em outros componentes do tecido cardiaco. Em 2018, Kobayashi et
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al. identificou a capacidade protetora da dexmedetomidina em preservar o
endotélio e o glicocalix em um modelo de resposta inflamatéria ocasionada
pela exposicdo a altas temperaturas, corroborando com a necessidade de
estudar novos desfechos para estas drogas para aprofundar o conhecimento
em protecédo tecidual (97).

Este estudo tem como principais limitacdbes a nao realizacdo dos
experimentos com fentanil e dexmedetomidina isoladamente. Isto seria inviavel
tecnicamente, devido as propriedades de sedacédo leve destas drogas. A
limitacdo do tempo de duracdo do experimento € um importante fator a ser
considerado. O tempo de duracdo de seis horas possivelmente tenha sido
insuficiente para analisar as curvas dos marcadores de lesdo miocardica,
presenca de lesfes histoldgica e de apoptose que porventura necessitem de
maior tempo de evolucdo para serem detectadas, contudo por questbes
logisticas de funcionamento do laboratdrio de investigacdo meédica e falta de
recursos humanos para a continuacdo do experimento no periodo noturno,
optamos por manter o tempo de seis horas de reperfusdo, haja vista que o
estudo realizado pelo mesmo grupo foi capaz de identificar diferencas com um
periodo de tempo similar e baseamos o resultado do presente estudo na
elevacgao dos valores de troponina.

Uma limitagcdo importante reside no fato de ser um modelo desenvolvido
em animais saudaveis, 0 mesmo nao ocorre rotineiramente na pratica clinica,
todavia a proposta seria avaliar os efeitos em animais saudaveis e futuramente
estudar os efeitos em outros modelos fisiopatoldgicos. Optamos por nao
fazermos um grupo com propofol, devido a outros estudos terem demonstrado
a superioridade dos anestésicos inalatérios na protecdo da I/R e evitar um

namero maior de animais submetidos a este protocolo por questdes éticas.
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7 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo demonstram que em um modelo de
parada cardiaca a associacdo de sevoflurano com dexmedetomidina ou
fentanil ndo resultou em maior cardioprotecdo quando comparado ao
sevoflurano isoladamente. Essas associa¢cdes anestésicas ndo conferiram
diferencas nas taxas de apoptose celular no tecido miocardico, tdo pouco na

expressao de proteinas reguladoras de apoptose.
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