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RESUMO

Vérios trabalhos sugerem que o propofol e o etomidato, anestésicos
intravenosos, sdo capazes de reduzir a injuria neuronal decorrente da isquemia cerebral.
Porém, resultados dessa neuroprotecdo em modelos de isquemia cerebral, tanto in vitro
quanto in vivo, tém sido conflitantes. Além disso, 0s mecanismos envolvidos na
neuroprotecdo do propofol e do etomidato ainda ndo foram esclarecidos. Esse estudo
teve como objetivo investigar o efeito neuroprotetor do propofol e do etomidato em um
modelo de isquemia cerebral in vitro e os provaveis mecanismos envolvidos. Metodos:
Para avaliar o efeito neuroprotetor, foi utilizado o modelo de fatias de hipocampo
submetidas a deprivacdo de glicose e oxigénio durante 20 minutos. Para investigar os
possiveis locais de acdo desse anestésico na neuroprotecdo avaliamos a liberacdo de
glutamato, vias envolvendo célcio e sodio e o estresse oxidativo. Resultados: Em todas
as concentracOes avaliadas do propofol (1-300 uM) e do etomidato (1-100 uM) foram
capazes de reduzir a morte neuronal na regido CA1 do hipocampo. O propofol e o
etomidato foram capazes de reduzir a liberacdo de glutamato apds o insulto isquémico.
E sse efeito parece ser dependente da reducdo pelo propofol do influxo de Na* pelos
canais de Na* dependentes de voltagem sensiveis a tetrodotoxina e do influxo de Ca?*
do meio extracelular, pelos canais -P/Q e —N. Ja o etomidato reduz o influxo de Ca?* do
meio extracelular, pelos canais -P/Q e —N, atuando em maior extenséo sobre os canais —
N do que em —P/Q, mas néo atua sobre os canais de Na* dependentes de voltagem. No
ensaio para quantificar as ERO, tanto o propofol, quanto o etomidato na concentracdo
de 10 uM reduziram a quantidade de ERO em relacdo ao grupo isquemia. Na avaliacdo
da peroxidacdo lipidica, o propofol e o etomidato conseguiram reduzir o contetdo de
MDA ao nivel observado no grupo controle. Ao avaliar a acdo desses anestésicos sobre
o sistema de defesa antioxidante observou-se o seguinte resultado: o propofol e o
etomidato foram capazes de aumentar a atividade das enzimas do sistema glutationa,
como a glutationa peroxidase e redutase, além de aumentar o nivel de glutationa
reduzida disponivel. Somente o propofol foi capaz de modular positivamente a atividade
da glutationa S-transferase. Somente o etomidato foi capaz de aumentar a atividade da
superéxido dismutase da catalase, efeito ndo observado com o grupo tratado com
propofol. Além disso, foi verificada a atividade antioxidante per si da molécula de
propofol. Conclusédo: Os anestésicos intravenoso propofol e etomidato possuem efeito

neuroprotetor em um modelo de fatias de hipocampo submetidas a privacao de oxigénio
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e baixa de glicose, e este efeito neuroprotetor pode estar relacionado a reducdo da
liberacdo de glutamato e atenuacdo da lesdo por estresse oxidativo. A reducdo da
liberacdo de glutamato pelo propofol parece ocorrer devido a reducdo do influxo de
sodio dependentes de voltagem sensiveis a tetrodotoxina e calcio do subtipo —P/Q e —N
do meio extracelular. J& reducdo da liberagdo de glutamato pelo etomidato parece
ocorrer somente devido a redugdo do influxo célcio do subtipo —-P/Q e -N do meio
extracelular. A atenuacao da lesdo por estresse oxidativo esta diretamente relacionada a
capacidade destes anestésicos reduzirem a quantidade de espécies reativas de oxigénio e
a peroxidacgdo lipidica apds o insulto isquémico. Este fato se explica pela modulagdo
positiva na atividade das enzimas do sistema antioxidante e pela atividade antioxidante

per si do propofol.
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ABSTRACT

Several studies shows that propofol and etomidate, intravenous anesthetic,
reduces neuronal injury due to brain ischemia. However, the results of such
neuroprotection in ischemic models have been conflicting, both in vitro and in vivo
studies. In addition, the mechanisms involved in propofol and etomidato
neuroprotection have not been clarified. The aim of the present study was to investigate
the neuroprotector effect of propofol and etomidate in a model of brain ischemia in
vitro, as well as probable mechanisms involved. Methods: To investigate the
neuroprotector effect of propofol and etomidate, we used the model hippocampus slices
submitted to glucose and oxigen deprivation for 20 minutes. To investigate the possible
sites of action of anesthetic neuroprotection, we evaluate the release of glutamate
pathways involving calcium and sodium and oxidative stress. Results: In all the
concentrations of propofol (1-300 uM) and etomidate (1-100 pM) evaluated were
efficient in reducing neuronal death in the CAL region of the hippocampus. Propofol
and etomidate were able to reduce glutamate release after ischemic insult. This effect
appears to be dependent on the reduction of propofol by the influx of Na* by the Na*
channels voltage dependent tetrodotoxin-sensitive and the reduction on Ca?* influx by
the P/Q and N subtypes channels, from the extracellular environment. However
etomidate reduces only Ca?* influx by the P/Q and N subtypes channels, from the
extracellular environment, acting on a greater extent than N channel P/Q. Etomidate has
no effect on Na* channels voltage dependent . In assay for quantifying ROS both,
propofol and etomidato, in the concentration of 10 uM reduced ROS amount in relation
to ischemia group. Lipid peroxidation assessment, propofol and etomidato, managed to
reduce the MDA content to the level observed in the control group. In assessing the
action of these anesthetics on the antioxidant defense system observed the following
result: propofol and etomidate were able to increase the activity of the glutathione
system enzymes, such as glutathione peroxidase and reductase, and increase the level of
glutathione reduced available. Only propofol was able to positively modulate the
activity of glutathione S-transferase. While only etomidate was able to increase the
activity of superoxide dismutase and catalase, an effect not observed in the group
treated with propofol. In addition, the antioxidant activity was observed per molecule of
propofol itself. Conclusion: The intravenous anesthetic, propofol and etomidato, have

neuroprotective effect in a model of hippocampal slices subjected to oxygen deprivation
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and low glucose, and this neuroprotective effect may be related to reduced glutamate
release and attenuation of oxidative stress injury. The reduction in glutamate release in
propofol group treated appears to occur due to the reduced influx of sodium by
sodiumdependent voltage sensitive to tetrodotoxina channels and calcium P/Q and N
subtype channels, from the extracellular medium. Already reduced glutamate release by
etomidate seems to occur only due to reduced calcium influx of P/Q and N subtype
channels, from the extracellular medium. The attenuation of oxidative stress injury is
directly related to the ability of these anesthetics reduce the amount of reactive oxygen
species and lipid peroxidation after the ischemic insult. This fact is explained by the
positive modulation of the activity of the enzymes of the antioxidant system and the

antioxidant activity of propofol itself.
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1. INTRODUCAO



1.1 Isquemia Cerebral

O Acidente Vascular Encefalico (AVE) € uma definicdo clinica usada para
descrever sintomas de desordens neuroldgicas agudas causadas por distarbios do fluxo
sanguineo cerebral. E caracterizado pela rapida progressdo dos sinais e sintomas de
perda de funcio cerebral (Feuerstein and Wang 2000). E considerada pela Organizacio
Mundial de Saude (OMS) a segunda causa de morte e morbidade entre adultos no
mundo. Nos paises do hemisfério norte, a isquemia cerebral € responsavel por cerca de
10-12% das mortes, sendo que 12% dessas ocorrem em pessoas com menos de 65 anos
(Murrays e cols 1997, Donnan e cols 2008). Em 2002, o AVE foi considerado a sexta
causa mais comum de incapacidade (Donnan e cols 2008).

As estastiticas brasileiras seguem os dados mundiais. Segundo a OMS, a taxa de
mortalidade das doencas cerebrovasculares no Brasil, no ano de 2004, foi de 49,35 por
100.000 habitantes, ficando atras apenas das doencas cardiovasculares e das neoplasias
malignas.

Os fatores de risco associados a um AVE sdo classificados em fixos, como a
idade e sexo, e fatores modificAveis como tabagismo, sedentarismo, obesidade e
comorbidades, tais como hipertensdo e diabetes. A incidéncia de isquemia cerebral em
homens é maior do que em mulheres na faixa etaria mais jovem, em faixas etarias mais
avancadas essa proporcdo se iguala (American Heart Association). E interessante
destacar que a frequéncia de eventos cerebrovasculares em mulheres aumenta
acentuadamente apds a menopausa (McCullough e cols, 2003).

Dentre as pessoas que sdo acometidas por algum tipo de evento isquémico, 20%
morrem na primeira semana e, 33% morrem no primeiro ano. Além da alta taxa de
mortalidade, cerca de 2/3 dos pacientes que sobrevivem permanecem com sequelas
fisicas e neuroldgicas (Pulsinelli 1995, Ricci e cols 1991).

O AVE pode ter origem isquémica ou hemorragica, com maior propor¢do de
eventos isquémicos — 80% (Donnan e cols 2008). A isquemia cerebral é decorrente de
uma reducgdo transitéria ou permanente do fluxo sanguineo cerebral em uma
determinada regido do cérebro (isquemia focal) ou, em todo o cérebro (isquemia
global). A isquemia focal é causada, geralmente, pela oclusdo de uma determinada

artéria cerebral por um émbolo ou trombo. Por outro lado, a isquemia global esta



relacionada com uma hipotensdo prolongada, choque e parada cardiocirculatoria.
Enquanto que o AVE hemorrégico ocorre devido ao rompimento de uma artéria
causando extravasamento de sangue dentro ou ao redor do tecido encefalico (Wise e
cols 2005).

A gravidade da lesdo cerebral durante a isquemia depende de Vvérios fatores
como: tempo de duracdo, localizacdo da ocluséo vascular, presenca de circulagéo
colateral e medidas de protecdo do cérebro isquémico (Gert, 1997). O tecido cerebral
possui alto consumo de glicose e oxigénio e depende, exclusivamente, da fosforilacao
oxidativa para a producdo de energia, ndo possuindo nenhuma reserva energética. A
interrupcdo ou reducdo do fluxo sanguineo cerebral restringe a chegada de nutrientes,
principalmente glicose e oxigénio, prejudicando o fornecimento de energia necessario a
manutencdo do gradiente iGnico das células do tecido cerebral (Martin e cols 1994).
Com a deplecdo energética, o potencial de membrana é modificado ocorrendo a
despolarizacéo dos neurdnios e da glia.

A escassez de geracdo de ATP interrompe a atividade de varios mecanismos
celulares vitais, incluindo principalmente as bombas idnicas presentes na membrana que
dependem de energia para a sua funcionalidade. Devido a isso, h& um aumento da
concentragdo de ions, principalmente do Ca?" e Na* intracelular e de K* extracelular
assim como, o aumento liberacdo de neurotransmissores na fenda sinaptica,
especialmente o glutamato (Gert 1997). Ao mesmo tempo, processos dependentes de
energia e gradiente eletrogénico, como a recaptacdo de glutamato pelos astrocitos e
neurodnios, sdo impedidos, contribuindo para o aumento da concentracdo de glutamato
na fenda sindptica. O excesso de glutamato presente na fenda sindptica promove a
ativacdo de receptores inotropicos, NMDA e AMPA, e metabotrdpicos (via fosfolipase
C e sinalizagdo IP3), contribuindo para a sobrecarga de Ca?* na célula (Dirnagl e cols,
1999).

Apbs o insulto isquémico, ocorre o retorno do fluxo sanguineo, periodo
denominado como reperfusdo. A reperfusdo de um tecido isquémico restaura o aporte
de oxigénio e glicose. Neste momento, a fosforilagdo oxidativa é restabelecida, o que
contribui para a normalizacdo dos processos energéticos fisiologicos celulares.
Entretanto, a reperfusdo tecidual desencadeia reacGes bioquimicas que aceleram o
processo de glicélise, aumentando a acidose latica e a producdo de radicais livres
toxicos, gerando estresse oxidativo e, consequentemente, formando a “lesdo de

reperfusdao” (Hallenbeck e cols 1990). Ja estdo bem estabelecidos que as espécies



reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) sdo importantes mediadores na injdria
cerebral apos o insulto isquémico (revisado por Brouns e cols, 2009).

Os mecanismos descritos anteriormente ndo ocorrem somente na regido
isquémica, mas também em areas ao redor do trauma inicial que sdo atingidas com
produtos toxicos produzidos pelo evento isquémico inicial. Isso leva a formagéo de uma
regido denominada “penumbra isquémica”. O fenomeno de morte celular programada
(apoptose) desenvolve papel critico na penumbra. Atualmente, a redugdo ou prevencao
da morte celular na penumbra isquémica ¢é um dos principais alvos de estudos de

intervencdo farmacoldgica (Gert 1997).

1.2 Cascata Isquémica

A cascata isquémica é definida como uma série de processos neuroquimicos que
ocorrem apds a isquemia cerebral. Esse evento dura, em geral, algumas horas, mas pode
se estender por varios dias apdés o insulto isquémico e a restauracdo da circulacédo
sanguinea (Zivin e cols, 1998).

A morte das células por isquemia resulta de mudancas decorrentes da inibic¢do da
fosforilagdo oxidativa e o aparecimento de uma serie de reacdes intracelulares (Figura
1). Essas mudancas incluem queda do pH e da producdo de ATP, producdo de radicais
livres pela mitocondria, aumento da concentracdo intracelular de Na* e, despolarizacéo
da membrana como resultado da faléncia das bombas de Na'/K* ATPase, Ca?*/H*
ATPase e reversdo do transportador de Ca?*-Na* (Lipton 1999).

Devido & deplecdo bioenergética, os canais de Ca?* dependentes de voltagem
tornam-se ativados e neurotransmissores, especialmente o glutamato, sdo liberados no
espaco extracelular. Ao mesmo tempo, a recaptacao pré-sinaptica e pelas células da glia
desses neurotransmissores, outro processo dependente de energia, € afetada levando ao
acumulo no espaco extracelular. O glutamato presente no espaco extracelular ira ativar
os receptores ionotropicos (NMDA, AMPA/cainato) e 0s receptores metabotrdpicos
contribuindo para o aumento intracelular de Ca?*, Na* e CI" (Nhels e cols 1989). O
influxo desses ions promove a entrada de agua, através do gradiente osmotico,
causando edema citotoxico e lise celular (Lipton 1999). O edema subsequente pode
afetar a perfusdo de regides que circundam a regido isquémica em decorréncia do
aumento da pressdo intracraniana, compressao vascular e hérnia cerebral (Dirnagl e cols
1999).



O aumento da concentracdo intracelular do Ca®* ([Ca®']i) est4 relacionado a
varios eventos citoplasmaticos e nucleares que impactam no desenvolvimento do dano
tecidual (Figura 1), como por exemplo: ativacdo de enzimas proteoliticas que degradam
as proteinas do cito esqueleto (Chen e cols 1997, Furukawa e cols 1997), ativacao de
fosfolipase C e sinalizacdo Ins(1,4,5)Ps, ativacdo de fosfolipase Ao, ciclooxigenase e
Oxido nitrico sintetase, enzimas geradoras de radicais livres que levam a peroxidagdo
lipidica e dano da membrana (Dirnagl e cols 1999). E bom ressaltar que os radicais
livres do oxigénio sdo importantes moléculas sinalizadoras envolvidas no processo de
apoptose e inflamacao.

O aumento da [Ca?*]; também ¢ capaz de afetar o funcionamento da mitocondria,
levando ao rompimento da membrana interna e a oxidacdo de proteinas que medeiam o
transporte de elétrons, a extrusdo de H* e a producdo de ATP. Esse rompimento da
membrana da mitocondria leva a liberacdo de varios fatores apoptoticos no citoplasma
disparando esse processo na célula. E importante compreender que todos os receptores
de neurotransmissores estardo ativados durante o insulto isquémico pelos seus
respectivos ligantes. Esse processo € potencializado pela abertura sustentada e
concomitante de canais de Ca®* (Lipton 1999). O aumento da [Ca?*]; inibe, por sua vez,
0 metabolismo oxidativo, criando assim um ciclo vicioso (Verkhratsky e cols 1996, De
Flora e cols 1998).

Portanto, a cascata isquémica pode ser considerada um fenbmeno heterogéneo,
que pode ser resumida como uma faléncia do metabolismo energético das células,
seguido de excitoxicidade, estresse oxidativo, disfuncdo da barreira hematoencefalica,
injaria microvascular, ativacdo hemostatica, inflamacdo pds-isquémica e, finalmente,

morte celular de neurénios, glia e células endoteliais (Brouns e cols, 2009).



Retirado de Durukan e cols, 2007. Reproducéo nao autorizada.

Figura 1: Diagrama com 0s principais eventos que ocorrem apo6s a oclusédo de um
vaso cerebral e subsequente reperfusdo. Essa figura ndo compreende todos 0s

eventos.




1.3 Neurotransmissdo glutamatérgica

O glutamato é considerado o principal neurotransmissor excitatorio do SNC de
mamiferos e, provavelmente, esta envolvido na maioria das fun¢Ges normais do cérebro
como cognicdo, memoria, aprendizado (Danbolt, 2001), atividade motora, plasticidade,
percepcao da dor e atividade sinaptica (Dingledine e cols, 1999). O glutamato também
desempenha um papel importante no desenvolvimento do SNC, incluindo inducédo e
eliminacdo de sinapses, migracdo, diferenciacdo e morte celular (Mcdonald, 1990,
Komuro, 1993, Danbolt, 2001).

A maioria dos neurdnios e células gliais possuem receptores de glutamato em
suas membranas plasmaticas (Ho sli e cols, 1993; Shelton e cols, 1999; Bergles e cols.,
2000). Além disso, o glutamato possui papel de sinalizacdo em tecido e 0Orgaos
periféricos, bem como células enddcrinas (Danbolt, 2001).

Em condigdes fisioldgicas, a concentracdo extracelular de glutamato é mantida
em niveis baixos, micromolar, apesar da concentracdo no cérebro esta em torno de 10 a
15 milimolar/kg de tecido. As maiores quantidades de glutamato sdo encontradas nos
terminais nervosos (Ottersen e cols., 1996).

A sintese desse neurotransmissor ocorre por dois processos. No primeiro, 0
glutamato é formado a partir da glicose via ciclo de Krebs e da transaminagdo do a-
cetoglutarato (Danbolt, 2001). O segundo processo ocorre nos astrocitos, onde o
glutamato é recaptado do fluido extracelular por meio de transportadores e é convertido
em glutamina pela acdo da enzima glutamina sintetase. A glutamina é liberada, por
transportador, no fluido extracelular e captada, através outros transportadores
especificos, pelo terminal nervoso, onde convertida localmente pela glutaminase em
glutamato (revisado por Conti e Weinber, 1999). O glutamato presente no citosol do
terminal nervoso é transportado para vesiculas sinapticas, de onde é liberado apés um
estimulo de despolarizacdo, promovido pela entrada de ions calcio. O glutamato,
presente no citoplasma, pode ser liberado através de proteinas presentes na membrana
plasmética. Esse € um processo de liberacdo ndo vesicular que ocorre em pequena
extensdo e € independente dos jons Ca?* (Nicholls, 1987; Danbolt, 2001). O trafego
glutamato e glutamina entre neur6nios e astrocitos parece ser a maior rota de reciclagem
de glutamato no SNC (Danbolt, 2001).

Apbs ser liberado na fenda sinaptica o glutamato interage com seus receptores

nas membranas pre e pos-sinapticas. O término da ac¢do do glutamato na fenda sinaptica
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ocorre pela recaptagdo deste por transportadores de alta afinidade especificos
(transportadores de amino&cido excitatério — EAAT) que estdo presentes em neurdnios
e astrocitos. Em mamiferos ja foram caracterizados 5 isoformas de EAAT, sendo que o
EAAT1 e EAAT2 sdo responsaveis pela maior parte do processo de recaptacdo do
glutamato (Danbolt, 2001). O processo de recaptacdo pelos EAAT é dirigido pelo
gradiente eletroquimicos presente na membrana. E bem aceito que o transporte no
EAAT envolve dois ciclos sequenciais: i) simporte de um glutamato com trés de sodio e
um préton do meio exterior para o interior da célula, e ii) contra transporte de um ion
potassio reorientando o transportador “vazio” para a sua conformagdo inicial (Levy et
al, 1998;. Zerangue e Kavanaugh, 1996). Isto gera uma estequiometria de influxo
liquido de duas cargas positivas para cada ciclo de transporte, permitindo a geracédo de
um gradiente até 10° vezes de influxo de glutamato através da membrana celular
(Zerangue e Kavanaugh, 1996). Além disso, os EAATs possuem uma condutancia
anibnica ativada pelo glutamato que resulta no influxo de cloreto, sob condigdes
fisioldgicas. Esse processo funciona como um sensor de realimentacdo para amortecer a
excitabilidade celular e prevenir a libertacdo de glutamato adicional (Fairman et al.,
1995; Picaud et al., 1995; Veruki et al., 2006; Wadiche et al., 1995).

O glutamato medeia a sua transmissdo excitatéria através de sua ligacdo a
receptores ionotrépicos e metabotropicos presentes na superficie celular (Nakanishi,
1994; Hollman, 1994).

Os receptores ionotrdpicos glutamatérgicos sdo uma familia de canais idnicos
caracterizados de acordo com 0 seu agonista mais seletivo: N-metil-D-aspartato
(NMDA), alfa-amino-3-hidroxi-metilisoxazolepropionato (AMPA) e cainato (KA). Ja
0s receptores metabotrdpicos estdo acoplados a proteina G, através da quais promovem
a modulacdo de efeitos intracelulares (segundos mensageiros), ativando ou inibindo
diversos eventos de transdugéo do sinal celular (Obrenovitch, 1997).

Os receptores NMDA sdo complexos multiméricos, geralmente tetraméricos,
formados pelas subunidades NR1 associadas a uma ou mais subunidades NR2 e , em
alguns casos, associados a subunidade NR3 (Chatterton e cols, 2002; McBain e cols,
1994) — Figura 2A. A subunidade NR2 possui quatro isoformas: NR2A-D, possuindo
distribuices distintas pelo SNC (lkeda e cols, 1992; Kutsuwada e cols, 1992; Monyer e
cols, 1992), enquanto que a subunidade NR1 possui 8 variantes de splicing (Lau e cols,
2010). A unido de 2 subunidades NR1 formam o poro do canal que exibe as

propriedades classicas desse receptor como: ativacao pelo glutamato mediada pela co-
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ativacdo da glicina, blogueio do poro pelo ion magnésio, interagdes com poliamidas e
sensibilidade ao pH (Lau e cols, 2010). A subunidade NR2 possui um papel de regular e
refinar a fungdo do NMDAR, modulando as caracteristicas da subunidade NR1 (Lau e
cols, 2010) — Figura 2B. Os NMDARr sdo altamente permeéveis ao ions Ca?*, sendo
particulamente eficaz na promogéo da entrada Ca?*, mas também permitem a passagem
de fons Na*. Sdo responsaveis pela transmissdo excitatoria lenta, estando diretamente
envolvidos no processo de plasticidade sinaptica (Ozawa e cols, 1997).

Os receptores AMPA (AMPAR) séo formados a partir da combinacdo de 4
subunidades (GIuR1-4) e requerem somente glutamato para a sua ativacdo. Ja 0s
receptores cainato (KARr) sdo formados pela combinacdo das subunidades GIuR5-7 e
KA1-2 (Lau e cols, 2010) e também necessitam somente do glutamato para a sua
ativacdo. Ambos receptores sdo permeaveis mas ions Na* e K*, mas alguns AMPARr
permitem a entrada de Ca®* (aqueles que ndo possuam a subunidade GIuR2) (Burnashev
e cols, 1995). Fisiologicamente, os AMPAR sdo responsaveis pela transmissao
excitatoria rapida requerida para a remocdo do ion magnésio presente no poro do
NMDAR (Lau e cols, 2010). Os KARr possuem um papel modulatorio na transmissao
sinaptica, regulando a liberacdo de glutamato (Lerma, 2003). Embora a localizagdo dos
AMPAR tenha predominancia na membrana pds-sinéptica, os KAr apresentam uma
ampla distribuicdo pelas membranas pré (Chittajallu e cols, 1996) e pos-sinapticas
(Castilho e cols, 1997).

Os receptores metabotropicos sdo proteinas com 7 dominios transmembranares
acoplados a proteina G. Os oito subtipos séo classificados em trés grupos de acordo com
as vias de sinal de transducdo e perfis farmacoldgicos (Byrnes e cols, 2009) —Figura 3.
O grupo | (mGIuR1 e mGIuRb5) estdo localizados na membrana pos-sinaptica e atuam
ativando a fosfolipase C, levando a um aumento da liberacdo de célcio intracelular,
(Karim e cols, 2001). Embora sejam poucos estudados 0s mGIuR1 e mGIuR5 também
podem ser encontrados na microglia, astrdcitos e oligodendrécitos. Fisiologicamente, 0s
mGIuR do grupo | atuam potencializando a sinalizacdo glutamatérgica, ou seja,
aumentam a excitabilidade neuronal (Zhong e cols, 2000). Os grupos Il (MGIuR2 e
mGIuR3) e 1l (mGIuR4 a mGIuR8) s&o preferencialmente pré-sindpticos e estéo
ligados a adenilato ciclase inibitoria, diminuindo assim o AMPc. A ativagido desses
receptores resulta na inibicdo da liberagdo de glutamato através da inibigdo da entrada
de Ca?* através CCSV, reduzindo a sinalizacdo glutamatérgica (Byrnes e cols, 2009).

Similarmente ao grupo I, os mGIuR do grupo Il e Il tem sido encontrados em astrocitos
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e na micréglia (Byrnes e cols, 2009).
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Adaptado de Szydlowska, 2010 (2B) e Low and Wee, 2010

Figura 2: Diagrama esquematico mostrando diferencas relativas entre um receptor
NMDA. A) NMDAR convencional NR1/NR2 (esquerda), um NMDAR heterotrimérico
NR1/NR2/NR3 (centro) e NMDARr heterodimérico NR1/NR3 ativado pela glicina
(direita). Trés diferencas mais importantes sdo: 1. Sensibilidade relativa ao Mg?*, 2.
Necessidade de ligagcdo com glutamato e glicina e 3. Permeabilidade relativa ao Ca®" .
B) Estrutura tridimensional de um NMDAR.
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Figura 3: Desenho esquematico da sinalizacdo neuronal dos receptores metabotrépicos
de glutamato. DAG: diacilglicerol, InsP3: 1,4,5-trifosfato de inositol, PKC: proteina
quinase C, PLC: fosfolipase C.

1.4 Excitotoxicidade glutamatérgica

Excitotoxicidade € definida como a morte neuronal decorrente da presenca de
altas concentracGes de glutamato no meio extracelular ou de compostos com acgédo
agonista sobre o0s receptores de glutamato (Olney, 1969). A excitotocixidade
glutamatérgica esta envolvida em varias patologias como na isquemia cerebral,
traumatismo craniano, doencas de Alzheimer, Huntington, Parkinson e epilepsia
(Meldrum, 2000). Além de causar toxicidade para neurbnios, o excesso de glutamato
também estd envolvido com a morte de celulas gliais, como astrocitos e
oligodendraocitos (Danbolt, 2001).

O processo de exitotoxicidade induzido pelo glutamato possui uma interagdo
sinérgica com o estresse oxidativo e o dano mitocondrial (Novelli e cols, 1988). Embora

todos 0s receptores ionotropicos e alguns metabotropicos estejam envolvidos no
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processo de excitotoxicidade, 0 NMDAR parece desenvolver o papel central.

O principal elemento da excitotoxicidade glutamatérgica é a concentracdo
patoldgica de Ca?*, consequente, principalmente, da superativacio de NMDAR e vias
intracelulares ligadas a esses receptores que levam a mais alteracdes da homeostase dos
fons Ca2* (revisado por Zadori e cols, 2012). Ja foi demonstrado que os NMDAR estdo
ligados a nNOS pela proteina de ancoragem PSD-95, com isso o influxo excessivo de
Ca?" através desses receptores pode evocar a sintese de NO em quantidades toxicas
(Sattler e cols, 1999), causando dano celular tanto pela ativacdo de vias dependentes de
calcio, como vias ligadas ao NO . A PSD-95 liga-se a subunidade NR2B do NMDAR, 0
que possivelmente explica o fato que a excitotoxicidade do glutamato é principalmente
mediado pelos receptores que contém essa subunidade (Liu e cols, 2007).

Os receptores metabotrépicos de glutamato do tipo | modulam vérias vias que
estédo envolvidas como a morte celular quando estdo superativadas, como: i) a ativagédo
da fosfolipase C, levando a um aumento da liberacdo de célcio intracelular, que pode
culminar em estresse oxidativo do reticulo endoplasmatico (Paschen, 1996); ii)
potenciacdo do NMDAR, iii) liberacdo de acido aracdénico, podendo levar a formagao
de ions superdxido e consequente lipoperoxidacdo e dano ao DNA. Com isso, nao é
surpreendente que a adicdo de agonistas de mGlu I, como o DHPG, aumente a morte
neuronal induzida por NMDAR (Allen e cols, 2001) e que antagonistas desses
receptores tenham propriedades neuroprotetoras (Faden e cols, 2001).

Além da ativacio enzimatica patologica promovida pelo Ca?*, as altas
concentragcfes desse ion excedem a capacidade de sequestro dele pelas mitocondrias,
rompendo o tamponamento de fons Ca?* intracelulares promovido por essa organela; o
que leva a disfuncdo mitocondrial e, consequentemente, propagacdo da morte celular
(Ichas e cols, 1998).

Outro fator que colabora para a excitotoxicidade é a reversao dos transportadores
de glutamato durante a isquemia. Em condi¢bes fisiologicas, a terminacdo da
transmissdo sinaptica glutamatérgica ocorre pela remocdo do glutamato da fenda
sinaptica por transportadores de alta afinidade presentes nos astrécitos e neurénios
(Rothstein e cols, 1996). Em processos patoldgicos, como na isquemia, esses
transportadores passam a operar de forma reversa, devido ao distdrbio i6nico que se

estabelece nessa condicdo (Szatkowski e cols, 1990).
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1.5 Estresse Oxidativo

Os radicais livres sdo espécies moleculares que contém um ou mais elétrons de
valéncia desemparelhados, que ndo contribuem para ligacfes intramoleculares, porém
sdo altamente reativos a outras moléculas como: DNA, lipideos e proteinas; pareando
seus elétrons ao substrato, e levando a oxidacdo dessas moléculas (Droge, 2002). Os
radicais livres, incluindo as espécies reativas de nitrogénio (ERN) e espécies reativas de
oxigénio (ERO), estdo implicados na patofisiologia de varias doencas do SNC, como:
traumatismos craniano e medular, isquemia e doencas neurodegenerativas (Alzheimer,
Parkinson e Huntington) (Léwen e cols, 2000).

Na isquemia cerebral, as liberacbes de glutamato juntamente com a formacéo de
radicais livres cooperam em uma série de eventos que precedem a morte neuronal
(Bondy ecols, 1993; Cheng e cols, 1994; Dugan e cols, 1995, Sengpiel e cols, 1998). O
glutamato medeia o aumento intracelular de Ca?* que ativa varias vias de produgio de
radical livres, como: i) conversdo de xantina desidrogenase (XDH) em xantina oxidase
(X0), ii) ativacdo da oOxido nitrico sintetase, iii) ativacdo da via da fosfolipase A2
(PLA?)-ciclooxigenase (COX) (Léwen e cols, 2000) e NAPH oxidase (NOX)
(Alekseenko e cols, 2012) — Figura 4.

Além da ativacdo de enzimas pro-oxidantes citadas acima, a mitocondria € uma
das maiores fontes intracelular de geracdo de EROs (revisado por Circu e cols, 2010).
Cerca de 1-5% do Oz consumido é direcionado para a producdo de EROs,
principalmente nos niveis dos complexos | e 111 da cadeia respiratoria (Ames B. 1993) —
Figura 5.

As enzimas pro oxidantes como a XO, PLA>-COX e NADPH oxidase (NOX) e
a cadeia respiratéria mitocondrial geram o radical Oz, que pode reagir com NO,
proveniente da 6xido nitrico sintetase, formando o ion peroxinitrito, pela reagdo: NO +
Oz~ = ONOO. O ion peroxinitrito é um potente radical livre que causa nitracdo de
proteinas e disfuncdo celular (Beckman e cols, 1990). O é6xido nitrico também pode
causar distrbios de fungdo celular através da reagdo de nitrosilacdo de proteinas, que €
independente da formacdo do peroxinitrito. O processo isquémico aumenta atividade
das enzimas constitutivas NOS | (neuronal) e NOS 111 (endotelial), aléem de aumentar a
expressdo de NOS Il (enzima induzivel) através da acdo de vérias citocinas (Masters,
1994). A SOD (superoxido dismutase), enzima antioxidante enddgena, catalisa a

seguinte reacdo de detoxificacdo: O+ 2 H* =» H202, que é posteriormente convertido
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em H,O pela catalase ou glutationa peroxidase (2 H20, =» 2 HO + Oy) — (Figura 6).

Retirado de Léwen e cols, 2000. Reprodugéo nao autorizada

Figura 4: Representacdo esquematica de algumas das principais vias de geracao de
radicais livres apds injuria do SNC. XDH: xantina desidrogenase, XO: xantina

oxidase, NOS: 6xido nitrico sintetase neuronal, COX-2: ciclooxigenase 2.

Homeostasia
alizagdo de fator de crescimei

Adaptado de Baughm e cols, 2006.

Figura 5: Esquema representativo da cadeia respiratoria na mitocondria e a

geracdo de radicais livres de oxigénio.
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Cadeia respiratdria

mitocondrial SOoD Catalase
—02 :O'_—>Hzoz—> 2
NADPH Oxidase 2 GSHPx
Isquemia cerebral e
reperfusao
v

OH

Nitrosilagdo Nitracdo Peroxidacio lipidica
preoteica proteica Oxidagdo de Proteina

Oxidagao do DNA
Oxidagao do RNA

Fonte: proprio autor
Figura 6: Principais fontes e vias de geracdo de oxidantes que levam ao dano

cerebral ap6s a isquemia e reperfusdo do tecido.

O anion OH" é outro radical livre altamente reativo, envolvido com o dano
celular, produzido a partir do perdxido de hidrogénio pela reacdo de Fenton (H.O> +
Fe?* = OH + Fe** + -OH), pela reagdo de Haber-Weiss (H202 + Oz = =»OH + O +
‘OH) ou pelo ONOO" através de decomposicdo espontanea (Beckman e cols 1990;
Chan, 1996).

O H202 possui boa solubilidade a lipideos, atravessando rapidamente as
membranas lipidicas. Similarmente, o ion superdxido também é capaz de atravessar as
membranas através de canais aniénicos. Com isso, os efeitos desses oxidantes ndo ficam
restritos ao local de gerador (Kontos, 2001).

A geragdo constitutiva de baixas concentraces de oxidantes € necessaria, pois
eles agem como moléculas sinalizadoras em vérias fungdes celulares como regulacéo do

tébnus vascular, monitoramento da tensdo de oxigénio e producdo de eritropoetina
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(Chan, 2001; Droge, 2002). No entanto, a producéo excessiva de radicais livres pode
oxidar irreversivelmente macromoléculas como DNA, lipideos e proteinas, culminando
em dano tecidual.

Com a funcdo de balancear e neutralizar os radicais livres gerados pelo
organismo, as celulas possuem sistemas antioxidantes endégenos compostos por
enzimas e moléculas antioxidantes. As principais enzimas antioxidantes enddgenas séo:
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), exercendo
um importante papel na manutencédo de baixas concentragdes de oxidantes, garantindo,
assim, a homeostase REDOX (reagdes de reducdo e oxidacdo) no tecido. Além do
sistema enzimético existem as moléculas antioxidantes, que sdo um componente
essencial no processo de detoxificacdo, as principais sdo a glutationa, acido ascérbico e
vitamina E (Chan, 1996 e 2001).

A SOD ¢ uma metaloenzima que age sobre o radical O>" transformando-o em
H>O,. J& foram descritas varias isoformas desta enzima, mas as duas principais sao
encontradas no citosol na forma SOD-CuZn (possui cobre e zinco em seu sitio ativo), e
na mitocondria com a forma SODMn (com manganés em seu sitio ativo). Varios
estudos, especialmente os que descrevem a super-expressao da SOD em animais
modificados geneticamente, tém provado que esta enzima esta ativamente envolvida na
reducdo das espécies reativas com neuroprotecdo apds a isquemia cerebral (Chen e cols,
2011). A SOD trabalha em conjunto com outras enzimas, a CAT e a GPx, que
removem o H20: gerado.

A CAT esta presente na maioria dos organismos aerdbicos e tem como fun¢édo
proteger a célula dos danos oxidativos, localizando-se em maior abundancia em
peroxissomos. Esta enzima é uma proteina composta de 4 subunidades, cada uma com
um grupo hemo, o qual contém ferro. E através do grupo hemo que ocorre a atividade
catalitica da enzima, dismutando o H202 em H»O e O (Reid e cols, 1981).

A GPx, uma seleno-proteina, é a enzima mais importante na remocdo do H»0-
no cérebro. Sua atividade detoxificante contra peréxido de hidrogénio e peroxidos
orgénicos esta relacionada a funcdo antioxidante da GSH. Ela catalisa a reacdo de
acoplamento de uma molécula de H20> com 2 moléculas de GSH, promovendo a
reducdo da primeira e a oxidacdo da segunda (Halliwell e cols, 2007) — Figura 7. A
reacdo esta descrita abaixo:

H>02 + 2GSH = GSSG + 2H20
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O produto desta reagdo, a glutationa oxidada (GSSG), consiste em duas
glutationas reduzidas (GSH) ligadas por uma ponte de dissulfeto. A GSSG é reduzida a
GSH pela acdo da glutationa redutase (Halliwell e cols, 2007). A glutationa redutase é
uma flavoenzima que composta por um dimero de oxiredutase ligado por uma ponte
dissulfeto, que converte a GSSG em duas moléculas de GSH, usando o NAPH como
cofator e um FAD como grupo prostético. A GR desempenha um papel crucial na
manutencdo do ambiente reduzido da célula e no combate do estresse oxidativo
(Berkholz e cols, 2008). .Essa enzima permite a reciclagem da glutationa, fornecendo
GSH para dar continuidade ao ciclo de detoxificagdo — Figura 7.

A GST é responsavel pela conjugacdo de xenobidticos eletrofilicos a GSH,
reduzindo sua toxicidade e permitindo que o sistema de transporte elimine estes
conjugados para 0 meio extracelular, posteriormente metabolizados pela via do acido
mercapturico. S&o conhecidas diversas isoformas de GST, as quais podem possuir
outras fungdes, como transporte intracelular de proteinas e modesta atividade glutationa
peroxidase independente de selénio. Esta Gltima funcdo ocorre pela capacidade das
GSTs em conjugar GSH a peroxidos organicos, gerando GSSG e o respectivo alcool
(Halliwell e cols, 2007) - Figura 7.

Reprodugdo néo autorizada

Figura 7: Controle do estresse oxidativo das células descrevendo o sistema
glutationa. Esquema representativo de algumas das diferentes rea¢des que ocorrem nas
células para evitar o dano oxidativo gerado pelos anions superdxidos, pelo peréxido de

hidrogénio e radical hidroxil. GPx (glutationa peroxidase), GR (glutationa redutase),
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GST (Glutationa S- transferase), SOD (superdxido dismutase), GSSG (glutationa
oxidada), GSH (glutationa reduzida).

No insulto isquémico e durante o inicio da reperfusdo tecidual existem alguns
fatores que contribuem para a oxidacdo de macromoléculas, além do aumento de
radicais livres citados previamente, ocorre a inativacdo das enzimas de detoxificacéo e o
consumo das moléculas antioxidantes. Essas mudancas levam ao rompimento do
sistema de defesa antioxidante do organismo, culminando em peroxidacéo lipidica,
proteica, DNA, RNA (Chan, 2001). Portanto, o estresse oxidativo ocorre quando a
producdo de radicais livres sobrepBe a capacidade de escaneamento enddgeno do
sistema de defesa antioxidante (Brouns e cols, 2009).

O estresse oxidativo severo causa morte celular através de necrose, enquanto que
0 estresse oxidativo moderado leva a morte celular por apoptose (Evans e cols, 2004;
Liu e cols, 1996; Lennon e cols, 1991).

Os radicais livres prejudicam a fungdo mitocondrial, visto que eles oxidam
proteinas que medeiam o transporte de elétrons, a extrusdo de H* e producdo de ATP,
além de induzir o rompimento da membrana interna da mitocéndria, levando ao
extravasamento de conteldo apoptdtico que fica armazenado entre as membranas
interna e externa. Com isso, moléculas pro-apoptéticas como o citocromo ¢ sdo
liberadas para o citoplasma desencadeando o processo apoptotico (Evans e cols, 2004;
Liu e cols, 1996; Lennon e cols, 1991).

Além do dano celular cerebral, o estresse oxidativo tambem aumenta a
permeabilidade da barreira hemato-encefélica devido a ativacdo de metaloproteinases
(MMP-9) e dano endotelial celular.

1.6 Papel do Calcio na Isquemia Cerebral

O ion Ca?* governa multiplos processos celulares, como o crescimento celular,
diferenciacéo e atividade sinaptica. Para realizar todas essas funcdes celulares e manter
a homeostasia, existem varios mecanismos para manter a concentracdo desse ion em
niveis adequados, permitindo sinais temporais e espaciais de forma localizada
(Arundine e cols 2003).

Na excitoxicidade, a liberagdo excessiva de glutamato leva ao rompimento da
homeostasia do Ca?*. O glutamato ativa receptores pos- sinapticos, incluindo receptores

NMDA, AMPA e cainato. Apés essa ativacao, esses receptores permitem o influxo de
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Ca?* e Na*. O aumento excessivo de Ca?* é produzido por essa ativagio de receptores,
principalmente através do receptor NMDA e, também, pela liberacdo de estoques
internos e, portanto podem levar a perda dessa homeostasia e culminar em morte celular
(Arundine e cols 2003).

A possibilidade de que alteragdes na homeostasia dos fons Ca?* possam atuar na
morte neuronal em estados patologicos, como isquemia cerebral e epilepsia, foram
propostas ha mais de 20 anos (Siesjo 1981). Schanne e cols, em 1979, propuseram que
em condi¢Oes patoldgicas associadas a insuficiéncia energética, h& um aumento dos
niveis de calcio provenientes da ativacio dos canais de Ca?* dependentes de voltagem e
dos canais de Ca* acoplados a receptores, e também pela liberagio de Ca?* estocado em
organelas celulares. O aumento de Ca?" citosélico ativa fosfolipases, promove a
degradacdo de membranas, formacdo de radicais livres, edema celular, disturbios na
sintese de ATP mitocondrial e finalmente morte celular. Essa hipotese do Ca** foi
baseada em observacdes anteriores feitas em hepatécitos de ratos submetidos a varias
toxinas. Nesses experimentos foi possivel relacionar a morte celular ao aumento das
concentracbes de Ca®* citosdlico. A morte celular foi observada somente em células
cultivadas em meio com a concentragdo normal de Ca** (1 mM) e ndo em células
cultivadas em meio pobre em Ca?" (20 pM). Esses experimentos mostraram que o
influxo de Ca®* induzido por um agente estressante engatilha processos patolégicos
resultando em morte celular (Schanne e cols 1979).

Essa hipotese original do célcio vem sendo modificada ao longo dos anos e hoje
varios estudos vém mostrando que a morte neuronal ndo esta necessariamente ligada ao
aumento da atividade de Ca?* citoplasmatico. A hipotese do Ca?* mitocondrial sugere
que a captacdo de Ca?* para o interior da mitocondria resulta na formacgdo de espécies
oxidativas, abertura do poro de transicdo mitocondrial e liberacdo de citocromo c,
resultando assim em morte celular. Todos esses eventos podem acontecer sem que haja
um aumento da concentragéo de Ca?* citoplasmatico (Koike e cols 1989).

A hipotese do Ca?* do reticulo endoplasmatico (RE) foi proposta primeiramente
em 1996 por Paschen e colaboradores. Essa hipdtese propde que a deplecio de Ca®* dos
estoques intracelulares é o engatilhador da morte celular neuronal (Paschen e cols. 1999
e Paschen 2000). O RE é um compartimento subcelular que exibe alta atividade de Ca?*.
A deplecdo de célcio estocado no RE é considerada uma forma severa de estresse que é
potencialmente letal as células. Essa caracteristica presente no RE em relacdo a

homeostasia de Ca?* difere este compartimento do citoplasma e da mitocondria quanto
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aos niveis de Ca?". Esses dois Ultimos compartimentos mantém niveis baixos de Ca?*
em situagBes normais e aumentam consideravelmente a concentragio de Ca** em que a
célula é submetida a eventos estressantes. A homeostasia do Ca®* do RE ¢ realizada
através dos receptores de IP3 e rianodina. Além desses receptores, hd também uma
bomba idnica de Ca** (SERCA) que bombeia ions Ca®* do citoplasma para o interior do
RE (Paschen 2003).

A isquemia tem efeito direto na homeostasia do Ca?* do RE. O gradiente de Ca?*
entre o citoplasma e o RE é mantido pela SERCA, uma bomba idnica dependente de
ATP. Esse processo é bloqueado durante a isquemia, pois a quantidade de energia ndo é
suficiente para que esta bomba opere de forma adequada, promovendo assim 0 aumento
de Ca?* citoplasmatico (Paschen 2003). Além da bomba SERCA, os receptores do RE
também estdo envolvidos no processo de morte celular neuronal. Foi observado em
varios experimentos que o dantroleno, bloqueador dos receptores de rianodina, pode ser
um agente neuroprotetor em condi¢fes que envolvem isquemia e excitotoxicidade
(Frandsene cols 1992). Parece que o acoplamento entre RE e mitocondria desenvolve
papel importante na geracdo da morte celular neuronal uma vez que o acoplamento
apoptético envolvendo RE e mitocondria seja estabelecido. Células neuronais em
cultura foram tratadas com tunicamicina, um agente bloqueador da glicosilacdo das
proteinas residentes do RE, promovendo assim liberacdo de Ca?*. Esse evento foi
responsavel pela liberacdo de citocromo C da mitocdndria e consequente ativacdo de

caspase-3, culminando em apoptose (Hacki e cols 2000).

1.7 Uso de Anestésicos como Agentes Neuroprotetores

A acentuada vulnerabilidade do cérebro a interrupcdo do fluxo sanguineo tem
levado a busca de novos agentes farmacoldgicos que possam reduzir a injuria apos a
isquemia cerebral. Entre esses, os anestésicos sdo considerados candidatos l6gicos,
devido a habilidade desses agentes em reduzir a taxa metabdlica, antagonizar a
excitotoxicidade do glutamato e, aumentar a transmissdo sinaptica inibitdria.
Consequentemente, ha um consideravel interesse na identificacdo de agentes anestesicos
que possam reduzir a injdria neuronal isquémica (Kawaguchi e cols, 2005).

A neuroprotecdo de agentes anestésicos foi descrita pela primeira vez ha mais de
30 anos, quando os barbitdricos foram associados a reducdo do consumo de energia

neuronal consequente a reducdo da atividade elétrica. Por muitos anos acreditou-se que
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a neuroprotecdo dos anestésicos baseava-se principalmente pela diminuicdo da taxa
metabdlica cerebral decorrente da supressdo elétrica (Koerner e Brambrink 2006).
Atualmente, com o entendimento das varias etapas e vias envolvidas na morte celular
isquémica tém-se demonstrado que 0s anestésicos agem mais especificamente, podendo
interferir na cascata isquémica. Varios mecanismos em potencial tém sido descritos,
incluindo a inibicdo das atividades excitatorias e potencializacdo dos circuitos
inibitérios (Koerner e Brambrink 2006). Ja foram relatados que muitos anestésicos
agem como antagonistas do glutamato nos receptores NMDA e AMPA e agonistas de
GABA nos receptores GABA-A (Grasshoff e cols 2005, Asahi e cols 2006). Além
disso, estes agentes estdo associados a reducdo da liberacdo de glutamato (Winegar e
cols 2006, Westphalen e cols 2006) e ao aumento da recaptacdo de neurotransmissor na
fenda sinaptica, atenuando a morte dos neurénios por excitoxicidade. Existem outros
mecanismos que também podem estar envolvidos na neuroprotecdo pelos anestésicos,
como o bloqueio do influxo de Ca?*, ativacdo de receptores de adenosina Al (Tas e cols
2005), ativacdo de cascatas de sinalizacdo intracelular como a MAP Kinase e Akt que
podem levar a alteracBes na expressao génica, bem como a acdo antioxidante (Lee e
cols 2005). Portanto, parece que os efeitos especificos dos anestésicos na cascata
isquémica excedem os beneficios obtidos pela simples supressdo da atividade
metabolica cerebral (Koerner e cols 2006).

O grau de neuroprotecdo obtido pelos anestésicos assim como a duracdo do
efeito ainda ndo esta claro. Muitos estudos experimentais tém falhado em mostrar uma
protecdo de longa duracdo pelos anestésicos, a despeito da importante protecdo no curto
prazo (Koerner e Brambrink, 2006). Resultados recentes indicam que 0s agentes
volateis, os barbitdricos e o propofol reduzem a injdria neuronal depois de um evento
isquémico moderado, porém esse efeito neuroprotetor ndo € aparente apés um longo
periodo pos-isquémico (Koerner e Brambrink 2006).

Considerando que a patofisiologia da isquemia cerebral é complexa e, que um
grande nimero de processos € iniciados com o insulto isquémico; uma simples
intervencdo farmacoldgica, provavelmente, ndo resultaria em uma neuroprotecao
sustentada. Portanto, torna-se necessario a combinacdo de diferentes estratégias
especificas para cada estagio de evolugcdo da injuria isquémica (Kawaguchi e cols
2005). A relevancia clinica da neuroprotecdo pelos agentes anestésicos seria em obter
mais uma ferramenta que reduza a morte neuronal apdés um evento isquémico

(neuroprotecdo multimodal).
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1.8 Etomidato

O etomidato  [R-1-(1-etilfenil)imidazol-5-etil ester] etil carboxilico &€ um
anestésico ndo barbiturico, intravenoso, com potente efeito sedativo e hipnotico, sem
acdo analgésica. E comumente usado na indugdo da anestesia geral e sedacio. A injeco
intravenosa de etomidato produz hipnose com inicio de acéo rapido, geralmente dentro
de 1 minuto. A duracdo da hipnose é de acordo com a dose, mas relativamente breve,
normalmente de 3 a 5 minutos, a uma dose média de 0,3mg/kg (FDA). As formulacGes
clinicas utilizam o enantidmero S+ devido a sua maior poténcia hipnotica. Seu indice
terapéutico € alto em comparagdo a outros anestésicos, sendo considerado um anestésico
seguro (Forman, 2011).

Os efeitos adversos mais comuns associados a administracdo de etomidato sao:
dor na injecdo, movimentos mioclénicos dose-dependente (Kay, 1976 e 1977), nauseas
e vomitos (Yelavich, 1980), que sdo mais frequentes que a administracdo de propofol.
Porém, o efeito colateral mais preocupante € a supressao da adrenal, que pode levar ao
Obito (Preziosi e cols, 1982). O etomidato suprime o aumento de aldosterona e cortisol
que ocorre normalmente no pés-operatdério, além de inibir a resposta da adrenal a
cortitropina. A supressdo da adrenal dura de 6-8 horas em uma dose Unica de indugédo
(Fragen e cols, 1984) e por mais de 24 horas ap0s a infusdo de etomidato (Wanscher e
cols, 1985).

A principal vantagem do etomidato em relagdo a outros anestésicos consiste no
fato que esse farmaco possui poucos efeitos respiratdrios e cardiovasculares, o que o
torna desejavel em pacientes com doengas preexistentes como a hipertensao,
insuficiéncia cardiaca congestiva ou com histérico de infarto do miocardio (Smith e
cols, 1999; Yueng e cols, 2002 e Turner e cols, 2005).

No sistema nervoso central, o0 etomidato produz supressdo do
eletroencefalograma (EEC), decorrente da reducdo do fluxo sanguineo cerebral
diminuindo, consequentemente, a taxa metabolica cerebral de consumo de oxigénio
(Milde e cols, 1985) e glicose (Davis e cols, 1986). Essas propriedades do etomidato
tém incitado estudos desse anestésico sobre a habilidade em proteger neurénios e glia
do dano isquémico. Em um modelo de isquemia incompleta do prosencéfalo, doses de
etomidato que sdo capazes de causar supressao do EEC reduziram a injuria neuronal no

hipocampo (Watson e cols, 1992). O efeito neuroprotetor do etomidato foi confirmado
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em um estudo de comparagdo com outros dois anestésicos: tiopental e isoflurano. Nessa
investigacao verificou-se que o etomidato reduziu a injuria no hipocampo, enquanto que
0 tiopental teve maior acdo no coértex (Sano e cols, 1993). Um dos possiveis
mecanismos neuroprotetor do etomidato é devido a reducdo da liberacdo de
neurotransmissores excitatérios como o glutamato ( Patel e cols, 1995) e a dopamina
(Koor e cols, 1994). Em um modelo de isquemia e reperfusdo do musculo esquelético,
0 etomidato demonstrou ser eficaz na reducdo da lesdo isquémica, e o possivel
mecanismo seria a reducdo da lipoperoxidacdo (Ergun e cols, 2010). Por outro lado,
alguns estudos que avaliaram o efeito do etomidato sobre a isquemia focal,
demonstraram aumento do dano (Drummond e cols, 1995) ou ndo alterou
significativamente a recuperacdo do tecido ( Amadeu e cols, 1998), .

Em comparacgdo a outros anestésicos, existem poucos estudos avaliando o efeito
neuroprotetor do etomidato na isquemia cerebral. Em virtude disso, verifica-se a
necessidade de maior investigacao sobre o possivel efeito neuroprotetor do etomidato e

mecanismos de acdo envolvidos na neuroprotecao.

1.9 Propofol

O propofol (2,6-diisopropilfenol) é um agente intravenoso sedativo-hipnético
comumente usado na inducdo e manutencdo da anestesia e, na sedacdo em terapia
intensiva. Essa droga apresenta curta duragdo de acdo possibilitando o uso em infusao
continua e com poucos efeitos colaterais (Glen 1980; Glen e Hunter 1984).

Os efeitos sedativo, hipnotico e amnésico sdo atribuidos a interacdo do propofol
com o sitio alostérico do receptor GABAA,, potencializando as correntes evocadas por
baixas concentracfes de GABA, aumentando assim, a eficacia do agonista. Em
concentragfes maiores, esse agente € capaz de abrir diretamente o canal do receptor
GABA permitindo a entrada de Cl" na auséncia de GABA (Concas e cols 1991, Orser e
cols 1994). O propofol também esta relacionado a inibicdo da liberacdo de glutamato
através de mecanismos pré-sinapticos (Ratnakumari e Hemmings Jr 1997).

Além das vantagens anestésicas, o propofol possui inumeros efeitos néo
anestésicos relatados. Ja foi descrito que a anestesia intravenosa desse agente esta
associada com uma menor incidéncia de nauseas e vomitos pos-operatérios (Dandoy e
cols 1990, Jost e cols 1997, McCollum e cols 1988) e, esta associada a agdo modulatoria

do propofol em receptores GABAa Além disso, ja foram relatadas atividades

23



imunomodulatéria (Hockey e cols; 2005), modulacéo da agregacdo de plaquetas (Aoki e
cols 1998), atividade antioxidante (Mathy-Hartert e cols 2000; Aarts e cols 1995;
Murphy e cols 1992), efeito ansiolitico em doses que ndo causam sedacao (Kurt e cols
2003) e efeito neuroprotetor (Engelhard e cols 2004, Gelb e cols 2002).

Como outros anestésicos, o propofol possui propriedades que podem proteger o
cérebro contra uma isquemia cerebral. Essas propriedades incluem a reducdo da taxa
metabolica cerebral, do fluxo sanguineo cerebral e pressdo intracraniana (Murphy e cols
1992), potencializacdo da inibicdo mediada pelo influxo de CI- através dos receptores
gabaérgicos (Ito e cols 1998) e, inibicdo dos receptores de glutamato (Zhan e cols
2001). O mecanismo neuroprotetor pode também ser correlacionado a redugdo dos
niveis de glutamato extracelular decorrente da inibicdo da liberacdo de glutamato
dependente de canais de Na* e do aumento da recaptacdo desse neurotransmissor (Sitar
et al. 1999), bem como a atividade antioxidante com reducdo da peroxidacdo lipidica
(Sagara et al. 1999; Wilson and Gelb 2002).

Em virtude disso, o propofol tem sido testado como agente neuroprotetor em
modelos de isquemia cerebral. Tanto resultados positivos (Sitar e cols, 1999; Peters e
cols, 2001; Daskalopoulos e cols, 2001;Velly e cols 2003) como negativos (Qi e cols,
2002; Feiner e cols, 2005) foram obtidos de estudos in vitro. Velly e cols em 2003
mostraram a habilidade do propofol em proteger culturas celulares corticais 24 horas
apos a exposicdo a 90 minutos de insulto isquémico, seguido de reoxigenacdo. Neste
mesmo estudo foi relatado que esse anestésico é capaz de atenuar 0 aumento da
concentracdo extracelular de glutamato e reduzir a recaptacdo desse neurotransmissor.
Por outro lado, em culturas de fatias de hipocampo, o propofol ndo demonstrou um
efeito prolongado na sobrevivéncia das células das regides CA1 e CA3 apds 3 dias do
insulto isquémico, apesar da reducdo da concentracdo de glutamato extracelular.
Entretanto, neste mesmo modelo o propofol foi capaz de prolongar a sobrevivéncia das
células do giro dentado (Feiner e cols 2005).

Da mesma forma, resultados conflitantes foram observados em estudos in vivo.
Na maioria dos trabalhos demonstrando efeitos benéficos do propofol na isquemia
cerebral, a avaliagdo do efeito desse medicamento foi realizada em periodos
relativamente curtos apds a isquemia (até 7 dias). De fato, foi demonstrado que a
infusdo de propofol diminui o tamanho do infarto trés dias apds o insulto induzido pela
endotelina em modelo de isquemia cerebral (Bayona e cols, 2004). Entretanto, quando

os animais foram avaliados trés semanas apds a isquemia, ndo foram observadas

24



diferengas histoldgicas entre o grupo controle e o grupo com propofol, embora se tenha
observado uma melhora funcional no ultimo grupo (Bayona e cols, 2004). Por outro
lado, utilizando-se modelo de isquemia de hemisfério cerebral combinado com
hipotensdo hemorragica, observou-se que o propofol reduziu o dano neuronal e
melhorou a modulagdo da apoptose em comparacdo com o 6xido nitroso e fentanil por
até 28 dias, sugerindo efeito neuroprotetor de longo prazo (Engelhard e cols, 2004). A
severidade da isquemia neste caso é considerada relativamente leve, justificando, assim
o resultado favoravel. Portanto, parece que, como observado com anestesicos
inalatorios, o propofol pode ser neuroprotetor em longo prazo na presenca de um insulto
leve, mas a neuroprotecdo ndo é sustentada em insultos moderados a severos.
Entretanto, ao retardar o desenvolvimento da injuria, o propofol poderia ser utilizado em
associacdo com outras intervencGes farmacoldgicas que atuam, especificamente, nas
varias etapas de evoluc¢do da lesdo isquémica.

Muitos estudos que relatam o efeito neuroprotetor do propofol sugerem que a
protecdo é promovida pela reducdo da morte celular por excitoxicidade, mas o exato
mecanismo de acdo ainda permanece incerto (Traul e cols 2008). Ndo se pode descartar
a habilidade do propofol modular a morte celular por apoptose. Estudos recentes tém
correlacionado o efeito neuroprotetor a propriedades antioxidantes e efeito anti-
apoptotico (Adembri e cols 2006).

Portanto, conclui-se que as caracteristicas e 0S mecanismos envolvidos na
neuroprotecdo do propofol durante a isquemia cerebral ainda ndo estdao bem definidos
justificando a necessidade de mais estudos.
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2. OBJETIVOS



2.1 Objetivo geral

Investigar a acdo neuroprotetora dos anestésicos intravenosos etomidato e

propofol na isquemia cerebral em um modelo de isquemia cerebral in vitro.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito neuroprotetor do etomidato e propofol em fatias de
hipocampo de ratos submetidos a insulto isquémico in vitro, utilizando-

se ensaios de viabilidade celular.

e Avaliar a acdo do etomidato e propofol sobre a liberagdo de glutamato

apos o insulto isquémico.

e Avaliar a acdo do etomidato e propofol sobre os canais de célcio e sddio

sensiveis a voltagem.

e Avaliar a acdo do etomidato e propofol nos subtipos —P/Q e —N de canais
de célcio sensiveis a voltagem transfectados isoladamente.

e Auvaliar a acdo do etomidato e propofol sobre a geracdo de espécies

reativas de oxigénio apos o insulto isquémico.

e Avaliar a acdo do etomidato e propofol sobre os danos oxidativos

provocado pelo insulto isquémico.

e Avaliar a acdo do etomidato e propofol sobre o sistema de defesa

antioxidante.

e Avaliar a atividade antioxidante da molécula de propofol per si.
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3. MATERIAL E METODO



3.1 Material

3.1.1 Drogas e Reagentes

NaCl (Merck),KCI (Merck), CaCl, (Merck),MgSOa (Sigma-Aldrich), NaHCO3 (Vetec),
KH2POs (Merck), CeH1206(Merck), HEPES (Sigma-Aldrich), diclorofluoresceina-
diacetato (Sigma), Etomidato 2mg/mL (Cimed), Peréxido de Hidrogénio (Sigma-
Aldrich), Pirogalol (Synth), Propofol (2,6 Diisopropilfenol) (Sigma-Aldrich), Ethidium
Homodimer-1 2 mM solution in 1:4 DMSO/H20 (Invitrogen), FM2-AM (Invitrogen),
SBFI-AM (Invitrogen), diclorofluresceina (Sigma), glutamato (Sigma), GDH (Sigma).

3.1.2 Equipamentos

Banho Ultratermostatico LICIT, Balanca de precisdo decimal Quimis BG 440, Camara
de perfusdo do tipo Brandel SF-120, Centrifuga, Espectrofotometro, Estufa de cultivo
celular Sherlab, Centrifuga refrigerada Eppendorf 5810R, Fluorimetro RF 5301 PC
Shimadzu, Guilhotina, Homogeneizador de tecidos, Leitor de placas Victor X4
PerkinElmer, Microscopio Axiovert Zeiss 200M acoplado ao sistema APOTOME,
Microscopio de luz invertida CK2 Olympus, Sonicador, Tissue Chopper, Modelo PZN,
USA.
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3.2 METODO

3.2.1 Animais

Foram usados ratos wistar machos adultos (180-200g), mantidos a temperatura
controlada (22+ 2°C) tratados sob ciclo 14/10h luz/noite, alimentacdo e &gua
livre,fornecidos pelo CEBIO-ICB/UFMG. Para cada experimento, foi utilizado 1
(um)animal para a retirada dos hipocampos. Os experimentos realizados nesse estudo
foram realizados de acordo com as regras para experimentagdo animal e com aprovagéo

do comité ético local.

3.2.2 Solugdes

Foi utilizada a solucdo de liquido cérebro-espinhal artificial (LCEA) para
perfusdo das fatias de hipocampo: NaCl 127mM, KCI 2 mM, CaCl, 2 mM, MgSQO4 2
mM, NaHCOs 26mM, KH2PO4 1,2 mM e HEPES 26mM, adicionados 10 mM de
glicose e constantemente aerada com mistura carbogénica (95% de O e 5% de CO»).

Para a inducdo do insulto isquémico foi usada a solugcdo de LCEA com
acréscimo de 4 mM de glicose, constantemente aerada com mistura de N2 (95%) e CO>
(5%).

Para a homogeneizacédo dos tecidos foi utilizado a solugéo de tampédo TRIS-HCI:
Tris-HCI 10 mM, H20 qgsp.

3.2.3 Preparo das fatias do hipocampo

Os ratos foram sacrificados por decapitacdo utilizando guilhotina. O cérebro foi
removido rapidamente, os hipocampos dissecados e, colocados em solucdo de LCEA
previamente resfriada a 4°C e aerada com mistura de oxigénio (95%) e didxido de
carbono (5%). Cada hipocampo foi seccionado em fatias de 400 uM no fatiador de

tecidos.

3.2.4 Modelo de privacéo de glicose e oxigénio in vitro

O modelo de isquemia in vitro utilizado neste trabalho foi baseado na
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metodologia descrita por Monette e cols (1998) com algumas adaptagdes. As fatias
obtidas foram transferidas para a cAmara de perfusdo (Brandel) e acondicionadas em 12
mini-cdmaras, banhadas com solucdo de LCEA com 10 mM de glicose aerada com
mistura carbogénica. A velocidade da perfusdo foi mantida em 0,5 mL por minuto e a
temperatura em 36,5°C.

As fatias foram submetidas a esta condigéo por 90 minutos com a finalidade de
recuperar o tecido do trauma mecanico decorrente da dissecacéo.

Apds esta fase, uma parte das fatias do hipocampo foi submetida a um pre-
tratamento durante 30 minutos com diversas condigfes que serdo detalhadas
posteriormente. Todas as drogas utilizadas, nesta etapa, foram diluidas no meio de
incubacdo (LCEA). A parte restante das fatias (grupo controle de viabilidade celular e
grupo isquemia) foi perfundida com meio de incubacéo aerado com mistura carbogénica
sem as condigdes supracitadas.

Em seguida, iniciou-se o periodo de isquemia, no qual as cAmaras que passaram
pelo tratamento com as drogas em estudo e, a cdmara que representou o insulto
isquémico foram submetidas a um periodo de 20 minutos de reducédo do fornecimento
de glicose associado a privagdo de oxigénio, através da perfusdo com LCEA contendo 4
mM de glicose borbulhado com 95%N2/5%0,. Somente o grupo controle da viabilidade
celular ndo foi submetido ao insulto isquémico permanecendo nas condicdes ideais de
oxigenacdo e fornecimento de glicose durante todo o experimento.

A Ultima etapa da perfusdo foi denominada de periodo de reperfusdo. Neste
momento, todas as camaras foram perfundidas com meio de incubagdo aerado com
mistura carbogénica durante 4 horas de reperfusdo antes da avaliacdo da viabilidade
neuronal pela microscopia. Nestas condi¢bes as fatias de hipocampo permanecem

viaveis por até 12 horas.

3.2.5 Marcacdo com a sonda etideo homodimero

Para analisar a viabilidade celular das fatias, as mesmas foram coradas com 4,5
pL de etideo homodimero-1 (2 mM) diluidos em 1,5 mL de meio de incubagdo aerado
previamente com mistura carbogénica. Cada grupo avaliado foi corado separadamente,
mantendo-0s protegidos da luz. As fatias foram mantidas nessa solucdo de marcacéo por
30 minutos. Ap0s isso, elas foram lavadas com 2 mL de meio de incubagéo aerado por

15 minutos. Depois da lavagem, as fatias foram levadas para microscopio Axiovert
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Zeiss 200M acoplado ao sistema APOTOME.

3.2.6 Obtencado de imagens no Microscopio de Fluorescéncia

No microscépio foram adquiridas imagens de sec¢des dpticas consecutivas ao
longo do eixo Z, com espessura de 10 um, com comprimento de onda de excitacdo de
568 nm para o Etideo Homodimero e emissao em 598/40. As imagens foram adquiridas
com saturacdo da fluorescéncia, com a objetiva de 20 vezes. Foi utilizada lampada de

mercurio HBO. Estes pardmetros foram mantidos em todos os experimentos.

3.2.7 Quantificacdo das imagens obtidas no Microscopio de Fluorescéncia acoplado
ao sistema APOTOME

Para a realizagdo da analise quantitativa, foi utilizado o programa de
processamento de imagens Imagel. As imagens foram submetidas a um processamento
por meio de um filtro de ajuste de pixels pela mediana, com o intuito de reduzir
possiveis interferéncias de ruido, e foram obtidos os histogramas das respectivas
imagens. Com o histograma da imagem foi determinado o valor do limiar basal da
fluorescéncia. Apds esse processamento da imagem, a regido CA1 foi selecionada com
uma area pré-determinada e, assim, foi realizada a quantificacdo do nimero de células

mortas presentes.

3.2.8 Determinacdo da viabilidade celular através da dosagem de lactato

desidrogenase

Apobs o insulto isquémico, 0 meio de incubacdo contendo fatias de hipocampo
foi submetido a centrifugacdo (1000 g, 1 min, 4°C) e o sobrenadante foi recolhido para
ensaio de LDH (lactato desidrogenase). O pellet foi armazenado a -20°C para posterior
dosagem de proteinas, como descrito por Bradford (1976). Para quantificar a atividade
da enzima LDH no sobrenadante, foi realizado o ensaio que catalisa a interconverséo de
piruvato e lactato, na presenca de NADH. A reducdo da absorbancia a 340 nm, como
consequéncia da oxidacdo de NADH, é proporcional & atividade de LDH na amostra.
Cada experiéncia consistiu em pelo menos duas réplicas por condi¢do. Os resultados

foram normalizados pelo teor de proteina.
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3.2.9 Ensaio de dosagem de glutamato

O sobrenadante coletado para dosagem da lactato desidrogenase também foi
utilizado para a dosagem de glutamato. Para dosar o neurotransmissor, foi realizado o
ensaio enzimatico, onde o glutamato que é liberado pelas fatias do hipocampo sofre
oxidacdo pela enzima GDH. O NADP+ é o aceptor do elétron desprendido que ao ser
excitado por luz em comprimento de onda de 360 nm, emite luz no comprimento de
onda de 450 nm, que € detectada por um fotomultiplicador no espectrofluorimetro.
Dessa maneira pode-se quantificar o neurotransmissor excitatorio liberado (Nicholls e
cols., 1987; Romano-Silva e cols., 1993).

A adicdo dos reagentes para o registro de dados no espectrofluorimetro ocorreu

na seguinte ordem:

Inicio 0s
NADP 1 mM 90s
GDH 1 U/uL 150 s
Amostra 50 pL 300s

Padrdo de Glutamato 1 mM | 800s

Término do registro 900 s

Os resultados foram normalizados pelo teor de proteina.

3.2.10 Preparo do sinpatossoma

Os animais foram sacrificados por decaptacdo com o uso de guilhotina. Os
hipocampos dissecados foram transferidos para um tubo Potter -Elvehjen contendo 5
mL de solucdo de sacarose 0,32 M. O tecido foi, entdo, homogeneizado com pistilo de
teflon acoplado ao homogeneizador Glass Col modelo 099C fazendo-se 14 movimentos
de homogeneizagdo. Em seguida, o homogenato foi centrifugado a 2.700 g a 4°C por 3
min. O sobrenadante desta primeira centrifugacdo foi coletado e aplicado em um tubo
de centrifugacdo com 5 mL de solucéo de sacarose 0,8 M. O gradiente formado pelas
solugdes de sacarose em diferentes concentragdes foi centrifugado a 7.740 g, 4°C por 30

min para a precipitacdo dos sinaptossomas. O precipitado (fragdo sinaptossomal
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purificada) foi ressuspendido e aliquotado para realizagdo dos ensaios de captacdo de
Ca?* ou Na'. Em todos os experimentos, amostras de aproximadamente 50 pL de
sinaptossomas foram reservadas e congeladas a -20°C para posterior dosagem de

proteinas segundo método de Bradford.
3.2.11 Ensaio para avaliar célcio interno sinaptossomal com a sonda FURA-2-AM

Os sinaptossomas foram diluidos e aliquotados (200uL), sendo que Fura2-AM
(solucdo estoque a 1mM em DMSO) foi adicionado a suspensao sinaptossomal em uma
concentragdo final de 5 uM, incubada a 37°C por 30 min e em seguida diluida para

1200uL, seguida por mais 30 min de incubagdo.( Romano-Silva e cols., 1993)

Ap0s a incubacdo, a preparacao foi centrifugada a 5.300 g durante 30 segundos
para a retirada do excesso de FURA2-AM ndo incorporado aos sinaptossomas. O
precipitado foi ressuspendido em 2mL de KRH sem Ca?* e a preparacéo transferida para
a cubeta fluorimétrica pléstica descartavel e levada ao espectrofluorimetro com agitacéo
e temperatura controlada. Em seguida, foram adicionadas as seguintes substancias nos

respectivos intervalos de tempo:

Propofol ou Etomidato | Os
CaClz 1 mM 30s
Estimulo: KCI 360s
SDS (10%) 510s
EGTA 4 mM 570s
Término do registro 640s

A emisséo de fluorescéncia foi detectada a 510 nm usando como faixa de
excitacdo média 340/380 nm sob temperatura controlada a 37°C e sob constante
agitacdo. A calibracdo do sinal de fluorescéncia era feita pela adi¢cdo de SDS 10% para
fluorescéncia méxima e EGTA 10 mM para fluorescéncia minima. A concentracdo em
nanomolar de célcio foi calculada por meio da formula: C = Kd*[(R-Rmin)/(Rmax-
R)]*Sf2/Sb2 (Grynkiewicz e cols., 1985).
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3.2.12 Ensaio para avaliar o sodio interno sinaptossomal com a sonda SBFI 10 AM

Os sinaptossomas obtidos foram ressuspendidos em KRH-colina sem célcio
(para se manter o equilibrio iénico NaCl foi substituido por cloreto de colina em
concentracdo equimolar) e divididos em seis tubos com 200uL cada um. Estes pontos
foram incubados a 35°C com 10uM SBFI-AM (sodium-binding benzofuran
isophthalate) juntamente com Pluronic® (concentragdo final 1%) a 1:1(v/v). Apds 30
minutos de incubacdo os sinaptossomas foram diluidos para 1,5mL de KRH-colina e
continuaram em incubacdo por mais 30 min. Os sinaptossomas foram centrifugados a
5.300 g por 15 s e ressuspendidos em 2 mL de KRH sem célcio em cubeta fluorimétrica
plastica descartavel (Massensini e cols., 1998). O ponto era levado ao fluorimetro com
agitacdo e temperatura 37°C constantes. Em cada cubeta foram adicionados as seguintes

substancias nos respectivos intervalos de tempo:

Propofol ou Etomidato 0s

CaCl, 1 mM 30s

Estimulo: Veratridina 4mM | 360s

Gramicidina 510s

Término do registro 630s

Para a calibracdo da fluorescéncia do sinal foi adicionado Gramicidina D, um
ion6foro de sodio, com o objetivo de atingir o equilibrio entre a concentragdo do sédio

interno e externo e consequente saturacdo do SBFI-AM.

3.2.13 Transfeccdo com os subtipos de canais de calcio —P/Q e —N

Células HEK293 (células embrionarias de rim humano) foram adquiridas do
banco de células do Rio de Janeiro — Cell Bank. Essas células foram mantidas, até a
realizacdo dos experimentos, a -140°C em nitrogénio liquido. Apos descongelamento as
células foram mantidas em cultura (37°C, 5% CO2 e 80% de umidade) em meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% penicilina estreptomicina até uma
confluéncia de aproximadamente 80%. Em seguida, células foram removidas

mecanicamente da garrafa e plagueadas (50-70% de confluéncia) em laminulas de 22
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mm quebradas ao meio, previamente tratadas com poli-lisina. Essas células foram
mantidas em recuperagéo (37°C, 5% CO> e 80% de umidade) por 16 hs.

A transfeccdo dos plasmideos contendo os insertos com os canais de célcio foi
realizada utilizando Lipofectamina (Invitrogen), seguindo-se as instru¢des do fabricante.
As células foram transfectadas com uma quantidade variavel de DNA, dependente da
construcdo utilizada, seguindo-se a relagéo 2.5 pl de Lipofectamina para cada 1 pg de
DNA. As placas foram incubadas com os lipossomas por quatro horas a 37°C em meio
sem soro. Ap0s esse periodo, 0 meio de transfeccdo foi substituido por meio de cultura.

Depois de 24 h as células foram utilizadas para experimentos.

3.2.14 Ensaio para avaliar o calcio interno em células transfectadas com os

subtipos de canais de calcio.

As células transfectadas foram lavadas com KRH sem calcio para a retirada do
meio de cultura, e incubadas com 1 pL de Fura-2 AM em 1 mL de KRH sem calcio, por
20 minutos, na estufa, protegida da luz. Ap6s o periodo de incubacdo, as células foram
lavadas com KRH sem célcio para a retirada do excesso de sonda que ndo foi
internalizada. A laminula contendo as células marcadas foi acoplada a um adaptador de
cubeta e levada ao fluorimetro com agitacdo e temperatura 37°C constantes. Em cada

cubeta foram adicionados as seguintes substancias nos respectivos intervalos de tempo:

CaCl, 1 mM 05
KCI 60s
Troca de KRH 120s

Etomidato ou Propofol | 240s

KCI 360s
SDS 10% 420s
EGTA4 mM 480s
Fim do registro 540s
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Os parametros de captacdo e analise de fluorescéncia ja foram descritos na se¢édo
3.2.11.

3.2.15 Homogeneizacao das fatias de hipocampo

Apo6s o insulto isquémico, as fatias de hipocampo foram homogeneizadas no
sonicador (3ciclos de 4s cada) com tampéo Tris-HCI 10 mM, pH 7,4 na proporc¢éo de
1:10. O homogenato foi centrifugado a 1.000 g, 10 min, 4°C. O sobrenadante foi
coletado e congelado a -80°C para analises posteriores. O conteldo de proteina foi
determinado pelo método de Bradford.

3.2.16 Ensaio para quantificar as espécies reativas de oxigénio

Os niveis de diclorofluoresceina-diacetato (DCF-DA) foram determinados
como um indicador da producdo de peroxido dos componentes celulares. Este método
experimental de analise baseia-se na desacetilacdo da sonda DCF-DA, e a sua oxidacéo
subsequente por espécies reativas de oxigénio, gerando um composto altamente
fluorescente (Halliwell e cols, 2007). Uma aliquota de 20 pL do sobrenadante de
hipocampo foi adicionada a 80 pL DCF-DA 125 uM. A placa foi i incubada no escuro
durante 1 h, 37°C até o momento da mensuracdo da fluorescéncia (488/525 nm) no
aparelho Victor X4 (Perkin-Elmer). Os resultados foram normalizados pelo teor de
proteina.

3.2.17 Ensaio para quantificar a atividade da superdxido dismutase

O ensaio para medir a atividade da SOD (superdéxido dismutase) foi realizado
seguindo a metodologia proposta por Marklund e Marklund, 1974. Em solugfes aquosa,
0 pirogalol possui uma alta taxa de autooxidacdo, formando um composto de cor
amarela que pode ser quantificado a 420 nm. A SOD ¢ capaz de inibir a autooxidagéo
do pirogalol, e essa propriedade é usada para definir a atividade dessa enzima. A
oxidacdo do pirogalol foi medida espectrofotometricamente a 420 nm durante 5
minutos, em intervalos de 30 segundos. Os resultados foram normalizados pelo teor de

proteina.

37



3.2.18 Ensaio para quantificar a atividade da catalase

A dosagem da atividade da CAT (catalase) foi realizada de acordo com o
método proposto por Aebi, 1984. A anélise cinética foi iniciada apos a adicdo do H20;,
e a taxa de decomposi¢do de H.O> foi medida espectrofotometricamente a 240 nm
durante 150 segundos, em intervalos de 15 segundos. Os resultados foram normalizados

pelo teor de proteina.

3.2.19 Ensaio para quantificar a lipoperoxidagao

O ensaio para avaliar a lipoperoxidacdo foi realizado de acordo com a
metodologia descrita Ohkawa e cols, 1979. A lipoperoxidacdo foi determinada pela
quantificacdo do contetido de malonaldeido presente no sobrenadante do homogenato, a
por meio da reagdo colorimétrica com &cido tiobarbitirico em altas temperaturas. O
conteddo de MDA foi medido no comprimento de onda de 532 nm. A leitura
espectrofotométrica foi realizada apos o esfriamento das amostras. Os resultados foram

normalizados pelo teor de proteina.

3.2.20 Ensaio para quantificar o conteado de GSH na célula

O conteudo de GSH foi determinado pelo kit Bioxytech GSH 200 da marca
OxisResearch. O procedimento foi realizado de acordo com as instrucgdes do Kit.

3.2.21 Ensaio para quantificar a atividade da glutationa peroxidase

A atividade da glutationa peroxidase foi determinada de acordo com
Pagli e Valentine (1967). A converséio do NADPH a NADP foi medida
espectrotofotometricamente por absor¢cdo a 340 nm por 5 minutos. A unidade
enzimética foi determinada pela oxidacdo de 1 mol de NADPH por minuto e foi
calculada baseado na absorcdo do NADPH em 340 nm. Os resultados foram

normalizados pelo teor de proteina.
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3.2.22 Ensaio para quantificar a atividade da glutationa redutase

A atividade da glutationa redutase foi determinada de acordo com. A unidade
enzimatica foi determinada pela oxidacdo de 1 mol de NADPH por minuto e foi
calculada baseado na absorcdo do NADPH em 340 nm. Os resultados foram

normalizados pelo teor de proteina.

3.2.23 Ensaio para quantificar a atividade da glutationa S-transferase

A atividade da glutationa S-transferase (GST) foi medida de acordo com o
método descrito por Habig e cols (1974). Iniciou-se imediatamente a leitura no
espectrofotdbmetro a 340 nm por 2 minutos. A atividade enzimatica foi determinada de
acordo com o coeficiente de extingdo do CDNB. Os resultados foram normalizados pelo
teor de proteina.

3.2.24 Ensaio para avaliar a atividade antioxidante da molécula de propofol

A atividade antioxidante da molécula de propofol foi mensurada de acordo com
0 método descrito por Willians e cols (1995). Na sua forma de radical, o DPPH (roxo),
possui uma banda de absorcdo em 517nm, que desaparece ap0s a sua reducdo a um
composto ndo radical (amarelo). Entdo quanto menor a absor¢do em 517 nm, maior a
atividade escaneadora de radicais livres da molécula avaliada. A reacdo foi protegida do
escuro e mantida a temperatura ambiente. Apds 30minutos de incubacéo foi realizada a
leitura no espectrofotémetro a 517nm. Os resultados foram expressos em % do controle
do DPPH.

3.2.25 Anadlise estatistica dos dados

Os experimentos foram realizados em dias independentes e repetidos no minimo
quatro vezes. Todos os dados coletados foram analisados utilizando o programa Prism 5
for Windows (GraphPad Software. La Jolla, CA, USA). A significancia estatistica dos
dados foi avaliada utilizando andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguido do
teste de Multipla Comparacdo Newman-Keuls. Diferengas entre os grupos foram

consideradas estatisticamente significativas com P< 0,05.
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4. RESULTADOS



4.1 Avaliacdo do efeito neuroprotetor dos anestésicos Etomidato e Propofol na

iIsquemia cerebral in vitro

4.1.1 Avaliacdo da viabilidade celular através da quantificacdo por

microscopia de fluorescéncia

As fatias de hipocampo de ratos foram perfundidas durante 1h30min com
solucdo de LCEA contendo 10 mM de glicose e aerada com mistura carbogénica (fase
de recuperacdo). Logo ap0s a recuperacdo, essas fatias de hipocampo foram pré-
tratadas, durante 30 minutos, com etomidato nas concentragdes de 1, 10, 30 e 100 pM e
propofol nas concentracdes de 1, 10, 30 e 100 uM (dado do mestrado) e submetidas a
20 minutos de insulto isquémico (LCEA 4 mM de glicose, aerada com N2/COy)
seguidas de 4 horas de reperfusdo (LCEA 10 mM de glicose, aerada com O2/COy).

Em todas as doses testadas o etomidato apresentou neuroprotecdo (Figura 8). O

IC50 (calculado da concentracgdo efetiva capaz de reduzir em 50% a morte celular) foi de

25,22 M. Enguanto que a inibicdo maxima foi de 50,44 UM do anestésico. Observa-se
gue o etomidato na concentracdo de 1 UM foi capaz de reduzir a morte de células em
24,20+1,56%, valor muito proximo da neuroprotecéo obtida com a concentracdo de 10
UM, 22,7+1,03%, ndo havendo diferenca estatistica entre os grupos. Nas concentragdes
de 30 uhM e 100 pM houve uma reducdo de 31,55+1,07% e 33,49+4,43%,
respectivamente, no nimero de células mortas comparado ao grupo que foi submetido
ao insulto isquémico (Figura 8B), ndo apresentando diferenca significativa entre si.

Da mesma forma, o propofol demonstrou neuroprotegdo nas doses avaliadas. O

IC50 (calculado da concentracgdo efetiva capaz de reduzir em 50% a morte celular) foi de

31,59 uM. Enquanto que a inibicdo méaxima foi de 63,18 uM. A figura 8D representa a
curva dose-resposta do propofol, onde nota-se que as concentracbes de 1 e 10 uM
apresentaram valores semelhantes de neuroprotecdo: 23,25+2,49% e 23,37+3,02%,
respectivamente. Nas concentracdes de 30 uM e 100 uM houve uma reducdo, de
32,70+1,64% e 47,02+2,41%, respectivamente, no nimero de células mortas comparado
ao grupo que foi submetido ao insulto isquémico, apresentando diferenca estatatistica. E
relevante ressaltar que a concentracdo de 100 uM de propofol (52,98 + 2,414) reduziu a
morte celular ao mesmo nivel observado no grupo controle (56,72 + 2,90).

41



Portanto, é possivel afirmar que nas doses testadas, tanto o etomidato quanto o
propofol, foram capazes de diminuir a morte neuronal usando o ensaio de microscopia

de fluorescéncia para quantificar a morte celular.
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Figura 8: Efeito neuroprotetor do Etomidato e Propofol em fatias de hipocampo de
ratos isquemiadas. As fatias de hipocampo foram tratadas com Etomidato em diferentes
concentragdes por 30 minutos e, posteriormente, isquemiadas por 20 minutos, seguidas de 4
horas de reperfusdo. Logo apds, foram coradas com o marcador etideo homodimero para a
quantificacdo da morte celular através da analise microscépica da fluorescéncia da regido CAL.
(A) Imagens representativas das fatias tratadas com Etomidato nas concentragdes de 1, 10, 30 e
100 pM. (B) Curva resposta das fatias tratadas com Etomidato nas concentragdes de 1, 10, 30 e
100 pM ( (C) Imagens representativas das fatias tratadas com Propofol nas concentracgdes de 1,
10, 30 e 100 pM. (D) Curva resposta das fatias tratadas com Propofol nas concentracfes de 1,

10, 30 e 100 pM. Dados normalizados em relagéo ao grupo isquemia.
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4.1.2 Avaliacdo da viabilidade celular através da dosagem da atividade da
lactato desidrogenase liberada.

O ensaio bioquimico da dosagem de LDH liberada é amplamente usado para
estudos de morte celular. A liberacdo dessa enzima ¢ um marcador biologico de dano da
membrana e morte necrética (Huang e cols, 2012). Baseado nestas caracteristicas, esse
teste foi escolhido para confirmar a morte celular observada no ensaio de microscopia
de fluorescéncia.

As fatias de hipocampo de ratos foram perfundidas durante 1h30min com
solugéo de LCEA contendo 10 mM de glicose e aerada com mistura carbogénica (fase
de recuperacdo). Logo apds a recuperacdo, essas fatias de hipocampo foram pré-
tratadas, durante 30 minutos, com etomidato nas concentracdes de 1, 10, 30 e 100 uM e
propofol nas concentragdes de 1, 10, 30 e 100 uM (dado do mestrado) e submetidas a
20 minutos de insulto isquémico (LCEA 4 mM de glicose, aerada com N2/CO3). Logo
apos o insulto isquémico, o sobrenadante foi coletado, onde foi realizada a dosagem de
LDH liberada. Essa dosagem também foi realizada 2 horas ap6s o insulto isquémico,
apresentando o mesmo padrdo de liberagdo (dados ndo mostrados).

Na figura 9 A observa-se que os tratamentos com etomidato nas concentragdes
de 1, 10, 30 e 100 uM resultaram nas seguintes reducdes da atividade de LDH: 32,91 +
8,74; 37,31 + 7,64; 43,47 + 6,24 e 56,30 + 4,88; com diferenca significativa em relacao
ao grupo isquemiado (100,00). Da mesma forma, os tratamentos com o propofol nas
concentragdes 1, 10, 30 e 100 uM apresentaram as reducdes da atividade de LDH:
30,42 + 3,85; 45,17 + 11,61; 53,72 + 9,14 e 53,38 + 8,00; com diferenca significativa
em relacdo ao grupo isquemiado (100,00) — Figura 9B.

Portanto, a reducdo no dano celular para os grupos tratados com diferentes
concentragcfes de etomidato e propofol, medida através da atividade de LDH liberada,
foi semelhante ao resultado de morte celular obtido anteriormente, ndo havendo
diferenca significativa entre as duas técnicas de quantificacdo de viabilidade celular.
Com isso, confirma-se que tanto o etomidato quanto o propofol séo capazes de

neuroproteger o tecido submetido a isquemia.
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Figura 9: Efeito neuroprotetor do Propofol em fatias de hipocampo de ratos
isquemiadas através da dosagem de lactato desidrogenase liberada. As fatias de
hipocampo foram tratadas com Etomidato e Propofol em diferentes concentragdes por
30 minutos e, posteriormente, isquemiadas por 20 minutos. A dosagem de LDH liberada
foi feita no sobrenadante coletado, logo apds o insulto. (A) Curva dose-resposta das
fatias tratadas com Etomidato nas concentragdes de 1, 10, 30 e 100 uM. (p < 0,0001)
(B) Curva resposta das fatias tratadas com Propofol nas concentragdes de 1, 10, 30 e
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Isquemia
Propofol 1 uM
Propofol 10 uM
Propofol 30 uM
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100 uM (p <0,001). Dados normalizados em relacéo ao grupo isquemia.
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4.2 Efeitos dos anestésicos Etomidato e Propofol na liberacdo de glutamato na

iIsquemia cerebral in vitro

Na isquemia cerebral, a liberacdo excessiva de glutamato € um dos eventos
patoldgicos que levam ao dano celular. Existem relatos, que tanto o propofol
(Ratnakumari e Hemmings Jr 1997), quanto o etomidato (Patel e cols, 1995), reduzem a
liberacdo de glutamato. Sendo assim, foi avaliado o efeito desses anestésicos na
liberacdo de glutamato ap6s o insulto isquémico. O mesmo sobrenadante que foi
coletado no experimento anterior, foi utilizado para ser realizada a dosagem de
glutamato.

Quando se compara 0s grupos tratados com etomidato em relacdo ao grupo
isquemiado, observa-se que todas as doses avaliadas foram capazes de reduzir o
glutamato no sobrenadante coletado logo apds o insulto isquémico. Os resultados deste
ensaio foram: isquemia 56,38 * 6,34; etomidato 1 uM 36,34 + 6,45; etomidato 10 uM
34,50 + 1,13; etomidato 30 uM 30,67 £ 2,70; etomidato 100 uM 30,60 + 5,00 e
controle 23,58 * 3,78. Ndo ha diferenca estatistica entre os grupos tratados e o controle
(Figura 10A).

Nos grupos tratados com propofol também houve reducdo do glutamato
liberado. Os resultados deste ensaio foram: isquemia 258,40 + 43,80; propofol 1 uM
193,60 + 22,36; propofol 10 uM 178,80 + 22,97; propofol 30 uM 129,90 + 26,99;
propofol 100 uM 105,1 + 18,24 e controle 76,45 =+ 1,96 (Figura 10B). Somente 0s
grupos tratados com 30 e 100 uM de propofol apresentaram redugdes estatisticamente
significantes em relacdo ao grupo isquemiado.

Assim, verifica-se que em todas as concentracdes testadas ambos anestésicos
foram capazes de diminuir a quantidade de glutamato no sobrenadante apds o insulto

Isquémico.
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Figura 10: Efeito do etomidato e propofol sobre a liberacéo de glutamato em fatias
de hipocampo isquemiadas. As fatias de hipocampo foram tratadas com Etomidato e
Propofol em diferentes concentragfes por 30 minutos e, posteriormente, isquemiadas por 20
minutos. A dosagem de glutamato liberado foi feita no sobrenadante coletado, logo ap6s o
insulto. (A) Curva dose-resposta das fatias tratadas com Etomidato nas concentracdes de 1, 10,
30 e 100 puM. (B) Curva resposta das fatias tratadas com Propofol nas concentragdes de 1, 10,
30 €100 pM.
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4.3 Efeitos dos anestésicos Etomidato e Propofol sobre o influxo de s6dio em

terminais sinapticos isolados

Os canais de sadio sensiveis a voltagem (CSSV) sdo responsaveis pelo inicio e
propagacdo do potencial de acdo (Catteral, 2010). Apds a despolarizacdo inicial
promovida pelos CSSV, ocorre a abertura de canais para calcio regulados por voltagem,

com consequente liberacdo do neurotransmissor na fenda sinaptica.

No experimento anterior observou-se que houve uma reducdo da liberacdo de
glutamato tanto pelo etomidato, quanto pelo propofol. Com isso, foi avaliada acgéo
desses anestésicos sobre a despolarizacéo inicial promovida pelo CSSV.

Os sinaptosomas foram incubados durante 60 min a 35°C com a sonda SBFI-AM
em KRH modificado. Durante a leitura de fluorescéncia no espectrofluorimetro a
suspensdo sinaptosomal foi incubada com etomidato e propofol 10 uM, 30 uM, 100
MM e propilenoglicol.

A figura 11A demonstra que o etomidato nas concentracdes de 10 uM (106,90 +
21,92), 30 uM (97,98 £ 17,21) , 100 uM (86,86 * 21,59) ndo alteraram o influxo de
sodio em comparacdo ao estimulo de veratridina. Certifica-se que o propilenoglicol,
diluente do etomidato, ndo foi capaz de influenciar o influxo de sodio na presenca
(120,7 = 13,26) ou auséncia do estimulo com veratridina ( 19,25 + 2,68). Com esse

resultado verifica-se que o etomidato ndo influi no influxo de sodio.

Na figura 11B observa-se que o propofol nas concentragdes de 10 uM (79,20 £
1,90), 30 uM (59,76 + 5,67), 100 uM (53,37 + 4,74) reduziram o influxo de sédio e
guando comparados ao estimulo de veratridina (100,00). Em virtude disso, decidiu-se
avaliar se propofol age CSSV sensiveis a tetrotoxina, realizando o experimento de
efeito aditivo entre o anestésico e a toxina. Na figura 5C mostra que ndo houve
diferenca estatistica entre o grupo tratado com propofol e TTX (65,1 + 5,67) em relacdo
aos grupos tratados com propofol 30 uM (59,76 + 5,67) e TTX (49,38 + 7,40),

isoladamente, indicando que ndo houve efeito de adigéo entre o propofol e a TTX.
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Figura 11: Efeito do etomidato e propofol sobre o influxo de sdédio em terminais
sinapticos isolados. Os sinaptosomas foram tratados com Etomidato e Propofol em diferentes
concentracdes por 30 minutos e, posteriormente, estimulados com Veratridina 4 uM. O influxo
de sodio foi determinado pela porcentagem do ion que foi marcado com a sonda intracelular
SBFI-AM. (A) Curva dose-resposta das fatias tratadas com Etomidato nas concentracdes de 10,
30, 100 uM e propilenoglicol. (B) Curva resposta das fatias tratadas com Propofol nas
concentracdes de 10, 30 e 100 uM. (C) Efeito aditivo entre o propofol e a tetrodotoxina. Dados

normalizados em relacdo ao estimulo de Veratridina.
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4.4 Efeitos dos anestésicos Etomidato e Propofol sobre o influxo de célcio em

terminais sinapticos isolados

O influxo desse ion através dos canais operados por voltagem presentes na
membrana estdo envolvidos no processo de liberacdo de neurotransmissores (Katz,
1969). Como foi observada a reducdo da liberagdo do neurotransmissor glutamato,
optou-se por avaliar a acdo do etomidato e propofol sobre o influxo de céalcio em
terminais sinapticos isolados.

Os sinaptosomas foram incubados durante 60 min a 35°C com a sonda FURA-
AM em KRH. Durante a leitura de fluorescéncia no espectrofluorimetro a suspensao
sinaptosomal foi incubada com etomidato e propofol 10 uM, 30 uM, 100 uM e
propilenoglicol.

Na figura 12A, observa-se que o etomidato foi capaz de reduzir o influxo de
calcio nas concentracGes de 10 (74,36 + 3,51), 30 (68,46 + 8,74) e 100 uM (61,31 +
9,98) em relacdo ao estimulo com KCI (100,00). Ja o propilenoglicol 35%, diluente do
etomidato, ndo alterou o influxo de calcio quando estimulado com KCI (103,14 +
10,17), ndo apresentando diferenca significativa quando comparado ao controle positivo
(KCI). Na auséncia de estimulo, o propilenoglicol (19,89 + 1,59) ndo levou a alteracdo
significativa do influxo de calcio em relacdo ao basal (dado ndo mostrado),
demonstrando que o diluente do etomidato ndo interfere no influxo de calcio.

Na figura 12B, verifica-se que o propofol também foi capaz de reduzir o influxo
de calcio nas concentracdes de 10 (80,79 + 5,51), 30 (76,95 + 5,76) e 100 uM (48,59 +
7,23) em relacédo ao estimulo com KCI (100,00), em menor propor¢éo gque o etomidato.

Com os resultados acima, certifica-se que tanto o etomidato quanto o propofol

foram capazes de reduzir o influxo de calcio.
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Figura 12: Efeito do etomidato e propofol sobre o influxo de calcio em terminais
sinapticos isolados. Os sinaptosomas foram tratados com Etomidato e Propofol em
diferentes concentragbes por 30 minutos e, posteriormente, estimulados com KCI 33
mM. O influxo de célcio foi determinado pela porcentagem do ion que foi marcado com
a sonda intracelular FURA2-AM. (A) Curva dose-resposta das fatias tratadas com
Etomidato nas concentracGes de 10, 30, 100 puM e propilenoglicol. (B) Curva resposta
das fatias tratadas com Propofol nas concentracbes de 10, 30 e 100 pM. Dados

normalizados em relacédo ao estimulo KCI.
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4.5 Efeitos dos anestésicos Etomidato e Propofol sobre os canais de calcio
transfectados isoladamente em células HEK.

Como foi observada a reducdo do influxo de ions célcio tanto pelo propofol,
quanto pelo etomidato, decidiu-se verificar a agdo desses anestésicos sobre os CCSV do
tipo —N (Elliot e cols, 1995) e —P/Q (Igelmund e cols,1996), que sdo os principais
subtipos desses canais envolvidos na neurotransmissdo no hipocampo.

Células HEK foram plaqueadas em laminulas e, posteriormente, transfectadas
com cada canal de calcio isoladamente com intuito de avaliar a acdo de cada anestésico
nos em cada subtipo especifico de canal de célcio. Apds 24h, para a expressao dos
canais, essas células foram marcadas com a sonda fluorescente Fura 2-AM, que é capaz
de entrar na célula e se ligar ao calcio intracelular, aumentando assim a fluorescéncia. A
variacdo da fluorescéncia foi quantificada no espectrofluorimetro. Neste protocolo
experimental, a mesma populagdo de células foi submetida primeiramente ao estimulo
despolarizante (KCI) por 60s, em seguida foram incubadas com KRH com Ca?* por
120s sem a presenca do estimulo, com o intuito de repolarizar o sistema. Apoés isso, elas
foram incubadas com o anestésico por 120s e, por ultimo foram estimuladas novamente
com KCI, na presenca ou auséncia dos anestésicos.

Primeiramente avaliou-se se as células responderiam a dois estimulos seguidos
de KCI no intervalo entre os estimulos de 360s, apds a lavagem das células com KRH.
Para isso, antes do segundo estimulo ndo houve incubacdo com drogas. As figuras
13A/B e 14A/B séo a representacdo da variacdo e a quantificacdo de fluorescéncia,
respectivamente, dos estimulos na auséncia dos anestésicos. Verificamos que tanto as
células transfectadas com o canal tipo —N, quanto as células transfectadas com o canal
do tipo —P/Q foram capazes de responder a um segundo estimulo de KCI na mesma
proporcao do primeiro estimulo.

Apos a validacdo do protocolo proposto, verificaram-se as a¢des do etomidato e
propofol nos canais de calcio do tipo —N. Como se observa no grafico 13D, o etomidato
na concentracdo avaliada de 30 uM foi capaz de reduzir o influxo de calcio (0,365 *
0,046) em relacdo ao estimulo inicial com KCI (1,000). O mesmo foi verificado no
tratamento com 30 uM propofol (figura 13F) reduzindo o influxo de calcio para a
metade (0,54 + 0,10) do observado no estimulo inicial com o KCI (1,000).

Em um segundo momento, os efeitos do etomidato e propofol foram avaliados

sobre o influxo de célcio nos canais tipo —P/Q. O influxo de calcio apds o tratamento
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com o etomidato (0,589 + 0,141) mostrou-se menor do que quando estimulado com KCI
(1,000) — Figura 14D. Da mesma, propofol (0,554 + 0,093) apresentou menor

quantidade de célcio em relacdo ao estimulo de KCI (1,000) — Figura 14F.
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Figura 13: Influxo de calcio em células HEK 293 transfectadas com CCSV do tipo —N. As
células transfectadas com o canal -N foram marcadas, previamente, com a sonda FURA 2-AM
e posteriormente estimuladas com KCI 33 mM. ApGs o estimulo, foram “lavadas” em uma
solucdo com KRH, e em seguida tratadas com Etomidato e Propofol na concentragdo de 30 puM.
Apos o tratamento, foram novamente estimuladas com KCI 33mM. A) Grafico representativo da
resposta ([Ca ] x tempo) das células submetidas a dois estimulos de KCI, ambos na auséncia de
anestésicos. B) Quantificacdo do influxo de célcio obtido pelo estimulo com KCI na auséncia
de anestésicos nos dois estimulos. C) Grafico representativo da resposta ([Ca i] X tempo) das
células submetidas a dois estimulos de KCI, o primeiro na auséncia de anestésico e o segundo
na presenca de 30 UM de etomidato. D) Quantificacdo do influxo de célcio obtido pelo estimulo
com KCI na auséncia e presenca de 30 uM de etomidato. E) Grafico representativo da resposta
([Ca i] x tempo) das células submetidas a dois estimulos de KCI, o primeiro na auséncia de
anestésico e o segundo na presenca de 30 UM de propofol. F) Quantificacdo do influxo de

calcio obtido pelo estimulo com KCI na auséncia e presenga de 30 uM de propofol.
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Figura 14: Influxo de célcio em células HEK 293 transfectadas com CCSV do tipo -P/Q.
As células transfectadas com o canal —P/Q foram marcadas, previamente, com a sonda FURA
2-AM e posteriormente estimuladas com KCI 33 mM. Ap6s o estimulo, foram “lavadas” em
uma solugdo com KRH, e em seguida tratadas com Etomidato e Propofol na concentracédo de 30
UM. Apds o tratamento foram novamente estimuladas com KCI 33mM. A) Gréfico
representativo da resposta ([Ca i] x tempo) das células submetidas a dois estimulos de KClI,
ambos na auséncia de anestésicos B) Quantificacdo do influxo de célcio obtido pelo estimulo
com KCI na auséncia de anestésicos nos dois estimulos. C) Grafico representativo da resposta
([Ca i] x tempo) das células submetidas a dois estimulos de KCI, o primeiro na auséncia de
anestésico e o segundo na presenca de 30 uM de etomidato. D) Quantificacdo do influxo de
calcio obtido pelo estimulo com KCI na auséncia e presenca de 30 uM de etomidato. E)
Gréfico representativo da resposta ([Ca i] X tempo) das células submetidas a dois estimulos de
KCI, o primeiro na auséncia de anestésico e 0 segundo na presenca de 30 UM de propofol. F)
Quantificacdo do influxo de célcio obtido pelo estimulo com KCI na auséncia e presenga de 30

1M de propofol.
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4.6 Efeitos dos anestésicos Etomidato e Propofol sobre as Espécies Reativas de
Oxigénio (ERO).

Ja esta bem estabelecido que na isquemia cerebral, o tecido em hipoxia e
durante a reperfusdo tecidual, ocorre um aumento na producdo de radicais de livres,
inativacédo de alguns sistema de detoxificagéo e consumo de antioxidantes (Chen e cols,
2011). Em conjunto, todo esse processo culmina em dano e morte tecidual.
Considerando que a geracdo de ERO é uma importante via de dano tecidual no
processo isquemia cerebral e, que existem relatos do efeito antioxidante do propofol
(Bayona e cols,2004) decidiu-se avaliar o efeito dos anestésicos propofol e etomidato
nesta via.

As fatias de hipocampo de ratos foram submetidas ao processo de isquemia in
vitro descrito anteriormente. Apds as 4 horas de reperfusdo, as fatias foram
homogeneizadas em tampé&o tris/HCI e centrifugadas. O sobrenadante foi coletado e
incubado com a sonda DCF-DA para a quantificacdo das EROs. Os resultados
encontrados estdo descritos abaixo.

Quando se compara 0s grupos tratados com etomidato nas concentracdes de 10
UM (104,4 + 9,55) e 30 uM (139,90 + 20,08) com o grupo isquemiado (601,80 + 72,90),
verifica-se que todas as doses testadas do anestésico foram capazes de reduzir a
formacdo de EROs aos niveis observados no controle (Figura 15A).

Na figura 15B, os grupos tratados com o propofol apresentaram praticamente o
mesmo perfil de reducdo das EROs em relacdo ao grupo isquemiado e controle.
Propofol 10 uM (118,00 + 21,84) e 30 uM (161,50 £ 27,70) com o grupo isquemiado
(601,80 + 72,90).

Portanto, conclui-se que ambos anestésicos sdo capazes de reduzir a geracdo de

EROs decorrentes de um insulto isquémico.
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Figura 15: Efeito do Etomidato e Propofol na producdo de EROs. As fatias de
hipocampo foram tratadas com Etomidato e Propofol em diferentes concentragdes por
30 minutos e, posteriormente, isquemiadas por 20 minutos, seguidas de 4 horas de
reperfusdo. (A). Curva resposta das fatias tratadas com Etomidato nas concentracfes de
10, 30 e 100 uM. (B) Curva resposta das fatias tratadas com Propofol nas concentragdes

de 10, 30 e 100 uM . Dados normalizados em relagdo ao grupo controle.
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4.7 Efeitos dos anestésicos Etomidato e Propofol sobre Superoxido Dismutase
(SOD)

Os antioxidantes endogenos, como a SOD, desempenham um papel
fundamental no controle da quantidade de EROs gerados ap6s isquemia e reperfusdo
tecidual (Crack e cols, 2005). A SOD ¢é uma enzima que esta no inicio da cascata de
detoxificacdo, catalisando a reacao de radicais superoxido em perdxido de hidrogénio.

As fatias de hipocampo de ratos foram submetidas ao processo de isquemia in
vitro descrito anteriormente. Ap6s as 3 horas de reperfusdo, essas fatias foram
homogeneizadas em tampéo tris/HCI e centrifugadas. O sobrenadante foi coletado e
incubado com o pirogalol. A atividade da SOD foi determinada
espectrofotometricamente através da alteracdo da autoxidacgéo do pirogalol.

Na figura 16A, observa-se ap06s insulto isquémico a atividade encontra-se
reduzida, 66,12 + 11,06. E possivel certificar que o etomidato nas concentracdes de 10
(109,90 + 11,06) e 30 uM (117,80 + 8,04) foi capaz de reestabelecer a atividade da
SOD ao nivel do controle (100,00).

O mesmo efeito ndo foi reproduzido pelos grupos tratados com propofol. Os
grupos tratados com as concentragdes de 10 uM (60,13 + 14,99) e 30 uM (66,26 +
15,72) ndo alteraram a atividade da SOD comparando ao grupo que sofreu isquemia
(55,99 + 13,03) — Figura 16B.

Com isso, 0 etomidato foi capaz de aumentar a atividade da primeira enzima
da via de detoxificacdo da célula. O propofol, no entanto, ndo interferiu na atividade
enzima da SOD.
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Figura 16: Efeito do Etomidato e Propofol a atividade da superoxido dismutase. As
fatias de hipocampo foram tratadas com Etomidato e Propofol em diferentes
concentracdes por 30 minutos e, posteriormente, isquemiadas por 20 minutos, seguidas
de 4 horas de reperfusdo. (A). Representacdo grafica dos grupos tratados com
Etomidato nas concentracGes de 10 e 30 uM . (B) Representacdo grafica dos grupos

tratados com Propofol nas concentracfes de 10 e 30 pM . Dados normalizados em

relacdo ao grupo controle.
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4.8 Efeitos dos anestésicos Etomidato e Propofol sobre Catalase.

O peroxido de hidrogénio gerado pela SOD e por outras vias, a partir dos
radicais superoxidos, € posteriormente detoxificado pela catalase e diferentes
peroxidases, como a GPx (Mathias e cols, 2008). A catalase, como a SOD, faz parte do
sistema antioxidante da célula, com isso 0 aumento na atividade dessa enzima contribui
para a reducdo da quantidade de EROs na célula.

Com o intuito de avaliar a atividade da catalase, fatias de hipocampo de ratos
foram submetidas ao processo de isquemia in vitro descrito anteriormente. Apos as 4
horas de reperfuséo, essas fatias foram homogeneizadas em tampé&o tris/HCI e
centrifugadas. O sobrenadante foi coletado e incubado com H;O,. A atividade da
catalase foi determinada espectrofotometricamente por meio da alteracdo da
decomposic¢éo do H20,.

Quando se compara 0s grupos tratados com etomidato com o grupo controle,
constata-se que as concentracfes de 10 uM (164.10 + 29,20) e 30 uM (163,00 + 49,20)
foram capazes de aumentar a atividade dessa enzima em 1,6 vezes. Enquanto que no
grupo isquemiado (28,78 * 4,80) houve reducdo da atividade da catalase - Figura 17A.

J& os grupos na presenca de propofol nas concentragdes 10 uM (46,29 + 6,06) e
30 uM (56,51 = 12,91) ndo apresentaram diferenca significativa em rela¢do ao grupo
isquemiado (46,74 + 9,91) — Figura 17B.

Portanto, mais uma vez o etomidato foi capaz de aumentar o status de atividade
antioxidante da célula, com o aumento da enzima catalase. O mesmo ndo foi observado

nos grupos tratados com propofol.
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Figura 17: Efeito do Etomidato e Propofol a atividade da catalase. As fatias de
hipocampo foram tratadas com Etomidato e Propofol em diferentes concentragdes por
30 minutos e, posteriormente, isquemiadas por 20 minutos, seguidas de 4 horas de
reperfusdo. (A) Representagdo grafica dos grupos tratados com Etomidato nas
concentracdes de 10 e 30uM . (B) Representacdo grafica dos grupos tratados com
Propofol nas concentracGes de 10 e 30 uM . Dados normalizados em relagdo ao grupo

controle.
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4.9 Efeitos dos anestésicos Etomidato e Propofol sobre o sistema Glutationa.

A glutationa e suas enzimas fazem parte de um importante sistema
antioxidante das células com o intuito de dismutar as espécies reativas de oxigénio e,
assim, evitar o dano celular. O tripeptideo glutationa é o composto tiol presente em
maior abundancia na célula de todos os 6rgdos. A GSH reage diretamente com 0s
radicais em reacdes nao enzimaticas e também é um doador de elétrons na reducdo de
perdxidos catalisados pela Gpx (revisado por Drenagem e cols, 1999).

Algumas isorformas da GST possui a capacidade em conjugar GSH a
peroxidos organicos, gerando GSSG e o respectivo alcool (Halliweel e cols, 2007). A
atividade de peroxidase da GST auxilia a GPx dismutar o peroxido de hidrogénio,

reduzido os danos gerados pelo estresse oxidativo.

4.9.1 Efeito dos anestésicos Etomidato e Propofol sobre o contetdo de
GSH na célula

Como o tripetideo GSH é um importante componente antioxidante, o
contetdo desta molécula foi determinado. Para isso, as fatias de hipocampo submetidas
a isquemia in vitro foram homogeneizadas em acido metafosforico e centrifugadas. O
sobrenadante foi incubado com o kit de dosagem de GSH.

No primeiro momento foi avaliado se esses anestésicos seriam capazes de
alterar o contettdo de GSH na célula. Como se observa na figura 18, tanto o propofol
guanto o etomidato foram capazes de modificar o conteddo de GSH nas células,
restaurando-o para o nivel encontrado no grupo controle (29,39 + 1,99) uM. Nos grupos
tratados com etomidato nas concentracfes de 10 uM e 30 uM ocorreu 0 aumento da
concentracdo de GSH para (28,27 + 1,14) uM e (28,26 + 3,32) uM, respectivamente,
quando se compara com 0 grupo isquemiado (12,68 + 0,19) uM. O mesmo foi
observado nos grupos tratados com o propofol, 10 uM (23,99 + 1,99) e 30 uM (27,35 £
1,90). No grupo isquemiado houve a reducdo do contetdo de GSH, fenémeno ja
descrito na literatura.

Com isso, verifica-se que o etomidato e o propofol foram capazes de dobrar o
contetdo de GSH em relacdo ao grupo que ndo recebeu o tratamento com essas drogas

(isquemia).
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Figura 18: Efeito do Etomidato e Propofol o conteddo de GSH. As fatias de
hipocampo foram tratadas com Etomidato e Propofol em diferentes concentracdes por
30 minutos e, posteriormente, isquemiadas por 20 minutos, seguidas de 4 horas de
reperfusdo. (A) Representacdo grafica dos grupos tratados com Etomidato nas
concentracdes de 10 e 30uM. (B) Representacdo grafica dos grupos tratados com
Propofol nas concentracgdes de 10 e 30 uM.
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4.9.2 Efeitos dos anestésicos Etomidato e Propofol sobre a Glutationa

Peroxidase

A Gpx é uma das enzimas mais importantes na remocdo do peroxido de
hidrogénio no cérebro. Em virtude disso, a sua atividade foi quantificada.

A avaliacdo espectrofotométrica da atividade da GPx foi realizada no
sobrenadante do homogenato das fatias submetidas a isquemia in vitro.

Quando se compara 0s grupos tratados com etomidato nas concentracdes de
10 puM (0,8086 = 0,12) e 30 uM e (0,551 £ 0,12) com o grupo isquemiado que nao
recebeu tratamento (0,058 * 0,016), certifica-se que esse anestésico foi capaz de
aumentar a cinética enzimatica aproximadamente em 10 vezes, contribuindo, assim,
para a reducdo da quantidade de EROs no tecido. Como esperado, no grupo isquemiado
houve a reducdo da atividade desta enzima em relacdo ao grupo controle (0,6433 +
0,083).

Os grupos tratados com o propofol seguiram 0 mesmo padrao observado com
o0 etomidato. O tratamento tanto na concentracdo de 10 uM (0,553 + 0,14), como na de
30 uM e (0,841 + 0,25) elevaram a atividade da GPx em 7,6 vezes e 11,7 vez,
respectivamente, em relacdo ao grupo isquemiado sem tratamento (0,072 = 0,018). O
tratamento com o propofol restaurou a atividade enzimatica para os niveis observados
no controle (0,657 + 0,088).

Assim, verifica-se que as drogas testadas foram capazes de modular a
atividade da GPx, reestabelecendo a padrdo enzimatico encontrado no grupo controle.
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Figura 19: Efeito do Etomidato e Propofol a glutationa peroxidase. As fatias de
hipocampo foram tratadas com Etomidato e Propofol em diferentes concentragdes por
30 minutos e, posteriormente, isquemiadas por 20 minutos, seguidas de 4 horas de
reperfusdo. (A) Representagdo grafica dos grupos tratados com Etomidato nas
concentracdes de 10 e 30uM . (B) Representacdo grafica dos grupos tratados com
Propofol nas concentracdes de 10 e 30 uM .
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4.9.3 Efeitos dos anestésicos Etomidato e Propofol sobre a Glutationa

Redutase

O aumento da atividade da GR, em conjunto com algumas das outras enzimas
do sistema glutationa, permite uma maior reciclagem da GSSG, renovando o estoque de
GSH e com isso, reestabelecendo estado REDOX fisiologico da célula.

A atividade da GR foi medida no sobrenadante do homogenato das fatias
submetidas a isquemia in vitro, atraves da quantificacdo do consumo de NADPH.

De acordo com a literatura, observa-se que apds o insulto isquémico a
atividade encontra-se reduzida (1,45 £ 0,29) em relagdo ao grupo controle (3,58 + 0,42).
E possivel certificar que o etomidato nas concentracdes de 10 uM (3,45 + 0,65) e 30
UM (3,08 + 0,24) foi capaz de reestabelecer a atividade da GR ao nivel encontrado no
controle. O propofol seguiu a mesma tendéncia na concentragédo de 10 uM (4,69 +
0,65), porém a concentracdo de 30 uM (2,47 * 0,44) ndo apresentou diferenca
significativa em relacdo ao grupo isquemiado.

Na avaliacdo da atividade da GR observa-se que os tratamentos com
etomidato e propofol mais uma vez mantiveram os niveis de enzima encontrados no

grupo controle.
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Figura 20: Efeito do Etomidato e Propofol a glutationa redutase. As fatias de
hipocampo foram tratadas com Etomidato e Propofol em diferentes concentragdes por
30 minutos e, posteriormente, isquemiadas por 20 minutos, seguidas de 4 horas de
reperfusdo. (A) Representagdo grafica dos grupos tratados com Etomidato nas
concentragfes de 10 e 30uM. (B) Representacdo grafica dos grupos tratados com

Propofol nas concentracdes de 10 e 30 puM.
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4.9.4 Efeito dos anestésicos Etomidato e Propofol sobre a Glutationa S

Transferase

Alguns familias da GST atuam como peroxidases auxiliando a GPx a
dismutar a molécula de H202 em H2O e O, reduzindo assim a quantidade de EROs no
tecido.

Ao avaliar a atividade da GST verificou-se que ndo ocorre a modulacao desta
enzima pelo etomidato nas concentracdes testadas (10 uM — 9,15 + 1,71 e 30 UM -
8,21 + 1,09). O propofol foi capaz de aumentar a atividade da GST nas concentragoes
de 10 uM (8,70 = 1,25) e 30 uM (10,76 £ 0,51), em relacdo do grupo isquemiado néo
tratado (4,76 + 0,41).

O propofol foi capaz de dobrar a atividade da GST, enquanto que o etomidato

nao alterou a atividade da GST.
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Figura 21: Efeito do Etomidato e Propofol a glutationa S transferase. As fatias de
hipocampo foram tratadas com Etomidato e Propofol em diferentes concentragdes por
30 minutos e, posteriormente, isquemiadas por 20 minutos, seguidas de 4 horas de
reperfusdo. (A) Representagdo grafica dos grupos tratados com Etomidato nas
concentragfes de 10 e 30uM . (B) Representacdo grafica dos grupos tratados com

Propofol nas concentracdes de 10 e 30 uM.
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4.10 Avaliacdo da atividade antioxidante da molécula de Propofol per si

O potencial antioxidante do propofol foi notado devido a sua semelhanga com
a molécula de a-tocoferol (Aarts e cols, 1995). O propofol escaneia diretamente os
radicais livres e reduz a lipoperoxidacdo (Bayona e cols, 2004).

Com base nestas evidéncias, decidiu-se avaliar se a molécula do propofol é
capaz de se ligar diretamente ao radical livre e neutraliza-lo.

A figura 22 mostra a capacidade de uma molécula se ligar ao radical livre
estdvel DPPH promovendo, assim, a alteracdo de cor deste composto. Foi utilizada o
acido ascorbico como controle positivo, visto que a atividade antioxidante desta
molécula ja estd bem consolidada. De acordo com a figura, fica clara semelhanca entre
as curvas de oxidacdo do DPPH pelo propofol e acido ascorbico, demonstrando que a
molécula de propofol possa se ligar diretamente ao radical livre, neutralizando-o. Foram

realizados 5 experimentos em diferentes dias.
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Figura 22: Curva dose resposta do Propofol e do &cido ascorbico na oxidagdo do

radical livre DPPH.
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4.11 Efeitos dos anestésicos Etomidato e Propofol sobre Lipoperoxidacéo

A etapa critica da producdo excessiva de radicais livres € a interacdo desses
compostos com as macromoléculas biolégicas como: lipideos (principalmente dos de
membrana), proteinas e DNA. A lipoperoxidacdo é a degradacdo oxidativa de um
lipideo, que se inicia quando um radical livre doa um elétron para um &cido graxo de
membrana, principalmente insaturado, iniciando uma reacdo em cadeia que culmina em
dano celular (Mylonas e col, 1999). Um dos produtos gerados da peroxidacao lipidica
mais conhecido é o malondialdeido (MDA) (Alexandrova e col, 2005). Portanto, a
quantificacdo de MDA é amplamente utilizada como indicadora da lipoperoxidacéo.

Para mensurar o contetdo de MDA das amostras, 0 sobrenadante coletado
para realizar os testes da SOD e catalase foi incubado com acido tiobarbitarico em altas
temperaturas. A reagdo do &cido tiobarbittrico com o MDA é colorimétrica.

Observa-se que tanto o propofol quanto o etomidato foram capazes de reduzir
a peroxidacdo lipidica aos niveis encontrados no controle (100,00). O conteddo de
MDA dos grupos tratados com etomidato 10 pM (93,90 + 10,29) e 30 uM (102,60 £
20,48), foi aproximadamente 46% menor do que o observado no grupo isquemiado sem
tratamento (175,70 = 19,20). Os grupos tratados com propofol 10 uM (81,40 + 15,11) e
30 UM (79,74 + 3,69) apresentaram resultados semelhantes ao etomidato, diminuindo
em torno de 53% o contetdo de MDA. Como o esperado, 0 grupo isquemiado

apresentou maior quantidade de MDA em relagéo ao grupo controle.
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Figura 23: Efeito do Etomidato e Propofol a lipoperoxidacdo. As fatias de
hipocampo foram tratadas com Etomidato e Propofol em diferentes concentragdes por
30 minutos e, posteriormente, isquemiadas por 20 minutos, seguidas de 4 horas de
reperfusdo. (A) Representagdo grafica dos grupos tratados com Etomidato nas
concentragfes de 10 e 30uM. (B) Representacdo gréafica dos grupos tratados com
Propofol nas concentracdes de 10 e 30 M. Dados normalizados em relagdo ao grupo

controle.
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5. DISCUSSAO



5.1 Etapa 1: Avaliacdo da viabilidade celular através da quantificacdo por
microscopia de fluorescéncia e dosagem da atividade de lactato desidrogenase
liberada

O hipocampo possui uma das maiores taxas de consumo de oxigénio do cérebro
(Nishizaki e cols 1988), o que o torna, particularmente, susceptivel a privacdo de glicose
e oxigénio produzida pelo modelo de isquemia cerebral in vitro (Pinheiro e cols 2009).
Vérios trabalhos ja demonstraram tanto em ratos (Kirino 1982 e Pulsinelli e cols 1982),
quanto em humanos (Petito e cols 1987, Horn e Scholte 1992); que a isquemia
transitdria de curta duracdo resulta em uma perda seletiva de neurdnios da regido CAL.
Com isso, 0 modelo de fatias de hipocampo tem sido muito usado para estudar os
mecanismos de neurotoxicidade induzido pela isquemia e, para avaliar a eficacia de
potenciais agentes terapéuticos neuroprotetores (Monette 1997).

Esse modelo experimental possui algumas vantagens em comparac¢do ao modelo
in vivo na avaliacdo da eficacia de novos agentes terapéuticos. O custo e o tempo de
execucdo dos experimentos sdo bem menores, além de ser menos complexo e permitir
um melhor controle das variaveis envolvidas (Golderg e cols, 1997).

O ensaio de viabilidade celular utilizado em modelos in vitro geralmente
compreende anélise dos aspectos funcionais e morfologicos (Schwartz e cols 1995). A
marcacdo com etideo homodimero é um método relativamente simples e rapido para
avaliar a viabilidade neuronal em fatias de hipocampo com 400uM de espessura sem a
necessidade de agentes fixadores, como utilizado em outros métodos bioquimicos
(Monette e cols 1997). Com isso, o uso da marcacdo com o etidio homodimero foi dos
testes escolhido para a realizacdo de andlises quantitativas das células mortas.

Outros métodos podem ser utilizados para avaliar a viabilidade celular em fatias
cerebrais, como andlises microscdpicas convencionais, medidas bioquimicas e
eletrofisiologicas (Ligenhdhl e cols 1997, Small e cols 1997 e 1995). As andlises
morfologicas utilizando microscopia convencional baseiam-se nas caracteristicas de
visualizacdo morfoldgica de células necréticas ou apoptéticas como nucleo picnético,
rupturas na membrana e condensacgéo nuclear. Esse método oferece dados morfoldgicos
precisos, mas requerem Varias preparacfes do tecido como fixacdo, desidratacéo,
marcacéo, inclusdo em materiais especificos para realizar os cortes e 0 seccionamento.
Apbs todo esse preparo do tecido, este é analisado para a contagem extremamente

laboriosa de células mortas, por isso nao foi escolhida.
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Outros métodos bioquimicos de viabilidade celular sdo utilizados, entre eles
podemos citar o uso de marcadores da atividade mitocondrial, como o cloreto de
trifeniltretazolio (TTC) (Glenner e cols 1969, Straus e cols 1948), que forma um
depdsito nas células com mitocondria ativa, a liberacdo de lactato desidrogenase
(Bickler e cols 1996, Gross e cols 1996, Koh e cols 1987), o consumo de glicose e O>
(Nishizaki e cols 1988, Vanderkooi e cols 1991) ou medida dos niveis de ATP
(Nabetani e cols 1995, Tanimoto e cols 1987). Esses métodos sdo utilizados em
modelos de cultura celular e em modelos in vivo de doencas neurodegenerativas. Para
confirmar a morte celular observada no ensaio de microscopia de fluorescéncia foi
avaliado o contetdo de lactato desidrogenase liberada. O ensaio bioquimico da dosagem
de LDH liberada é amplamente usado para estudos de morte celular. A liberacdo dessa
enzima é um marcador biolégico de dano da membrana e morte necrdtica. Portanto,
foram utilizadas duas técnicas para avaliar se o etomidato e o propofol possuem efeito
neuroprotetor.

O etomidato preveniu a morte de células neuronais e gliais do hipocampo de
maneira dose-dependente, a partir da dose de 1 pM, quando submetidas ao insulto de
isquemia/reperfusdo in vitro (Figuras 8). Na curva dose-resposta, observou-se que a
neuroprotecdo méaxima foi encontrada com a dose de 50,44 uM. Esse resultado foi
confirmado pelo ensaio de quantificacdo de LDH liberada (Figura 10A).

O propofol também foi capaz de reduzir a morte celular nas duas técnicas
utilizadas para avaliar a viabilidade celular (Figura 9 e 10B), quando submetidas ao
insulto de isquemia/reperfusdo in vitro. Essa redugdo também foi dose-dependente, a
partir de 1 uM, com neuroprotecdo maxima na dose de 63,18 uM.

O mecanismo de acdo da maioria dos anestésicos envolve a reducdo da
neurotransmissdo excitatoria e aumento da transmissdo inibitoria, resultando em
reducdo da atividade metabdlica cerebral (consumo de O) e reducdo do EEG (Traul e
cols, 2008). Por conseguinte, acredita-se que grande parte dos agentes anestésicos
apresentem propriedades neuroprotetoras, no entanto a sua poténcia neuroprotetora ndo
esta correlacionada com a sua eficacia anestésica (Yamaguchi e cols, 2000; Kawagichi e
cols, 2004 e Sanders e cols, 2005). Com o intuito de confirmar a acdo neuroprotetora
dos anestésicos, varios estudos tém sido conduzidos para certificar esse efeito, bem
como descrever os mecanismos de acdo envolvidos.

Trabalhos realizados por Patel e cols (1995) e Lesser e cols (1999)

demonstraram que o etomidato possui efeito neuroprotetor em modelos com 10 minutos
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de isquemia cerebral. Os mecanismos envolvidos na neuroprotecdo do cérebro pelo
etomidato, descritos nos trabalhos acima, foram a redugdo da liberagdo no espaco
extracelular de glutamato e dopamina, respectivamente. Outro estudo mais recente
demonstrou que o etomidato foi capaz de diminuir a peroxidacéo lipidica decorrente de
isquemia cerebral (Harman e cols, 2012). Contudo, a protec¢do do etomidato na isquemia
cerebral ndo é um consenso. Em um estudo de eletrofisiologia em fatias de hipocampo,
0 etomidato (nas concentracdes de 2 a 60 M) néo foi capaz de recuperar as células da
regido CAl (Amadeu e cols, 1998). Existem, relativamente, poucos trabalhos
relacionando etomidato a neuroprotecdo cerebral, quando se compara ao ndmero de
publicacdes da neuroprotecdo desse anestésico na medula espinhal. Neste tecido, a
neuroprotecdo do etomidato ja foi mais bem descrita, 0s mecanismos de atuacdo
envolvem tanto a reducdo da excitotoxicidade glutamatérgica, bem como atividade
antioxidante (Cayli e cols, 2006; Yagmurdur e cols, 2004; Ergun e cols, 2010 e YU e
cols, 2010).

Confirmando os dados entrados neste trabalho, Adembri e cols (2007) relataram
que o propofol (10-100 uM) foi capaz de diminuir, logo apds o insulto isquémico ¢ 24
h depois, a injdria na regido CAL em fatias de hipocampo submetidas a deprivacéo de
glicose e oxigénio (DGO). Velly e cols (2003) também verificaram que o propofol nas
concentragdes de 0,05-10 uM apresentou efeito neuroprotetor em um modelo de DGO,
por meio da atenuacdo do aumento da concentracdo de glutamato extracelular. Existem
varios outros trabalhos confirmando a acdo neuroprotetora do propofol e atribuindo
diversos mecanismos que medeiam essa acdo, como: reducdo da apoptose (Liu e cols,
2008; Engelhard, 2004), acdo sobre os receptores GABAAa (Albertson e cols, 1996),
inibicdo do edema mitocondrial (Adembri e cols, 2006), acdo antioxidante (Acquavia e

cols, 2004), entre outros mecanismos ja descritos.

5.2 Etapa 2: Avaliacéo do efeito dos anestesico Etomidato e Propofol na liberagéo

de glutamato

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso
central e, além disso, estd envolvido em diversos processos patologicos. Na isquemia
cerebral ocorre um evento denominado excitotoxicidade glutamatérgica, que se refere a
um dano secundario causado pela liberacdo excessiva de glutamato, com consequente

ativacdo patologica dos receptores glutamatérgicos, culminando em um influxo
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exacerbado de célcio e, consequentemente morte celular (Brouns e cols, 2009).

Como o glutamato é um importante mediador da cascata isquémica, seus niveis
foram quantificados na presenca e auséncia dos anestésicos estudados. Nesse
experimento verificou-se que tanto o etomidato, quanto o propofol foram capazes de
reduzir a liberagdo de glutamato de maneira dose-dependente. Esse resultado sinaliza
que a neuroprotecdo desses anestésicos ocorrem parcialmente via atenuagdo da
excitotoxicidade glutamatérgica. Resultado semelhante foi demonstrado por Patel e cols
(1995), onde demonstraram que o etomidato reduziu a morte neuronal por meio da
reducdo da liberacdo de glutamato. Engelhard e cols (2003) verificaram que o propofol
e o sevoflurano foram capazes de suprimir o aumento de glutamato e noradrenalina,
reduzindo, assim, a lesdo isquémica.

O glutamato pode ser liberado por meio de dois mecanismos: via exocitose de
vesiculas sinapticas (Ca?* dependente), prevalente, ou através de liberagdo ndo vesicular
(Ca2* independente) (Nicholls e cols., 1987).

Nos terminais pré-sinapticos nervosos, 0S neurotransmissores sdo empacotados
em pequenas vesiculas. Essas vesiculas sdo liberadas pelo mecanismo de exocitose, que
é disparado pela entrada de fons Ca?*, através da abertura de canais de calcio sensiveis a
voltagem que, por sua vez, € promovida pela despolarizacdo inicial causada pela
abertura dos canais de sddio sensiveis a voltagem (Pang e cols, 2010). Os canais para
sodio ndo sdo responsaveis apenas pelo influxo inicial deste ion durante a fase de
despolarizacdo, mas também pela conducdo e propagacdo do sinal através da
membrana. A cada potencial de acdo ocorre o influxo de Na* através dos canais para
sodio levando a despolarizacdo da membrana plasmatica (Stampfli, 1981). Inibidores
dos CSSV e CCSV reduzem a liberacdo de neurotransmissores do terminal nervoso
pelas reducBes da despolarizacdo, da entrada de calcio e da exocitose dependente de
calcio (Wu and Saggau 1997).

O etomidato e o propofol podem reduzir a quantidade de glutamato do meio
extracelular por meio de dois mecanismos: i) a reducdo da liberacdo de glutamato,
alterando o processo de exocitose ou ii) aumento da recaptacdo do glutamato da fenda
sinaptica usando os transportadores especificos presentes nos astrocitos e neurénios.

O sinaptossoma foi 0 modelo experimental escolhido para avaliar a agdo dos
anestésicos etomidato e propofol sobre o influxo dos ions sddio e célcio do terminal
pré-sindptico, visto que a preparagdo sinaptossomal contém terminais nervosos capazes

de estocar e liberar neurotransmissores. E largamente usada como modelo para anélise
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pré-sindptica dos efeitos de varias drogas. Sendo um excelente modelo para o estudo de
mecanismos moleculares pré-sinapticos (Dunkley, 1986) e, que tem sido utilizado desde
a década de 60 para investigacdo da funcao pré-sinaptica (De Robertis e cols., 1962;
Gray e Whittaker, 1962). Trata-se de terminais nervosos isolados, que apresentam
didmetro entre 0.5-1 pm, contendo uma ou mais mitocéndrias pequenas, vesiculas
sindpticas eletron-lacido de 50 nm de didmetro e, em alguns casos, membrana pos-
sinaptica aderida. O sinaptossoma do SNC de mamiferos pode ser extraido de regides
cerebrais como cortex e hipocampo por apresentarem divisdes anatdbmicas em camadas
de forma clara.

A neurotransmissao ocorre ap6s a propagacao do potencial de acdo ao longo dos
axonios e o canal para o sddio é fundamental para que a mesma ocorra. Inicialmente,
foram investigado os niveis de Na* interno sinaptossomal na presenca etomidato nas
concentracdes de 10, 30 e 100 uM. Estas concentragdes de etomidato ndo alteraram os
niveis intracelulares de Na*. O propilenoglicol, diluente do etomidato, ndo foi capaz de
influenciar os niveis de Na* interno. De fato, Lingamanemi e Hemminings (2003), em
um experimento de “binding”, demonstraram que em concentracdes clinicamente
relevantes, somente o propofol apresentou efeito significativo sobre os CSSV. O
etomidato e o pentobarbital foram significativamente menos potentes. Em um estudo
promovido por Frenkel e cols (1998), o etomidato foi capaz em bloguear em 38 % a
condutancia dos canais de sodio, porém a dose utilizada excede em 100 vezes a dose
clinica do anestésico.

Resultados contrarios foram observados com outro anestésico estudado, o
propofol. Este anestésico reduziu concentracdo interna de sodio em todas as
concentracdes avaliadas (10, 30 e 100 uM). Resultados semelhantes foram obtidos por
outros pesquisadores. O propofol inibiu 0o aumento da concentracdo interna de Na*
sinaptossomal evocado por veratridina com Clso de 13uM (Ratnakumari e Hemmings,
1997). Em estudo eletrofisioldgico, propofol e isoflurano inibiram canais para sodio
dependente de voltagem em terminais nervosos de ratos isolados (Ouyang e cols.,
2003). Os canais de sodio sensiveis a voltagem sdo classificados em dois grupos: 0s
canais sensiveis a tetrodotoxina (Navl.l, 1.2, 1.3, 1.6, 1.7) e 0s resistentes a
tetrodotoxina Navl1.4, 1.5, 1.8, 1.9) (Goldin 2001; Lai et al.2004). Os CSSV mais
expressos no hipocampo sédo Nav 1.2 e 1.6 (TTX-s). O propofol parece atuar sobre os
canais TTX-s, visto que ndo houve efeito de adi¢do entre a toxina e 0 anestésico.

Durante o potencial de acdo, a abertura dos canais para sodio leva a
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despolarizacdo da membrana que por sua vez induz a abertura de canais para calcio
voltagem dependente com consequente aumento da concentracao intracelular deste ion.
Uma vez que os dados obtidos mostraram que o influxo de Na* foi alterado pelo
anestésico propofol, optou-se por avaliar a possivel interferéncia tanto do propofol,
quanto do etomidato na [Ca?*];. Os grupos tratados com etomidato nas concentracdes de
10, 30 e 100 uM apresentaram uma reducdo, dose-dependente, dos niveis de célcio
intracelular. Estudos de binding, com um ligante para canais de calcio do tipo —L,
revelam que o etomidato atua nesses canais em concentracdes clinicamente relevantes
(Lingamanemi e Hemminings, 2003 e Hirota e Lambert, 1996). O propilenoglicol ndo
influenciou o influxo de fons de Ca?*, apesar de haverem relatos que esse composto seja
capaz de aumentar o influxo de célcio via CCSV tipo —N e — L (Hattori e cols, 1999).

Da mesma forma, o propofol foi capaz de reduzir a [Ca?']i de maneira dose-
dependente. O propofol, em culturas de neurdnios corticais, reduz seletivamente as
correntes de Ca®* tipo —L, que representa 25% da condutancia total do Ca?* (Martella e
cols, 2005). Foram encontrados varios estudos que descrevem a inibicdo do propofol
nos canais do tipo —L (Liu e cols 2008, Martella e cols, 2005; Shigemura e cols, 1999).

Assim, com os resultados obtidos sobre o influxo de sédio e célcio, sugere-se
que a reducdo da concentracdo de glutamato do meio extracelular apds o insulto
isquémico seja mediada pela acdo do etomidato e propofol sobre os mecanismos
envolvidos na exocitose de neurotransmissores.

Existem varios subtipos de CCSV que permitem o influxo de Ca?*, sdo eles: L-,
T-, N-, R-, P-, Q- (Gadian e cols, 1987). H& um consenso que na transmissao sinaptica,
0s principais subtipos envolvidos sdo os canais do tipo —-N e —P/Q. Ja que, tanto o
etomidato, quanto o propofol foram capazes de alterar o influxo de célcio, avaliou-se a
acao desses anestésicos nos subtipos de CCSV com maior expressao no hipocampo.

O etomidato na concentracdo de 30 uM foi capaz de reduzir os niveis de célcio
tanto nas células expressando isoladamente canais do tipo —N, quanto —P/Q, mas com
uma maior eficécia sobre os canais do tipo —N. Talvez esse possa ser 0 motivo da maior
neuroprotecdo observada do etomidato sobre a medula espinhal usando o mesmo
modelo de isquemia in vitro (dados ainda néo publicados, Mario Lavor). O unico estudo
que correlaciona o etomidato com os canais do subtipo —N, diz que este anestésico ndo
atua sobre o sitio de ligacdo da toxina MVIIA, que é um ligante de canais do tipo —N
(Hirota e cols, 2000). Na base de pesquisa da Pubmed, ndo foram encontrados artigos

que correlacionem o etomidato com canais do tipo —P/Q. O fato do etomidato néo
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deslocar o ligante MVIIA néo pode excluir a agédo do etomidato sobre os canais do tipo
—N, j& que esse anestésico possa se ligar em outra regido do canal.

O propofol na concentracdo de 30 uM também diminuiu os niveis de calcio nos
canais avaliados acima. Mas diferentemente do etomidato, ele apresentou praticamente
a mesma inibicdo tanto no canal —N, quanto no canal —P/Q. Ha uma grande quantidade
de artigos que descrevem o efeito do propofol inibindo os canais do tipo —L nos tecidos
cardiaco (Ruijter e cols, 2002; Liu e cols, 2008), principalmente, e cerebral (Martella e
cols, 2005; Lingamanemi e cols, 2003), em detrimento aos canais avaliados neste
estudo.

A acéo do propofol sobre os canais do tipo —P/Q foram descritas em trés estudos.
Confirmando os achados do presente trabalho, em um estudo de “binding”, utilizando-
se os ligantes Aga IVA e MVIIC, verificou-se que o propofol em uma concentracdo
clinicamente aceitavel (concentracdo plasmatica de 28 uM) foi capaz de reduzir a
liberagdo de dopamina e norepinefrina mediada pelos canais —P/Q (Hirota e cols, 2000).
Por outro lado, os outros estudos falharam em correlacionar a reducdo do influxo de
calcio com os canais —P/Q. Martella e cols (2005) mostraram, através de
eletrofisiologia, que os canais de célcio do tipo —L sdo alvos preferenciais do propofol,
com acdo relativamente pequena sobre os canais —P/Q e —N. Em outro estudo, também
utilizado a técnica de eletrofisiologia, o propofol ndo foi capaz de inibir a corrente de
calcio mediada pelos canais do tipo —P (Hall e cols, 1994). Apesar de ndo ter
estabelecido uma acdo do propofol sobre os canais do tipo —P/Q, o estudo conduzido
por Martela e cols também nédo excluiu a acdo do propofol sobre esses canais. J& 0
estudo realizado por Hall e cols, a concentracdo de propofol avaliada (2 M) foi bem
menor do que a avaliada pelo estudo proposto (30 uM).

Da mesma forma, a acdo do propofol sobre os canais do tipo —N ndo esta bem
caracterizada. Corroborando os achados, em um estudo utilizando ratos knockout dos
canais do tipo —N, a sensibilidade dos animais a anestesia de propofol encontra-se
significativamente reduzida em relacdo aos animais selvagens, sugerindo uma
neutralizacdo da anestesia nos animais manipulados geneticamente (Takei e cols, 2003).
O outro trabalho foi realizado por Martella e cols (2005) que descreve uma pequena
acao do propofol sobre os canais do tipo —N.
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5.3 Etapa 3: Efeito dos anestésicos Etomidato e Propofol sobre o estresse oxidativo

Efeitos toxicos do oxigénio sobre componentes bioldgicos sdo conhecidos desde
o final do século XIX (Lorrain-Smith, 1899). Estes efeitos sdo resultantes da oxidacao
de componentes celulares como lipideos, principalmente &cidos graxos poli-insaturados,
proteinas, nucleotideos e tiois, mediada por espécies reativas de oxigénio e espécies
reativas de nitrogénio, conhecidas genericamente como radicais livres (Giller, Sigler,
1995; Romero et al., 1998).

O estresse oxidativo é considerado um fator-chave deletério na isquemia e
reperfusdo cerebral. O mau funcionamento da cadeia respiratoria oxidativa nas
mitocondrias, combinada a ativacdo de oxidases citoplasmaticas geram uma explosao
de espécies reativas de oxigénio. Os sistemas de detoxificacdo das células, formados
pelas enzimas e moléculas antioxidantes, ndo conseguem neutralizar todo o contetdo de
EROs gerado pelo processo isquémico. Como resultado, o estresse oxidativo contribui
diretamente para a necrose e apoptose atraves da ativacdo de inimeras vias no tecido
isquémico (Manzanero e cols, 2012).

A lipoperoxidacdo é um dos eventos finais do estresse oxidativo, que ja esta bem
estabelecido na lesdo isquemia/reperfusdo. Esse processo leva a modificacdes na
membrana plasmatica como: alteracdo da fluidez, aumento da permeabilidade e reducao
da atividade ATPase, levando a injdria celular (Chen e cols, 2011).

Nos grupos tratados com etomidato e propofol foi observada a reducdo da
geracdo de EROs e na peroxidacdo lipidica em relacdo ao grupo isquemia/reperfusdo. O
atenuamento da producdo de EROs esta diretamente relacionado com o decréscimo da
peroxidacao lipidica. A acdo do etomidato sobre o dano gerado pelo estresse oxidativo
ja foi descrita em outros tecidos, como na medula, onde foi encontrada uma possivel
atividade antioxidante com reducdo da producdo de radicais livres e peroxidagédo
lipidica (Cayli e cols, 2006; Yagmurdur e cols, 2004 e Ergiin e cols, 2010). No caso do
propofol, Ozkan e cols (2012) demonstraram que este anestésico aumentou a capacidade
antioxidante contra a lesdo isquémica no musculo da tibia, promovida pelo torniquete da
artéria femural. Em outro trabalho, o propofol conseguiu atenuar os danos promovidos
pelo perdxido de hidrogénio em cultura de células endoteliais umbilicais humanas
(Chen e cols, 2010). Yamaguchi e cols (2000) verificaram que o propofol diminuiu a
morte neuronal de células da regido CAl do hipocampo, pela prevencdo da
lipoperoxidagdo. Portanto, os dados obtidos na avaliagdo sobre a geracdo de EROs e
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lipoperoxidacdo vao ao encontro dos resultados encontrados na literatura. Com base
nesses resultados, sugere-se que ambos anestésicos foram capazes de reduzir a lesdo
gerada pelo estresse oxidativo.

A célula possui mecanismos para combater o estresse oxidativo em trés niveis:
regulando a geragdo EROs (Groeger et al, 2009;.. Li et al, 2011), eliminando os EROs,
com a ajuda de enzimas e moléculas de neutralizacdo (Watson et al., 2012), e por
mecanismos de reparacdo de proteinas, lipidios ou de DNA que foram afetados pelo
estresse oxidativo (Liu et al, 2011; Gao et al, 2012).

Uma vez que o etomidato e propofol foram capazes de alterar o status de
oxidacdo da celula, decidiu-se verificar se esses anestésicos medeiam seus efeitos
eliminando os EROs através do sistema antioxidante endogeno.

O sistema antioxidante enddgeno é composto, principalmente, pelas enzimas
SOD, catalase e glutationa peroxidase. Essas enzimas exercem um importante papel
mantendo oxidantes em baixas concentracgdes, garantindo, assim, a homeostase redox no
tecido (Chen e cols, 2011). Além das enzimas antioxidantes, existem moléculas
presentes no tecido, como glutationa, acido ascorbico e vitamina E que sdo capazes de
escanear os radicais livres do sistema (Chan, 2001 e 1996).

A SOD é a primeira enzima da cascata de detoxificagdo, transformado o radical
superéxido em perdéxido de hidrogénio. Ja foram identificadas trés tipos de SOD: a
citoplasmatica (SOD1), mitocondrial (SOD2) e extracelular (SOD3) (M. Schéfer e cols,
2008). A SOD1 é encontrada no citoplasma e utiliza os ions cobre e zinco como
cofatores, j& a SOD2 é expressa na mitocondria e necessita do ion magnesio para
exercer a sua atividade catalitica. A SOD3 possui uma localizacdo menos especifica,
sendo encontrada no espaco extracelular e no fluido e vasos cerebrais, os cofatores
usados sdo o cobre e 0 zinco.

Durante o periodo isquemia/reperfusdo alguns processos deletérios ocorrem
como: a superproducéo de oxidantes, a inativacdo dos sistemas de detoxificacdo, bem o
consumo de oxidantes (Chen e cols, 2011). No teste realizado para medir a atividade da
SOD, como era esperado, 0 grupo isquemia/reperfusdo apresentou menor atividade
enzimatica; enquanto o etomidato foi capaz de reestabelecer os niveis desta enzima ao
nivel encontrado no grupo controle. Ha poucos trabalhos avaliando a atividade
antioxidante do etomidato. Em um estudo em preparagdes de musculo esquelético,
doses sub-anestésicas de etomidato reduziu o contetdo de MDA, aumentou a atividade

da GPx, mas ndo alterou a atividade da SOD (Ergiin e cols, 2010). A diferenca do
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resultado encontrado sobre a atividade da SOD pode ser decorrente das diferentes
concentragOes de etomidato utilizada em cada trabalho. Muitos trabalhos, especialmente
estudos que avaliaram a superexpressdo da SOD em animais knockout para essa
enzima, tém provado que a SOD esté ativamente envolvida na neuroprotecdo apos a
isquemia cerebral (Chen e cols, 2011). A administracdo da SOD tem sido usada
extensivamente para reduzir a lesdo isquemia/reperfusdo, mas, infelizmente, os
investigadores tém obtido tanto resultados positivos, como negativos (Chan e cols,
1993). Os maiores problemas relacionados a terapia com a SOD ¢€ a curta meia-vida na
circulacdo sanguinea, em torno de 6 minutos, e a dificuldade dessa enzima atravessar a
barreira hemato-encefélica (Chan, 1996). Entretanto, modificacbes na enzima que
aumentam a sua meia vida, como a conjugacdo ao propilenoglicol tém sido usadas com
sucesso para reduzir o volume infarto em ratos que foram submetidos a isquemia
cerebral focal (He e cols, 1993). O etomidato torna-se uma boa alternativa para
aumentar a atividade antioxidante desta enzima, pois ele é capaz de aumentar a
atividade da SOD enddgena e ao mesmo tempo ndo encontra as dificuldades
farmacocinéticas da administracao desta enzima.

O propofol, nas duas concentragcbes avaliadas, ndo foi capaz de alterar a
atividade da SOD. De fato, o propofol reduziu o contelldo de MDA, mas ndo apresentou
diferenca significativa desta enzima entre o grupo que sofreu isquemia e tratado com o
propofol (Dogan e cols, 2010). Em um estudo promovido por Ergun e cols (2010), o
propofol reduziu a atividade da SOD no musculo esquelético. Sendo assim, a reducgéo
do conteldo de EROs observado no tratamento com propofol ndo estd associado a
atividade antioxidante da SOD.

A catalase, juntamente com a GPx, catalisa a reacdo da transformacdo do
peréxido de hidrogénio em agua. Essa enzima, como a SOD, faz parte do sistema
antioxidante da célula, com isso 0o aumento na atividade dessa enzima contribui para a
reducdo da quantidade de EROs na célula.

O etomidato foi capaz de aumentar de forma expressiva a atividade da catalase.
Resultado semelhante foi encontrado no estudo conduzido por Dogan e cols (2010),
onde certificaram que o etomidato produziu o maior nivel de atividade da CAT, quando
comparado a grupos tratados com propofol, tiopental e cetamina. O propofol nédo
alterou a atividade da CAT, mantendo-a no nivel do grupo isquemiado. Ergun e cols
(2010) ja haviam observado que o propofol reduz a quantidade de MDA, mas nédo é

capaz de modular a atividade da catalase no masculo esquelético. Esse resultado do
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propofol sobre a catalase também foi descrito por Sekeroglu e cols (2012) em amostras
de sangue.

A glutationa possui varias fungdes fisioldgicas, incluindo o envolvimento no
sistema de defesa contra espécies reativas, devido a manutencdo do potencial REDOX,
garantindo que os grupos sulfidril das proteinas permanecam na sua forma reduzida.
Existem vérias evidéncias que a glutationa possui um importante papel na detoxificagdo
do cérebro (Dringen e cols, 2000). Em um estudo promovido por Mizui e cols em 1992
foi demonstrado que a reducdo do contetdo de glutationa no cérebro, torna-o mais
vulneravel ao aumento das EROs decorrente do processo de isquemia. A funcédo
antioxidante da glutationa é mediada pelo grupamento tiol, que se torna oxidado quando
a GSH reduz moléculas alvo. A importancia do GSH como um tampao redox celular é
sustentado pelo fato que esta molécula possui um baixo potencial REDOX e ¢é
encontrada em todas as células em altas concentracfes (10-15 mM) (revisado por Mari e
cols, 2009).

Na quantificacdo do conteddo GSH das amostras deste trabalho ocorreu uma
reducdo deste tripeptideo no grupo isquemiado sem tratamento em relacdo ao grupo
controle. Esse resultado ja era esperado devido ao consumo da moléculas antioxidantes
no processo de estresse oxidativo (Chen e cols, 2011). O etomidato e o propofol
conseguiram preservar o contetdo de GSH da célula, mantendo a homeostasia do
sistema REDOX da célula. O resultado encontrado no tratamento com o propofol foi
descrito em outros modelos experimentais, corroborando o achado deste estudo. Em um
trabalho promovido por Sekeroglu e cols (2012), o propofol foi capaz de preservar 0s
niveis de glutationa e da GPx em amostras de sangue, mas ndo afetou a atividade da
SOD e catalase. O propofol aumentou significativamente os niveis de GSH no figado e
a atividade das enzimas do sistema glutationa (Adaramoye e cols, 2013).

O perdxido de hidrogénio é extremamente toxico para os tecido cerebral,
levando & morte por apoptose. Vérias evidéncias demonstraram que a defesa neuronal
contra essa molécula é mediada pelo sistema glutationa, principalmente pela enzima
GPx e com o auxilio da classe de GST com atividade de peroxidase (Dringen e cols,
2000). A GPx tambeém atua sobre moléculas organicas oxidadas, conjugando-as com o
GSH. Da mesma forma, algumas GSTs possuem a capacidade de conjugar GSH a
peréxidos organicos, gerando GSSG e o respectivo alcool (Halliwell e cols, 2007).
Como produto da reacdo de reducdo da GPx e GST tem a formacdo da GSSG. A

reducdo desta molécula a GSH é realizada pela GR, permitindo assim a reciclagem da
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glutationa, sempre fornecendo a glutationa na sua forma reduzida para dar continuidade
ao ciclo de detoxificagdo. Sendo assim, a GR desempenha um papel crucial na
manutencdo do ambiente reduzido da célula e no combate do estresse oxidativo
(Berkholz e cols, 2008).

Tanto o propofol, quanto o etomidato conseguiram modular positivamente a
atividade da GPx em relacdo ao grupo isquemiado. Esses anestésicos foram capazes de
reestabelecer essas enzimas ao nivel do controle. Como citado anteriormente Ergun
(2010) descreveu a acdo desses anestésicos sobre aumento da atividade da GPx em dois
estudos realizados na isquemia de musculo esquelético. Sekeroglu (2012) e Adaramoye
(2013) também observaram o aumento da GPx em grupos tratados com o propofol.
Portanto, os dados encontrados foram confirmados em outros estudos.

O etomidato reestabeleceu a atividade da GR ao nivel do controle, mas néo
foi capaz de alterar a atividade da GST. J& o propofol aumentou os niveis de GST, mas
somente na concentracdo de 10 uM foi capaz de elevar a atividade da GR aos niveis do
controle.

Como foi observado, o propofol ndo atua sobre a CAT e nem a SOD, mas ele
possui a mesma capacidade em reduzir o contetdo EROs do tecido que o etomidato.
Tendo em vista que propofol possui estrutura quimica semelhante ao nicleo ativo de
substancias antioxidantes, como a vitamina E (DeLa Cruz e cols, 1998), cogitou-se a
possibilidade desta molécula possuir atividade antioxidante intrinseca. Essa hipotese foi
confirmada por este estudo. O propofol possui um perfil de escaneamento de EROs
muito préximo ao do 4&cido ascérbico (controle positivo), que uma molécula
antioxidante ja bem estudada. Com isso, conclui-se que um dos mecanismos adotados
pelo propofol para reduzir a quantidade de EROs € a ligacdo de sua molécula com o0s
radicais livres, neutralizando-os.

Associando os resultados encontrados na avaliacdo desses anestésicos no
estresse oxidativo, observa-se que ambos os anestésicos foram capazes de reduzir o
dano oxidativo causado pela isquemia/reperfusdo. Porém, os resultados indicam que
existam algumas diferengas nos mecanismos de acdo que envolve a atenuagdo do
estresse oxidativo para cada anestesico. O etomidato parece agir aumentando o sistema
antioxidante da célula, através do aumento da atividade das enzimas antioxidantes
catalase e superdxido dismutase, glutationa peroxidase e redutase. Ja o propofol, reduz a
geragdo de EROs através da modulagdo positiva do sistema glutationa e através da sua

atividade antioxidante intrinseca.
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6.CONCLUSOES



Baseado nas evidéncias experimentais apresentadas é possivel concluir que:

1.

10.

11.

O etomidato e o propofol apresentaram efeito neuroprotetor em fatias de
hipocampo submetidas ao insulto isquémico de 20 minutos e 4 horas de
reperfuséo.

O etomidato e o propofol reduziram a liberacdo de glutamato e enzimas
citosélicas (LDH), no contetdo extracelular. A menor quantidade de glutamato
extracelular pode ser um dos mecanismos responsaveis pela neuroprotecdo
desses anestésicos.

O propofol reduziu o influxo de sddio e célcio em sinaptossomas de maneira
dose dependente.

O propofol atuou de maneira semelhante ao bloqueador de canal de sédio,
tetrodotoxina, pois ndo observado efeito aditivo no influxo de sédio. Indicando
que o propofol atue nos canais de sodio sensiveis a tetrodoxina.

O etomidato reduziu apenas o influxo de calcio, ndo alterou o influxo de sodio,
ndo atuando, assim sobre os canais de sodio sensiveis a voltagem.

O etomidato diminui o influxo de calcio em células transfectadas isoladamente
com os subtipos de canais de célcio sensiveis a voltagem — N e — P/Q. Atuando
como bloqueador desses canais, em maior extensdo no subtipo — N.

O propofol diminui o influxo de célcio em células transfectadas isoladamente
com os subtipos de canais de calcio sensiveis a voltagem — N e — P/Q. Atuando
como bloqueador desses canais, na mesma extensao nos subtipos — N e — P/Q.
As reducdes dos influxos dos ions sodio e célcio atraves do blogueio pelo
propofol e etomidato podem estar relacionadas a menor quantidade de glutamato
no meio extracelular.

O etomidato e propofol foram capazes de diminuir a quantidade de espécies
reativas de oxigénio geradas apos lesdo isquemia/reperfuséo.

O etomidato e propofol foram capazes de reduzir a peroxidacdo lipidica,
atenuando a lesdo de estresse oxidativo. Essa redugdo esta diretamente ligada
com a menor quantidade de espécies reativas de oxigénio.

O etomidato foi capaz de modular positivamente a atividade/expressdo das
enzimas superoxido dismutase e catalase. Tornando o sistema de detoxificacdo

celular mais eficiente e, consequentemente, reduzindo a quantidade de EROs.
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12.

13.

14.

15.

O propofol ndo altera a atividade das enzimas antioxidantes superdxido
dismutase e catalase. Sendo assim, a reducdo das EROs promovida por esse
anestésico ndo esta relacionada a maior atividade dessas enzimas.

O propofol foi capaz de modular positivamente a atividade/expressdao das
enzimas glutationa peroxidase, glutationa redutase (concentragéo de 10 uM) e
glutationa-S-transferase. Reduzindo a quantidade de espécies reativas de
oxigénio no tecido.

O etomidato foi capaz de modular positivamente a atividade/expressdo das
enzimas glutationa peroxidase e glutationa redutase. Porém, o etomidato nédo
modificou a atividade/expresséo da glutationa-S-transferase. Os aumentos da
GPx, GR em conjunto com o aumento da SOD e catalase parecem ser 0s
responsaveis pela reducédo da espécies reativas de oxigénio no tecido.

O propofol possui atividade antioxidante per si, ligando-se diretamente aos
radicais livres e neutralizando-os. O grupo fendlico presente na molécula pode

ser 0 responsavel por essa caracteristica.
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