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RESUMO

Comparacao entre os efeitos da dexmedetomidina e halotano

sobre o perfil de recrutamento celular induzido em ratos.

MANOEL RODRIGUES MEDEIROS NETO. Cirurgia e anestesia geral estdo associados
a disfuncgédo transitéria do sistema imune caracterizada por alteragdes na produgido de
citocinas e na fungdo e nimero dos elementos figurados. A disfuncdo imune observada
no pés-operatério e em unidades de terapia intensiva tem sido associada ao aumento de
atividade do sistema nervoso simpatico e ao conseqiiente aumento de concentracio
plasmatica de catecolaminas. A administracido de dexmedetomidina, um agonista dos
receptores opadrenérgicos de recente introdugdo na pratica clinica (1999), reduz o
requerimento de anestésicos e atenua a resposta simpatica/adrenal ao estresse
diminuindo a concentracdo plasmética de noradrenalina. O objetivo do nosso estudo foi
documentar o efeito da dexmedetomidina, administrada préviamente, sobre o perfil de
recrutamento celular precoce induzido pela técnica do bolsdo de ar dorsal com estimulo
por lipopolissacarideo em ratos submetidos ou néo a laparotomia simples. Foi observada
uma significativa acdo anti-inflamatéria nos animais nio operados tratados préviamente
com dexmedetomidina em relagdo ao grupo controle (p= 0,0393) que ocorreu
principalmente as custas da subpopulacdo de macréfagos (p=0,0467), esta acéo ndo foi
observada nos animais operados . A nossa conclusdo é que a dexmedetomidina é uma
droga eficaz e segura como agente anestésico (inico em ratos apresentando acdo anti-

inflamatéria em circunstancias estresse leve a moderado.

PALAVRAS-CHAVE: Agonistas a,adrenégicos, Anestesia, Dexmedetomidina, Imunidade
inata



ABSTRACT

Comparison in between the effects of dexmedetomidine and

halothane on the profile of cell recruitment induced in rats. MANOEL

RODRIGUES MEDEIROS NETO. Surgery and general anesthesia are associated with
transient immunologic disfunction featured by changes in cytokine environment and
leukocyte number and function. The immunologic disfunction seen in the postoperative
period and in the critical care setting has been linked to the augmented sympathetic
response, and the increased catecholamine concentration. The administration of
dexmedetomidine, an o, adrenergic receptor agonist, reduces the anesthetic
requirements, attenuates the sympathoadrenal response to the stress and decreases the
plasma concentration of norepinephrine. We conducted the current study to determine
the effect of dexmedetomidine, previously administered, on the cell recruitment profile
using the model of dorsal air pouch with LPS stimulus in rats submitted or not to a simple
laparotomy as a concurrent additional challenge. We observed a clear antiinflammatory
effect in the non-operated group anesthetized with dexmedetomidine that ocurred mainly
at the expense of a decreased macrophage subpopulation. This effect was not observed
in the laparotomized animals. Our conclusion is that dexmedetomidine is a safe and
effective anesthetic/sedative agent that can be used as the only drug and presents a
antiinflammatory effect in circumstances of mild to moderate stress.

KEYWORDS: a,-Adrenergic agonists, Anesthesia, Dexmedetomidine, Innate Immunity



Abreviaturas

AMPc: Adenosina monofosfato ciclica

E.E.U.U.: Estados Unidos da América

F.D.A.: Agéncia americana que controla a libera¢édo de farmacos para uso em humanos.
1.P.: Intraperitoneal

L.P.S.: Lipopolissacaride bacteriano
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1 Introducao

A dexmedetomidina é um oyagonista simpéatico com alto grau de seletividade
(relacdo entre a taxa de ligacdo oo/oy de 1600:1) e sua recente disponibilizagdo
comercial para uso clinico abre um grande leque de opgdes de aplicabilidade que vdo da
simples ansidlise até mesmo a anestesia clinica como agente unico passando por usos
tdo diversos como analgesia em clinica de dor aguda e crénica, oncolégica inclusive, e
tratamento de arritmias e da sindrome de abstinéncia de drogas psicoativas. Esta
versatilidade é propiciada por seu mecanismo de a¢édo: diminuigédo do ténus adrenérgico,
devido & hiperpolarizacdo membrana pré-sinaptica adrenérgica com conseqiiente
reducdo da atividade simpatica geral. Como agéo farmacolégica adicional de grande
interesse temos a potencializacdo dos efeitos analgésicos das vias espinhais
descendentes (histaminérgica, noradrenérgica e opiatérgica) que convergem no corno
posterior da substancia gelatinosa para usar uma via comum o,adrenérgica.

Quando o ténus do sistema nervoso simpatico se altera em direcdo a extremos de
hiperatividade passa a promover efeitos que podem ser desejaveis como em condicoes
de maior demanda metabdlica ou, por que por si s6 passam a exercer papel gerador de
disfuncdo importante do controle hemodinadmico (arritmias, infartos, hipertens&o),
psiquico (ansiedade, prejuizo do sono fisioldgico), e imunolégico.

Por sua gama de usos possiveis em clinica anestesioldgica e por seu mecanismo
de acédo (linico entre os anestésicos majoritarios atualmente disponivel para uso em
humanos), a dexmedetomidina pode vir a ser a primeira droga anestésica a ser indicada
ndo s6 por seus efeitos mais imediatos mas também por seu perfil imunomodulatério
indireto, via sistema nervoso simpdtico, sobre a atividade do sistema imune em

condigdes de estresse de fundo hemodinamico, metabdlico e psiquico, isoladamente ou

néo.
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1.1 Repercussoes do estresse sobre a funcao

imunoldgica

Desde os primeiros achados sobre a associagdo entre estresse e alteragbes na
funcdo e estrutura do sisteme imune (Selye et al. 1936 e 1946; Solomon et al., 1964;
Ader et al, 1975), tem se postulado a existéncia de um papel ativador da resposta imune
pelo sistema nervoso. Os 6rgéos linféides primarios e secundarios apresentam inervagéo
simpatica (Felten et al., 1991; Meltzer et al., 1997; Panuncio et al., 1999) capaz de
promover a liberacdo de noradrenalina em resposta & administracdo sistémica de
antigenos (Kohm et al., 2000) e de citocinas (Shimizu et al., 1994). O agonismo dos
receptores adrenérgicos expressos na superficie de células linféides humanas
promove aumento na concentragdo intra-celular de AMPc (Bishopric et al, 1980;
Loveland et al, 1981, revisado por Sanders et al., 2001), e é capaz de provocar
alteragbes em seu numero e funcdo (Hadden et al., 1970, revisado por Sanders et al.,
2001).

O aumento do ténus simpatico causa alteragdes detrimentais sobre a funcio
imunolégica que abrangem em suas conseqiiencias uma vasta gama de situagcdes
comumente observadas na pratica clinica tais como: retardo de cicatrizagdo da ferida
cirtrgica e diminuicdo de sua resisténcia a infecgdes (Kiecolt-Glaser et al., 1998; Glaser
et al., 1999; Fehder, 1999; Rozlog, Kiecolt-Glaser et al. 1999), aumento de
susceptibilidade a infecg&o no periodo imediato apés exames invasivos (Lyteet al., 1992,
1993; Straub et al, 2000a), diminuicdo da resposta a antigenos no periodo
imediatamente seguinte ao exercicio fisico (Gabrielet al., 1988; Woods et al., 2000;
Jonsdottir et al., 2000; Fleshner et al, 2000), agravamento de doencas reumatolégicas e
oncolégicas (Crofford et al., 1999; Kiecolt-Glaser et al., 1999; Miller et al., 2000),
especialmente em idosos (Madden et al., 2000) e até mesmo faléncia de protocolos de

vacinagdo (Glaser et al., 1998).

14



O lapso de tempo entre a estimulagdo simpatica e a exposicdo a um antigeno
pode determinar o resultado final da resposta imune (Borgeret al., 1999 Shakhar et al.,
1998; Ben-Eliyahu et al. 2000). Estes autores demonstraram que a contagem e a
atividade periférica de células NK aumenta transitoriamente ap6s o estresse agudo. Este
efeito é bloqueado pelo beta-bloqueador nadolol e € mimetizado pela a administragédo de
agonistas beta. Esta ativacdo do sistema nervoso simpético leva a um subsequente
aumento na taxa de retengdo de células tumorais no pulmao sugerindo a ocorréncia de
disfungdo imune e uma ameaga a resisténcia organica as células metastatizantes
sensiveis a lise por células NK.

A exposigdo de ratos a estresse de restricdo diminui a sua producdo de células
CD8+ em resposta ao HSV e ao virus da influenza e este efeito parece ser mediado por
acéo beta-adrenérgica (Dobbs et al., 1993; Sheridan et al., 1998).

As consequéncias da exposicdo & hiperatividade simpatica de origem endégena
ou exdégena sobre o sistema imune em certas situagbes especificas ainda nédo estdo
claras e algumas questbes se apresentam quanto & interagdo entre o agonismo
simpético e a fungdo do sistema imune:

- Seria possivel promover um direcionamento imune intencional em favor de uma
resposta predominantemente Th1 ou Th2 ?,

- Qual o papel definido da hiperatividade simpética sobre doengas autoimunes ?,

- Seria possivel que uma abordagem psicolégica ou farmacoldgica pudesse
prevenir o progresso de algumas patologias como conseqilencia da normalizagdo da
atividade simpatica?

- E possivel que o status do sistema imune influencie a efetividade de um regime
de vacinagio ?

Considerando-se a relevancia do tema, ainda é pequeno volume de estudos com
modelos in vivo disponiveis na literatura. Estes poucos relatos apresentarm resultados
heterogéneos e controversos com limitado potencial de extrapolagdo para a pratica
clinica, H4 portanto, uma real demanda por investigagdo adicional dos aspectos

imunolo6gicos desta classe de drogas.
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1.1.1 Interacao entre o sistema nervoso

autonomo e o sistema imune: o papel de

intervencoes farmacoldgicas.

Uma caracteristica marcante da sinalizacdo sinaptica € o uso de uma mesma
molécula sinalizadora para promover agdes diferentes qualitativa e quantitativamente
em diferentes 6rgéos alvo ou as vezes heterogeneamente dentro de um mesmo 6rgédo; a
inervagdo simpatica dos 6rgéos linféides € uma evidéncia de planejamento orgénico para
o papel das catecolaminas na fisiologia do sistema imune.

O “extravasamento” (spillover) de catecolaminas de sitios de grande atividade
simpaética, particularmente em situagdes de estresse organico, e ou psicolégico para a
circulagdo sistémica é um ponto fraco dentro do sistema de sinalizacdo sinaptica
constituindo-se numa via pela qual sistemas organicos sensiveis a catecolaminas
podem sofrer ativagéo indevida e detrimental.

No que se refere ao papel de anestésicos como agentes modificadores da resposta
imune, Tait et al (1993) usaram um modelo de recrutamento celular inflamat6rio com o
virus da influenza em pulmio de ratos e demonstraram significante atenuagdo do
recrutamento celular no grupo tratado com halotano quando comparado ao grupo
tratado pela cetamina. Complementarmente, o efeito da cetamina sobre a funcdo de
neutréfilos foi mostrada como detrimental por Nishina et al (1998). Tait et al. (1993)
sugerem que o efeito "anti-recrutamento” do halotano pode ser benéfico ao diminuir o
dano tecidual causado pela ativagdo dos PMN.

Nishina et al (1999) realizaram o primeiro estudo in vitro sobre os efeitos da
clonidina e da dexmedetomidina sobre a funcdo dos neutréfilos humanos demonstrando
que a dexmedetomidina ndo apresenta efeitos sobre quimiotaxia, fagocitose e produgéo
de super6xido por neutréfilos humanos in vitro concluindo pela inocuidade da droga
sobre a fungéo imunoldgica; este trabalho foi pioneiro em sua proposta com relagdo as

drogas a2 adrenérgicas tendo sido citado recentemente como exemplo das limitagdes
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praticas de conclusdes obtidas com drogas autacéides em modelos in vitro ou ex vivo.
(Taniguchi et al)

O mecanismo de acdo da dexmedetomidina sugere a possibilidade efeitos distintos
sobre o sistema imune em relagdo as outras drogas anestésicas disponiveis. Sua acio
atenuante sobre o tonus do sistema nervoso simpéatico pode representar um fator de
protecdo contra os efeitos do estresse causado pelo trauma cirtrgico sobre a resposta
imune.

Os efeitos sistémicos da dexmedetomidina a tornam uma indicagdo possivel em
situagdes de clinica anestesioldgica nas quais se deseja uma diminuigdo do impacto da
hiperatividade do sistema nervoso simpatico sobre 6érgdos em eventual desequilibrio da
relacdo suprimento/demanda de oxigénio, notadamente na doenga coronariana
aterosclerética associada ou ndo a anemia, choque ou estados de hiperatividade
metabdlica como por exemplo: sepse e, ou pés-operatério de grandes intervengdes
cirirgicas primarias ou reintervengoes.

Os efeitos dos anestésicos e drogas sedativas sobre o sistema imune tém sido
amplamente estudados prenunciando 0 momento em que o efeito sobre o sistema imune
vai representar um importante critério na escolha da medicagio a ser usada no paciente
cirargico. (Kelbel et al., 2001).

A preocupagdo com o efeito das drogas anestésicas sobre o sistema imune cresce
na mesma proporcdo em que aumenta o ndmero de pacientes em estado critico
indicados para intervencdes sob anestesia. O perfil imunomodulatério desejavel em um
anestésico para determinadas situagdes pode variar do anti-inflamatério como nos
casos de sepse, transplantes, sindrome da angustia respiratoria do aduito (SARA) e nas
cirurgias sob circulacdo extracorpérea ao minimamente prejudicial, ou in6cuo como em

oncologia, grandes queimados, e em casos de infeccdes localizadas.

1.2 O farmaco: sitio de acdo e efeito

A dexmedetomidina, o enantibmero dextr6giro da medetomidina, € um agonista o,

adrenérgico, com relacdo de seletividade entre os receptores ooy de 1600:1 e
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importante acfo sedativa e analgésica, diminuindo em até 95% a demanda por
anestésicos inalatorios em estudos experimentais. Promove estabilidade hemodinamica
com reducdo do consumo miocardico de oxigénio e é capaz de, quando usado como
sedativo, permitir uma avaliagdo clinica satisfatéria em neurologia. Mesmo no limite
superior da sua faixa terapéutica, ndo causa depressdo da funcio respiratdria além de
permitir um despertar tranglilo sob comando verbal o que a torna muito util no ambiente

de terapia intensiva (Revisado por Khan et al).

Os receptores opadrenérgicos séo classificados em os , op , € oy, conforme sua

acdo farmacoldgica e em oo, aoc2 € aocs conforme a localizacdo cromossémica dos
genes que os codificam e correspondem aos receptores oa, 0o € dac.

Os receptores o, pré-juncionais sdo principaimente os o,s embora possam estar
presentes também os ayc. Eles inibem a liberagdo de noradrenalina nas terminagdes
nervosas simpaticas e nas sinapses noradrenérgicas do sistema nervoso central. Todos
os trés subtipos de receptores podem ser identificados nas terminagdes pré-sinapticas
dos musculos lisos dos vasos e promovem vasoconstricgdo, sendo que os oyc estdo
localizados principalmente nas veias. Sd3o encontrados em varios 6rgdos tais como:
figado, plaquetas, rins, tecido adiposo e olhos promovendo variadas fungdes fisiolégicas.

O receptor o, adrenérgico é um receptor transmembrana funcionaimente acoplado a
proteina G sensivel a toxina pertussis. Sua acgio pré-sindptica ocorre principalmente por
inibicdo dos canais de calcio e ativagdo dos canais de potassio. Uma vez estimulado, o
receptor apadrenérgico promove bloqueio funcional da adenilciclase diminuindo a
formacdo de AMPc.

A dexmedetomidina liga-se também a receptores imidazolinicos, localizados no
cérebro, rins e pancreas. A ativacdo destes receptores leva a hipotensdo arterial de
origem central e efeitos anti-arritmicos.

A meia-vida de distribuicdo em seres humanos é de 9 minutos e a de eliminagéo de
2,25 horas. 94% da dexmedetomidina liga-se a proteinas plasmaticas e é metabolizada

no figado e eliminada ap6s metilagdo e glicuronidagao principalmente pelos rins.
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Em dezembro de 1988, Segal e cols. publicaram um trabaltho em que demonstraram
em ratos uma agdo anestésica da dexmedetomidina, 0 componente dextrogiro ativo da
medetomidina um anestésico de emprego veterinario, que agora, isoladamente do seu
isbmero levagiro apresentou uma capacidade plena de promover status anestésico
como droga Unica para a realizagdo de uma intervengao cirurgica. Desde entdo o volume
de estudos na literatura sobre 0 emprego tema ayagonistas em anestesia tem crescido
em nimero e diversidade sofrendo revisdes periédicas em publicagées voltadas a
pratica clinica; algumas boas revisdes estdo disponiveis pelos seguintes autores: Khan
et al. (1999), Kamibayashi et al. (2000) e Scholz et al. (2000).

A acOes da dexmedetomidina vao desde efeito descongestionante nasal passando
por antihipertensivo, antiarritmico, supressor de tremores e, relevantemente para nos,
efeito anestésico geral em todos seus componentes béasicos (a saber: hipnose e
amnésia, analgesia, relaxamento muscular e bloqueio autonémico). Este espectro de

acbes gera por si s6 um novo paradigma, pois € ndo é compartilhado por nenhuma

droga disponivel no arsenal farmacoldgico em anestesiologia o que torna este agonista'

opadrenérgico uma real novidade com muitas nuances a serem exploradas.

A sua aprovagao para uso em humanos pelo FDA (E.E.U.U.) em dezembro 1999
desencadeou uma nova onda de interesse sobre seus possiveis usos clinicos os quais
incluem: pré-medicacdo anestésica, tratamento da dor crbnica, sedacdo pré e poés
operatéria e na unidade de terapia intensiva bem como coadjuvante em anestesia.

Segundo Shelly et al. (2001) a dexmedetomidina € uma droga segura do ponto de
vista respiratério e hemodinamico sem compartithar os efeitos paradoxais de taquifilaxia
e dependéncia comuns aos benzodiazepinicos, 0 que a qualificaria como uma boa

indicag&o para sedacdo de longo prazo em terapia intensiva.

1.2.1 Bolsido inflamatério e a avaliagcdo da

resposta imune inata

Descrito originaimente por Selye et al.( 1853), 0 modelo do boisdo de ar tem sido usado

para estudo tanto dos mecanismos subjacentes a resposta inflamatéria como a varios
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tratamentos anti-inflamatérios. A equipe do laboratorio de imunoparasitologia do CPqGM
vem usando este modelo com sucesso em ensaios experimentais que avaliam o
recrutamento precoce de leucécitos em circunstancias de estimulo com LPS
concomitante a inoculagdo de antigenos salivares de flebotomineos dentro de um
programa de investigacdo do papel da resposta imune inata e sua interagdo com a saiiva
do flebotomineo no estabelecimento da infeccédo pela Leishmania sp. Os ensaios
préviamente realizados nos orientaram a cerca do momento ideal para coleta do lavado

do bolsdo em torno de 12 a 14 horas pds indugdo (Perretti et al. e Matte et al).

2 JUSTIFICATIVA

A resposta inadequada ao estresse pds-operatério e no paciente critico vem se
constituindo em alvo terapéutico desde o surgimento das primeiras evidéncias de
disfungdo orgénica relacionada ao esforgo adaptativo diante da agresséo.

Tem-se tommado cada vez mais claro o papel do inimigo interno, caracterizado pela
resposta inadequada ao estresse, como uma disfuncdo extra a ser tratada tanto no pés-
operatério das grandes intervengfes cirargicas como nos periodos de internagdes
prolongadas que se acompanham de varios procedimentos invasivos na unidade de
terapia intensiva.

Desvios da fungdo imune sdo muito comuns em pacientes de clinica cirigica e
terapia intensiva freqiientemente evoluem para extremos de imunossupressdo ou de
hiperatividade inflamatéria. Estas condigbes uma vez instaladas passam a representar
uma nova co-morbidade capaz de retardar recuperagdo clinica e propiciar novas
disfungdes e, ou infecgdes oportunistas.

O ambiente cirtrgico e de terapia intensiva é farto em gatilhos para disfungéo
imune capazes de influir decisivamente na evolugdo clinica de pacientes
imunossuprimidos ou sob acometimento de sindrome de resposta inflamatéria sistémica.
Alguns destes gatilhos sdo facilmente desativaveis ou de simples atenuagdo, outros no
entanto, demandam conhecimento de seus mecanismos subjacentes para otimizagdo da

abordagem clinica. Entre 0os mais comuns poderiam ser citados: drogas anestésicas
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(Salo et al., 1992; Stevenson et al., 1990), transfusdo sangiiinea (Klein et al., 1999;),
hipotermia (Ben-Eliyahu et al., 1999) e estresse psicoloégico (Andersen et al., 1998). A
resposta neuroendécrina & agressdo organica nestes casos tem sido considerada como
fator adicional de grande importancia (Tonnesen et al., 1989; Weissman et al., 1990;
Kehlet et al., 1997). As intervengdes que visam interromper ou atenuar a cadeia de
eventos que leva & disfungdo da resposta adaptativa ao estresse tém se mostrado
valiosas em manter a funcionalidade imunol6gica; uma caracteristica fregiiente nestas
intervencdes é a acado sobre o sistema nervoso autbnomo que se mostra como um dos
primeiros elos da seqiiéncia de ativacdo (Sanders et al., 2002).

Estabilizar a funcdo imune diante da acdo dos componentes primérios e
secundarios de situagdes de estresse organico é um objetivo terapéutico dos mais
importantes para a aceleragdo da recuperacdo do paciente critico e profilaxia de
complicagbes secundarias. O presente estudo se propde a documentar o papel de duas
abordagens farmacoldgicas distintas sobre o perfil de recrutamento celular induzido por

LPS no modelo de bolsdo inflamatoério.

3 HIPOTESE

A nossa hipétese é a de que a dexmedetomidina por sua acdo agonista
apadrenérgicos interfere sobre a resposta inflamatéria imediata sendo capaz de alterar o

perfil de recrutamento leucocitario em sitios de estimulacdo com LPS em ratos.

4 OBJETIVOS

4.1 GERAL

Investigar o efeito de drogas anestésicas de uso clinico corrente sobre a fungéo

imune em animais de experimenta¢do no ambito de um curso de mestrado.
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4.2 ESPECIFICOS

Verificar o efeito da dexmedetomidina sobre o recrutamento celular precoce em
sitio de estimulagdo com LPS quando usada como droga anestésica Gnica em ratos
submetidos ou nédo a laparotomia prévia comparando-o com a resposta imune padréo em
animais nd3o expostos a drogas anestésicas e a animais submetidos a anestesia sob

halotano por via inalatéria.

5 Material e métodos

ApOs aprovacdo pela comissdo de ética no uso de animais do CPqQGM, foi
iniciada a montagem do centro cirirgico em sala isolada dentro da estrutura do biotério
do CPqGM; os materiais especificos foram: a) anestésicos: halotano (Fluothane, Lab.
Cristalia), obtido através de compra direta de fornecedores de medicacdo locais, e
Dexmedetomidina (gentiimente cedida pela representacdo local do Precedex, Abbott
Labs), b) material cirirgico comum: laminas, fios, pin¢as, seringas, agulhas etc, ©)
material para administragdo dos anestésicos e realizacdo das intervengdes: placa
homeotémica para profilaxia da hipotermia, camara de plexiglass com 4 subcadmaras
para evitar o estresse de manipulacdo durante o periodo de inducdo anestésica, cilindro
de oxigénio com fluxdmetro e mangueiras, vaporizador calibrado agente especifico para
halotano gentilmente cedido para os experimentos pelo Eng® Varlando, Chefe da diviséo
de equipamentos do Hospital Alianga S.A. de Salvador. O sacrificio dos animais em
camara de CO2 e a rinsagem do boisdo para coleta do lavado era realizado 12 a 14
horas apds a indugdo do bolsdo por ser este o periodo necessario para o pico de
recrutamento de leucdcitos dentro do bolsdo como determinado em ensaios prévios pela

equipe do laboratério.

Animais

Ratos Wistar machos pesando entre 180 e 220gr e de mesma idade (Biotério do
CPqGM - Salvador, Bahia) foram acondicionados em gaiolas apropriadas com livre

acesso a racdo e 4gua em ambiente com temperatura estavel (22-24°C ) e com ciclos de
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luz e escuriddo de 12 horas. Todos os experimentos foram conduzidos entre 17:00 e
20:00. O presente estudo foi aprovado pela comisséo institucional de ética no uso de
animais (CEUA —CPqGM).

Desenho experimental

Cinqiienta animais foram alocados randomicamente em cinco grupos: um grupo
controle (Grupo C), dois grupos de animais a serem submetidos a uma laparotomia
simples, com 20 minutos de exposicdo das algas intestinais ao ar ambiente, sob
anestesia: um deles por halotano 1,5% por via inalatéria (Grupo CH) e outro por
dexmedetomidina 100ug i.p. (Grupo CD) e, dois grupos a serem submetidos apenas a
anestesia: um por halotano (Grupo AH) e o outro por dexmedetomidina (Grupo AD) nas
mesmas dosagens, sem nenhuma manipulacio cirtrgica.

Em todos os grupos os animais foram submetidos a realizagdo de um bolsdo de
ar dorsal com estimulo de LPS. Nos grupos de animais apenas anestesiados o bols&o foi
realizado apdés 20 minutos de exposicdo as drogas anestésicas e, nos grupos
submetidos a cirurgia e anestesia, ao final da laparotomia. Doze horas ap6s a realizacéo
do bolsdo os animais foram sacrificados com subsegiiente rinsagem do bolsdo e da
cavidade peritoneal para coleta de material destinado a quantificacdo da celularidade

recrutada.

5.1 e 5.2: Farmacos e Anestesia

A . Inducdo e manutencdo da anestesia:

Quatro grupos de animais foram designados para serem submetidos a anestesia:
dois com dexmedetomidina (Abbott Laboratories) 100 microgramas via intraperitoneal ao
que se seguia contagem de 20 minutos para o inicio dos testes de validagdo de status
anestésico como relatado por Horvath, Gydngyi e cols (1992) e dois grupos com
Halotano (Laboratérios Cristalia) a 1,5% de fragdo inspirada (vaporizador Dréger agente
especifico) em camara de plexiglass transparente até dessaparecimento de
movimentagdo espontdnea quando eram retirados para serem testados quanto a

profundidade da anestesia € mantidos sob suplementagdo de anestésico e oxigé&nio
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administrados por cone cefalico como forma de manutencéo do status anestésico em
condigdes estaveis ao longo do periodo de exposicdo pré-determinado.

B. Status anestésico:

Ap6és o tempo pré-estabelecido acima para cada droga os animais eram
submetidos a validacdo do procedimento anestésico em teste com placa aquecida
(tempo de permanéncia do animal sobre placa a 52°C até a elicitacdo de reflexo de
lamber a pata com 20 segundos de tempo de corte para definicdo de status anestésico e
retirada do animal do teste) e pela perda do reflexo postural. Os animais foram mantidos
anestesiados em respiragdo espontanea.

No grupo controle a indugéo do bolsdo era realizada sob breve imobilizacdo sem

nenhum tipo de intervencéo prévia.

Fig. 1: Vé-se ao lado um
animal do grupo AH dentro da
camara de indugdo anestésica
conectada ao vaporizador e a
fonte de oxigénio

5.3 Laparotomia

Os grupos CH e CD foram submetidos a laparotomia simples: ap6s a inducéo e
validacdo anestésica era realizada tricotomia e assepsia com alcool a 70° da regido
ventral do abdome. O acesso & cavidade peritoneal foi obtido através de incisdo
suprapubica de 4 cm de extensdo na linha média apds o que era realizada a
externalizacéo das algas intestinais por um periodo de 20 minutos com exposi¢éo ao ar
ambiente. A duracdo total do procedimento foi de no méaximo 40 minutos entre a incisdo

e o ultimo ponto da sutura da parede abdominal com fio cirdrgico de nylon 3-0.



A analgesia pos-operatoria foi obtida com morfina 0,1% em dose de 5mg i.p.

imediatamente apoés a finalizagdo da cirurgia.

5.4 Inducao do bolsao

A inducdo do bolsdo foi realizada através de injecdo subcutdnea em regido
dorsal sub-occipital, 1 hora apds o final do periodo de manipulagdo, com salina + LPS
(100ng/ml) em 1 mi de volume de solugdo + 9 ml de ar em injegdo simultdnea. Os
animais se recuperaram em ambiente escuro, aquecido e silencioso até o inicio da etapa
seguinte.

Doze horas apos a indugdo do bols&o, os animais eram sacrificados (por narcose
carb6nica com posterior evisceragdo) e entdo se procedia a coleta do material a ser

analisado.

5.5 Avaliacdo da celularidade absoluta e

relativa do lavado.

O conteudo do bolséo foi lavado in situ com 10 mi de salina e aspirado a seguir para a
coleta dos feucdcitos do exsudato. A contagem totalizadora foi feita em camara de
Neubauer sob microscopia.

A celularidade diferencial do exsudato foi estabelecida com uso de preparagdo para

Cytospin coradas com Diff-Quick (Baxter).

5.6 Avaliacao do lavado peritoneal

Diante da possibilidade de que um efeito agonista o.adrenérgico pudesse
determinar restricdo no recrutamento celular do boisdo nos grupos AD e CD por efeito
vasomotor (vasoconstriccdo), decidiu-se pela totalizagdo absoluta e relativa do lavado
peritoneal de todos animais visando excluir este efeito que por certo também ocorreria na
cavidade peritoneal. O lavado foi colhido a partir do retorno da injecéo de 20 ml de salina
em fossa iliaca esquerda e colhido em fossa iliaca direita. Os achados nos permitiriam

estabelecer ou excluir a participacdo de uma acdo vasoconstrictora da dexmedetomidina
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sobre o recrutamento celular no bolsdo caso fosse observada uma alteracdo paralela na

celularidade do lavado peritoneal dos grupos tratados com dexmedetomidina em relacéo

ao grupo controle.

6 Analise estatistica

Os dados foram analisados por teste t bicaudal ndo pareado e apresentados como
média +/- SEM através do programa de andlise estatistica integrante do pacote
GraphPad Prism, versdo 4.00. Foram julgados estatisticamente significativos os valores

de p < 0,05. Os resultados significativos em relagéo ao grupo controle estdo marcados

com asterisco nos graficos.

7 RESULTADQOS

A contagem celular do lavado peritoneal e do bolséo dorsal foi realizada 12 horas
ap6s a inducdo do bolsdo a partir do material de retorno da rinsagem das cavidades
estudadas. Ndo foram observadas diferencas significativas nas contagens absolutas e
relativas do lavado do bolsdo e do peritdbneo entre os grupos de animais anestesiados e

submetidos a laparotomia e o grupo controle e (Figuras 2 e 3)
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Fig. 2 — Numero total de leucécitos acumulados no exsudato do bolsio
dorsal 12 horas apés a injeg@o de ar e LPS nos animais do grupo controle e
nos submetidos a laparotomia sob anestesia com halotano 1,5% via inalatéria
ou dexmedetomidina 100pg i.p. e cirugia.
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Fig. 3 — Numero total de leucdcitos obtidos a partir da lavagem da cavidade
peritoneal 12 horas apds a realizagdo do bolsio nos animais do grupo controle e nos
submetidos a laparotomia sob anestesia com halotano 1,5% via inalatdria ou

dexmedetomidina 100pg i.p. e cirugia.
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O lavado do bolsdo dorsal obtido a partir do grupo de animais apenas
anestesiados (sem cirurgia) com dexmedetomidina 100 pg i.p. apresentou uma
significativa redugdo no total de células recrutadas (p = 0,0393) que se revelou na
contagem diferencial ocorrer as custas de uma significativa redugdo no recrutamento de

macroéfagos (p = 0,467) em relagéo ao grupo controle (Figuras 4 e 5)
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Fig. 4- Nimero total de leucdcitos acumulados no exsudato do bolszo dorsal 12
horas apds a injegio de ar e LPS nos animais do grupo controle e nos submetidos
a apenas a anestesia ( ndo operados) com dexmedetomidina 100pg i.p ou
halotano 1,5% via inalatdria (o asterisco marca os dados com diferenga
significativa em relagdo ao grupo controle)
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Fig. 5— Contagem diferencial do nimero de leucécitos acumulados no exsudato
do bolsio dorsal 12 horas ap6s a injegdo de ar e LPS nos animais do grupo controle
e nos submetidos a apenas a anestesia ( ndo operados) com dexmedetomidina
100pg i.p ou halotano 1,5% via inalatéria. O asterisco marca o tipo celular cuja
contagem mostrou diferenga significativa em relagdo ao grupo controle
(subpopulagio de macréfagos).

A contagem absoluta e diferencial dos leucécitos obtidos a partir da lavagem da
cavidade peritoneal dos animais apenas anestesiados ndo mostrou diferenca

significativa em relagdo ao grupo controle (Figura 6)
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Fig. 6 — Nimero total de leucécitos obtidos a partir da lavagem da cavidade
peritoneal 12 horas apds a realizagio do bolsdo nos animais do grupo controle e nos
submetidos apenas a anestesia (nfio operados) com halotano 1,5% via inalatéria ou

dexmedetomidina 100pug i.p.



8 Discussao

O controle do curso da resposta inflamatéria sempre se colocou como um alvo
movel as intencbes do clinico. Ferramentas efetivas em determinados momentos se
mostram traigoeiras em enfermidades de curso mais intenso ou arrastado, Um excelente
exemplo deste tipo de ferramenta s&o os corticoides cujo efeito imunossupressor global
freqlientemente subverte nossa intencdo de devolver um paciente 4 sua sadde plena. A
perspectiva de controlar a inflamagdo sem ameacgar a imunocompeténcia é motor de
intensa investigacdo na area de farmacologia. Intervir nos sistemas paracentrais ao
evento inflamatério passou a ser um foco privilegiado de investigacdo uma vez que
parece ser nestes sistemas que amplificagées indevidas na resposta inflamatéria passam
a gerar fendmenos intensos de retroalimentacdo que prolongam a resposta inflamatéria,
seus sintomas incapacitantes e a disfun¢do do érgéo afetado.

A ubigiiidade da presenca de receptores noradrenérgicos em praticamente todos
subsistemas 6rgénicos faz destes um alvo privilegiado no tratamento de varias condi¢cées
principalmente algumas de repercussao sistémica como a inflamagéo. Para contornar o
salto evolutivo obtido pela natureza com o desenvolvimento da sinalizagdo sinaptica na
qual a mesma molécula é usada para codificar varias mensagens a depender de onde
seja liberada por um terminal sinaptico, a farmacologia procura se fixar sobre o
polimorfismo dos subtipos de receptores desenvolvidos ao longo da evolugéo
filogenética para elaborar fdmacos capazes de, mesmo sendo disponibilizados
sistemicamente, promover efeitos em setores especificos.

A documentagdo sobre o efeito dos agonistas opadrenérgicos sobre a fungao
imune é escassa e abundante em conclusfes controversas. O estudo de Nishina et al
(1999) realizado com neutréfilos humanos ex vivo concluiu pela inocuidade de efeitos da
dexmedetomidina sobre varios aspectos da fungdo dos neutréfilos como: quimiotaxia,
fagocitose e producdo de superoxido. Este estudo foi citado em muitas revisdes recentes
sobre o tema agonistas a,adrenérgicos no subtdpico relativo aos seus efeitos sobre o
sistema imune e apontava para um caminho de poucos resultados para quem se

decidisse a investigar o tema. Venn et al (2001) publicaram um estudo com pacientes em
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unidade de terapia intensiva e concluiram pela inocuidade da dexmedetomidina sobre
inclusive esteroidogénese adrenal e sobre a resposta inflamat6ria embora notificasse ao
final do manuscrito que o consistente declinio nos niveis séricos de interleucina 6 no
periodo pés-operatério, quando se espera justamente o contrario, poderia ser um indicio
de atividade anti-inflamatéria nos pacientes sedados com dexmedetomidina que nédo foi
significante pela limitagdo do tamanho da amostra.

Em dois estudos que ilustram muito bem a complexidade do tema, Boomershine
et al. (1999) mostraram uma redugfo na producdo de 6xido nitico em macréfagos
infectados por Mycobacterium avium quando expostos a agonismo Padrenérgico
enquanto Weatherby et al. (2003) mostraram um efeito inverso diante da exposi¢éo de
macréfagos ao agonismo a,adrenérgico.

Em 2004, Taniguchi et al. publicaram um estudo documentando o papel da
dexmedetomidina sobre a mortalidade em ratos num modelo de choque séptico e
mostraram uma diminuicdo na mortalidade no grupo de animais tratados. Foi
documentadé uma diminuicdo na producdo de TNFa e interleucina 6 que parece ter
desempenhado papel determinante na génese dos resultados. Os autores chamam
atencéo para a capacidade de reducdo na producéo de citocinas desencadeada por LPS
nos animais tratados com agonista o,adrenérgico. Aos mesmos resultados chegaram
também Maes et al. em estudo que se propds a investigar o efeito do agonismo
adrenérgico sobre a produgdo de citocinas por macréfagos.

Os resultados observados em nosso estudo no grupo de animais tratados com
dexmedetomidina e ndo operados evidenciam um efeito anti-inflamatério da
dexmedetomidina quando usado em doses anestésicas em ratos sob estimulo
inflamatério por LPS. Este efeito anti-inflamatério ocorreu principalmente as custas da
redugdo de recrutamento de macréfagos para o sitio de estimulo com reducéo
significativa em relagdo ao grupo controle. O efeito anti-inflamatério desapareceu
completamente nos animais submetidos & laparotomia possivelmente como
conseqiiéncia da liberagdo macica de mediadores inflamatérios, citocinas €

catecolaminas. Estes achados poderiam ser explicados em seu conjunto por uma agéo

30



anti-inflamatdria via agonismo «2adrenérgico pela dexmedetomidina que foi insuficiente
para suplantar os efeitos pré-inflamatérios do agonismo f,adrenérgico promovido peio
estresse cirlirgico e pela liberagcdo de mediadores e citocinas causada pelo trauma
cirdrgico e também potencializada pelas catecolaminas.

A redugdo no recrutamento de macréfagos é compativel com um ambiente de
producdo diminuida de TNFa e interleucina 6 como conseqiiencia do agonismo
opadrenérgico.

Em 2003 foi publicado um ensaio clinico no qual Pekka et al verificaram uma
acdo farmacolégica da dexmedetomidina que era divergente nos seus efeitos sobre a
hemodindmica caso 0 paciente estivesse anestesiado ou ndo (ou seja, com ativagdo
simpatica de fundo ou ndc) e mostraram que nos pacientes anestesiados ocorria
vasoconstricgdo periférica enquanto que nos acordados ocorria vasodilatagdo em doses
clinicamente recomendadas o que sugeria um efeito de interagdo entre a agéo da droga
e o tonus simpatico basal do paciente tratado. Objetivando excluir a possibilidade de a
dexmedetomidina determinar anti-recrutamento por simples vasoconstriccdo (mecanismo
o1) foi realizada a contagem do lavado peritoneal que poderia sugerir, caso mostrasse
paralelismo com as contagens do bolsdo, a ocorréncia de efeito antirecrutante por
vasoconsticgdo.

As contagens feitas a partir do lavado peritoneal ndo mostraram diferencas
significativas em relagéo ac grupo controle e afastam a possibilidade de interferéncia de

um efeito vasomotor nos resultados observados.

9 Conclusao

A nossa conclusédo é que a dexmedetomidina apresenta agao anti-inflamatéria em
ratos quando usado como agente Gnico em doses anestésicas em circunstancias de

estresse leve a moderado.

10 Perspectivas futuras

Os resultados do presente estudo serdo complementados em periodo de

doutourado com a investigagcdo dos mecanismos envolvidos nos efeitos observados. Para
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tal foi planejado um desdobramento que inclui 0 mapeamento da ativacdo de gens de
expressdo precoce nos sitios preferenciais de acdo da dexmedetomidina no sistema
nervoso central, quantificagédo da participacdo do agonismo central e periférico nos efeitos
observados, investigacdo do padrdo de citocinas na parede do bolsdo, avaliagdo de
efeitos com administragdo simultanea de beta-bloqueadores e ensaios com o antagonista
especifico: atipamezole gentilmente cedido pela divisio Novartis de Turku, Finlédndia

através de seu representante Dr. Raimo Virtanen.
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