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PALAVRAS-CHAVE Resumo

Isoflurano; Justificativa e objetivos: Isoflurano € um éter volatil halogenado usado para anestesia por
Hipocampo; via inalatéria. E amplamente usado na clinica como um anestésico para inalaco. A lesdo
Lesao cerebral; hipoxico-isquémica neonatal ocorre no cérebro imaturo e resulta em morte celular tardia via
Neuroprotecao; excitotoxicidade e estresse oxidativo. Isoflurano mostrou ter propriedades neuroprotetoras que
Apoptose formam uma base benéfica para o seu uso tanto em cultura de células quanto em modelos

animais, incluindo varios modelos de lesao cerebral. Nosso objetivo foi determinar o efeito
neuroprotetor de isoflurano em hipoxia cerebral e elucidar o mecanismo subjacente.
Métodos: Fatias de hipocampo, em fluido cerebrospinal artificial (CSFA) com glicose e privacdo
de oxigénio, foram usadas como um modelo in vitro de hipoxia cerebral. O pico de populacao
ortodromica (PPO) e o potencial de lesao hipdxica (PLH) foram registrados nas regides CA1 e
CA3. A concentracao de neurotransmissores de aminoacidos na solucao de perfusao das fatias
de hipocampo foi medida.

Resultados: O tratamento com isoflurano retardou a eliminacao do PPO e melhorou
a recuperacdao do PPO; diminuiu a frequéncia do PLH, retardou o inicio do PLH e
aumentou a duracdo do PLH. O tratamento com isoflurano também diminuiu a liberacdo de
neurotransmissores de aminoacidos induzida pela hipdxia, como aspartato, glutamato e gli-
cina, mas os niveis de acido y-aminobutirico (GABA) estavam elevados. Estudos morfoldgicos
mostram que o tratamento de edema com isoflurano atenuou o edema de neurénios pirami-
dais na regidao CA1. Também reduziu a apoptose, como mostrado pela expressao reduzida da
caspase-3 e genes PARP.

Conclusées: Isoflurano mostrou um efeito neuroprotetor na lesao neuronal no hipocampo indu-
zida por hipdxia através da supressao de apoptose.

© 2016 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Este € um
artigo Open Access sob uma licenca CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).

* Autor para correspondéncia.
E-mail: zhaodean17@gmail.com (D-A. Zhao).

http://dx.doi.org/10.1016/j.bjan.2016.08.003
0034-7094/© 2016 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Este é um artigo Open Access sob uma licenca
CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).


dx.doi.org/10.1016/j.bjan.2016.08.003
http://www.sba.com.br
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.bjan.2016.08.003&domain=pdf
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
mailto:zhaodean17@gmail.com
dx.doi.org/10.1016/j.bjan.2016.08.003
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

D-A. Zhao et al.

Isoflurane provides neuroprotection in neonatal hypoxic ischemic brain injury

Background and objectives: Isoflurane is halogenated volatile ether used for inhalational
anesthesia. It is widely used in clinics as an inhalational anesthetic. Neonatal hypoxic ischemia
injury ensues in the immature brain that results in delayed cell death via excitotoxicity and
oxidative stress. Isoflurane has shown neuroprotective properties that make a beneficial basis
of using isoflurane in both cell culture and animal models, including various models of brain
injury. We aimed to determine the neuroprotective effect of isoflurane on hypoxic brain injury

Methods: A hippocampal slice, in artificial cerebrospinal fluid with glucose and oxygen depri-
vation, was used as an in vitro model for brain hypoxia. The orthodromic population spike and
hypoxic injury potential were recorded in the CA1 and CA3 regions. Amino acid neurotransmit-
ters concentration in perfusion solution of hippocampal slices was measured.

Results: Isoflurane treatment caused delayed elimination of population spike and improved the
recovery of population spike; decreased frequency of hypoxic injury potential, postponed
the onset of hypoxic injury potential and increased the duration of hypoxic injury potential. Iso-
flurane treatment also decreased the hypoxia-induced release of amino acid neurotransmitters
such as aspartate, glutamate and glycine induced by hypoxia, but the levels of y-aminobutyric
acid were elevated. Morphological studies showed that isoflurane treatment attenuated edema
of pyramid neurons in the CA1 region. It also reduced apoptosis as evident by lowered expression

Conclusions: Isoflurane showed a neuro-protective effect on hippocampal neuron injury induced

© 2016 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Published by Elsevier Editora Ltda. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-

o suprimento de oxigénio durante a hipoxia, o que sugere

614
KEYWORDS
Isoflurane; by suppressing apoptosis
Hippocampus;
Brain injury; Abstract
Neuroprotection;
Apoptosis
and elucidated the underlying mechanism.
of caspase-3 and PARP genes.
by hypoxia through suppression of apoptosis.
nc-nd/4.0/).
Introducao

As lesoes cerebrais hipdxicas causam varias condicoes pato-
logicas, o que também pode ocorrer durante cirurgias
cardiacas e neuroldgicas. O mecanismo subjacente desse
tipo de lesao cerebral ainda nao foi esclarecido. Como
proteger o cérebro de uma lesdo hipoxémica e como tra-
tar tal lesdo cerebral continua a ser um desafio clinico.
Os tratamentos com hipotermia e pré-isquemia apresenta-
ram efeito protetor sobre o cérebro,’? mas sao dificeis de
fazer clinicamente, enquanto os tratamentos farmacoldgi-
cos sao clinicamente mais praticos. Durante as Ultimas trés
décadas, o efeito neuroprotetor dos anestésicos tem atraido
grande atencéo dos clinicos.

Isoflurano [2-cloro-2-[difluorometoxi)-1; 1,1-trifluoro-
-etano, CHF2-O-CHCL-CF3] é um éter halogenado usado para
anestesia por inalacdo. Juntamente com enflurano e halo-
tano, substituiu os éteres inflamaveis usados nos primérdios
da cirurgia. Por ser um isdmero estrutural do enflurano,
recebeu o nome de isoflurano e, portanto, ambos tém a
mesma formula empirica. E uma mistura racémica dos isd-
meros oticos R e S. Atualmente, seu uso médico em seres
humanos comeca a diminuir. E substituido por sevoflurano,
desflurano e pelo anestésico intravenoso propofol. O uso de
isoflurano ainda é frequente em anestesia veterinaria. Pro-
pofol pode reduzir o fluxo sanguineo arterial no cérebro,
a pressao intracraniana e o metabolismo e manter o supri-
mento de sangue e a taxa de oxigénio. Propofol melhorou

efeitos protetores contra a hipdxia cerebral.’— Estudos
sugerem que propofol desempenha um papel na protecao
do sistema nervoso central (SNC) através da modulacao de
Ca?*, radicais livres de oxigénio, receptores de acido gama-
-aminobutirico (GABA) e receptor de N-metil-D-aspartato
(NMDA).~? Contudo, alguns dados sugerem que propofol nao
apresentou efeito protetor cerebral apos cirurgia cardiaca
e até piorou a hipoxia cerebral'® e que a hipotermia, e nao
propofol, é um neuroprotetor.” Todos os anestésicos vola-
teis diferem em poténcia, efeitos adversos e custos e sao
amplamente usados durante a cirurgia em humanos recém-
-nascidos e durante a pesquisa neonatal em animais. Em
estudos de lesao cerebral hipoxico-isquémica neonatal, iso-
flurano mostrou ter funcdes neuroprotetoras.'" Isoflurano
foi estudado em modelos animais de varias doengas, como
inflamacédo pulmonar aguda induzida por lipopolissacaridios
(LPS),"” lesdo pulmonar aguda,’ estresse oxidativo indu-
zido por glicose,™ lesdo renal por isquemia/reperfusdo’
e lesdo cardiaca.’® Isoflurano mostrou fornecer protecéo
contra lesao e melhorar varios resultados funcionais negati-
vos nesses modelos.

A hipoxia-isquemia neonatal é uma das principais
causas de mortalidade e déficits neuroldgicos, como para-
lisia cerebral, retardo mental e epilepsia no periodo
perinatal.'” Varios fatores fisiopatoldgicos foram implicados
na hipoxia-isquemia, incluindo mediadores inflamatorios,
excitotoxicidade e estresse oxidativo.'® O uso de isoflurano
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como anestésico em cirurgia para a modelagem de hipdxia-
-isquemia neonatal levou a especulacoes de que isoflurano
pode ter efeitos protetores em recém-nascidos. Em parti-
cular, isoflurano mostra neuroprotecao em varios modelos
de AVC, incluindo hemorragia subaracnoidea (HSA)," oclu-
sdo da artéria cerebral média (OACM),?%%'" hemorragia
intracerebral,?? lesdao cerebral traumatica?’ e lesdo cere-
bral hipoxico-isquémica neonatal.? Um estudo mostrou que
duas horas de exposicao a isoflurano nao causaram neuro-
apoptose em cérebros de adultos e sugere que a demora
em reduzir os processos gliais apés a exposicao a iso-
flurano pode explicar por que alguns anestésicos volateis
podem conferir neuroprotecao apos acidente vascular cere-
bral experimental.?

Alega-se que isoflurano é tanto neuroprotetor quanto
neurotoxico; entretanto, a alegacdo de que isoflurano causa
apoptose neural permanece controversa. Neste estudo,
investigamos os efeitos da exposicao de isoflurano a fatias de
hipocampo cerebral de ratos e avaliamos a funcdo apopto-
tica. Para investigar os efeitos e mecanismos de isoflurano,
avaliamos as alteracdes neurologicas e os graus de neuro-
génese e apoptose em ratos apos serem expostos a varias
concentracodes de isoflurano. O objetivo geral deste estudo
foi encontrar evidéncias que demonstrassem que o tra-
tamento com isoflurano tem efeitos neuroprotetores no
cérebro durante a hipoxia. Semelhantemente aos resulta-
dos de varios estudos, ndo encontramos evidéncia de morte
celular cerebral ou neurogénese em tecidos cerebrais de
hipoxia-isquemia neonatal apo6s anestesia com isoflurano.

Métodos
Animais experimentais

Todos os protocolos de pesquisa com animais foram apro-
vados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais da
instituicdao. Os animais foram alojados e mantidos sob o
protocolo definido em ciclos de claro-escuro (12 horas) e
em temperatura ambiente mantida a 25+ 1°c. Sessenta
ratos Sprague Dawley (SD), no sétimo dia pos-natal (peso:
16-18 g), foram alocados randomicamente em cinco grupos
(n=12): Grupo (i) recebeu tratamento de normoxia para
controle. Quarenta e oito ratos SD foram submetidos a hipé-
xia e, em seguida, redistribuidos em quatro grupos para: (ii)
hipdxia (Hx); (iii) HX-isoflurano a 0,5%; (iv) HX-isoflurano a
1,5%; (v) HX-isoflurano a 2,5%.

Hipéxia-isquemia neonatal

Os ratos dos grupos (ii-v) foram anestesiados com halotano
a 3% e posteriormente submetidos a uma incisao cervical de
3 mm na linha média, de acordo com o procedimento padrao.
A artéria carotida esquerda foi exposta e coagulada com o
uso de uma unidade de eletrocautério bipolar; em seguida,
a incisao cirurgica foi fechada por meio de adesivo topico.
Apo6s um periodo de recuperacao de 3 horas, os ratos foram
colocados em uma camara como O, a 8% e N, a 92% por 45
minutos. A temperatura da camara foi mantida a 37°C. Os
ratos do grupo controle (tempo zero) foram submetidos a
exploracao da artéria cardtida esquerda sem cauterizacao.

Exposicao a isoflurano

Os ratos foram preparados para a exposicao a isoflurano
apos 18h de hipoxia. Foram colocados em contéineres de
plastico e expostos a isoflurano por 6 h ininterruptas. Usou-
-se ar como transportador com um fluxo total de gas de
2L.min"". Durante a exposicdo a isoflurano, os contéine-
res foram mantidos a 37°C mediante um dispositivo de
aquecimento. Os niveis de isoflurano, oxigénio e didxido
de carbono foram monitorados na camara via monitor de
gas. Apos 6h, a administracao de isoflurano foi interrom-
pida e os ratos foram expostos somente a ar. Apos observar
a sua livre movimentacao, os ratos foram recolocados nas
gaiolas maternas. A frequéncia respiratoria e a cor da pele
dos ratos foram monitoradas durante a exposicao a isoflu-
rano. Os ratos observados com qualquer caso de apneia ou
hipoxia foram imediatamente expostos a ar e excluidos da
experiéncia. Os ratos do grupo controle foram colocados em
contéiner semelhante ao dos ratos do grupo isoflurano, mas
foram expostos somente a ar por 6 h.

Preparacgao tecidual

Apos o periodo de recuperacédo, os ratos foram anestesia-
dos com isoflurano. A perfusao transcardiaca foi feita com
fosfato de formalina tamponada a 10%, de acordo com o
protocolo anterior. Os cérebros foram extraidos dos cranios
mediante procedimento cir(rgico e armazenados em for-
mol tamponado a 10% por 48h. Em seguida, o tecido foi
congelado-seccionado em fatias de 30 mm, com um micro-
tomo Leica SM2000R (Leica, Alemanha). Seccoes da regiao
do hipocampo foram selecionadas de forma randémica para
a analise histoldgica e outros estudos.

Exame histopatolégico

Os ratos expostos a isoflurano, bem como os do grupo
controle, foram sacrificados apos 6h (n=3). As fatias de
hipocampo dos ratos de cada grupo foram fixadas em meta-
nol a 0,1% e embebidas em cera ap0s a desidratacao. Blocos
de tecido foram cortados em fatias de 5mm de espessura e
corados com hematoxilina e eosina (HE), de acordo com o
protocolo padrao. Os resultados foram examinados em deta-
lhe sob um microscépio de luz para determinar as alteragcoes
morfologicas em partes das regides CA1 e CA3.

Registro do potencial extracelular

Sondas elétricas foram inseridas nas fibras colaterais de
Schaffer em CA3 e o potencial extracelular foi registado
como descrito anteriormente. Estimulos (0,6 mA, 0,1Hz,
100 ms) foram aplicados a intervalos de 10 segundos. Os
potenciais evocados, incluindo a populacao de pico ortodro-
mico (PPO), e o potencial de lesdo hipoxémica (PLH) foram
registrados em CA1. Somente as fatias cerebrais com PPO
(43 mV) durante pelo menos 20 min foram selecionadas para
as experiéncias. Os grupos hipdxicos foram incubados em
LCRa sem glicose e oxigénio (LCRa-GO) por 15min, seguido
de perfusao com LCRa normal. Nos grupos submetidos a hipo-
xia e tratamento, todas as PPO foram registradas antes de



616

D-A. Zhao et al.

desaparecer. Cada grupo continha oito amostras. O decai-
mento de PPO foi definido como o periodo de tempo no qual
uma PPO tornou-se indetectavel apds a privacao de oxigé-
nio. A amplitude da recuperacao de uma PPO foi definida
como a propor¢ao da amplitude de PPO ap6s uma hora de
perfusao com LCRa normal durante a amplitude de PPO antes
da privacao de oxigénio. A taxa de recuperacao da PPO foi
definida como a percentagem de fatias do hipocampo nas
quais a recuperacao da amplitude de PPO atingiu 60% da
amplitude de PPO antes da privacao de oxigénio. O inicio do
PLH foi definido como o periodo de tempo no qual o PLH foi
registrado apos a privacao de oxigénio. A duracdo do PLH
foi definida como o tempo de duracao do PLH. A incidéncia
de PLH foi definida como a porcentagem de fatias do hipo-
campo nas quais os PLH foram registrados apos a privacao
de oxigénio.

Andlise em liquido cromatografico de alto
desempenho (LCAD)

As fatias de hipocampo dos ratos de cada grupo (n=3) foram
incubadas em LCRa (NaCl 124Mm; KCl 3,3 mM; NaH,PO,
1,24mM; MgSO4 2,4mM; NaHCOs 25,7 mM; CaCl, 2,4mM)
com e sem glicose (10,0 mM) a 37,5°C por 2-2,30h. O volume
de fluxo foi de 200mLmin.L". Apds 15min, o LCRa de
perfusao de cada grupo foi coletado e centrifugado para
sobrenadante limpido. O sobrenadante foi processado
para analise em LCAD de acordo com o protocolo padréo,
com as modificacdes necessarias. A fase movel A foi consti-
tuida por acetato de sodio (0,5M, pH 6) com 0,05% de THF.
A fase movel B foi constituida por metanol. Os seguintes
gradientes de lavagem (minutos, Fase B%) foram usados: 0,
30%; 7, 60%; 9, 30%; com velocidade de 0,9 mL.min~", tem-
peratura a 35°C, Aem a 330nm e Aex a 456 nm. O agentes
de derivacao usados foram OPA, 2-MCE, hidréxido de sodio-
-acido borico e metanol (pH 9,6). Os agentes de derivacao
(25mL) e as amostras (25 mL) foram incubadas por 2 min a
temperatura ambiente. O volume de injecao foi de 20 mL.
As curvas padrao foram preparadas com 10; 5; 2,5; 1,25 e
0,625 mM de Asp, Glu, Gln, Gly ou GABA (grau do LCAD). As
concentracoes (mM) de Asp, Glu, Gln, Gly e GABA na perfu-
sao do LCRa foram calculadas com base nas curvas padrao.

PCR em tempo real (PCR-TR)

As fatias de hipocampo de cada grupo (n=3) foram conge-
ladas rapidamente a 80°C em tubos para microcentrifuga
livres de RNase no momento da disseccao para PCR-TR. O
RNA total foi isolado dos tecidos com o reagente Trizol (Invi-
trogen, EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante.
RNA total (1 pg) foi incubado com 200 ng de hexameros ale-
atorios, 0,5mM dNTPs e agua livre de RNase a 65°C por
10 min (Invitrogen). Em seguida, tampao de primeira cadeia
(5x), 5mM DTT, 40 U de ARNase A e 200 U de transcrip-
tase reversa (SuperScript ) foram adicionados. A mistura
de reacao foi incubada a temperatura ambiente por 5min
e, em seguida, a 50°C por 60min, a 70°C por 15min e a
4°C por 10min. PCR quantitativa em tempo real foi feita
com o Sistema ABI 7500 para PCR em Tempo Real (Applied
Biosystems). Os ensaios para os niveis-alvo de DNAc foram
feitos com sondas TagMan MGB marcadas com corante FAM

(Applied Biosystems) em uma reacao de 20 uL com 2 pL de
DNAc, corantes de referéncia passiva ROX e mistura TagMan
Universal PCR (Applied Biosystems). Os conjuntos de primers
especificos usados e seus nimeros de sequéncia sao: poli
(ADP-ribose) polimerase-1 (PARP-1) 25591 Rn00565018_mL e
caspase-3 (Casp-3), cisteina protease relacionada a apop-
tose 25402 Rn00563902_mL. As quantidades relativas de
ambos os RNAm foram determinadas pela normalizacao
de seus niveis a 185 no mesmo DNAc.

Analise estatistica

Todos os valores foram expressos em média com desvio
padrao (DP). Os dados foram analisados com os programas
estatisticos SPSS v.17 e Systat SigmaPlot 10.0. A significancia
estatistica foi calculada com o teste t de Student e analise
de variancia simples (Anova) para comparacdes multiplas.
Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente sig-
nificativos.

Resultados

Efeito do tratamento com isoflurano sobre PPO
e PLH apo6s hipoxia-isquemia neonatal

PPO e PLH foram registrados na regiao CA1. No grupo
hipoxia, o tempo médio de decomposicdao da PPO foi de
144 +21s; a taxa de recuperacao da PPO foi de 22% e a
amplitude de recuperacao foi de 24 +9%. Em 1,5% e 2,5% dos
grupos expostos a isoflurano, o tempo de decomposicao da
PPO foi significativamente prolongado e a taxa e a amplitude
de recuperacao da PPO aumentaram, em comparacao com
os valores do grupo hipdxia. Nao houve alteracao significa-
tiva do tempo de decomposicao, amplitude e porcentagem
de recuperacao da PPO no grupo exposto a isoflurano a 0,5%
(fig. 1A). No grupo hipdxia, o tempo médio para o inicio
do PLH foi de 403+565s; a duracdo média do PLH foi de
104 +14s e a incidéncia do PLH foi de aproximadamente
100%. A incidéncia do PLH foi reduzida, o inicio do PLH foi
retardado e a duracao do PLH foi prolongada em 1,5% e 2,5%
dos grupos expostos a isoflurano, em comparacao com os
valores do grupo hipoxia. Os parametros acima nao foram
estatisticamente significativos no grupo exposto a isoflurano
a 0,5% (fig. 1B).

Efeito da exposicao a isoflurano sobre a liberacao
de aminoacidos neurotransmissores

Os aminoacidos neurotransmissores, como aspartato (Asp),
glutamato (Glu), glutamina (Gln), glicina (Gli) e GABA, sao
comumente circulantes e tém fungdes importantes no SNC.
A alta concentracdo de aminoacidos excitatérios (AAE) na
fenda sinaptica e o liquido extracelular durante a hipo-
xia sdo uma via comum que causa toxicidade excitatoria
e morte neuronal. A maioria dos ensaios de aminoacidos
neurotransmissores mede a quantidade total de aminoaci-
dos em areas ou nucleos especificos do cérebro que também
podem conter aminoacidos provenientes do metabolismo de
proteinas. Logo, a quantidade total de aminoacidos no hipo-
campo pode nao refletir a quantidade de aminoacidos como
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um neurotransmissor. Neste estudo, medimos diretamente a
concentracao de aminoacidos neurotransmissores na solucao
de perfusdo das fatias do hipocampo durante a hipoxia com
LCAD. As concentracoes dos neurotransmissores Asp, Glu,
Gli e GABA foram significativamente elevadas (p <0,05) no
grupo hipdxia em comparacdo com as do grupo controle-
-normoxia (tabela 1). As concentracdes de Asp, Glu, Gli e
GABA aumentaram em 1,32; 1,27; 1,78 e 1,17 vezes, res-
pectivamente. A exposicao a isoflurano reduziu os niveis de
Asp, Glu e Gli de forma dose-dependente, especialmente
em 1,5% e 2,5%. Porém, a exposicao a isoflurano aumentou

continuamente os niveis de liberacao de GABA, com signifi-
cancia estatistica. O nivel de liberacao Gln nao foi alterado
pela hipoxia ou pela exposicao a isoflurano (tabela 1).

Isoflurano melhora as alteracdes morfolégicas
em fatias de hipocampo hipoxémico

Os estudos histolégicos com a coloracdao com HE (fig. 2)
mostraram que os neurbnios piramidais na regido CAT1
do hipocampo ficaram intumescidos. As bordas celulares

Tabela 1 O efeito de isoflurano na liberacdo de aminoacidos neurotransmissores das fatias de hipocampo (pmoL.L™)

Grupo Asp Glu Gln Gli GABA
Controle 2,03 £ 0,12 1,85 £ 0,12 0,77 + 0,05 1,05 + 0,07 1,79 + 0,08
Hipoxia (Hx) 2,68 + 0,142 2,35 + 0,09* 0,76 + 0,05 1,87 £ 0,04% 2,09 + 0,06°
Hx-ISF 0,5% 2,61 + 0,15° 2,42 + 0,112 0,75 + 0,04 1,78 + 0,072 2,21 4+ 0,09*°
Hx-ISF 1,5% 2,44 4+ 0,132P 2,01 4 0,14P 0,71 £+ 0,05 1,65 + 0,09% 2,43 4+ 0,122°
Hx-ISF 2,5% 2,41 & 0,14>P 1,92 + 0,12° 0,72 + 0,04 1,57 + 0,07*° 2,55 & 0,14>P

ISF, isoflurano.
@ p<0,05 vs. grupo controle-normoxia.

b p<0,05 vs. grupo hipdxia.
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Figura 2 Coloracdo com HE das fatias de hipocampo. (A) controle normoéxia; (B) hipoxia (Hx); (C) Hx-isoflurano a 0,5%;
(D) Hx-isoflurano a 1,5%; (E) Hx-isoflurano a 2,5%. A coloragcao com HE foi feita como descrito na secdo Métodos (n=3).

ficaram indistintas e os nlcleos diminuiram e escurece-
ram. Os dados da coloracao sugerem que danos celulares
ocorreram no grupo hipoxia. Além disso, o tratamento
com isoflurano melhorou essas alteracdes morfologicas
induzidas por hipoxia nos neurdnios piramidais de modo
dose-dependente.

Isoflurano suprimiu a apoptose induzida
por hipoxia-isquemia neonatal

Quantificamos os niveis de RNAm do PARP e da caspase-3
no hipocampo com a PCR-TR. As quantidades relativas a
ambos os RNAm foram determinadas pela normalizacao de
seus niveis a 185 no mesmo DNAc. Os niveis da expressao
log dos genes foram expressos em termos de alteracao em
dobro, em comparacao com os niveis dos animais de con-
trole. A figura 3 mostra que o RNAm da caspase-3 aumentou
cerca de duas vezes apods hipoxia-isquemia neonatal, em
comparag¢ao com o grupo controle-normdxia. Aumentos de

RNAm na caspase-3 sao uma evidéncia direta da inducao de
apoptose em fatias do hipocampo. A inducao de apoptose
requer a ativacao da caspase-3, que cliva o substrato nuclear
PARP. A analise do RNAm do PARP mostrou que o seu nivel
aumentou 1,86 vez apos a hipoxia, em comparagdo com o
grupo controle-norméxia. Os aumentos do RNAm do PARP
confirmaram a inducao de apoptose em fatias do hipocampo.
Além disso, a exposicao de isoflurano a esses tecidos mostrou
reducéo dose-dependente dos niveis de expressao de ambos
os genes. Isoflurano diminuiu os niveis de RNAm do PARP
e da caspase-3 com significancia estatistica. Esses resulta-
dos mostram que a apoptose induzida por hipdxia-isquemia
neonatal é suprimida pela exposicao a isoflurano.

Discussao

Este estudo investigou os efeitos do anestésico volatil iso-
flurano sobre os possiveis mecanismos de neuroprotecao e
neurotoxicidade induzidas pelo anestésico no hipocampo
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descrito na secao Métodos.

cerebral de ratos sob hipdxia-isquemia. Observamos prin-
cipalmente que isoflurano nao altera a neurogénese e
ndo causa a morte celular neuronal em varias formacdes
do hipocampo. Nossas descobertas demonstram que iso-
flurano proporciona neuroprotecdo ao suprimir a apoptose
induzida por hipdxia.

Fatias de hipocampo sao comumente usadas em pesqui-
sas de lesao cerebral induzida por hipdxia e de sua protecao
farmacoldgica. Os neurdnios piramidais do hipocampo sao
as células mais sensiveis a hipdxia, dos quais os neurénios
piramidais em CA1 sdo mais vulneraveis a hipoxia. Como as
sinapses sao formadas entre CA1 e CA3, a populacao de pico
ortodrémico (PPO) pode ser registrada em CA1 quando as
colaterais de Schaffer estao em CA3. Consequentemente,
a PPO demonstra alteracdes aparentes durante a hipoxia.
Estudos anteriores demonstraram uma reducao na amplitude
da PPO durante a hipoxia, um indicador de disfuncao sinap-
tica e perda da capacidade excitatoria. Essas alteracoes da
PPO séo reversiveis se o suprimento de oxigénio for restau-
rado a tempo e o atraso no desaparecimento da PPO sugere
que os neurbnios sdo menos vulneraveis a hipoxia.?* Por-
tanto, o tempo de decomposicdo da PPO pds-hipoxia pode
ser usado como um parametro para avaliar a tolerancia dos
neuronios. O potencial de lesdo hipoxémica (PLH) é um indi-
cador de dano hipoxémico irreversivel induzido em fatias

de hipocampo.?’-?® Q inicio e a duracdo do PLH estdo cor-
relacionados com o dano hipoxémico. O aparecimento mais
prolongado de PLH correlaciona com recuperacao mais facil
para a fatia de hipocampo apos a restauracao do suprimento
de oxigénio. Se o aparecimento do PLH for postergado ou
prolongado, o dano neuronal sera adiado.

Investigamos como isoflurano afeta os potenciais evoca-
dos em fatias de hipocampo hipoxémico. Nos grupos hipdxia,
o tempo médio de decomposicao da PPO foi de aproximada-
mente 144 segundos, a taxa de recuperacao e a amplitude
da PPO diminuiram apds a restauracao de oxigénio e supri-
mento de glicose (fig. 1A). Esse resultado indicou que houve
dano hipoxémico na transmissao sinaptica entre os neur6-
nios do hipocampo. A exposicao a isoflurano causou aumento
dose-dependente da taxa de recuperacao da PPO e da ampli-
tude da PPO. Isso sugere que o tratamento com isoflurano
aumentou a tolerancia da fatia de hipocampo a hipdxia.
O atraso no inicio do PLH, a extensdo da duracdo do PLH
e a reducao da incidéncia do PLH com doses diferentes de
isoflurano também demonstraram que a exposicao a isoflu-
rano adia a ocorréncia de danos hipoxémicos irreversiveis
e aumenta a duracao dos danos reversiveis. Em conjunto,
esses dados sugerem que o tratamento com isoflurano reduz
o dano hipoxémico de neurdnios e protege as funcdes sinap-
ticas de danos hipoxémicos.

O efeito protetor de isoflurano pode advir da inibicao
de um aminoacido neurotransmissor como Glu, um neuro-
transmissor importante da regiao CA1 do hipocampo. Relatos
sugerem que os aminoacidos excitatorios (AAE), incluindo
Glu e Asp, desempenham um papel fundamental no meca-
nismo de lesdo cerebral hipoxémica.?”’3' O receptor de
NMDA é um importante receptor de AAE e sua ativacdo
resulta na sobrecarga de Ca?* intracelular na hipéxia.’>*?
No grupo hipoxia, as concentracoes de Asp e Glu na solucdo
de perfusao aumentaram 1,32 e 1,27 vez, respectivamente
(tabela 1). O tratamento com isoflurano reduziu a liberacao
de Asp e Glu induzida por hipdxia e reduziu assim a
toxicidade excitatéria. GABA é um neurotransmissor ini-
bitorio no sistema nervoso central que pode proteger os
neurdnios contra danos hipoxémicos.>*3 Este estudo mos-
trou que o tratamento com isoflurano pode aumentar a
concentracdo de GABA no liquido de perfusao, o que pode
ser um mecanismo neuroprotetor de isoflurano durante a
hipdxia. Relatou-se que outro anestésico (propofol) aumenta
a afinidade entre GABA e seu receptor; dessa forma, ativa
diretamente o receptor de GABA para resultar em melhoria
do fluxo de corrente pela membrana e a inibicao hipopo-
larizada induzida por GABA.? Glicina (Gli) € um modulador
de AAE que aumenta a sensibilidade do receptor de NMDA
aos AAE e amplifica a toxicidade excitatoéria induzida por
EAA.3¢38 Observamos que a Gli estava aumentada no grupo
hipdxia, o que pode facilitar a toxicidade excitatoria (tabela
1). O tratamento com isoflurano reverteu o aumento da
concentracdo de Gli induzida por hipoxia de um modo
dose-dependente, o que sugere os efeitos protetores de
isoflurano no SNC. Os dados nao mostraram efeito de iso-
flurano sobre a liberacdao de Gln, o que pode nao estar
diretamente associado ao mecanismo neuroprotetor de iso-
flurano. A hipoxia cerebral pode provocar exaustao de ATP,
influxo de Na* e Cl- e efluxo de K* e H,0 e resultar em
edema celular. Em contraste, a liberacao excessiva de Glu
superexcita os neurénios e provoca um influxo de Ca?* e
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aumento dos receptores de NMDA dependentes do influxo
de Ca?". Isso resulta em sobrecarga de Ca** intracelular que
inicia a ativacdo enzimatica, hidrolise proteica, formacao
de radicais livres de oxigénio, danos ao DNA e morte celu-
lar neuronal. Nossos dados mostram que isoflurano diminui
o edema celular induzido por hipdxia e o dano mitocondrial.
Com base nos dados, conjecturamos que outros potenciais
mecanismos pelos quais isoflurano exerce protecao contra os
danos hipoxémicos ao SNC incluem a modulacao de Ca?*, a
depuracgao de radicais livres de oxigénio, a sobrerregulacao
do receptor de GABA e a inibicao do receptor de NMDA.
Além disso, descobrimos que o tratamento com isoflurano
causou a inibicao dos niveis de RNAm da caspase-3 e do
PARP induzidos por hipoxia. A apoptose pode ser executada
principalmente por duas vias: a via intrinseca (mitocondrial)
dependente da caspase-9 e a via extrinseca dependente da
caspase-8. Ambas levam a ativacao do executor da caspase-
3 que, eventualmente, provoca a morte celular por clivagem
de uma série de substratos nucleares e citoplasmaticos como
0 PARP. Este estudo descobriu que isoflurano suprimiu os
niveis de expressdao dos genes apoptoticos da caspase-3 e
do PARP, de forma dose-dependente (fig. 3).

Em conclusdo, a exposicao a isoflurano fornece
neuroprotecado contra lesdes hipoxico-isquémicas cerebrais
em ratos. A exposicao a isoflurano reduz o dano hipoxémico
aos neurdnios e protege as funcdes sinapticas de danos hipo-
xémicos. Isoflurano reduz os niveis de liberacdo de Asp e
Glu induzidos por hipoxia e aumenta a liberacao de GABA.
Esses aminoacidos neurotransmissores ajudam a proteger
contra danos hipoxémicos ao SNC. O mecanismo basico por
tras dessa neuroprotecao parece ser a inibicao da apoptose
induzida por hipéxia. Este estudo incide luz sobre o uso de
isoflurano como um anestésico seguro em praticas clinicas,
bem como em praticas veterinarias.
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