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Resumo 

 

 

SILVA I.A. Avaliação dos efeitos da anestesia peridural torácica sobre as 

alterações miocárdicas associadas à morte encefálica: estudo experimental 

[Tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2013. 

INTRODUÇÃO: Atualmente, a maior limitação ao transplante cardíaco, em todo 

o mundo, é a escassez de doadores cujo número está sempre aquém do 

número de pacientes portadores de doença cardíaca terminal, e esse hiato fica 

ainda maior pelo fato de cerca de 25 % dos corações doados não serem 

utilizados, por estarem acometidos por acentuada disfunção. A descarga 

catecolaminérgica associada à morte encefálica poderia ser um dos elementos 

implicados nesta disfunção. Assim, intervenções terapêuticas com intuito de 

minimizar o exacerbado estímulo simpático visam, em última instância, ampliar 

a oferta de órgãos para o transplante. OBJETIVOS: Investigar a hipótese de 

que a anestesia peridural torácica seja capaz de bloquear a tempestade 

autonômica inerente à morte encefálica por hipertensão intracraniana aguda, 

minimizando as alterações hemodinâmicas, reduzindo a resposta inflamatória 

e, por conseguinte, melhorando a condição do enxerto. MÉTODOS: Ratos 

Wistar machos (250-350 g) anestesiados (isoflurano 5 %) e monitorados 

continuamente para o registro da pressão arterial média foram submetidos à 

inserção de cateter no espaço peridural em nível torácico e, em seguida, 

submetidos à morte encefálica por hipertensão intracraniana aguda pela 
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insuflação de um cateter de Fogarty® introduzido por trepanação. Os animais  

(n = 28) foram alocados em 4 grupos: grupo salina - infusão de 20 L de 

solução salina pelo cateter peridural antes da indução da morte encefálica; 

grupo bupi-pré - infusão de 20 L de solução de bupivacaína a 0,5 % pelo 

cateter peridural, antes da indução da morte encefálica; grupo bupi-20 - infusão 

de 20 L de solução de bupivacaína a 0,5 % pelo cateter peridural 20 minutos 

após a indução da morte encefálica; grupo bupi-60 - infusão de 20 L de 

solução de bupivacaína a 0,5 % pelo cateter peridural 60 minutos após a 

indução da morte encefálica. Após 6 horas os animais foram submetidos à 

eutanásia por exsanguinação. Foram realizadas dosagens séricas e no tecido 

cardíaco das citocinas interleucina (IL)-1β e fator de necrose tumoral (TNF)-α 

pelo método de ELISA. As moléculas de adesão endoteliais, vascular adhesion 

molecule (VCAM)-1 e intercellular adhesion molecule (ICAM)-1, proteínas 

envolvidas no processo de apoptose, Bcl-2 e caspase-3, e a -actina foram 

avaliadas no tecido miocárdico por técnica imunohistoquímica. Cortes 

longitudinais do coração foram corados com hematoxilina/eosina e avaliados 

quanto à presença de edema, infiltrado leucocitário e congestão vascular. 

Contagens totais de leucócitos circulantes foram realizadas antes da indução 

da morte encefálica e 3 e 6 horas após. RESULTADOS: Logo após a 

insuflação do cateter de Fogarty® todos animais evoluíram com sinais clínicos 

de morte encefálica: midríase bilateral fixa e ausência de reflexo corneano. O 

aumento súbito e efêmero da pressão arterial foi observado em todos os 

animais, à exceção do grupo que recebeu a bupivacaína previamente à 

indução da morte encefálica (grupo bupi-pré) (p<0,05). Houve acentuada e 

progressiva leucopenia em todos os grupos. As citocinas IL-1β, TNF-α, tanto no 
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soro quanto no miocárdio, não apresentaram diferenças significativas entre os 

grupos. As moléculas de adesão VCAM-1 e ICAM-1, as proteínas Bcl-2 e 

caspase-3, a -actina, bem como a análise histológica do miocárdio não 

apresentaram diferenças significativas entre os grupos. CONCLUSÕES: A 

anestesia peridural torácica foi efetiva em bloquear o pico hipertensivo 

associado à morte encefálica. Contudo, tal bloqueio não se correlacionou a 

alterações na concentração de citocinas, expressão de moléculas de adesão, 

expressão de proteínas envolvidas com o processo apoptótico e  

-actina, e alterações histológicas e do leucograma. Portanto, a tempestade 

autonômica não parecer ser a responsável pela ativação da resposta 

inflamatória e, em última instância, pela disfunção miocárdica associada à 

morte encefálica. 

Descritores: Morte encefálica; Sistema nervoso autônomo; Anestesia 

peridural; Bloqueio nervoso autônomo; Miocardite/fisiopatologia; Ratos, Wistar. 
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Summary 

 

 

SILVA I.A. Assessment of the effects of thoracic epidural anesthesia on 

myocardial changes associated with brain death: an experimental study 

[Thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 

2013. 

BACKGROUND: Currently, the main limitation to cardiac transplantation, 

worldwide, is the shortage of donors whose number is always smaller than the 

number of patients with terminal heart disease, and this gap is even greater 

because about 25 % of donated hearts are not used due to severe dysfunction 

of unknown cause. Brain-death associated catecholaminergic storm may be 

implicated in this dysfunction. Thus, therapeutic interventions aiming to reduce 

the sympathetic stimulation result, ultimately, in an increase in the number of 

organs for transplantation. OBJECTIVES: To investigate the hypothesis that 

thoracic epidural anesthesia is capable of blocking the sympathetic discharge 

inherent to brain death, by acute intracranial hypertension, minimizing 

hemodynamic changes, and reducing the inflammatory response improving, 

therefore, the graft outcome. METHODS: Male Wistar rats (250 - 350 g) 

anesthetized (5 % isoflurane) and continuously monitored to record mean 

arterial pressure, underwent insertion of a catheter into the epidural space, at 

the thoracic level. Brain death was induced by acute intracranial hypertension 

by inflating an intracranially inserted Fogarty catheter. The animals (n = 28) 
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were divided into 4 groups: saline group - infusion of 20 µL of saline through the 

epidural catheter before induction of brain death; pre-bup group - infusion of  

20 µL of bupivacaine through epidural catheter before induction of brain death; 

bup-20 group - infusion of 20 µL of bupivacaine through epidural catheter  

20 min after induction of brain death; bup-60 group - infusion of 20 µL of 

bupivacaine through epidural catheter 60 min after induction of brain death. 

After 6 h the animals were exsanguinated. Serum and cardiac tissue 

concentrations of cytokines, interleukin (IL)-1β and tumor necrosis factor  

(TNF)-α, were performed by ELISA. The endothelial adhesion molecules, 

vascular adhesion molecule (VCAM)-1 and intercellular adhesion molecule 

(ICAM)-1, proteins involved in apoptosis, Bcl-2 and caspase-3, and α-actin were 

evaluated in myocardial tissue by immunohistochemistry. Longitudinal sections 

of the heart were stained with hematoxylin/eosin and evaluated for the presence 

of edema, vascular congestion and leukocyte infiltration. White blood cell counts 

were obtained prior to induction of brain death, 3 and 6 h thereafter. RESULTS: 

Clinical signs of brain death, fixed dilated pupils and absence of corneal reflex, 

were observed immediately after catheter insuflation. The sudden increase in 

mean arterial pressure was observed in all animals except in those receiving 

bupivacaine prior to brain death induction (pre-bup) (p<0.05). There was a 

marked and progressive leukopenia in all groups. Cytokine levels, IL-1β and 

TNF-α, in serum and cardiac tissue, showed no significant differences among 

groups. Adhesion molecules, VCAM-1 and ICAM-1, the proteins, Bcl-2, 

caspase-3 and α-actin, and the histological analysis of the myocardium showed 

no significant differences among groups. CONCLUSIONS: The thoracic 

epidural anesthesia was effective to block the hypertensive peak associated 
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with brain death. However, this blockage does not correlate to changes in the 

levels of cytokines, expression of adhesion molecules and expression of 

apoptosis-linked proteins, and α-actin. Furthermore, no changes in histological 

analysis and white blood cell counts were observed. The autonomic storm does 

not seem to be responsible for the activation of the inflammatory response and, 

ultimately, for the myocardial dysfunction associated with brain death. 

Descriptors: Brain death; Autonomic nervous system; Epidural anesthesia; 

Autonomic nerve block; Myocarditis/physiopathology; Rats, Wistar. 
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1. Introdução 

 

 

Nos últimos anos tem sido observado um crescimento no número de 

pacientes portadores de insuficiência cardíaca em todo mundo1, sendo esta 

síndrome uma importante causa de morbidade e mortalidade. Muito se 

progrediu no conhecimento dessa afecção, bem como no seu tratamento. 

Entretanto, a insuficiência cardíaca terminal constitui-se em quadro de difícil 

manejo, com acentuado impacto na qualidade de vida de seus portadores, os 

quais são submetidos a repetidas internações hospitalares e apresentam 

sobrevida média não superior a cinco anos1. Para esse grupo de pacientes, a 

melhor alternativa é o transplante cardíaco1-3. Segundo a Associação 

Internacional para o Transplante de Coração e Pulmão (International Society 

for Heart and Lung Transplantation), até 2012, foram realizados mais de 

104.000 transplantes cardíacos em todo o mundo, com uma sobrevida média 

de 10 anos4.  

As taxas de sucesso vêm progredindo graças ao melhor entendimento 

do manejo de doadores, bem como ao aprimoramento dos cuidados 

perioperatórios, desenvolvimento de novas drogas e diferentes modalidades de 

imunossupressão5,6. Contudo, a escassez de doadores é a maior limitação 

atual ao transplante cardíaco1,2,7,8.  

Corações utilizados para transplante vêm de pacientes em morte 

encefálica, um estado que se estabelece após a cessação irreversível de todas 

as funções cerebrais. Todavia, na medida em que os processos cerebrais se 
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interrompem, uma imensa gama de alterações fisiológicas9,10 se inicia, de 

modo que, aproximadamente, 20 a 25 % dos potenciais doadores são 

descartados11-15. 

 Uma vez que a morte encefálica é o ponto de partida para um novo 

doador de coração16 e, ao mesmo tempo, as alterações por ela induzidas, tais 

como a deterioração hemodinâmica17,18, mudanças metabólicas19,20, da 

coagulação21 e hormonais20,22,23, podem tornar inviável a utilização do órgão, a 

melhor elucidação dos mecanismos fisiopatológicos24, que se seguem à morte 

encefálica, poderá oferecer alternativas de manejo clínico do potencial doador 

e a consequente expansão do número de aloenxertos viáveis2,25. 

  No advento da morte encefálica por hipertensão intracraniana aguda, 

instala-se a tempestade autonômica10, uma exacerbada ativação simpática, 

caracterizada por taquicardia e hipertensão. Nesse período, a concentração 

sérica de catecolaminas pode atingir valores muito elevados, com relatos de 

aumentos superiores a 1.000 vezes16. Além do mais, alterações 

imunológicas26,27, a liberação de citocinas e expressão aumentada de 

moléculas de adesão28 culminam em inflamação sistêmica10,27. Embora essa 

complexa interação morte encefálica e disfunção miocárdica ainda não esteja 

totalmente esclarecida2,21,29,30,31, acredita-se que a liberação de 

catecolaminas32 ocupe um papel central nesse processo, seja por efeito 

intrínseco nos cardiomiócitos33,34, seja pelas alterações hemodinâmicas ou pela 

associação de ambos35.  

Em cirurgias de grande porte e no trauma, há importante ativação do 

sistema simpático, a qual provoca diversas alterações cardiovasculares, tais 
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como: aumento do inotropismo, do débito cardíaco e da resistência vascular 

periférica36, podendo culminar em isquemia miocárdica37. Como o uso de 

anestésicos locais pela via peridural, sobretudo no seguimento torácico, 

propicia importante simpatectomia transitória38-42, esta modalidade anestésica 

tem sido utilizada com o intuito de diminuir os efeitos deletérios da ativação 

simpática exacerbada, reduzindo a morbidade cirúrgica39,43.  

Visto que a morte encefálica é acompanhada de intensa ativação 

simpática e provoca diversas alterações inflamatórias, a anestesia peridural 

torácica poderia, ao modular a descarga simpática, proporcionar melhor 

controle hemodinâmico e da resposta inflamatória. 
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2. Objetivos 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar os efeitos do bloqueio simpático obtido com a anestesia peridural 

torácica nas alterações da resposta inflamatória e do tecido miocárdico em 

ratos submetidos à morte encefálica. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

Avaliar, em ratos submetidos à morte encefálica, os efeitos da anestesia 

peridural torácica: 

• no comportamento hemodinâmico; 

• no comportamento da resposta leucocitária; 

• na expressão de marcadores da resposta inflamatória sistêmica e no 

tecido cardíaco;  

• na histologia cardíaca. 
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3. Aspectos relevantes da literatura 

 

 

3.1 Transplante Cardíaco 

 

A história do transplante cardíaco remonta aos estudos de Carrel e 

Guthrie no início do século XX, quando um coração de um cão foi 

transplantado para a região cervical de outro cão44. Aproximadamente quatro 

décadas depois, Demikhov realizou o primeiro transplante cardíaco ortotópico e 

demonstrou que um aloenxerto poderia gerar débito cardíaco eficaz no 

organismo do animal transplantado 45. Lower, Dong e Shumway publicaram em 

1965 os resultados de seus experimentos, cujos animais ultrapassaram a 

marca dos trinta dias de sobrevida pós-transplante cardíaco46. Em seres 

humanos, o primeiro transplante cardíaco foi realizado em 1967 e, embora o 

paciente tenha sobrevivido apenas 18 dias, uma verdadeira explosão de 

transplantes cardíacos ocorreu em todo o mundo. Contudo, a falta de 

conhecimento de um adequado manejo da imunossupressão propiciava uma 

sequência de insucessos45.  

 Os primeiros protocolos de imunossupressão no transplante cardíaco 

baseavam-se, sobretudo, na experiência do transplante renal e consistiam num 

esquema de globulina policlonal antitimócitos, prednisona e azatioprina47. Esse 

esquema, dada a sua inespecificidade,  levava à supressão da resposta imune 
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do paciente, permitindo uma alta incidência de infecções oportunistas. Tal fato, 

aliado à inexistência de um método acurado de diagnóstico de rejeição, tornava 

a condução do transplantado cardíaco um verdadeiro desafio com uma 

sobrevida em um ano não superior a 50 %.  

 Nesse contexto, dois importantes eventos marcaram o transplante 

cardíaco na década de 1970. Na Universidade de Stanford, em 1972, foi 

implementada a biópsia endomiocárdica47. Desse modo foi possível 

estabelecer um método histopatológico de diagnóstico de rejeição o que, por 

conseguinte, facilitou o manejo dos imunossupressores. Na segunda metade 

da década de 1970, foi obtida a ciclosporina, a partir de um extrato fúngico48. 

Essa droga, diferente das anteriores, apresentava efeito imunossupressor mais 

seletivo atuando, preferencialmente, contra linfócitos T, sem produzir 

depressão da medula óssea. Seu mecanismo de ação envolve a inibição da 

calcineurina, uma espécie de segundo mensageiro do complexo de 

histocompatibilidade de classe II, cuja via final é a proliferação celular49. Com a 

instituição dessas duas inovações, o grupo da Universidade de Stanford 

conseguiu elevar a sobrevida em um ano para índices em torno dos 80 %49. 

 Embora os resultados no transplante fossem incontestáveis com o uso 

da ciclosporina, diversos eram os efeitos colaterais da droga, dentre os quais: 

hipertensão arterial, nefro e neurotoxicidade, diabetes, linfoma de células B, 

além de alterações cosméticas, tais como o hirsutismo e a hiperplasia 

gengival48. Obtido de extrato de Streptomyces tsukabaensis, o tacrolimus é 

fármaco com mecanismo de ação e resultados semelhantes aos da 
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ciclosporina48, porém, com menor incidência de hipertensão arterial e 

alterações cosméticas49. 

O micofenolato de mofetila (MMF), substância responsável pela inibição 

da síntese de novo das purinas, atua como droga antiproliferativa. Comparado 

à azatioprina, outro antiproliferativo, o MMF reduziu os episódios de rejeição e 

a mortalidade 49. 

 Uma vez que a IL-2 interage com o receptor na membrana dos linfócitos 

T, desencadeia-se um sinal de estímulo à proliferação celular. Dois fármacos, o 

sirolimus e o everolimus, são capazes de interromper esse sinal. Dentre os 

efeitos adversos dessas substâncias, destacam-se a nefrotoxicidade, 

hipertensão, hiperlipemia e leucopenia49. Em estudo comparativo entre 

sirolimus e azatioprina, ambos combinados com ciclosporina e esteroides, 

Keogh et al50 observaram menor incidência de doença vascular do enxerto no 

grupo tratado com sirolimus. Tal achado reveste-se de importância, visto ser a 

estenose coronariana a via final da doença vascular do enxerto, uma condição 

com acentuado impacto na sobrevida do paciente transplantado do coração. 

  Outro aspecto relevante na imunossupressão é a terapia de indução, a 

qual consiste numa alternativa para pacientes com elevado risco para rejeição 

ou com limitação ao uso dos inibidores da calcineurina, seja pela presença de 

disfunção renal ou pelo risco de desenvolvê-la. A terapia de indução produz 

uma intensa imunossupressão perioperatória pelo uso de agentes linfolíticos, 

anticorpos anti-CD3, globulinas antitimócitos ou antagonistas dos receptores de 

IL-2. Contudo, pacientes submetidos a essa modalidade apresentam maior 

propensão a complicações infecciosas49.  
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Segundo dados da Associação Internacional para o Transplante de 

Coração e Pulmão, a terapia de indução de imunossupressão vem sendo 

menos usada na atualidade e, quando esta se faz necessária, os antagonistas 

dos receptores da IL-2 são os mais utilizados. Entre os inibidores da 

calcineurina, o tacrolimus tem sido preferido à ciclosporina. Para a inibição do 

ciclo celular, a azatioprina tem sido preterida em favor do micofenolato de 

mofetila. Sirolimos e everolimus são pouco utilizados no primeiro ano pós-

transplante. Contudo, seu uso aumenta com o passar do tempo atingindo 20 % 

dos pacientes com cinco anos pós-transplante. O uso da prednisona vem, 

gradualmente, diminuindo4. Com a evolução da terapia imunossupressora, a 

disponibilidade de doadores tornou-se a maior barreira para o transplante 

cardíaco1,2,5,6,8.  

Quanto à etiologia da insuficiência cardíaca, levantamentos relativos ao 

período de 2006 a 2011 identificaram que 54 % dos transplantes cardíacos em 

adultos ocorreram em decorrência de cardiomiopatias não isquêmicas, 

seguidos de cardiomiopatias isquêmicas com 37 %. Doenças congênitas e 

valvares responderam por 6 %4. 

 A mortalidade após o primeiro ano do transplante tem se mantido 

relativamente constante nos últimos vinte anos. A mediana de sobrevida dos 

transplantados do coração, numa coorte de mais de 96.000 pacientes, foi de 10 

anos4. 
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3.2 Morte encefálica 

 

No contexto do transplante de órgãos, o doador é um indivíduo 

previamente hígido, que foi acometido por um evento agudo, na maioria das 

vezes, um trauma como acidente de trânsito, queda, agressão por projétil de 

arma de fogo, dentre outros, ou ainda um grave acidente cerebrovascular. A 

evolução das lesões, provocadas por um desses eventos, pode culminar com a 

morte encefálica do paciente, quase sempre por hipertensão intracraniana. Por 

esta razão, a hipertensão encefálica ocupa lugar de destaque no advento da 

morte encefálica, principalmente no contexto do transplante de órgãos. Em 

termos fisiopatológicos, a hipertensão encefálica leva à isquemia cérebro-

espinhal, cuja evolução dá-se no sentido craniocaudal, de forma a iniciar-se no 

cérebro, avançar pelo mesencéfalo, depois pela ponte, bulbo e finalmente pela 

medula51. Há, então, uma progressiva e inexorável perda da função do sistema 

nervoso central, com estreita manifestação sistêmica estereotipada, sobretudo 

na respiração e nos parâmetros cardiovasculares. Inicialmente, em virtude de 

ativação parassimpática reflexa, há bradicardia que se associa a alterações 

ventilatórias à medida que zonas mesencefálicas de controle respiratório são 

atingidas52. Com a progressão caudal da lesão nervosa, o centro vagal 

cardiomotor, de localização mais distal, é destruído ficando abolida a atividade 

parassimpática. O resultado é uma maciça atuação do sistema simpático sem a 

habitual contrarregulação52. Seguindo-se a esse imenso surto 

catecolaminérgico, há um período de acentuada redução na descarga 



10 
 

simpática com consequente instabilidade hemodinâmica exacerbada pela 

perda do tônus vascular periférico53,54.  

A interrupção da atividade encefálica, entretanto, não se limita a produzir 

alterações hemodinâmicas. Há, também, ativação do sistema imune 55,56 e 

alterações metabólicas, as quais influenciarão o desempenho dos órgãos, uma 

vez transplantados27,57. Demonstrou-se que pâncreas de ratos submetidos à 

morte encefálica, quando comparados a pâncreas de animais controle, 

apresentavam menor perfusão capilar e maior interação leucócito-endotélio 

além de sinais histológicos de pancreatite22. Observou-se, em cães20, que a 

morte encefálica, por hipertensão intracraniana, cursava com acentuada 

variação nas concentrações plasmáticas de ACTH (hormônio 

adrenocorticotrófico), vasopressina, glucagon e cortisol, além dos hormônios 

tireoidianos triiodotironina e tiroxina (T3 e T4).  

O coração, quando comparado a outros órgãos, parece sofrer mais 

intensamente a influência das alterações fisiopatológicas desencadeadas pela 

morte encefálica. Enquanto nos demais órgãos observa-se que os enxertos, 

oriundos de doadores em morte encefálica apresentam apenas um 

desempenho funcional inferior, frente aos de doações inter-vivos58, para o 

coração, a morte encefálica, por vezes, inviabiliza o transplante11-15, em virtude 

de grave disfunção miocárdica. Embora os mecanismos dessa disfunção não 

estejam plenamente esclarecidos2,21,29-31,59, a estreita relação entre o coração e 

as aminas vasoativas faz com que a descarga catecolaminérgica seja apontada 

como o principal responsável pela disfunção cardíaca32,34,35,59. Desse modo, há 

relatos de simpatectomia cirúrgica60, uso de bloqueadores simpáticos 
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periféricos61 e, ainda, a combinação de drogas de ação central e periférica59, 

sempre objetivando um controle sobre a descarga de aminas vasoativas com 

consequente proteção da função cardiovascular. Quanto aos mecanismos 

pelos quais a descarga simpática atua de forma deletéria sobre a fisiologia 

cardíaca, estudos experimentais apontam para a dessensibilização dos 

receptores beta adrenérgicos1 e para o desequilíbrio entre oferta e demanda de 

oxigênio61.  

Entretanto, a atuação da morte encefálica sobre o coração não se limita 

aos casos de disfunção extrema. Mesmo nas situações em que o órgão 

apresenta-se adequado ao transplante, a morte encefálica correlaciona-se à 

maior incidência de episódios de rejeição tanto aguda27 quanto crônica62. 
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3.3 Anestesia peridural 

 

As fibras pré-ganglionares simpáticas originam-se na região intermédio-

lateral dos doze segmentos torácicos, bem como dos três primeiros segmentos 

lombares da medula espinhal e deixam a medula acompanhadas de fibras 

motoras, dirigindo-se aos gânglios paravertebrais39. Sua constituição, fibras 

mielinizadas e de fino calibre (aproximadamente 3 m)63, as torna muito 

susceptíveis à ação dos anestésicos locais. Os primeiros quatro ou cinco 

segmentos torácicos originam fibras pré-ganglionares para formar os gânglios 

cervicais superiores, médios, e gânglio estrelado, que fornecem inervação 

simpática para o segmento cefálico, pescoço, membros superiores, coração e 

pulmões39,43. 

Os anestésicos locais bloqueiam o impulso nervoso pela inibição da 

permeabilidade ao sódio64, impedindo a despolarização celular65. Pela via 

epidural, essas drogas propiciam excelente analgesia em cirurgias torácicas e 

abdominais. Além do mais, há um efeito simpaticolítico transitório, com 

implicações na fisiologia de diversos órgãos tais como: coração, pulmão, rins, 

glândulas supra-renais e outros39,40,43. 

Dentre os diversos anestésicos locais disponíveis, a bupivacaína, de 

ampla aceitação clínica, desde sua introdução no início dos anos 196066, é o 

anestésico local de longa duração com o qual os outros são comparados66,67. 

Quimicamente, a bupivacaína pertence à classe das amino-amidas65 e consiste 

de uma mistura racêmica de dois enantiômeros68,69. Quando no espaço 



13 
 

peridural torácico, a bupivacaína, por propiciar uma simpatectomia química43, 

pode apresentar efeito protetor sobre o enxerto no advento da morte 

encefálica. 



14 
 

 

4. Métodos 

 

 

Foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando entre 250 e 350 g, 

fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de São 

Paulo. Os experimentos foram realizados no Laboratório de Cirurgia 

Cardiovascular e Fisiopatologia da Circulação (LIM-11). Todos os animais 

foram mantidos em ambiente controlado para temperatura (23 ± 2 ºC), umidade 

e exposição à luz, com ciclo claro/escuro de 12 horas, e livre acesso à ração e 

água. 

O presente estudo foi aprovado pela Comissão de Ética para Análise de 

Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clínica do Hospital das Clínicas 

da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo sob  

nº. SDC 3247/08163. 

Os experimentos foram realizados em conformidade com as normas do 

Colégio Brasileiro de Experimentação Animal. (disponíveis em 

www.cobea.org.br) 

 

4.1 Protocolo experimental 

 

Foram utilizados 28 ratos Wistar machos, distribuídos em 4 grupos, de 

acordo com o momento de indução do bloqueio peridural (Fig. 1): 
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(1) grupo salina - infusão de 20 L de solução salina pelo cateter peridural, 

antes da indução da morte encefálica; 

(2) grupo bupi-pré - infusão de 20 L de solução de bupivacaína a 0,5 % pelo 

cateter peridural, antes da indução da morte encefálica; 

(3) grupo bupi-20 - infusão de 20 L de solução de bupivacaína a 0,5 % pelo 

cateter peridural, 20 minutos após a indução da morte encefálica; 

(4) grupo bupi-60 - infusão de 20 L de solução de bupivacaína a 0,5 % pelo 

cateter peridural, 60 minutos após a indução da morte encefálica. 

 

 

Figura 1. Esquema do protocolo experimental. 

 

 



16 
 

 

4.2 Anestesia e preparo cirúrgico 

 

A anestesia foi induzida em câmara fechada, com mistura de oxigênio 

100 % e isoflurano a 5 %, realizada por sistema de anestesia (Harvard 

Apparatus, Inc, Holliston, MA, USA), seguida de intubação orotraqueal com 

jelco 16 G (BD Insyte, Juiz de Fora, MG, Brasil) e mantido em ventilação 

mecânica, através de ventilador para pequenos animais (Harvard 683, Harvard 

Apparatus Inc., Holliston, MA, USA). O plano anestésico foi mantido com 

isoflurano a 2 %. A ventilação foi realizada com FiO2 de 100 %, com volume 

corrente de 10 mL/kg e 70 ciclos/min. 

Os animais foram colocados em decúbito dorsal e submetidos à 

antissepsia da região cervical ventral com iodopovidine, seguido de tricotomia. 

Foram realizadas a dissecção e a cateterização da artéria carótida e da veia 

jugular com cateter polietileno PE50. 

O cateter colocado na artéria carótida foi conectado a um transdutor de 

pressão (P23XL - Viggo-Spectramed Inc., Oxnard, CA, USA), ligado a um 

sistema multicanal de aquisição de dados biológicos (Acqknowledge – Biopac 

Systems Inc., Goleta, CA, USA). Com esse sistema, foram registrados os 

dados de pressão arterial média (PAM) ao longo do experimento. Através da 

artéria carótida também foram coletadas amostras de sangue para a 

determinação dos parâmetros pH, pCO2, pO2, BE, HCO3
-, Na+, K+ e lactato 

(Radiometer ABL 555 - Radiometer Medical, Copenhagen, Denmark). 
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Através da veia jugular, foi realizada a infusão contínua de solução 

fisiológica a uma velocidade de 2 mL/h utilizando-se bomba de infusão 

contínua (Harvard Apparatus Inc., Holliston, MA, USA). 

As medidas hemodinâmicas foram realizadas continuamente desde a 

inserção do cateter na artéria carótida até o término do procedimento que se 

deu após 6 horas de morte encefálica.  

 

4.3 Indução da morte encefálica 

 

 Após intubação orotraqueal e cateterização dos vasos cervicais, os 

animais foram colocados em decúbito ventral para realização de trepanação. 

Uma incisão longitudinal de, aproximadamente, 1 cm foi realizada para 

exposição da calota craniana. Com o uso de uma broca motorizada, procedeu-

se a perfuração óssea da cabeça. Foi introduzido um cateter Fogarty® 4 F 

(Edwards Lifescience LLC, Irvine, CA, USA) no espaço intracraniano. A morte 

encefálica foi induzida pela rápida insuflação de  

500 µL de solução de cloreto de sódio a 0,9 % no cateter de Fogarty® e foi 

confirmada por midríase bilateral fixa e ausência de reflexo corneano70. Uma 

vez confirmada a morte encefálica, interrompeu-se a oferta do anestésico e os 

animais foram mantidos em ventilação mecânica com oxigênio a 100 %. A cada 

período de 30 minutos, os animais foram reavaliados, quanto aos sinais de 

morte encefálica (midríase paralítica e ausência de reflexo corneano). 
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4.4 Bloqueio peridural  

 

Ao término da instrumentação da calota craniana, os animais, ainda em 

decúbito ventral, foram colocados sobre um pequeno coxim, previamente 

montado com compressas de gases, afim de que se obtivesse uma curvatura 

convexa da coluna vertebral na região da transição toracolombar. Foram 

realizadas antissepsia do dorso, tricotomia e incisão mediana longitudinal de, 

aproximadamente, 2 cm para exposição da coluna vertebral entre as vértebras 

T11 e L1. Com a curvatura das vértebras, foi possível introduzir um cateter 

PE10 no espaço peridural. O cateter fora previamente preenchido pela solução 

a ser infundida, salina ou bupivacaína a 0,5 % sem vasoconstritor (Cristália 

Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda., São Paulo, SP, Brasil). A localização 

do cateter foi confirmada após a eutanásia. 

 

4.5 Leucograma 

 

Através de punção na cauda dos animais, obtiveram-se amostras de 

sangue (20 µL), as quais foram diluídas em solução de Turk (1:20) para a 

quantificação do número total de leucócitos em câmara de Neubauer, em 

microscópio óptico em aumento de 400x. 
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4.6 Coleta de material 

 

Os animais foram submetidos à eutanásia por exsanguinação da aorta 

abdominal. Amostras de soro foram obtidas a partir da centrifugação do sangue 

a 1300 xg, por 15 minutos, à temperatura ambiente, e alíquotas  

(500 µL) do sobrenadante foram armazenadas à -80 °C para posteriores 

dosagens. Os corações foram excisados e seccionados em duas partes 

semelhantes ao longo de seu maior eixo. Uma das partes foi armazenada à  

-80 °C e a outra foi fixada em formaldeído a 10 %. 

 

4.7 ELISA e imunohistoquímica 

 

A quantificação de IL-1β, TNF-α foi realizada pelo método de enzima-

imunoensaio (ELISA). A semi-quantificação de α-actina, ICAM-1, VCAM-1, Bcl-

2 e caspase-3, no tecido cardíaco, foi realizada através de imunohistoquímica. 

  

4.7.1 ELISA para TNF-α e IL-1β 

 

TNF-α e IL-1β foram quantificadas pela técnica de enzima-imunoensaio 

(ELISA) no soro e no tecido cardíaco. Para a mensuração no soro, foram 

utilizadas as alíquotas previamente coletadas. Para o tecido cardíaco, amostras 

congeladas foram maceradas e ressuspendidas em solução tampão fosfato 

salina (PBS), seguida de centrifugação a 1.500 xg por 15 minutos a 4 °C. As 
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concentrações teciduais foram determinadas a partir do sobrenadante. Utilizou-

se o kit Quantikine® (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA) a 450 nm e os 

resultados foram expressos em pg/mL, para as concentrações séricas e em 

pg/g, para as concentrações no tecido. Animais naïve foram utilizados para a 

quantificação dos níveis basais das referidas citocinas. 

 

4.7.2 Expressão de moléculas de adesão no tecido cardíaco 

 

Das amostras congeladas de tecido cardíaco, cortes seriados, de 6 µm 

de espessura, foram fixados em acetona gelada por 10 min, para detecção de 

ICAM-1 e VCAM-1. Os sítios inespecíficos foram bloqueados com solução 

tampão (SuperBlock Buffer, Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA) por 12 h 

a 4 ºC. Para a imunodetecção de ICAM-1 e VCAM-1, foram utilizados o 

anticorpo monoclonal anti-ICAM-1 de rato (Abcam Inc., Cambridge, MA, USA) 

ou o anticorpo monoclonal anti-VCAM-1 de camundongo (Abcam Inc., 

Cambridge, MA, USA), previamente conjugados à biotina e diluídos na 

proporção de 1:50 em solução tampão fosfato salina (PBS) contendo 0,3 % de 

Tween-20. Após a incubação por 12 horas a 4 ºC, os cortes foram lavados 

sucessivamente com PBS e, na sequência, foram incubados por 1 hora à 

temperatura ambiente com o complexo estreptavidina-fluoresceína (Amersham 

Pharmacia Biotech, London, UK) diluído em PBS na proporção de 1:200. Após 

lavar as lâminas com PBS, as amostras foram recobertas com solução de 

iodeto de propídio (Vector, Burlingame, CA, USA) para preservação da 

fluorescência. A análise foi realizada através de sistema de aquisição de 
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imagens com câmera digital CoolSNAP-Pro (Nikon, Tokyo, Japan), acoplada a 

microscópio de fluorescência (Nikon, Tokyo, Japan) e as imagens foram 

analisadas com software Image-Pro Plus 4.1 (Media Cybernetics, Bethesda, 

MD, USA). Os resultados foram expressos em intensidade média de 

fluorescência. 

 

4.7.3 Expressão de moléculas apoptóticas 

 

Das amostras congeladas de tecido cardíaco, cortes seriados de 6 µm 

de espessura, foram fixados em acetona gelada durante 10 minutos e 

estocados a -20 ºC para processamento posterior. O processamento incluiu o 

bloqueio da peroxidase endógena com PBS e H2O2 a 3 %. Em seguida, os 

sítios inespecíficos foram bloqueados pela incubação dos cortes em solução 

tampão livre de biotina (Super Block Blocking Buffer, Pierce Biotechnology, 

Rockford, IL, USA), por período de 16 horas a 4 °C. Anticorpos policlonais anti-

caspase-3 (Abcam Inc., Cambridge, MA, USA) e anti-Bcl-2 (Abcam Inc., 

Cambridge, MA, USA), previamente conjugados a biotina, diluídos em PBS 

com Tween-20 a 0,3 % na proporção de 1:50 e sobrepostos aos cortes para 

incubação por 16 horas a 4 ºC. Em seguida, as amostras foram incubadas por  

1 hora à temperatura ambiente com estreptavidina diluída em PBS na 

proporção de 1:500. A revelação do complexo antígeno-anticorpo foi realizada 

pela aplicação de solução 3,3’-diaminobenzidina (DAB) a 60 % por 1 minutos, 

seguido de contra-coloração com hematoxilina a 10 % por 2 minutos, 

desidratação dos cortes por imersão em soluções crescentes de etanol, 
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diafanização por imersão em xilol, e recobertos por bálsamo do Canadá e 

lamínulas. Os cortes foram avaliados em sistema de análise de imagens com 

auxílio do software Axiovision, versão 4.7.2. (Carl Zeiss Inc., München-

Hallbergmos, Germany). Os resultados foram expressos em porcentagem de 

células positivas. 

 

4.7.4 Alfa-actina 

 

Amostras de tecido cardíaco foram fixadas em formol, incluídas em 

parafina e submetidas a cortes seriados de 5 µm colocados sobre lâminas 

silanizadas (Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA). Em seguida, a 

parafina foi removida por imersão em xilol, à temperatura ambiente. Os cortes 

foram hidratados por imersão em soluções de concentrações decrescentes 

(100°, 95° e 70°) de álcool, seguido de lavagens em água. Realizou-se o 

bloqueio da peroxidase endógena com água oxigenada a  

20 volumes, seguido por lavagens em água. Para o bloqueio das proteínas 

inespecíficas, foi utilizado Protein Block (Dako North America Inc., Carpinteria, 

CA, USA) por 10 minutos à temperatura ambiente. Os cortes foram incubados 

com o anticorpo anti--actina, diluído conforme especificações do fabricante 

(Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA), por 40 minutos a temperatura 

ambiente em câmara úmida. Após lavagem em PBS, adicionou-se o polímero 

(Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA), seguido de incubação, por 60 

minutos. A revelação foi obtida por DAB, seguido por contra-coloração com 

hematoxilina, desidratação dos tecidos por imersão em soluções crescentes de 
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etanol e diafanização por imersão em xilol. Os resultados foram expressos em 

unidades arbitrárias de coloração. 

4.8 Estudo histológico 

 

Amostras de tecido cardíaco, fixadas em formalina a 10 %, foram 

incluídas em parafina e submetidas a cortes de 4 µm de espessura para estudo 

histológico, utilizando-se a técnica de coloração hematoxilina-eosina. Avaliou-

se a presença de edema, congestão vascular e infiltrado leucocitário. As 

análises foram realizadas por dois pesquisadores independentes que utilizaram 

o seguinte escore de intensidade das observações: 0 – ausente, 1 – leve, 2 – 

moderado, 3 – intenso. 

 

4.9 Análise estatística 

 

Os dados obtidos foram analisados com o emprego do programa 

estatístico Graphpad Prism 5.2 e os resultados das variáveis de distribuição 

normal foram expressos como média ± erro-padrão da média (EPM), enquanto 

as variáveis categóricas foram expressas em mediana e variação máxima e 

mínima. Para a comparação dos diversos parâmetros entre os grupos foi 

empregado o método de Análise de Variância (ANOVA) de Duplo Fator, 

controlado pelo teste de homogeneidade de Levene, seguido do teste de 

Bonferroni. O nível de significância considerado foi de 0,05. 
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5. Resultados 

 

 

Todos os animais evoluíram com morte encefálica após insuflação do 

cateter de Fogarty® mantendo-se as alterações, midríase bilateral fixa e 

ausência de reflexo corneano, até a eutanásia. Não houve diferença com 

significância estatística entre os grupos em nenhum dos parâmetros 

bioquímicos avaliados por gasometria (pH, pCO2, pO2, BE, HCO3
-, Na+, K+ e 

lactato). 

 

5.1 Pressão arterial média 

 

A Figura 2 ilustra os  valores da pressão arterial média dos animais. 

Após a insuflação do balonete do cateter de Fogarty®, os animais, que não 

receberam pré-tratamento com bupivacaína, evoluíram com acentuado pico 

hipertensivo de curta duração. O grupo de animais que recebeu infusão de  

20 µL de bupivacaína pelo cateter de peridural antes da indução da morte 

encefálica (grupo bupi-pré) não apresentou pico hipertensivo (PAM tempo 0: 

73,5 ± 5,8 mm Hg versus PAM pico ME: 93,4 ± 9,4 mm Hg p>0,05). 
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Figura 2. Pressão arterial média de ratos submetidos à morte encefálica, tratados com 
solução salina (Salina), bupivacaína a 0,5 % antes da indução (Bupi-pré), 20 e 60 min 
após a indução da morte encefálica (Bupi-20 e Bupi-60, respectivamente). A linha 
tracejada indica o momento de insuflação do cateter no espaço intracraniano. Os 

valores representam a média  EPM de 7 animais/grupo. *p<0,05. 

 

5.2 Leucócitos totais 

 

Conforme ilustrado na Figura 3, verificou-se a ocorrência de leucopenia 

decorridas 3 e 6 horas após a indução da morte encefálica por comparação 

com os valores basais (p<0,05). Porém, na comparação entre os grupos, não 

houve diferença estatisticamente significativa. 

 

 

 

 



26 
 

 

Figura 3. Número de leucócitos totais circulantes obtidos antes da realização dos 
procedimentos cirúrgicos (Pré) e 3 e 6h após a indução da morte encefálica. Os 
animais foram tratados com solução salina (Salina), bupivacaína a 0,5 % antes da 
indução (Bup-pré), 20 e 60 min após a indução da morte encefálica (Bup-20 e Bup-60, 

respectivamente). Os dados representam média  EPM de 7 animais/grupo. 

 

5.3 Moléculas de adesão 

 

Através da análise imunohistoquímica, foi possível avaliar a expressão 

das moléculas de adesão, ICAM-1 e VCAM-1, no endotélio do tecido cardíaco. 

Contudo, na comparação entre os grupos, não foi encontrada diferença com 

significado estatístico. A Figura 4 corresponde à representação gráfica das 

médias de intensidade de fluorescência de VCAM-1 e ICAM-1.  
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Figura 4. Expressão de VCAM-1 e ICAM-1 no tecido miocárdico de ratos submetidos 
à morte encefálica, tratados com solução salina (Salina), bupivacaína a 0,5 % antes da 
indução (Bupi-pré), 20 e 60 min após a indução da morte encefálica (Bupi-20 e Bupi-

60, respectivamente). Os dados representam média  EPM de 7 animais/grupo. 

 

5.4 TNF-α e Interleucina 1β no soro 

 

 A quantificação sérica das citocinas TNF-α e IL-1β demonstrou a 

presença de valores elevados em todos os grupos não havendo diferença entre 

eles. A representação gráfica das médias das concentrações séricas dessas 

moléculas, em pg/mL, é apresentadas na Figura 5. As concentrações séricas 

dessas citocinas, em animais não operados, ficaram abaixo dos limites de 

detecção do ensaio. 

 



28 
 

Figura 5. Determinação da concentração sérica de TNF-α e IL-1β em ratos 
submetidos à morte encefálica, tratados com solução salina (Salina), bupivacaína a 
0,5 % antes da indução (Bupi-pré), 20 e 60 min após a indução da morte encefálica 
(Bupi-20 e Bupi-60, respectivamente). Os testes realizados com ratos não operados 

não registraram níveis detectáveis pelo ensaio. Os dados representam média  EPM 
de 7 animais/grupo. 

 

5.5 TNF-α e IL-1β no tecido cardíaco 

 

A Figura 6 representa as médias das concentrações miocárdicas de 

TNF-α e IL-1β em pg/g de tecido, Não houve diferença estatística entre os 

grupos. As concentrações teciduais dessas citocinas, em animais não 

operados, ficaram abaixo do limite de detecção do ensaio. 

 

5.6 Avaliação de apoptose no tecido cardíaco 

 

A Figura 7 ilustra o número de células positivas para caspase-3 e  

Bcl-2. Não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos. 
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Figura 6. Determinação das concentrações de TNF-α e IL-1β no tecido miocárdico em 
ratos submetidos à morte encefálica, tratados com solução salina (Salina), 
bupivacaína a 0,5 % antes da indução (Bupi-pré), 20 e 60 min após a indução da 
morte encefálica (Bupi-20 e Bupi-60, respectivamente). Os testes realizados com ratos 
não operados não registraram níveis detectáveis pelo ensaio. Os dados representam 

média  EPM de 7 animais/grupo. 

 

 

 

Figura 7. Expressão de Bcl-2 e caspase-3 no tecido miocárdico de ratos submetidos à 
morte encefálica, tratados com solução salina (Salina), bupivacaína a 0,5 % antes da 
indução (Bupi-pré), 20 e 60 min após a indução da morte encefálica (Bupi-20 e Bupi-

60, respectivamente). Os dados representam média  EPM de 7 animais/grupo. 
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5.7 Dosagem de α-actina 

 

A expressão miocárdica de α-actina está representada na Figura 8. Não 

houve diferença estatística entre os grupos. 

 

Figura 8. Expressão de α-actina no tecido miocárdico de ratos submetidos à morte 
encefálica, tratados com solução salina (Salina), bupivacaína a 0,5 % antes da 
indução (Bupi-pré), 20 e 60 min após a indução da morte encefálica (Bupi-20 e Bupi-

60, respectivamente). Os dados representam a média  EPM de 7 animais/grupo. 
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5.8 Análise histológica 

 

A avaliação de cortes de corações corados pela hematoxilina/eosina, 

quanto a edema, congestão vascular e infiltrado leucocitário, demonstrou não 

haver diferença entre os tratamentos. Os dados encontram-se resumidos na  

Tabela 1. 

Tabela 1. Análise histológica do tecido miocárdico 

 Salina Bupi-pré Bupi-20 Bupi-60 

Congestão Vascular 1 (1-2) 1 (1-2) 1 (1-2) 1 (0-2) 

Infiltrado Leucocitário 1 (0-3) 1 (0-2) 1 (0-2) 1 (0-2) 

Edema 1 (1-2) 1,5 (0-2) 1 (0-2) 1 (0-3) 

Animais tratados com solução salina ou bupivacaína a 0,5 % antes da indução da 
morte encefálica (Salina e Bupi-pré, respectivamente) e 20 min ou 60 min após a 
indução da morte encefálica (Bupi-20 e Bupi-60, respectivamente). A análise baseou-
se nos escores de intensidade das observações: 0 – ausente, 1 – leve, 2 – moderado, 
3 – intenso. Os dados representam a mediana (valor mínimo – valor máximo) de 7 
animais/grupo.
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6. Discussão 

 

 

 A crescente demanda por órgãos para transplante justifica os esforços 

na busca pela otimização da oferta de enxertos. Neste estudo, ratos 

submetidos à morte encefálica foram mecanicamente ventilados e monitorados 

por período de 6 horas. Foi possível se observar que a morte encefálica foi 

responsável pela ativação inflamatória sistêmica, bem como por alterações no 

tecido cardíaco, levando também à leucopenia. A inibição da resposta 

adrenérgica, com o emprego da anestesia peridural torácica, mesmo quando 

aboliu o pico hipertensivo, não interferiu nas alterações desencadeadas pela 

morte encefálica.  

No modelo experimental empregado neste estudo obteve-se êxito na 

indução da morte encefálica. Imediatamente após a insuflação do cateter de 

Fogarty®, os ratos apresentaram midríase bilateral fixa e ausência de reflexo 

corneano20,56,70, mantendo-se essas manifestações clínicas inalteradas até a 

eutanásia. Além disso, os animais apresentaram as evidências clínicas do surto 

hiperdinâmico, à exceção daqueles do grupo bupi-pré. A escolha de um modelo 

de súbita instalação da hipertensão intracraniana, em detrimento de desenhos 

de hipertensão encefálica gradual71, justifica-se pela exuberância das 

alterações hemodinâmicas, permitindo a aplicação e avaliação de um bloqueio 

simpático. O tempo de manutenção em morte encefálica de 6 horas está de 

acordo com o encontrado na literatura, isto é, de 3 a 7 horas16,17,19,20,23,29,53,59. 
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A análise dos resultados obtidos demonstrou a inibição do surto 

hiperdinâmico18,59,61 nos animais, cuja anestesia peridural torácica foi instituída 

antes da indução da morte encefálica. Uma vez que foi inibida a tempestade 

autonômica, clássica manifestação clínica da súbita instalação da morte 

encefálica72, causada pela descarga catecolaminérgica73, conclui-se que os 

animais do grupo em questão estavam sob efeito simpaticolítico38-42, resultado 

da ação da bupivacaína aplicada no espaço peridural. Embora outros estudos 

tenham sido realizados, com o intuito de inibir a manifestação hiperdinâmica da 

morte encefálica, este estudo foi pioneiro no uso de anestesia peridural. A 

escolha da bupivacaína baseou-se no fato de essa droga servir de referência 

na comparação com anestésicos locais de longa duração66,67. 

Seguin et al61 administraram labetalol, um bloqueador α e β adrenérgico, 

e observaram a inibição do surto hemodinâmico. Yeh et al59 também 

bloquearam a tempestade autonômica ao utilizarem uma combinação de três 

drogas: xilazina, um agonista α-2, capaz de bloquear a descarga simpática 

central; acetilpromazina, uma droga capaz de efetuar bloqueio α-1 periférico e 

dopaminérgico central; e ketamina, um agonista N-metil-D-aspartato, a qual 

diminui as concentrações séricas de noradrenalina e adrenalina74. Ojeda-

Rivero et al75, ao utilizarem propranolol, um β-bloqueador, aboliram o surto 

hiperdinâmico da morte encefálica por hipertensão intracraniana em coelhos. 

Por outro lado, Novitzky et al60 realizaram procedimentos cirúrgicos, dentre eles 

a ressecção bilateral do gânglio estrelado e o autotransplante cardíaco, mas 

não puderam impedir as manifestações hemodinâmicas da morte encefálica. 

Esses estudos, no entanto, não avaliaram a influência do bloqueio autonômica 
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na resposta inflamatória, tendo se concentrado no estudo das alterações 

hemodinâmicas e miocárdicas59-61,75.   

A resposta celular do enxerto9 envolve uma série de sinalizadores 

bioquímicos, incluindo-se as citocinas76, moléculas de adesão21,77, e moléculas 

pró e anti-apoptóticas78. A IL-1β em conjunto com o TNF-α 15,17,79 induz a 

ativação do endotélio, resultando na expressão de moléculas de adesão, as 

quais regulam as interações leucócito-endotélio80,81. Os dados desta pesquisa 

demonstraram que as concentrações séricas e cardíacas de TNF-α e IL-1β 

elevaram-se nos animais de todos os grupos. Isso indica aumento da atividade 

inflamatória e, como os grupos apresentaram comportamento semelhante, 

conclui-se que a abolição do surto hiperdinâmico, pela anestesia peridural 

torácica, não influenciou na ativação da cascata inflamatória. 

 Glicoproteínas de adesão, expressas na superfície dos leucócitos e 

células endoteliais, apresentam importante papel no acúmulo de leucócitos no 

tecido perivascular22,82. Glicoproteínas do complexo CD11/CD18, expressas 

nos leucócitos, interagem com seus ligantes, tais como VCAM-117,83,84 e  

ICAM-117,83-85 nas células endoteliais, mediando a adesão e migração 

leucocitária86,87. Estudos demonstraram que a morte encefálica aumenta a 

expressão de moléculas de adesão no fígado88-90, rim91, mesentério92, pulmão93 

e coração94. No presente estudo, foi possível observar que o bloqueio peridural 

não alterou o padrão de expressão das moléculas de adesão, ICAM-1 e  

VCAM-1, no tecido cardíaco. Portanto, a resposta inflamatória relacionada à 

morte encefálica6,28 mensurada pela expressão de moléculas de adesão9,95 e 

citoninas11,79 não foi influenciada pela inibição do surto catecolaminérgico, 
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apesar de ter sido observado, nitidamente, o bloqueio simpático no grupo 

tratado com bupivacaína antes da indução da hipertensão intracraniana. Isso 

sugere que o mecanismo responsável pelo desencadeamento da resposta 

inflamatória no advento da morte encefálica, por hipertensão intracraniana, não 

parece ser o surto hiperdinâmico.  

 Neste estudo, a avaliação do processo apoptótico, através de dois 

efetores antagônicos a caspase-311,78,96,97, pró-apoptótica, e a Bcl-278,97, anti-

apoptótica, demonstrou uma baixa expressão de ambas as moléculas no 

miocárdio dos animais de todos os grupos, não havendo diferença eles. Birks 

et al11, avaliando a pró-caspase-3 e produtos de clivagem da caspase-3 em 

corações de doadores, observaram uma maior expressão dessas moléculas 

nos órgãos rejeitados para o transplante. Perez Lópes et al78 observaram 

aumento da ordem de sete vezes na expressão da caspase-3, mas não 

encontraram diferença na avaliação da Bcl-2 em corações de pacientes em 

morte encefálica, apontando para um acelerado processo pró-apoptótico. 

Como os estudos de Birks et al11 e Perez Lópes et al78 foram realizados em 

pacientes, pode-se considerar que a baixa expressão de Bcl-2 e caspase-3, 

possa se relacionar à espécie estudada.  

Os cardiomiócitos são células diferenciadas que perderam a capacidade 

replicativa. Assim, o coração encontra na hipertrofia seu mecanismo adaptativo 

de resposta à sobrecarga72,98,99. O estresse mecânico e altas concentrações de 

catecolaminas, presentes na morte encefálica, implicam em estímulo anabólico 

para os cardiomiócitos99. No presente estudo não foram encontradas 
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diferenças nas dosagens de α-actina entre os grupos. Portanto, o bloqueio 

simpático parece não alterar os mecanismos adaptativos cardíacos.  

Quanto à avaliação histológica do miocárdio, foram utilizados cortes 

longitudinais, corados por hematoxilia-eosina, avaliando-se a presença de 

congestão vascular, edema e infiltrado leucocitário, graduando-se os achados 

em uma escala de escores segundo estudo anterior de nosso grupo100. Poucas 

foram as alterações encontradas e, quando presentes, elas se distribuíram de 

forma semelhante entre os grupos. Resultados similares foram observados por 

Wilhelm et al27. Herijgers et al14 também não encontraram alterações 

estruturais, mesmo à microscopia eletrônica, 4 horas após a indução de morte 

encefálica em ratos. Por outro lado, Yeh et al59 e Ojeda-Rivero et al75 

observaram alterações histológicas em modelo de morte encefálica em 

coelhos. Novitzky et al101, avaliando 22 corações humanos, doados para 

transplante, encontraram alterações ultra-estruturais em cerca de 25 % deles. 

Entretanto, mais relevante que as comparações com outros autores, o fato de 

não terem sido encontradas diferenças entre os grupos do presente estudo 

indica que o comportamento histológico, ao menos neste modelo, foi 

independente do surto hiperdinâmico.  

Considerando-se que os animais de todos os grupos exibiram 

leucopenia progressiva, conclui-se que a abolição da tempestade autonômica, 

pela anestesia peridural torácica, não teve implicação no número total de 

glóbulos brancos circulantes. A leucopenia associada à morte encefálica foi 

registrada em estudos anteriores92,102. No decorrer do processo inflamatório, a 

transmigração de glóbulos brancos acompanha-se de pronta reposição celular 
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pela medula óssea, inclusive com a liberação de células jovens103. Por outro 

lado, a morte encefálica parece exercer um efeito supressor sobre os 

mecanismos hematopoiéticos. Atualmente, estudos estão sendo realizados 

pelo nosso grupo avaliando os processos de mobilização, ativação e apoptose 

das células da medula óssea. 

Como os resultados deste estudo demonstraram que a inibição da 

tempestade autonômica pelo bloqueio peridural torácico, embora tenha sido 

efetiva em conter o pico hipertensivo, não alterou a resposta inflamatória 

associada à morte encefálica, outros mecanismos devem estar envolvidos. 

Simas et al92 avaliaram o mesentério, por microscopia intravital, e observaram 

importante redução da perfusão microvascular, em modelo de morte encefálica, 

chamando a atenção para a importância do comprometimento da 

microcirculação na gênese da resposta inflamatória. Em outro estudo, ainda 

não publicado, nosso grupo avaliou os efeitos do bloqueio simpático na 

microcirculação em modelo de morte encefálica e, apesar da melhora 

hemodinâmica obtida, os animais evoluíram com hipoperfusão mesentérica e 

manutenção das alterações inflamatórias. Tais observações sugerem que o 

comprometimento da microcirculação seja um dos elementos responsáveis 

pelo aumento da resposta inflamatória na morte encefálica. Corroboram com 

nossos achados as observações em modelos de choque séptico, nos quais a 

hipoperfusão microvascular relacionou-se com a ativação inflamatória104.  

Outro provável mecanismo envolvido no aumento da atividade 

inflamatória da morte encefálica é a redução das concentrações séricas de 

corticosterona. Esse hormônio é um importante modulador da resposta 
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inflamatória105 e suas concentrações séricas estão diminuídas no contexto da 

morte encefálica pela interrupção do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal92,106,107. 

A quebra da barreira hematoencefálica, ao permitir a livre circulação das 

substâncias presentes no sistema nervoso central, também pode estar 

relacionada à ativação inflamatória decorrente da morte encefálica. 

As limitações do estudo incluem aquelas inerentes a modelos 

experimentais, tais como: peculiaridades espécie-específicas e condições 

controladas quando da indução do evento a ser estudado, no caso a morte 

encefálica. Outro importante fator a ser considerado é o momento da 

administração da bupivacaína. Em condições clínicas não é possível prever-se 

a morte encefálica, principalmente por se tratar de evento catastrófico e 

inesperado. Outro ponto a ser considerado é o tempo de 6 h de observação 

após a indução de morte encefálica, visto ser um período reduzido frente às 

condições habitualmente encontradas na prática clínica. Por outro lado, os 

animais não receberam nenhum suporte hemodinâmico, diferindo da prática 

médica de se administrar vasopressores a pacientes com instabilidade 

hemodinâmica.  
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7. Conclusões 

 

 

O bloqueio simpático obtido com a anestesia peridural torácica não 

modificou as alterações da resposta inflamatória e do tecido miocárdico 

observadas em ratos submetidos à morte encefálica. 

A anestesia peridural torácica, quando utilizada previamente à indução 

da morte encefálica, foi efetiva em bloquear o surto hiperdinâmico, alterando o 

comportamento da pressão arterial.  

Não houve modificação no comportamento da resposta leucocitária, na 

expressão de marcadores da resposta inflamatória sistêmica e miocárdica, e no 

padrão histológico cardíaco com o emprego da anestesia peridural torácica 

neste modelo experimental. 
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