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Resumo

SILVA L.A. Avaliacdo dos efeitos da anestesia peridural toracica sobre as
alteragbes miocardicas associadas a morte encefélica: estudo experimental

[Tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2013.

INTRODUGCAO: Atualmente, a maior limitacéo ao transplante cardiaco, em todo
o0 mundo, € a escassez de doadores cujo numero esta sempre aquém do
namero de pacientes portadores de doenca cardiaca terminal, e esse hiato fica
ainda maior pelo fato de cerca de 25 % dos coracfes doados ndo serem
utilizados, por estarem acometidos por acentuada disfuncdo. A descarga
catecolaminérgica associada a morte encefélica poderia ser um dos elementos
implicados nesta disfungcdo. Assim, intervencdes terapéuticas com intuito de
minimizar o exacerbado estimulo simpatico visam, em Gltima instancia, ampliar
a oferta de 6rgdos para o transplante. OBJETIVOS: Investigar a hipétese de
que a anestesia peridural toracica seja capaz de bloquear a tempestade
autondmica inerente a morte encefalica por hipertenséo intracraniana aguda,
minimizando as alteracdes hemodinamicas, reduzindo a resposta inflamatoria
e, por conseguinte, melhorando a condicdo do enxerto. METODOS: Ratos
Wistar machos (250-350 g) anestesiados (isoflurano 5 %) e monitorados
continuamente para o registro da pressao arterial média foram submetidos a
insercdo de cateter no espaco peridural em nivel toracico e, em seguida,

Y

submetidos a morte encefalica por hipertenséo intracraniana aguda pela
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insuflacdo de um cateter de Fogarty® introduzido por trepanacéo. Os animais
(n = 28) foram alocados em 4 grupos: grupo salina - infusdo de 20 uL de
solucdo salina pelo cateter peridural antes da indugdo da morte encefélica;
grupo bupi-pré - infusdo de 20 uL de solugcdo de bupivacaina a 0,5 % pelo
cateter peridural, antes da induc&o da morte encefalica; grupo bupi-20 - infusédo
de 20 uL de solucédo de bupivacaina a 0,5 % pelo cateter peridural 20 minutos
apos a inducdo da morte encefalica; grupo bupi-60 - infusdo de 20 uL de
solucdo de bupivacaina a 0,5 % pelo cateter peridural 60 minutos apds a
inducdo da morte encefélica. Apds 6 horas os animais foram submetidos a
eutanasia por exsanguinacdo. Foram realizadas dosagens séricas e no tecido
cardiaco das citocinas interleucina (IL)-1B e fator de necrose tumoral (TNF)-a
pelo método de ELISA. As moléculas de adesao endoteliais, vascular adhesion
molecule (VCAM)-1 e intercellular adhesion molecule (ICAM)-1, proteinas
envolvidas no processo de apoptose, Bcl-2 e caspase-3, e a a-actina foram
avaliadas no tecido miocardico por técnica imunohistoquimica. Cortes
longitudinais do coracgao foram corados com hematoxilina/eosina e avaliados
quanto a presenca de edema, infiltrado leucocitario e congestdo vascular.
Contagens totais de leucdcitos circulantes foram realizadas antes da inducéo
da morte encefédlica e 3 e 6 horas apdés. RESULTADOS: Logo apods a
insuflacdo do cateter de Fogarty® todos animais evoluiram com sinais clinicos
de morte encefalica: midriase bilateral fixa e auséncia de reflexo corneano. O
aumento subito e efémero da presséao arterial foi observado em todos os
animais, a excecdo do grupo que recebeu a bupivacaina previamente a
inducdo da morte encefalica (grupo bupi-pré) (p<0,05). Houve acentuada e

progressiva leucopenia em todos os grupos. As citocinas IL-13, TNF-a, tanto no
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soro quanto no miocardio, ndo apresentaram diferencas significativas entre os
grupos. As moléculas de adesdo VCAM-1 e ICAM-1, as proteinas Bcl-2 e
caspase-3, a a-actina, bem como a analise histolégica do miocardio nédo
apresentaram diferengas significativas entre os grupos. CONCLUSOES: A
anestesia peridural toracica foi efetiva em bloquear o pico hipertensivo
associado a morte encefalica. Contudo, tal bloqueio ndo se correlacionou a
alteracdes na concentracao de citocinas, expressdo de moléculas de adesdo,
expressdo de proteinas envolvidas com o processo apoptético e
a-actina, e alteracdes histologicas e do leucograma. Portanto, a tempestade
autonébmica ndo parecer ser a responsavel pela ativacdo da resposta
inflamatoria e, em dltima instancia, pela disfuncdo miocardica associada a

morte encefalica.

Descritores: Morte encefadlica; Sistema nervoso autbnomo; Anestesia

peridural; Blogueio nervoso autbnomo; Miocardite/fisiopatologia; Ratos, Wistar.
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Summary

SILVA L.A. Assessment of the effects of thoracic epidural anesthesia on
myocardial changes associated with brain death: an experimental study
[Thesis]. Sado Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao 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 Q)
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 pL of saline through the
epidural catheter before induction of brain death; pre-bup group - infusion of
20 pL of bupivacaine through epidural catheter before induction of brain death;
bup-20 group - infusion of 20 pL of bupivacaine through epidural catheter
20 min after induction of brain death; bup-60 group - infusion of 20 pL 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)-18 and tumor necrosis factor
(TNF)-a, 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 a-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-18 and
TNF-a, 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 a-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 a-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.



1. Introducéo

Nos ultimos anos tem sido observado um crescimento no numero de
pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca em todo mundo’, sendo esta
sindrome uma importante causa de morbidade e mortalidade. Muito se
progrediu no conhecimento dessa afeccdo, bem como no seu tratamento.
Entretanto, a insuficiéncia cardiaca terminal constitui-se em quadro de dificil
manejo, com acentuado impacto na qualidade de vida de seus portadores, 0s
quais sdo submetidos a repetidas internacdes hospitalares e apresentam
sobrevida média ndo superior a cinco anos’. Para esse grupo de pacientes, a
melhor alternativa é o transplante cardiaco’®. Segundo a Associacdo
Internacional para o Transplante de Coracdo e Pulmao (International Society
for Heart and Lung Transplantation), até 2012, foram realizados mais de

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

de 10 anos™.

As taxas de sucesso vém progredindo gracas ao melhor entendimento
do manejo de doadores, bem como ao aprimoramento dos -cuidados
perioperatorios, desenvolvimento de novas drogas e diferentes modalidades de
imunossupress&o®®. Contudo, a escassez de doadores é a maior limitacéo

atual ao transplante cardiaco?"®,

Coracdes utilizados para transplante vém de pacientes em morte
encefalica, um estado que se estabelece ap0s a cessacéo irreversivel de todas

as funcbes cerebrais. Todavia, na medida em que 0S processos cerebrais se
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interrompem, uma imensa gama de alteracées fisiologicas®'® se inicia, de

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

descartados* ™.

Uma vez que a morte encefalica € o ponto de partida para um novo
= ~16 ~ . . .
doador de coracdo™ e, a0 mesmo tempo, as alteracdes por ela induzidas, tais

como a deterioracdo hemodinamica’’*®, mudancas metabdlicas'®®, da

coagulagdo® e hormonais®***%

, podem tornar inviavel a utilizacdo do érgéo, a
melhor elucidacdo dos mecanismos fisiopatoldgicos®*, que se seguem & morte
encefélica, podera oferecer alternativas de manejo clinico do potencial doador

e a consequente expansdo do nimero de aloenxertos viaveis>?°.

No advento da morte encefalica por hipertensdo intracraniana aguda,
instala-se a tempestade autonémica'®, uma exacerbada ativacdo simpatica,
caracterizada por taquicardia e hipertensdo. Nesse periodo, a concentracéo
sérica de catecolaminas pode atingir valores muito elevados, com relatos de
aumentos superiores a 1.000 vezes'®. Além do mais, alteracdes
imunolégicas®®?’, a liberacdo de citocinas e expressdo aumentada de
moléculas de ades&o? culminam em inflamacéo sistémica'®?’. Embora essa
complexa interagcdo morte encefalica e disfungdo miocardica ainda ndo esteja
totalmente  esclarecida®??%%°3!  acredita-se que a liberacdo de
catecolaminas® ocupe um papel central nesse processo, seja por efeito

33,34

intrinseco nos cardiomiocitos™ ", seja pelas alteracdes hemodinamicas ou pela

associacéo de ambos®.

Em cirurgias de grande porte e no trauma, ha importante ativacdo do

sistema simpatico, a qual provoca diversas alteracdes cardiovasculares, tais



como: aumento do inotropismo, do débito cardiaco e da resisténcia vascular
periférica®®, podendo culminar em isquemia miocéardica®’. Como o uso de
anestésicos locais pela via peridural, sobretudo no seguimento toracico,

38-42

propicia importante simpatectomia transitoria®™ "<, esta modalidade anestésica

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

simpatica exacerbada, reduzindo a morbidade cirtrgica®®“3.

Visto que a morte encefdlica é acompanhada de intensa ativacdo
simpatica e provoca diversas alteracdes inflamatdrias, a anestesia peridural
toracica poderia, ao modular a descarga simpatica, proporcionar melhor

controle hemodinamico e da resposta inflamatoria.



2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do bloqueio simpatico obtido com a anestesia peridural
toracica nas alteracdes da resposta inflamatéria e do tecido miocardico em

ratos submetidos a morte encefalica.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar, em ratos submetidos a morte encefélica, os efeitos da anestesia

peridural toracica:

. no comportamento hemodinamico;
. no comportamento da resposta leucocitaria;
. na expressdo de marcadores da resposta inflamatéria sistémica e no

tecido cardiaco;

. na histologia cardiaca.



3. Aspectos relevantes da literatura

3.1 Transplante Cardiaco

A histéria do transplante cardiaco remonta aos estudos de Carrel e
Guthrie no inicio do século XX, quando um coracdo de um céao foi
transplantado para a regido cervical de outro cdo**. Aproximadamente quatro
décadas depois, Demikhov realizou o primeiro transplante cardiaco ortotopico e
demonstrou que um aloenxerto poderia gerar débito cardiaco eficaz no
organismo do animal transplantado *°. Lower, Dong e Shumway publicaram em
1965 os resultados de seus experimentos, cujos animais ultrapassaram a
marca dos trinta dias de sobrevida pés-transplante cardiaco®®. Em seres
humanos, o primeiro transplante cardiaco foi realizado em 1967 e, embora o
paciente tenha sobrevivido apenas 18 dias, uma verdadeira explosdo de
transplantes cardiacos ocorreu em todo o mundo. Contudo, a falta de
conhecimento de um adequado manejo da imunossupressao propiciava uma

sequéncia de insucessos*.

Os primeiros protocolos de imunossupressdo no transplante cardiaco
baseavam-se, sobretudo, na experiéncia do transplante renal e consistiam num
esquema de globulina policlonal antitimécitos, prednisona e azatioprina®’. Esse

esquema, dada a sua inespecificidade, levava a supresséo da resposta imune



do paciente, permitindo uma alta incidéncia de infec¢bes oportunistas. Tal fato,
aliado a inexisténcia de um método acurado de diagndstico de rejeicéo, tornava
a conducdo do transplantado cardiaco um verdadeiro desafio com uma

sobrevida em um ano nao superior a 50 %.

Nesse contexto, dois importantes eventos marcaram o transplante
cardiaco na década de 1970. Na Universidade de Stanford, em 1972, foi
implementada a biépsia endomiocardica®’. Desse modo foi possivel
estabelecer um método histopatoldgico de diagnostico de rejeicdo 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 flngico?®.
Essa droga, diferente das anteriores, apresentava efeito imunossupressor mais
seletivo atuando, preferencialmente, contra linfécitos T, sem produzir
depressdo da medula 6ssea. Seu mecanismo de acao envolve a inibicdo da
calcineurina, uma espécie de segundo mensageiro do complexo de
histocompatibilidade de classe I, cuja via final é a proliferacdo celular®®. Com a
instituicdo dessas duas inovagbOes, o grupo da Universidade de Stanford

conseguiu elevar a sobrevida em um ano para indices em torno dos 80 %%°.

Embora os resultados no transplante fossem incontestaveis com o uso
da ciclosporina, diversos eram os efeitos colaterais da droga, dentre os quais:
hipertensdo arterial, nefro e neurotoxicidade, diabetes, linfoma de células B,
além de alteragbes cosméticas, tais como o hirsutismo e a hiperplasia
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gengival™. Obtido de extrato de Streptomyces tsukabaensis, o tacrolimus é

farmaco com mecanismo de acdo e resultados semelhantes aos da



ciclosporina®®, porém, com menor incidéncia de hipertensdo arterial e

alteracées cosméticas*.

O micofenolato de mofetila (MMF), substancia responsavel pela inibicao
da sintese de novo das purinas, atua como droga antiproliferativa. Comparado
a azatioprina, outro antiproliferativo, 0 MMF reduziu os episodios de rejeicéao e

a mortalidade “°.

Uma vez que a IL-2 interage com o receptor na membrana dos linfécitos
T, desencadeia-se um sinal de estimulo a proliferacéo celular. Dois farmacos, o
sirolimus e o everolimus, sdo capazes de interromper esse sinal. Dentre os
efeitos adversos dessas substancias, destacam-se a nefrotoxicidade,
hipertensdo, hiperlipemia e leucopenia®*. Em estudo comparativo entre
sirolimus e azatioprina, ambos combinados com ciclosporina e esteroides,

Keogh et al®

observaram menor incidéncia de doenca vascular do enxerto no
grupo tratado com sirolimus. Tal achado reveste-se de importancia, visto ser a
estenose coronariana a via final da doenca vascular do enxerto, uma condigc&o

com acentuado impacto na sobrevida do paciente transplantado do coracéo.

Outro aspecto relevante na imunossupressao é a terapia de inducéo, a
qual consiste numa alternativa para pacientes com elevado risco para rejeicao
ou com limitacdo ao uso dos inibidores da calcineurina, seja pela presenca de
disfuncéo renal ou pelo risco de desenvolvé-la. A terapia de inducdo produz
uma intensa imunossupressao perioperatéria pelo uso de agentes linfoliticos,
anticorpos anti-CD3, globulinas antitimocitos ou antagonistas dos receptores de
IL-2. Contudo, pacientes submetidos a essa modalidade apresentam maior

propensdo a complicacées infecciosas™.



Segundo dados da Associacdo Internacional para o Transplante de
Coracdo e Pulméo, a terapia de inducdo de imunossupressdao vem sendo
menos usada na atualidade e, quando esta se faz necessaria, 0s antagonistas
dos receptores da IL-2 sdo os mais utilizados. Entre os inibidores da
calcineurina, o tacrolimus tem sido preferido a ciclosporina. Para a inibicdo do
ciclo celular, a azatioprina tem sido preterida em favor do micofenolato de
mofetila. Sirolimos e everolimus sdo pouco utilizados no primeiro ano pos-
transplante. Contudo, seu uso aumenta com o passar do tempo atingindo 20 %
dos pacientes com cinco anos poés-transplante. O uso da prednisona vem,
gradualmente, diminuindo®. Com a evolucéo da terapia imunossupressora, a
disponibilidade de doadores tornou-se a maior barreira para o transplante

cardiacol>>%8,

Quanto a etiologia da insuficiéncia cardiaca, levantamentos relativos ao
periodo de 2006 a 2011 identificaram que 54 % dos transplantes cardiacos em
adultos ocorreram em decorréncia de cardiomiopatias nao isquémicas,
seguidos de cardiomiopatias isquémicas com 37 %. Doencas congénitas e

valvares responderam por 6 %*.

A mortalidade apds o primeiro ano do transplante tem se mantido
relativamente constante nos Ultimos vinte anos. A mediana de sobrevida dos
transplantados do coracdo, numa coorte de mais de 96.000 pacientes, foi de 10

anos*,



3.2 Morte encefélica

No contexto do transplante de 6rgdos, o doador é um individuo
previamente higido, que foi acometido por um evento agudo, na maioria das
vezes, um trauma como acidente de transito, queda, agressao por projétil de
arma de fogo, dentre outros, ou ainda um grave acidente cerebrovascular. A
evolucdo das lesbes, provocadas por um desses eventos, pode culminar com a
morte encefalica do paciente, quase sempre por hipertensao intracraniana. Por
esta razdo, a hipertensdo encefélica ocupa lugar de destaque no advento da
morte encefalica, principalmente no contexto do transplante de 6rgédos. Em
termos fisiopatolégicos, a hipertensdo encefélica leva a isquemia cérebro-
espinhal, cuja evolucao da-se no sentido craniocaudal, de forma a iniciar-se no
cérebro, avancar pelo mesencéfalo, depois pela ponte, bulbo e finalmente pela
medula®’. H4, entdo, uma progressiva e inexoravel perda da funcéo do sistema
nervoso central, com estreita manifestacdo sistémica estereotipada, sobretudo
na respiracao e nos parametros cardiovasculares. Inicialmente, em virtude de
ativacdo parassimpatica reflexa, ha bradicardia que se associa a alteracdes
ventilatorias a medida que zonas mesencefalicas de controle respiratério séo
atingidas®>. Com a progressdo caudal da lesdo nervosa, o centro vagal
cardiomotor, de localizagdo mais distal, € destruido ficando abolida a atividade
parassimpatica. O resultado € uma macica atuacao do sistema simpatico sem a
habitual  contrarregulacdo®. Seguindo-se a esse imenso  surto

catecolaminérgico, ha um periodo de acentuada reducdo na descarga



10

simpatica com consequente instabilidade hemodindmica exacerbada pela

perda do tdnus vascular periférico®**,

A interrupcédo da atividade encefalica, entretanto, ndo se limita a produzir

55,56 e

alteracbes hemodinamicas. Ha, também, ativacdo do sistema imune
alteracdes metabolicas, as quais influenciardo o desempenho dos érgdos, uma
vez transplantados®”*’. Demonstrou-se que pancreas de ratos submetidos a
morte encefélica, quando comparados a pancreas de animais controle,
apresentavam menor perfusdo capilar e maior interacdo leucocito-endotélio
além de sinais histoldgicos de pancreatite®?. Observou-se, em cées®, que a
morte encefélica, por hipertensdo intracraniana, cursava com acentuada
variacdo nas concentracbes plasmaticas de ACTH  (hormdnio

adrenocorticotrofico), vasopressina, glucagon e cortisol, além dos hormonios

tireoidianos triiodotironina e tiroxina (T3 e T4).

O coragdo, quando comparado a outros Orgdos, parece sofrer mais
intensamente a influéncia das alteracdes fisiopatoldgicas desencadeadas pela
morte encefalica. Enquanto nos demais érgaos observa-se que 0s enxertos,
oriundos de doadores em morte encefalica apresentam apenas um
desempenho funcional inferior, frente aos de doacdes inter-vivos®®, para o

11-15

coracado, a morte encefélica, por vezes, inviabiliza o transplante™ ™, em virtude

de grave disfuncdo miocardica. Embora os mecanismos dessa disfuncédo nao

estejam plenamente esclarecidos??!29-31:>9

, a estreita relacéo entre o coracao e
as aminas vasoativas faz com que a descarga catecolaminérgica seja apontada

.. P . ~ r 32,34,35,59 4
como o principal responsavel pela disfungéo cardiaca . Desse modo, ha

relatos de simpatectomia cirdrgica®, uso de bloqueadores simpaticos
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periféricos® e, ainda, a combinacdo de drogas de acéo central e periférica®,
sempre objetivando um controle sobre a descarga de aminas vasoativas com
consequente protecdo da funcdo cardiovascular. Quanto aos mecanismos
pelos quais a descarga simpatica atua de forma deletéria sobre a fisiologia
cardiaca, estudos experimentais apontam para a dessensibilizacdo dos
receptores beta adrenérgicos® e para o desequilibrio entre oferta e demanda de
oxigénio®,

Entretanto, a atuacdo da morte encefélica sobre o coracdo nao se limita
aos casos de disfuncdo extrema. Mesmo nhas situacfes em que o Orgao
apresenta-se adequado ao transplante, a morte encefalica correlaciona-se a

maior incidéncia de episédios de rejeicdo tanto aguda®’ quanto crénica®.
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3.3 Anestesia peridural

As fibras pré-ganglionares simpéticas originam-se na regido intermédio-
lateral dos doze segmentos toracicos, bem como dos trés primeiros segmentos
lombares da medula espinhal e deixam a medula acompanhadas de fibras
motoras, dirigindo-se aos ganglios paravertebrais®. Sua constituicdo, fibras
mielinizadas e de fino calibre (aproximadamente 3 um)®, as torna muito
susceptiveis a acdo dos anestésicos locais. Os primeiros quatro ou cinco
segmentos toracicos originam fibras pré-ganglionares para formar os ganglios
cervicais superiores, médios, e ganglio estrelado, que fornecem inervagao
simpética para o segmento cefalico, pesco¢o, membros superiores, coracéo e

pulmées®¥*3,

Os anestésicos locais bloqueiam o impulso nervoso pela inibicdo da
permeabilidade ao sédio®, impedindo a despolarizacdo celular®®. Pela via
epidural, essas drogas propiciam excelente analgesia em cirurgias toracicas e
abdominais. Além do mais, hd um efeito simpaticolitico transitorio, com

implicacBes na fisiologia de diversos 6rgados tais como: coracdo, pulméao, rins,

glandulas supra-renais e outros®***,

Dentre os diversos anestésicos locais disponiveis, a bupivacaina, de

s

ampla aceitacdo clinica, desde sua introducédo no inicio dos anos 1960°, é o

anestésico local de longa duragédo com o qual os outros sdo comparados®®’.

Quimicamente, a bupivacaina pertence a classe das amino-amidas®® e consiste

68,69

de uma mistura racémica de dois enantibmeros®””. Quando no espaco
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peridural torécico, a bupivacaina, por propiciar uma simpatectomia quimica®,
pode apresentar efeito protetor sobre o enxerto no advento da morte

encefalica.
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4. Métodos

Foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando entre 250 e 350 g,
fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de Sé&o
Paulo. Os experimentos foram realizados no Laboratério de Cirurgia
Cardiovascular e Fisiopatologia da Circulacdo (LIM-11). Todos os animais
foram mantidos em ambiente controlado para temperatura (23 * 2 °C), umidade
e exposicao a luz, com ciclo claro/escuro de 12 horas, e livre acesso a racao e

agua.

O presente estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo sob

n°. SDC 3247/08163.

Os experimentos foram realizados em conformidade com as normas do
Colégio Brasileiro de  Experimentagdo Animal. (disponiveis em

www.cobea.org.br)

4.1 Protocolo experimental

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

acordo com o momento de inducéo do bloqueio peridural (Fig. 1):
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(1) grupo salina - infusdo de 20 uL de solucéo salina pelo cateter peridural,

antes da inducéo da morte encefalica;

(2) grupo bupi-pré - infusdo de 20 uL de solugcéo de bupivacaina a 0,5 % pelo

cateter peridural, antes da inducdo da morte encefélica;

(3) grupo bupi-20 - infusdo de 20 uL de solucdo de bupivacaina a 0,5 % pelo

cateter peridural, 20 minutos apdés a indugédo da morte encefélica;

(4) grupo bupi-60 - infusdo de 20 uL de solucdo de bupivacaina a 0,5 % pelo

cateter peridural, 60 minutos apés a inducdo da morte encefalica.

Grupo Salina
Bolus 20 pL salina . -
Grupo Bupi-20 Grupo Bupi&0
Grupo Bupi-pré Bolus 20 uL bupivacaina Bolus 20 pL bupivacaina
Bolus 20 uL bupivacaina
v
-2 0 20 60 180 360

Procedimentos 4* p

cirlirgicos

I Morte Encefalica I

Gasometria
Leucograma

Exsanguinacéo e coleta de
material bioldgico

Figura 1. Esquema do protocolo experimental.
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4.2 Anestesia e preparo cirargico

A anestesia foi induzida em camara fechada, com mistura de oxigénio
100 % e isoflurano a 5 %, realizada por sistema de anestesia (Harvard
Apparatus, Inc, Holliston, MA, USA), seguida de intubacdo orotraqueal com
jelco 16 G (BD Insyte, Juiz de Fora, MG, Brasil) e mantido em ventilacdo
mecanica, atraves de ventilador para pequenos animais (Harvard 683, Harvard
Apparatus Inc., Holliston, MA, USA). O plano anestésico foi mantido com
isoflurano a 2 %. A ventilacdo foi realizada com FiO, de 100 %, com volume

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

Os animais foram colocados em decubito dorsal e submetidos a
antissepsia da regido cervical ventral com iodopovidine, seguido de tricotomia.
Foram realizadas a disseccdo e a cateterizacdo da artéria carétida e da veia

jugular com cateter polietileno PESO.

O cateter colocado na artéria cardtida foi conectado a um transdutor de
pressdo (P23XL - Viggo-Spectramed Inc., Oxnard, CA, USA), ligado a um
sistema multicanal de aquisicdo de dados biolégicos (Acgknowledge — Biopac
Systems Inc., Goleta, CA, USA). Com esse sistema, foram registrados os
dados de pressédo arterial média (PAM) ao longo do experimento. Através da
artéria cardtida também foram coletadas amostras de sangue para a
determinacdo dos parametros pH, pCO,, pO,, BE, HCO3, Na’, K* e lactato

(Radiometer ABL 555 - Radiometer Medical, Copenhagen, Denmark).
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Através da veia jugular, foi realizada a infusdo continua de solucéo
fisiolégica a uma velocidade de 2 mL/h utilizando-se bomba de infuséo

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

As medidas hemodinamicas foram realizadas continuamente desde a
insercado do cateter na artéria carétida até o término do procedimento que se

deu apds 6 horas de morte encefalica.

4.3 Inducdo da morte encefalica

ApoOs intubacdo orotraqueal e cateterizacdo dos vasos cervicais, 0S
animais foram colocados em decubito ventral para realizacdo de trepanacao.
Uma incisdo longitudinal de, aproximadamente, 1 cm foi realizada para
exposicao da calota craniana. Com o uso de uma broca motorizada, procedeu-
se a perfuracdo 6ssea da cabeca. Foi introduzido um cateter Fogarty® 4 F
(Edwards Lifescience LLC, Irvine, CA, USA) no espaco intracraniano. A morte
encefalica foi induzida pela rapida insuflacéo de
500 uL de solucdo de cloreto de sodio a 0,9 % no cateter de Fogarty® e foi
confirmada por midriase bilateral fixa e auséncia de reflexo corneano’®. Uma
vez confirmada a morte encefélica, interrompeu-se a oferta do anestésico e 0s
animais foram mantidos em ventilacdo mecanica com oxigénio a 100 %. A cada
periodo de 30 minutos, os animais foram reavaliados, quanto aos sinais de

morte encefalica (midriase paralitica e auséncia de reflexo corneano).
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4.4 Bloqueio peridural

Ao término da instrumentacdo da calota craniana, os animais, ainda em
decubito 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 regido da transicdo toracolombar. Foram
realizadas antissepsia do dorso, tricotomia e incisdo mediana longitudinal de,
aproximadamente, 2 cm para exposicao da coluna vertebral entre as vértebras
T11 e L1. Com a curvatura das vertebras, foi possivel introduzir um cateter
PE10 no espaco peridural. O cateter fora previamente preenchido pela solucéo
a ser infundida, salina ou bupivacaina a 0,5 % sem vasoconstritor (Cristalia
Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil). A localizacao

do cateter foi confirmada apos a eutanasia.

4.5 Leucograma

Através de puncdo na cauda dos animais, obtiveram-se amostras de
sangue (20 pL), as quais foram diluidas em solucdo de Turk (1:20) para a
quantificacdo do numero total de leucécitos em camara de Neubauer, em

microscoépio Optico em aumento de 400x.
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4.6 Coleta de material

Os animais foram submetidos a eutanasia por exsanguinacdo da aorta
abdominal. Amostras de soro foram obtidas a partir da centrifugacdo do sangue
a 1300 xg, por 15 minutos, a temperatura ambiente, e aliquotas
(500 pL) do sobrenadante foram armazenadas a -80 °C para posteriores
dosagens. Os coracfes foram excisados e seccionados em duas partes
semelhantes ao longo de seu maior eixo. Uma das partes foi armazenada a

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

4.7 ELISA e imunohistoquimica

A quantificacdo de IL-18, TNF-a foi realizada pelo método de enzima-
imunoensaio (ELISA). A semi-quantificacdo de a-actina, ICAM-1, VCAM-1, Bcl-

2 e caspase-3, no tecido cardiaco, foi realizada através de imunohistoquimica.

4.7.1 ELISA para TNF-a e IL-18

TNF-a e IL-1B foram quantificadas pela técnica de enzima-imunoensaio
(ELISA) no soro e no tecido cardiaco. Para a mensuragdo no soro, foram
utilizadas as aliquotas previamente coletadas. Para o tecido cardiaco, amostras
congeladas foram maceradas e ressuspendidas em solucdo tampao fosfato

salina (PBS), seguida de centrifugacédo a 1.500 xg por 15 minutos a 4 °C. As
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concentracdes 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 concentracdes séricas e em
pag/g, para as concentracdes no tecido. Animais naive foram utilizados para a

quantificacdo dos niveis basais das referidas citocinas.

4.7.2 Expressao de moléculas de adesédo no tecido cardiaco

Das amostras congeladas de tecido cardiaco, cortes seriados, de 6 pm
de espessura, foram fixados em acetona gelada por 10 min, para deteccéo de
ICAM-1 e VCAM-1. Os sitios inespecificos foram bloqueados com solucao
tampéo (SuperBlock Buffer, Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA) por 12 h
a 4 °C. Para a imunodeteccdo 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 a biotina e diluidos na
proporcao de 1:50 em solucdo tampéao fosfato salina (PBS) contendo 0,3 % de
Tween-20. Apds a incubacdo por 12 horas a 4 °C, os cortes foram lavados
sucessivamente com PBS e, na sequéncia, foram incubados por 1 hora a
temperatura ambiente com o complexo estreptavidina-fluoresceina (Amersham
Pharmacia Biotech, London, UK) diluido em PBS na propor¢éao de 1:200. Apos
lavar as laminas com PBS, as amostras foram recobertas com solucéo de
iodeto de propidio (Vector, Burlingame, CA, USA) para preservacdo da

fluorescéncia. A analise foi realizada através de sistema de aquisicdo de
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imagens com camera digital CoolSNAP-Pro (Nikon, Tokyo, Japan), acoplada a
microscopio de fluorescéncia (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 meédia de

fluorescéncia.

4.7.3 Expressao de moléculas apoptoéticas

Das amostras congeladas de tecido cardiaco, cortes seriados de 6 um
de espessura, foram fixados em acetona gelada durante 10 minutos e
estocados a -20 °C para processamento posterior. O processamento incluiu o
bloqueio da peroxidase endégena com PBS e H,O, a 3 %. Em seguida, os
sitios inespecificos foram bloqueados pela incubacdo dos cortes em solucéo
tampéo livre de biotina (Super Block Blocking Buffer, Pierce Biotechnology,
Rockford, IL, USA), por periodo 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, diluidos em PBS
com Tween-20 a 0,3 % na propor¢cdo de 1:50 e sobrepostos aos cortes para
incubacédo por 16 horas a 4 °C. Em seguida, as amostras foram incubadas por
1 hora a temperatura ambiente com estreptavidina diluida em PBS na
proporcdo de 1:500. A revelacdo do complexo antigeno-anticorpo foi realizada
pela aplicacdo de solugao 3,3’-diaminobenzidina (DAB) a 60 % por 1 minutos,
seguido de contra-coloracdo com hematoxilina a 10 % por 2 minutos,

desidratacdo dos cortes por imersdao em solucdes crescentes de etanol,
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diafanizacdo por imersdo em xilol, e recobertos por balsamo do Canada e
laminulas. Os cortes foram avaliados em sistema de analise de imagens com
auxilio do software Axiovision, versdao 4.7.2. (Carl Zeiss Inc., Minchen-
Hallbergmos, Germany). Os resultados foram expressos em porcentagem de

células positivas.

4.7.4 Alfa-actina

Amostras de tecido cardiaco foram fixadas em formol, incluidas em
parafina e submetidas a cortes seriados de 5 um colocados sobre laminas
silanizadas (Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA). Em seguida, a
parafina foi removida por imersdo em xilol, a temperatura ambiente. Os cortes
foram hidratados por imersdo em solu¢des de concentracdes decrescentes
(100°, 95° e 70°) de alcool, seguido de lavagens em &gua. Realizou-se o
bloqueio da  peroxidase endégena com agua oxigenada a
20 volumes, seguido por lavagens em agua. Para o bloqueio das proteinas
inespecificas, foi utilizado Protein Block (Dako North America Inc., Carpinteria,
CA, USA) por 10 minutos a temperatura ambiente. Os cortes foram incubados
com o anticorpo anti-a-actina, diluido conforme especificacdes do fabricante
(Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA), por 40 minutos a temperatura
ambiente em camara umida. Apos lavagem em PBS, adicionou-se o polimero
(Dako North America Inc., Carpinteria, CA, USA), seguido de incubacao, por 60
minutos. A revelacao foi obtida por DAB, seguido por contra-coloracdo com

hematoxilina, desidratacdo dos tecidos por imersdao em solucdes crescentes de
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etanol e diafanizacdo por imersdo em xilol. Os resultados foram expressos em

unidades arbitrarias de coloracao.

4.8 Estudo histolégico

Amostras de tecido cardiaco, fixadas em formalina a 10 %, foram
incluidas em parafina e submetidas a cortes de 4 um de espessura para estudo
histoldgico, utilizando-se a técnica de coloragdo hematoxilina-eosina. Avaliou-
se a presenca de edema, congestdo vascular e infiltrado leucocitario. As
analises foram realizadas por dois pesquisadores independentes que utilizaram
0 seguinte escore de intensidade das observacdes: 0 — ausente, 1 — leve, 2 —

moderado, 3 — intenso.

4.9 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados com o emprego do programa
estatistico Graphpad Prism 5.2 e os resultados das variaveis de distribuicdo
normal foram expressos como média * erro-padrdo da média (EPM), enquanto
as variaveis categoricas foram expressas em mediana e variacdo maxima e
minima. Para a comparacdo dos diversos parametros entre 0s grupos foi
empregado o meéetodo de Andlise de Variancia (ANOVA) de Duplo Fator,
controlado pelo teste de homogeneidade de Levene, seguido do teste de

Bonferroni. O nivel de significancia considerado foi de 0,05.
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5. Resultados

Todos os animais evoluiram com morte encefélica apos insuflacdo do
cateter de Fogarty® mantendo-se as alteracdes, midriase bilateral fixa e
auséncia de reflexo corneano, até a eutanasia. Nao houve diferenca com
significancia estatistica entre o0os grupos em nenhum dos parametros
bioquimicos avaliados por gasometria (pH, pCO,, pO,, BE, HCO3, Na*, K e

lactato).

5.1 Pressao arterial média

A Figura 2 ilustra os valores da presséo arterial média dos animais.
Ap6s a insuflacdo do balonete do cateter de Fogarty®, os animais, que n&o
receberam pré-tratamento com bupivacaina, evoluiram com acentuado pico
hipertensivo de curta duracdo. O grupo de animais que recebeu infusdo de
20 pL de bupivacaina pelo cateter de peridural antes da inducdo da morte
encefalica (grupo bupi-pré) ndo apresentou pico hipertensivo (PAM tempo O:

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. Presséao arterial média de ratos submetidos & morte encefélica, tratados com
solucdo salina (Salina), bupivacaina a 0,5 % antes da inducdo (Bupi-pré), 20 e 60 min
apos a inducdo da morte encefalica (Bupi-20 e Bupi-60, respectivamente). A linha
tracejada indica 0 momento de insuflacdo do cateter no espago intracraniano. Os
valores representam a média + EPM de 7 animais/grupo. *p<0,05.

5.2 Leucbcitos totais

Conforme ilustrado na Figura 3, verificou-se a ocorréncia de leucopenia
decorridas 3 e 6 horas ap6s a inducdo da morte encefélica por comparacao
com os valores basais (p<0,05). Porém, na comparagcao entre 0s grupos, nao

houve diferenca estatisticamente significativa.
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Figura 3. Numero de leucdcitos totais circulantes obtidos antes da realizacdo dos
procedimentos cirargicos (Pré) e 3 e 6h apos a indugcdo da morte encefélica. Os
animais foram tratados com solucdo salina (Salina), bupivacaina a 0,5 % antes da
indug&o (Bup-pré), 20 e 60 min apds a inducéo da morte encefalica (Bup-20 e Bup-60,
respectivamente). Os dados representam média + EPM de 7 animais/grupo.

5.3 Moléculas de adesao

Através da andlise imunohistoquimica, foi possivel avaliar a expressao
das moléculas de adesao, ICAM-1 e VCAM-1, no endotélio do tecido cardiaco.
Contudo, na comparagao entre os grupos, nao foi encontrada diferenca com

significado estatistico. A Figura 4 corresponde a representacdo grafica das

médias de intensidade de fluorescéncia de VCAM-1 e ICAM-1.
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Figura 4. Expressdo de VCAM-1 e ICAM-1 no tecido miocardico de ratos submetidos
a morte encefalica, tratados com solu¢éo salina (Salina), bupivacaina a 0,5 % antes da
inducdo (Bupi-pré), 20 e 60 min apds a indugéo da morte encefalica (Bupi-20 e Bupi-
60, respectivamente). Os dados representam média + EPM de 7 animais/grupo.

5.4 TNF-a e Interleucina 18 no soro

A quantificacdo sérica das citocinas TNF-a e IL-1B demonstrou a
presenca de valores elevados em todos 0s grupos ndo havendo diferenca entre
eles. A representacdo grafica das médias das concentracdes séricas dessas
moléculas, em pg/mL, é apresentadas na Figura 5. As concentracdes séricas
dessas citocinas, em animais ndo operados, ficaram abaixo dos limites de

deteccado do ensaio.
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Figura 5. Determinacdo da concentracdo sérica de TNF-a e IL-18 em ratos
submetidos & morte encefélica, tratados com solucé@o salina (Salina), bupivacaina a
0,5 % antes da inducdo (Bupi-pré), 20 e 60 min apos a inducdo da morte encefalica
(Bupi-20 e Bupi-60, respectivamente). Os testes realizados com ratos ndo operados
nao registraram niveis detectaveis pelo ensaio. Os dados representam média + EPM
de 7 animais/grupo.

5.5 TNF-a e IL-1B no tecido cardiaco

A Figura 6 representa as médias das concentracBes miocardicas de
TNF-a e IL-1B em pg/g de tecido, Nao houve diferenca estatistica entre os
grupos. As concentracfes teciduais dessas citocinas, em animais nao

operados, ficaram abaixo do limite de deteccdo do ensaio.

5.6 Avaliacdo de apoptose no tecido cardiaco

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

Bcl-2. N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
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Figura 6. Determinagdo das concentragdes de TNF-a e IL-1f no tecido miocardico em
ratos submetidos a morte encefalica, tratados com solu¢cdo salina (Salina),
bupivacaina a 0,5 % antes da inducdo (Bupi-pré), 20 e 60 min apds a inducdo da
morte encefélica (Bupi-20 e Bupi-60, respectivamente). Os testes realizados com ratos
nao operados nao registraram niveis detectaveis pelo ensaio. Os dados representam
média + EPM de 7 animais/grupo.
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Figura 7. Expresséo de Bcl-2 e caspase-3 no tecido miocérdico de ratos submetidos a
morte encefalica, tratados com solucdo salina (Salina), bupivacaina a 0,5 % antes da
inducdo (Bupi-pré), 20 e 60 min apds a indugdo da morte encefalica (Bupi-20 e Bupi-
60, respectivamente). Os dados representam média + EPM de 7 animais/grupo.
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5.7 Dosagem de a-actina

A expressado miocardica de a-actina esta representada na Figura 8. Nao

houve diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 8. Expressao de a-actina no tecido miocardico de ratos submetidos a morte
encefalica, tratados com solugdo salina (Salina), bupivacaina a 0,5 % antes da
inducdo (Bupi-pré), 20 e 60 min apds a indugéo da morte encefalica (Bupi-20 e Bupi-
60, respectivamente). Os dados representam a média + EPM de 7 animais/grupo.
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5.8 Analise histoldgica

A avaliacdo de cortes de coracdes corados pela hematoxilina/eosina,
guanto a edema, congestdo vascular e infiltrado leucocitario, demonstrou néo
haver diferenca entre os tratamentos. Os dados encontram-se resumidos na

Tabela 1.

Tabela 1. Analise histolégica do tecido miocardico

Salina Bupi-pré Bupi-20 Bupi-60

Congestédo Vascular 1(1-2) 1(1-2) 1(1-2) 1(0-2)
Infiltrado Leucocitario 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 solu¢do salina ou bupivacaina a 0,5 % antes da inducdo da
morte encefalica (Salina e Bupi-pré, respectivamente) e 20 min ou 60 min apos a
inducdo da morte encefélica (Bupi-20 e Bupi-60, respectivamente). A analise baseou-
se nos escores de intensidade das observacdes: 0 — ausente, 1 — leve, 2 — moderado,
3 — intenso. Os dados representam a mediana (valor minimo — valor maximo) de 7
animais/grupo.
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6. Discussao

A crescente demanda por érgdos para transplante justifica os esfor¢os
na busca pela otimizacdo da oferta de enxertos. Neste estudo, ratos
submetidos a morte encefélica foram mecanicamente ventilados e monitorados
por periodo de 6 horas. Foi possivel se observar que a morte encefalica foi
responsavel pela ativacdo inflamatdéria sistémica, bem como por alteracées no
tecido cardiaco, levando também a leucopenia. A inibicdo da resposta
adrenérgica, com o emprego da anestesia peridural toracica, mesmo quando
aboliu o pico hipertensivo, ndo interferiu nas alteracbes desencadeadas pela

morte encefélica.

No modelo experimental empregado neste estudo obteve-se éxito na
inducdo da morte encefalica. Imediatamente apds a insuflacdo do cateter de

Fogarty®, os ratos apresentaram midriase bilateral fixa e auséncia de reflexo

20,56,70

corneano , mantendo-se essas manifestacdes clinicas inalteradas até a

eutanasia. Além disso, 0s animais apresentaram as evidéncias clinicas do surto
hiperdindmico, a excecdo daqueles do grupo bupi-pré. A escolha de um modelo
de subita instalacdo da hipertenséo intracraniana, em detrimento de desenhos
de hipertensdo encefalica gradual™, justifica-se pela exuberancia das
alteracdes hemodinamicas, permitindo a aplicacédo e avaliagdo de um bloqueio
simpético. O tempo de manutencdo em morte encefélica de 6 horas esta de

acordo com o encontrado na literatura, isto €, de 3 a 7 horas'®17:19:20:23.29.53,59,
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A andlise dos resultados obtidos demonstrou a inibicdo do surto

hiperdinamico®®°*®! nos animais, cuja anestesia peridural toracica foi instituida
antes da inducdo da morte encefélica. Uma vez que foi inibida a tempestade
autonbmica, classica manifestacdo clinica da subita instalacdo da morte
encefélica’®, causada pela descarga catecolaminérgica’®, conclui-se que os

38-42 resultado

animais do grupo em questao estavam sob efeito simpaticolitico
da acdo da bupivacaina aplicada no espaco peridural. Embora outros estudos
tenham sido realizados, com o intuito de inibir a manifestacdo hiperdinamica da
morte encefalica, este estudo foi pioneiro no uso de anestesia peridural. A
escolha da bupivacaina baseou-se no fato de essa droga servir de referéncia
66,67.

na comparacao com anestésicos locais de longa duracéo

Seguin et al®*

administraram labetalol, um bloqueador a e 8 adrenérgico,
e observaram a inibicdo do surto hemodinamico. Yeh et al®® também
bloquearam a tempestade autonémica ao utilizarem uma combinacdo de trés
drogas: xilazina, um agonista a-2, capaz de bloquear a descarga simpatica
central; acetilpromazina, uma droga capaz de efetuar bloqueio a-1 periférico e
dopaminérgico central; e ketamina, um agonista N-metil-D-aspartato, a qual
diminui as concentraces séricas de noradrenalina e adrenalina’. Ojeda-
Rivero et al”, ao utilizarem propranolol, um B-bloqueador, aboliram o surto
hiperdinamico da morte encefalica por hipertensdo intracraniana em coelhos.

Por outro lado, Novitzky et al®

realizaram procedimentos cirirgicos, dentre eles
a resseccao bilateral do ganglio estrelado e o autotransplante cardiaco, mas
nao puderam impedir as manifestacbes hemodinamicas da morte encefélica.

Esses estudos, no entanto, ndo avaliaram a influéncia do bloqueio autonémica
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na resposta inflamatéria, tendo se concentrado no estudo das alteracfes

hemodinamicas e miocardicas® %",

A resposta celular do enxerto® envolve uma série de sinalizadores

21,77

bioquimicos, incluindo-se as citocinas’®, moléculas de ades&o®’’, e moléculas

15,17,79 induz a

pré e anti-apoptéticas’®. A IL-1B em conjunto com o TNF-a
ativacdo do endotélio, resultando na expressdo de moléculas de adesao, as
quais regulam as interacdes leucécito-endotélio®®®!, Os dados desta pesquisa
demonstraram que as concentracfes séricas e cardiacas de TNF-a e IL-13
elevaram-se nos animais de todos 0s grupos. Isso indica aumento da atividade
inflamato6ria e, como 0s grupos apresentaram comportamento semelhante,

conclui-se que a abolicdo do surto hiperdindmico, pela anestesia peridural

toracica, nado influenciou na ativacdo da cascata inflamatoria.

Glicoproteinas de adesdo, expressas na superficie dos leucdcitos e
células endoteliais, apresentam importante papel no acimulo de leucécitos no
tecido perivascular?®®?. Glicoproteinas do complexo CD11/CD18, expressas
nos leucdcitos, interagem com seus ligantes, tais como VCAM-1'783%% ¢

ICAM-11783% nas células endoteliais, mediando a adesdo e migracdo

86,87

leucocitaria Estudos demonstraram que a morte encefédlica aumenta a

890 rim!, mesentério®, pulmao®

expressdo de moléculas de adesao no figado
e coracdo®. No presente estudo, foi possivel observar que o blogueio peridural
nao alterou o padrdao de expressdo das moléculas de adesdo, ICAM-1 e
VCAM-1, no tecido cardiaco. Portanto, a resposta inflamatoria relacionada a
morte encefalica®?® mensurada pela expresséo de moléculas de adesdo®® e

11,79

citoninas nao foi influenciada pela inibicdo do surto catecolaminérgico,
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apesar de ter sido observado, nitidamente, o bloqueio simpatico no grupo
tratado com bupivacaina antes da inducéo da hipertenséo intracraniana. Isso
sugere que 0 mecanismo responsavel pelo desencadeamento da resposta
inflamatoria no advento da morte encefalica, por hipertensao intracraniana, ndo
parece ser o surto hiperdinamico.

Neste estudo, a avaliacdo do processo apoptotico, através de dois

311,78,96,97 278,97

efetores antagbnicos a caspase- , pro-apoptotica, e a Bcl- , anti-
apoptética, demonstrou uma baixa expressdo de ambas as moléculas no
miocardio dos animais de todos os grupos, ndo havendo diferenca eles. Birks

Ill

et al™, avaliando a pro-caspase-3 e produtos de clivagem da caspase-3 em

coracOes de doadores, observaram uma maior expressdo dessas moléculas

I”® observaram

nos 6rgdos rejeitados para o transplante. Perez Lépes et a
aumento da ordem de sete vezes na expressdo da caspase-3, mas nao
encontraram diferenca na avaliagdo da Bcl-2 em coragcbes de pacientes em
morte encefélica, apontando para um acelerado processo pré-apoptotico.

I'* e Perez Lépes et al’® foram realizados em

Como os estudos de Birks et a
pacientes, pode-se considerar que a baixa expressao de Bcl-2 e caspase-3,

possa se relacionar a espécie estudada.

Os cardiomiécitos séo células diferenciadas que perderam a capacidade
replicativa. Assim, o coracéo encontra na hipertrofia seu mecanismo adaptativo
de resposta & sobrecarga’??®%. O estresse mecanico e altas concentracdes de
catecolaminas, presentes na morte encefalica, implicam em estimulo anabdlico

para os cardiomiécitos™. No presente estudo ndo foram encontradas
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diferengas nas dosagens de a-actina entre os grupos. Portanto, o bloqueio

simpatico parece nao alterar os mecanismos adaptativos cardiacos.

Quanto a avaliacdo histolégica do miocéardio, foram utilizados cortes
longitudinais, corados por hematoxilia-eosina, avaliando-se a presenca de
congestao vascular, edema e infiltrado leucocitario, graduando-se os achados
em uma escala de escores segundo estudo anterior de nosso grupo'®. Poucas
foram as alteracGes encontradas e, quando presentes, elas se distribuiram de
forma semelhante entre os grupos. Resultados similares foram observados por
Wilhelm et al*’. Herijgers et al** também ndo encontraram alteracdes
estruturais, mesmo a microscopia eletronica, 4 horas apds a inducao de morte
encefdlica em ratos. Por outro lado, Yeh et al®® e Ojeda-Rivero et al™
observaram alteracGes histologicas em modelo de morte encefélica em
coelhos. Novitzky et al'®, avaliando 22 cora¢des humanos, doados para
transplante, encontraram alteragOes ultra-estruturais em cerca de 25 % deles.
Entretanto, mais relevante que as comparagées com outros autores, o fato de
nao terem sido encontradas diferencas entre 0os grupos do presente estudo

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

independente do surto hiperdindmico.

Considerando-se que o0s animais de todos o0s grupos exibiram
leucopenia progressiva, conclui-se que a abolicdo da tempestade autondémica,
pela anestesia peridural toracica, nao teve implicagdo no numero total de
glébulos brancos circulantes. A leucopenia associada a morte encefalica foi
registrada em estudos anteriores®**%, No decorrer do processo inflamatério, a

transmigracdo de globulos brancos acompanha-se de pronta reposicéao celular
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pela medula 6ssea, inclusive com a liberacdo de células jovens'®. Por outro
lado, a morte encefalica parece exercer um efeito supressor sobre os
mecanismos hematopoiéticos. Atualmente, estudos estdo sendo realizados
pelo nosso grupo avaliando os processos de mobilizacéo, ativacdo e apoptose

das células da medula 6ssea.

Como os resultados deste estudo demonstraram que a inibicdo da
tempestade autondémica pelo bloqueio peridural toracico, embora tenha sido
efetiva em conter o pico hipertensivo, ndo alterou a resposta inflamatéria
associada a morte encefélica, outros mecanismos devem estar envolvidos.

Simas et al®

avaliaram o mesentério, por microscopia intravital, e observaram
importante reducéo da perfusdo microvascular, em modelo de morte encefélica,
chamando a atencdo para a importancia do comprometimento da
microcirculacdo na génese da resposta inflamatoria. Em outro estudo, ainda
ndo publicado, nosso grupo avaliou os efeitos do bloqueio simpatico na
microcirculacdo em modelo de morte encefalica e, apesar da melhora
hemodinamica obtida, os animais evoluiram com hipoperfusdo mesentérica e
manutencdo das alteracdes inflamatorias. Tais observacdes sugerem que o
comprometimento da microcirculacdo seja um dos elementos responsaveis
pelo aumento da resposta inflamatéria na morte encefélica. Corroboram com

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

hipoperfus&o microvascular relacionou-se com a ativagéo inflamatéria®*.

Outro provavel mecanismo envolvido no aumento da atividade
inflamatoria da morte encefalica € a reducdo das concentracdes séricas de

corticosterona. Esse horménio € um importante modulador da resposta
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inflamatéria'® e suas concentracdes séricas estédo diminuidas no contexto da

21 : X ; : 4 P AL 92,106,107
morte encefalica pela interrupcdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal .
A quebra da barreira hematoencefalica, ao permitir a livre circulacdo das

substancias presentes no sistema nervoso central, também pode estar

relacionada a ativacao inflamatoria decorrente da morte encefalica.

As limitacbes do estudo incluem aquelas inerentes a modelos
experimentais, tais como: peculiaridades espécie-especificas e condi¢cdes
controladas quando da inducdo do evento a ser estudado, no caso a morte
encefélica. Outro importante fator a ser considerado é o momento da
administracdo da bupivacaina. Em condic¢des clinicas ndo é possivel prever-se
a morte encefélica, principalmente por se tratar de evento catastrofico e
inesperado. Outro ponto a ser considerado € o tempo de 6 h de observacao
apos a inducdo de morte encefélica, visto ser um periodo reduzido frente as
condi¢Bes habitualmente encontradas na pratica clinica. Por outro lado, os
animais nao receberam nenhum suporte hemodinamico, diferindo da pratica
médica de se administrar vasopressores a pacientes com instabilidade

hemodinamica.
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7. Conclusodes

O bloqueio simpatico obtido com a anestesia peridural toracica nao
modificou as alteragcbes da resposta inflamatoria e do tecido miocardico

observadas em ratos submetidos a morte encefalica.

A anestesia peridural toracica, quando utilizada previamente a inducéo
da morte encefalica, foi efetiva em bloquear o surto hiperdinamico, alterando o

comportamento da pressao arterial.

N&o houve modificacdo no comportamento da resposta leucocitaria, na
expressao de marcadores da resposta inflamatéria sistémica e miocardica, e no
padrdo histoldégico cardiaco com o emprego da anestesia peridural toracica

neste modelo experimental.
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Inhibition of Autonomic Storm by Epidural Anesthesia Does Not
Influence Cardiac Inflammatory Response After Brain Death in Rats

I.A. Silva, C.J. Correia, R. Simas, C.d.J. Correia, JW.M.C. Cruz, S.G. Ferreira, F.L. Zanoni, L. Menegat,

P. Sannomiya, and L.F.P. Moreira

ABSTRACT

Background. After brain death (BD) donors usually experience cardiac dysfunction,
which is responsible for a considerable number of unused organs. Causes of this
cardiac dysfunction are not fully understood. Some authors argue that autonomic
storm with severe hemodynamic instability leads to inflammatory activation and
myocardial dysfunction.

Objectives. To investigate the hypothesis that thoracic epidural anesthesia blocks
autonomic storm and improves graft condition by reducing the inflammatory response.

Methods. Twenty-eight male Wistar rats (250-350 g) allocated to four groups
received saline or bupivacaine via an epidural catheter at various times in relation to
brain-death induction. Brain death was induced by a sudden increase in intracranial
pressure by rapid inflation of a ballon catheter in the extradural space. Blood gases,
electrolytes, and lactate analyses were performed at time zero, and 3 and 6 hours.
Blood leukoeytes were counted at 0 and 6 hours. After 6 hours of BD, we performed
euthanasia to measure vascular adhesion molecule (VCAM)-1, intracellular adhesion
molecule (ICAM)-1, interleukin (IL)-183, tumor necrosis factor (TNF)-«, Bel-2 and
caspase-3 on cardiac tissue.

Results. Thoracic epidural anesthesia was effective to block the autonomic storm
with a significant difference in mean arterial pressure between the untreated (saline)
and the bupivacaine group before BD (P < .05). However, no significant difference was
observed for the expressions of VCAM-1, ICAM-1, TNF-a, IL-18, Bel-2, and caspase-3
(P = .05).

Conclusion. Autonomic storm did not seem to be responsible for the inflammatory
changes associated with BD; thoracic epidural anesthesia did not modify the expression of
inflammatory mediators although it effectively blocked the autonomic storm.

OWADAYS, AN IMPORTANT BARRIER to car-
diac transplantation is the donor scarcity.!™ After
brain death (BD), donors experience a variety of cardiac
derangements. In some cases, they are so pronounced as to
preclude the use of these hearts for transplantation.®™®
The so-called “autonomic storm™ is usually seen with
BD. It is marked by a catecholamine surge; the concentra-
tions of norepinephrine and epinephrine increase 100- to
1000-fold above normal values.”'” Clinically, marked tachy-
cardia and hypertension documented for few minutes are
replaced by vasoplegia and hypolcnﬁion.""z We hypothe-
sized that abolishing autonomic storm would reduce the

© 2012 by Elsevier Inc. All rights reserved.
360 Park Avenue South, New York, NY 10010-1710
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inflammatory response after BD in cardiac allografts pre-
cluding exclusion of organs as unsuitable for transplanta-
tion. In the present study, we used thoracic epidural anes-
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thesia (TEA) with bupivacaine, a local anesthetic that
produces a reversible sympathectomy,'*'* 1o inhibit auto-
nomic storm in a rat model of BD.

MATERIALS AND METHODS
Animals and Surgical Procedures

The experimental protocol was approved by our Animal Subject
Committee. All animals received humane care in compliance with
the “Guide for Care and Use of Laboratory Animals”™ (prepared by
the Institute of Laboratory Animal Resources, National Research
Council, and published by the National Academy Press, revised
1996).+

Twenty-eight male Wistar rats, weighting 250 to 350 g, were
allocated to four groups: group 1 (saline proup) received an
infusion of 20 uL of saline solution to the epidural space prior to
group 2 (pre-bup), 20 pL of bupivacaine prior to group 3 (bup-20),
20 pL of bupivacaine 20 minutes after; and group 4 (bup-60), 20 L
of bupivacaine 60 minutes after BD induction.

Animals were anesthetized in a chamber with 5% koflurane,
intubated and ventilated wiith a rodent ventilator (Harvard Appa-
ratus, model 683, USA) at a 10 mL/kg, tidal volume and 70
breaths/min frequency. They were maintained by inhalation of 2%
isoflurane until BD induction. The carotid artery was cannulated
for continuous blood pressure monitoring and blood sampling.
Another jugular venous line was used for continuous saline infu-
sion (2 mL/h). No intravenous drugs were administered.

BD Model and Thoracic Epidural Anesthesia

A Fogarty 4-French catheter (Baxter Health Care, Deerfield, I,
USA) was placed into the intracranial cavity of rats through a
drilled parietal burr hole. The ballon catheter was rapidly inflated
with 0.5 mL of saline to increased the intracranial pressure until
BD, which was confirmed via maximal pupil dilatation, an absence
of reflexes, and a drop in mean arterial pressure (MAP). Anesthe-
sia was stopped after BD confirmation. Through an incision over
T11-L1 vertebrae and angulation of column a polyethylen catheter
10 catheter placed into epidural space was advanced to the TS5
level.

All animals were maintained for 6 hours. Thereafter, they were
exsanguinated via the abdominal aorta, and the heart removed,
immersed in hexane, and frozen with liquid nitrogen. Blood
samples obtained from the abdominal aorta were centrifuged
(1500g, 25°C) and plasma stored at —80°C for subsequent analyses.

Measurements

Blood gases, electrolytes, lactate, hematocrit, and white blood cell
counts. Blood gases, electrolytes, and lactate analyses were per-
formed on blood samples obtained from the carotid artery at
baseline (0 minutes) as well as at 3 and 6 hours after the surgical
procedures using a gas analvzer (Radiometer ABL 555, Radiome-
ter Medical, Denmark). Hematocrit and white blood cell counts
were performed in blood samples obtained from the cut tip of the
tail at the baseline and 6 hours. Hematocrit was measured by
microcapillary tube centrifugation. Total white blood cell counts
were determined using a Neubauer chamber.

Tumor necrosis factor-a and intedewkin-13 Quantification of
interleukin (IL)-18 and tumor necrosis factor (TNF)-a on cardiac
tissue and serum was performed by enzyvme-linked immunosorbent
assays using the Quantikine kit (R & D Systems Inc., Minneapolis,
Min, USA) in compliance with the manufacturer’s recommenda-
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tions. Cytokine basal reference values were obtained from three
naive rats.

Intercellular adhesion molecule-1 and vascular adhesion molecule-
1. Quantification of intercellular adhesion molecule (ICAM)-1
and vascular adhesion molecule (VCAM)-1 in heart tissue was
performed by immunohistochemistry. Frozen samples of serial
6 pm-thick sections of heart tissue were fixed in cold acetone for 10
minutes. The nonspecific sites were blocked with buffer (Super-
Block Buffer, Pierce Biotechnology, Rockford, III, USA) for 12
hours at 4°C. For immunodetection of ICAM-1 and VCAM-1,
monoclonal antibodies anti-rat ICAM-1 (Abcam Inc, Cambridge,
Mass, USA) or antimouse VCAM-1 {Abcam Inc), which were
previously conjugated to biotin were diluted 1:50 in phosphate-
buffer saline (PBS) containing (.3% Tween-20. After incubation
for 12 hours at 4°C, sections washed successively with PBS were
sequentially incubated for 1 hour at room temperature with
streptavidin-fluorescein complex (Amersham Pharmacia Biotech,
London, UK) diluted in PBS at 1:200. After washing the slides with
PBS, samples were coated with a solution of propidium iodide
(Vector, Burlingame, Calif, USA) to preserve fluorescence. The
analysis was performed using an image acquisition system with
CoolSNAP-Pro digital camera (Nikon, Tokyo, Japan) coupled to a
fluorescence microscope (Nikon, Tokyo, Japan). Images were
analyzed with software Image-Pro Plus 4.1 (Media Cybernetics,
Bethesda, Md, USA). Results were expressed as mean fluorescence
intensity.

Bel-2 and caspase-3. Frozen heart tissue samples fixed in cold
acetone for 10 minutes were used to measure Bel-2 and caspase-3.
After blocking endogenous peroxidase with phosphate buffered
saline (PBS) and H,0, nonspecific sites were blocked by incuba-
tion in biotin-free buffer (Super Block Blocking Buffer, Pierce
Biotechnology, Rockford, Ill, USA). For immunodetection of
caspase-3 and Bel-2, samples were incubated for 16 hours at 4°C
with rabbit polvclonal antibodies anti-caspase 3 (Abcam Inc) or
anti-Bel-2 (Abcam Inc) that were previously conjugated with biotin
and diluted (1:50) in PBS with 0.3% tween-20. Samples were
incubated for 1 hour at room temperature with streptavidin diluted
in PBS (1:500), developed with 3,3 -diaminobenzidine, and coun-
terstained with hematoxylin. After dehydration by immersion in
solutions of increasing ethanol concentrations and diaphanization
by immersion in xylene, samples were covered with Canada’s
balsam. The image analysis employed in a system using Axiovision
software, version 4.72. (Carl Zeiss Inc, Hallbergmos-Miinchen,
Germany ). Results were expressed as the percentage of positively
stained cells per five fields of 5000 pm® each.

Statistical Analysis

Data were analyzed using the GraphpadPrism 5.2 statistical pro-
gram. Results were expressed as mean values * standard errors of
the means. To compare means between groups we employed the
two-way analysis of variance, controlled by Levene’s test of homo-
geneity, followed by Bonferroni®s test. The level of significance was
set at (5.

RESULTS
MAP, Blood Gas, Electrolytes, Lactate, Hematocrit, and
Leukocyte Counts

BD induction was associated with a sudden increase in
MAP over the first minute following catheter inflation.
However the hemodynamic alterations were not seen
among the pre-bup group, namely animals that received a
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bolus of bupivacaine before BD induction, suggesting inhi-
bition of sympathetic release (Fig 1).

Blood gases, electrolytes, lactate, and hematocrit analysis
did not show significant differences among the groups (data
not shown). Comparing total leukocyte counts at basal and
6 hours, leukopenia was noted in all groups, without a
significant difference among the groups. In contrast, statis-
tical significance was reached when each group was ana-
lyzed at basal versus 6 hours, Fig 2 shows the mean values
of total leukocyte counts.

TNF-ceand IL-13

An intense local and systemic inflammatory response was
evidenced by high levels of serum and cardiac TNF-a and
IL-18 versus their concentrations among naive animals,
which were below detection values. Significant differences
were not observed among the groups (Fig 3) confirming the

15000+
o CJ Saline
E EE Pre-Bup
210000 Bup-20
5 B Bup-60
g
Z 5000
-

0

Pre 6h

Fig 2. MNumber of total white blood cell counts obtained before
(pre) and 6 hours after brain death. Brain-dead rats were treated
with saline, bupivacaine before brain death induction (pre-bup),
and bupivacaine after 20 and 60 min (bup-20 and bup-60,
respectively). The data are presented as mean * standard error
of the mean.

significant. Note that pre-bup
group had no peak. The data
are presented as the mean +
standard error of the mean.

hypothesis that a pronounced inflammatory response took
place associated with BD.

Immunohystochemistry of Cardiac Tissue

Fig 4, shows expression of adhesion molecules ICAM-1 and
VCAM-1 in the heart did not differ among the groups.
Apoptosis was evaluated in the myocardium by the expres-
sion of caspase-3 and Bcl-2, which are pro-apoptotic and
anti-apoptotic molecules respectively. As illustrated in Fig
5, there were no differences in the expression of either
molecule among the groups.

DISCUSSION

Numerous studies have evaluated the role of BD on graft
outcomes in experimental and clinical studies. Acute eval-
uation of human BD has shown catecholamine levels above
normal values immediately after the BD event. Increased
inflammatory responses and apoptosis have been observed
in various organs.""™"" In a rodent model of heart trans-
plantation, a longer duration of BD led to increased
leukocyte infiltration and expression of adhesion molecules
on the endothelial cells of the transplanted grafi, thereby
resulting in accelerated acute rejection,®

Previous results reports by our group'® demonstrated
important inflammatory activation in a rat BD model,
showing classical hemodynamic alterations soon after bal-
loon catheter inflation. In the present study, TEA was used
in a rat BD model in an attempt to attenuate the hemody-
namic alterations that are triggered by the catecholamine
Storm.

Since the donor scarcity” is an emerging problem in the
entire world, understanding causes of graft failure and
interventions to render grafts more likely to be viable are
important endeavors. Our data showed that all but one
group evolved with a high mean arterial peak pressure soon
after the Fogarty catheter insufflation leading to BD induc-
tion, namely the group receiving TEA with bupivacaine
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before BD induction. TEA obtained a chemical sympathec-
tomy precluding the hemodynamic derangements usually
seen with acute BD. Similar resulis have been reported
using administration of intravenous drugs like proprano-
lol,* xylazine,*! and labetalol.** Another way to acheive a
sympathectomy surgically in baboons has been reported by
Novitzky et al.* However, their animals showed a classical
hypertensive crisis indicating that the surgical procedure
was not sufficient to block the autonomic storm.

Studies investigating the relationship between BD and
the activation of peripheral organs have demonstrated that
cytokines act as signaling molecules during the inflamma-
tory process.” Pro-inflammatory eytokines, such as TNF-a
and IL-18, induce endothelial activation resulting in leuko-
cyte interactions with adhesion molecules expressed on the
cell surface.** Their data demonstrated TNF-a and IL-18
to be highly expressed in all animals, either in serum or in
the myocardium, indicating an intense inflammatory activity

VCAM-1

Saline PreBup Bup20 Bup60

Saline PreBup Bup20 Bup60

in all groups, suggesting that the autonomic storm was not
linked to cytokine release. There was no difference among
the groups.

Studying the mesentery, our group'” reported increased
ICAM-1 expression triggered by BD consistent with other
studies performed in various organs. ™" Herein, the abo-
lition of the autonomic storm by TEA did not change the
expression of adhesion molecules on cardiac endothelial
cells.

Apoptosis is another mechanism measured in our BD
model. The data presented herein showed that the number
of caspase-3 and Bcl-2-positive cells did not differ among
the groups. Birks et al™ measured pro-caspase-3 and
cleavage products of caspase-3 leves in BD human hearts
that had been used wversus discarded for transplantation
observing a high expression among grafts considered un-
suitable for transplantation due to poor pretransplant func-
tion.

ICAM-1

Fig 4. Expression levels of
vascular adhesion molecule
(VCAM)-1 and intercellular ad-
hesion molecule (CAM)-1 in the
cardiac tissue in brain dead rats
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Fig 5. Expression of pro- and anti-apoptotic molecules (caspase-3 and Bel-2, respectively) in the myocardium. Brain-dead rats were
treated with saline, bupivacaine before brain-death induction (pre-bup), and bupivacaine after 20 and 60 minutes (bup-20 and bup-60,
respectively). The data are presented as mean + standard emor of the mean.

The number of white blood cells was significantly reduced
6 hours after BD in all animals, including those that had
inhibited hemodynamic storm. Thus the reducted number
of leukocytes, at least in this BD model, was not a sympa-
thetic-dependent mechanism, since animals with hemody-
namic changes after BD induction showed the same evolu-
tion. The reduction in blood leukocyte counts among BD
rats agreed with previously reported results.'!

In conclusion, we demonstrated taht it was possible to
block the hemodynamic derangements associated with
acute BD by TEA with bupivacaine. However, TEA did not
influence the inflammatory response associated with BD in
cardiac tissue at 6 hours thereafter. Furthermore, BD was
associated with reduced white blood cell counts, irrespec-
tive of the autonomic storm. Finally, the hemodynamic
effects of autonomic storm associated with acute BD
seemed to not be responsible for the subsequent develop-
ment of the inflammatory response. Therefore, further
studies are needed to elucidate the mechanisms responsible
for inflammation and myocardial dysfunction among BD
patients.
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Epilogo

“Porque dEle, e por meio dEle, e para Ele sdo todas as coisas. A Ele, pois, a

gléria eternamente. Amém!”

Romanos 11.36



