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RESUMO

A proposta desse estudo foi investigar o possivel efeito do anestésico propofol na formacdo de radicais
livres e peroxidacdo lipidica em tecidos hepaticos de ratos com hepatotoxicidade induzida pelo halotano.
Para esse estudo, foram divididos randomicamente 20 ratos wistar, machos, em 4 grupos iguais de 5
animais grupos: controle (CO); lipoperoxidacdo induzida pelo halotano (H); halotano com propofol
(H+P) e somente propofol (P). Vinte e quatro horas ap6s o final da administracdo das drogas, 0s ratos
foram sacrificados, os figados foram coletados e homogeneizados, e a fragdo sobrenadante dos figados foi
analisada com dosagens de catalase (CAT) e substancias reativas do &cido tiobarbitarico (TBARS).
Amostras de sangue foram coletadas para dosagem das enzimas transaminase glutamico oxalacética(TGO)
e transaminase glutamico piravica (TGP), o que revelou marcada injaria hepatica. Exposi¢do ao halotano
e hipdxia resultou em significante diminuicdo na atividade da enzima catalase e significante aumento nas
substancias reativas do acido tiobarbitdrico. Os resultados revelaram aumento significativo das atividades
séricas das enzimas transaminase glutamico oxalacética (TGO) e transaminase glutamico pirtvica (TGP),
0 que revelou marcada injuria hepéatica. O propofol corrigiu as mudancgas nas concentrages enzimaticas
e preveniu o aumento no TBARS.®
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ABSTRACT

The purpose of this study was to investigate the possible effects of anesthetic propofol, on free radical
formation and lipid peroxidation in liver tissues of rats with halothane-induced hepatotoxicity. For this
study, 20 male wistar rats were divided into four randomized equal groups: control (group CO); halothane-
induced lipid peroxidation (H); halothane with propofol (H+P) and only propofol (P). Twenty-four
hours after the end of the administration of drugs, the rats were killed, and, the livers were harvested and
the supernatant fractions of the livers were assayed for catalase (CAT) and thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS). Samples blood were collect for alanine aminotransferase (ALT) and aspartate
aminotransferase (AST). Halothane-hypoxic exposition resulted in a significantly decrease in the activities
of the catalase (CAT) enzyme and significantly increase in the thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS). The results are demonstrated significantly increase of serum activity of alanine aminotransferase
(ALT) and aspartate aminotransferase (AST). Propofol corrected the enzymes changes concentration

and prevented the increase in TBARS.

Key words: Propofol, Halothane, antioxidants, oxidative stress.

INTRODUCAO

A formacdo de radicais livres, ou espécies
reativas de oxigénio (ERQO), em sistemas biol6-
gicos encontra-se bastante definida, sendo um
radical livre conceituado como uma molécula
gue contém um nudmero impar de elétrons e,
dessa forma, considerada como contendo uma
ligacdo aberta ou meia ligacdo aberta, decor-
rendo dai sua reatividade quimica (Boveris,
1998). Os radicais livres podem ser formados pela
perda de um elétron de um nédo-radical ou pelo
ganho de um elétron por um néo-radical. As E
R O também podem ser formadas quando uma
ligacdo covalente é quebrada, ou seja, quando
cada um dos atomos fica com um elétron. Esse
processo € denominado de fissdo hemolitica
(Halliwell & Gutteridge, 1989). Em animais,
observou-se a geracao dessas espécies em varios
locais como: mitocobndria, lisossomas,
peroxissomas, membrana plasméatica, membrana
nuclear, reticulo endoplasmético e citosol.

(Meneghini, 1987; Southorn & Powis, 1988).

As doencas relacionadas a estresse oxidativo
e conseqliente liberacdo de radicais livres estdo
entre as principais causas de mortalidade no
mundo ocidental, incluindo doenca cardiaca,
diabetes, infeccdo por HIV, injaria de isquemia-
reperfusdo, doenca de Parkinson, artrite
reumatdide, catarata, enfisema e outras.
(Maxwell, 1995)

Estresse oxidativo é uma situacdo na qual exis-
te aumento sustentado na concentragdo de E R
O acima dos niveis fisioldgicos, podendo resultar
de uma situacdo em que haja diminuicdo dos
niveis das defesas antioxidantes, elevada veloci-
dade de producdo de E R O ou até combinacéo
de ambas as situacdes (McCord, 1985)

A peroxidacdo lipidica é definida sendo a
deterioracdo oxidativa dos lipidios polinsaturados
(Halliwell & Gutteridge, 1999). Os acidos graxos
polinsaturados contém ao menos duas duplas li-

Revista de Iniciagdo Cientifica da ULBRA - n.2 - 2003



gacdes carbono-carbono, e as membranas
plasmaticas e organelas celulares contém gran-
des quantidades de acidos graxos polinsaturados.
A lipoperoxidacdo é um processo de reacGes em
cadeia com iniciacdo, propagacao e término. Um
Unico evento de iniciacdo pode conduzir a for-
magc&o de varias moléculas de perdxido. A medi-
da que esse tipo de reacdo progride, proteinas
transportadoras ou enzimas de membrana podem
ser inativadas, ou a dupla camada lipidica pode
tornar-se mais permedvel, alterando dessa forma
a homeostase dos ions (Meerson et al., 1982).

AS DEFESAS
ANTIOXIDANTES

Antioxidantes sdo compostos que protegem
o0s sistemas biolégicos contra os efeitos lesivos
potenciais de processos ou rea¢es que podem
causar oxidacdo excessiva. Para controlar os
excessos, a natureza dispde de um sistema
antioxidante enddgeno complexo que impede
ou minimiza o dano decorrente do excesso de
O, ou de radicais livres.

Os antioxidantes enddgenos podem ser di-
vididos em dois grupos:

- 0S que atuam por processo enzimatico, 0s
conhecidos sdo a superdxido dismutase, a
catalase e a glutationa:

- 0S gue atuam por processo nao-enzimatico
gue compreendem os antioxidantes lipossollveis
(tocoferdis, carotendides, quinonas e
bilirrubinas), hidrossoliveis (acido ascdrbico,
acido arico e proteinas ligadas a metais) e 0s
flavondides. (Yu, 1994).

MODELOS
EXPERIMENTAIS DE
LESAO HEPATICA POR
HALOTANO

Vérios estudos tém indicado que a hipdxia
aumenta a ligacdo de metabdlitos do halotano a
componentes da fracdo microssomal hepaética.
No estudo realizado por Ross et al. (1979), foi
demonstrado que ratos pré-tratados diariamen-
te com fenobarbital 75 mg/Kg intraperitoneal,
por quatro dias, tiveram seu sistema enzimatico
induzido e apresentaram extensiva lesdo hepa-
tica com necrose ap06s submissdo a hipdxia (8%
de O, e halotano 0,5 a 0,8%). Esse modelo de
hepatotoxicidade induzida por halotano apre-
senta relevancia clinica e tem sido corroborado
por trabalhos como demonstra Mc Lain et al.
(1979), que expuseram ratos, por 2 horas, a con-
centragOes de O, de 14% e Halotano 1% resul-
tando em necrose centro-lobular em 24 hs, com
inducdo enzimatica prévia (fenobarbital 1mg/
mL na agua de beber) por 10 dias antes do even-
to. Esses resultados suportam a hipdtese de que
0 halotano é metabolizado até intermediarios
hepatotéxicos em um modelo dependente do
citocromo p-450 redutivo ou ndo-dependente
de O,. Richard et al.(1990) encontraram que o
grau de hepatotoxicidade maxima determinada
por alteracdes morfoldgicas e atividade de TGP
correlaciona-se com a concentracao de halotano
e de citocromo P-450 hepético. A lesdo maxima
desenvolveu-se entre 12 a 24 hs ap06s a exposi-
¢do a 1% de halotano por 30 min. Esse trabalho
demonstrou, que sob condi¢des adequadas
(hip6xia), o Halotano é uma verdadeira
hepatotoxina e ndo produz lesdo por reacdo de
hipersensibilidade. Esses achados também suge-
rem que a biotransformacdo redutiva ou nao
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dependente de O, resulta em intermediarios
toxicos que podem iniciar a injaria hepatica
induzida por halotano.

O PROPOFOL COMO
ANTIOXIDANTE

O agente anestésico propofol (2,6
diisopropilfenol ) contém um grupo fenélico OH-

- -
ALFA-TOCOFEROL "OH + LOO

A estrutura gquimica do propofol é semelhan-
te a outros hipnéticos, mas lembra o antioxidante
natural alfa-tocoferol, pois contém também o gru-
po fendlico OH- Esse composto depura radicais
livres, diminui as ligacfes dissulfidicas protéicas
e inibe a peroxidacdo (Caralei, 2001).

Caralei, (2001)demonstrou que concentra-
¢oes clinicas de propofol diminuem o estresse
oxidativo, atuando na captacdo e retencdo de
glutamato por astrécitos e que o tratamento
com propofol pode normalizar os sistemas
enddgenos de transporte celular e atenuar o
patolégico aumento do glutamato extracelular
nas sinapses e, assim, diminuir a necrose
neuronal e citotoxica. Outros estudos experi-
mentais tém demonstrado que a emulsdo de
propofol ( utilizada em anestesia clinica) pos-
sui equivalente ou superior poder antioxidante
gue o propofol puro, possibilitando um efeito
antioxidante durante a anestesia.(Karhman et
al.,1997). Varios outros estudos comparando a
injecdo continua em bolus repetidos ou mesmo
em dose anestésica Unica de inducgdo, demons-
traram a capacidade do propofol em diminuir

e tem tido o seu poder antioxidante reconheci-
do. (Murphy et al., 1994; Eriksson et al., 1993;
Aarts et al., 1994). As acdes tissulares causadas
pela atividade das espécies reativas de oxigénio
resultam em lipoperoxidacdo. Os &cidos graxos
polinsaturados das membranas celulares séo pro-
tegidos da peroxidacao lipidica através de um
sistema enddgeno antioxidante que inclui o alfa
tocoferol (vitamina E) que dificulta a
peroxidacdo lipidica por um processo de doacao
de hidrogénios.

ALFA-TOCOFEROL O "+ LOOH

a lipoperoxidacdo nos modelos de indugdo por
drogas e ap06s tornigquete i.e. isquemia-
reperfusdo. (Aldemir et al., 2001)

Manataki et al. (2001) demonstraram que a
infusdo continua de propofol foi capaz de dimi-
nuir de forma significativa a formacdo de subs-
tancias reativas de oxigénio em pacientes que
foram submetidos a cirurgia videolaparoscdpica,
através da dosagem das substancias reativas do
acido tiobarbitarico (TBARS ).

Esta definida também a poderosa atividade
antioxidante do propofol em concentrac6es cli-
nicas relevantes, impedindo a lipoperoxidacao
em microssomas hepaticos e na mitocondria
(Eriksson et al., 1993).

Estas afirmacGes permitem-nos formular a
hipdtese de que o propofol em doses clinicas
poderia influenciar de forma negativa a forma-
¢do das E R O secundarias a injuria hepatica
induzida por halotano. O objetivo do presente
estudo é determinar o efeito da administracdo
do propofol no estresse oxidativo hepético indu-
zido por halotano.
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MATERIAL E METODOS

Animais

Os experimentos com animais foram reali-
zados de acordo com o preconizado pela Co-
missdo de Pesquisa e Pos-Graduacdo do Hos-
pital de Clinicas de Porto Alegre (Goldim &
Raymundo, 1997). Foram utilizados 20 ratos
Wistar, machos, provenientes do Biotério de
Modelos Animais da Farmacologia da Funda-

cdo Faculdade Federal de Ciéncias Médicas de
Porto Alegre, com peso médio entre 250 e 300
gramas. Os animais permaneceram em um ci-
clo de claro-escuro de 12 horas e com tempe-
ratura controlada por termostato. Tiveram agua
e alimentacdo ad libitum.

Delineamento do estudo

Os animais foram divididos em quatro gru-
pos experimentais:

GRUPO FENOBARBITAL PROPOFOL HALOTANO
CcO SIM NAO NAO
SIM NAO SIM
H+P SIM SIM SIM
SIM NAO NAO

Administracao do halotano e
propofol

Os grupos Halotano e Halotano+Propofol
foram expostos ao halotano por duas horas a con-
centracbes de oxigénio 14 % e halotano 1%,
segundo o modelo de McLain et. al. (1979).0s
animais foram inalados no interior de uma cai-
xa inalatdria com 47 X 34 X 18 cm (Jimenez et
al., 1992). A concentracao de oxigénio foi aferida
através de um oximetro. Os ratos foram
monitorados por circuito interno, através de uma
microcAmera instalada dentro da caixa
inalatéria.Uma hora ap6s a inalacdo, 0s animais
do grupo halotano-+propofol receberam a dose
subanestésica de propofol. Esses animais foram
sacrificados 24 horas ap6s a exposicdo ao

halotano, junto com o0s grupos controle e
propofol, que receberam solucéo fisioldgica 0,9%
6 ml/Kg e propofol 60mg/Kg, respectivamente.

Obtencao do Tecido Hepatico

Para obtencdo dos tecidos, os animais fo-
ram sacrificados através de laparotomia me-
diana, e amostras de tecido hepéatico foram
colhidas para posterior avaliacdo de
lipoperoxidacdo e afericdo de enzimas
atioxidantes.Os tecidos foram colocados em
solucdo de tampado fosfato 20mM, ph 7,4 (KCI
140 mM) na proporcdo de 9ml por grama de
tecido. Homogeneizaram-se os figados em
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homogeneizador ULTA TURRAX
(IKAWERK), por 40 segundos, a temperatura
de 0-2° centigrados. Os homogeneizados fo-
ram centrifugados em centrifuga refrigerada
(SORVALL RC 5B refrigerated Superspeed
Centrifuge) por 10 minutos a 4000 rpm (Llesuy
et al.,1985). Desprezou-se o precipitado de
cada amostra, e o sobrenadante foi armazena-
do em ependorfs e congelado a —80° centi-
grados.

Para a avaliacdo da Lipoperoxidacéo foi uti-
lizada a técnica de TBARS (substéncias
reativas ao acido tiobarbitlrico). Foi realiza-
da conforme o modelo de Buege & Aust,
(1978), utilizando 1,5 ml de solu¢édo de acido
tricloroacético (TCA) 10%, 0,5 ml de
homogeneizado de tecido hepatico, 1,0 ml de
acido tiobarbitarico (TBA) 67% e agua des-
tilada. Essa mistura foi aquecida a 100° cen-
tigrados em banho-maria durante 15 minutos
e resfriada em gelo. Apés adicdo de 3 ml de
alcool n-butilico e agitacdo por 40 segundos,
esse material foi centrifugado por 10 minutos
a 3000 rpm e obteve-se um sobrenadante co-
rado, resultante da reacdo de maloldialdeido
e outros subprodutos liberados na
lipoperoxidacdo. O sobrenadante foi coloca-
do em cubeta de quartzo para leitura a 535
nm em espectofotébmetro. Os resultados foram
expressos em nanomoles por miligramas de
proteina (nmoles/mg prot).

A atividade da enzima Catalase foi reali-
zada conforme o modelo de Boveris & Chance,
(1979), que se baseia na medida da velocida-
de de consumo de perdxido de hidrogénio na
amostra de tecido hepatico. Utilizou-se, nes-

sa técnica, 955 ul de tampio fosfato (50 nM,
ph 7,4), e 10 ul de homogeneizado de tecido
hepéatico em cubeta de quartzo, onde foi adi-
cionado 35 ul de perdxido de hidrogénio (0,3
M). A velocidade da decomposi¢do do H202
foi medida espectofotometricamente a 240
nm. Os resultados foram expressos em
nanomoles por miligramas de proteina (nmol/
mg de proteina).

A relacdo hepatossomatica foi determina-
da através da proporcdo do peso final do ani-
mal, no dia do sacrificio, em relacdo ao peso do
figado. Os figados dos animais dos grupos H,
H-+P e P foram comparados aos figados dos ani-
mais CO.

A analise estatistica foi feita por ANOVA,
seguido de teste de TUKEY como pds-teste, sen-
do considerados significativos os resultados com
p menores que 0,05. Os resultados foram expres-
$0s como média == desvio padrao.

RESULTADOS

Avaliacao de injdria bioquimica
hepatica TGO\TGP

A avaliacdo dos valores de transaminases,
demonstra aumento significativo da injaria he-
patica no grupo H, quando comparado aos de-
mais grupos com um p<<0,05. No grupo H+P,
houve significativa reducdo da injaria hepética
aos niveis do controle.
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Figura 1 - Concentracdo plasmatica de TGO e TGP ( valores em médias e = EP * Diferencas significativas
p<<0,05 em relagdo aos outros grupos)

Avaliacao da Lipoperoxidacao

no grupo H, guando comparado aos demais gru-
pos com um p<<0,05. No grupo H-+P, houve sig-

A avaliacéo dos valores de TBARS, demons- nificativa reducdo do estresse oxidativo aos ni-
tra aumento significativo do estresse oxidativo  veis do controle.
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Figura 2 - Avaliagdo da lipoperoxidacdo avaliada por TBARS em figados nos diferentes grupos. (Valores
médios e + EP * Diferencas significativas p<0,05 em relagdo aos outros grupos)
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Atividade da Enzima Catalase houve reducdo significativa na atividade dessa

enzima no grupo H, quando comparado aos de-
Na afericdo da atividade da enzima catalase, mais grupos com um p< 0,05.

CATALASE

pmol/g de tecido

Cco H HP P

Figura 3 - Avaliacdo da atividade da enzima catalase em figados nos diferentes grupos.Valores médios e +
EP * Diferencas significativas p<0,05 em rela¢@o aos outros grupos.

Relacdo hepatossomatica a diminui¢do hepatossomatica, quando compa-

rados aos demais grupos.N&o encontramos,porém
Os animais do grupo H mostraram tendéncia diferencas significativas nos grupos.

Relacdo Hepatossomatica

6,

0 -
CO H HP

Figura 4 -Relacdo hepatossomatica (% de peso corporal) nos diferentes grupos estudados. Valores
percentuais e = EP * Diferengas n&o significativa p> 0,05 em relacdo aos outros grupos.
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DISCUSSAO

O modelo classico de hepatotoxicidade
induzida por halotano tem sido bastante estudado
e causa lesdo a partir da ligacdo de intermediarios
do metabolismo redutivo do halotano a porcGes
periféricas das células hepaticas, desencadeando
a iniciacdo da reacdo de lipoperoxidacdo com evi-
dentes danos a estrutura celular e apoptose
(McLain et al., 1979). O pré-tratamento dos ani-
mais com fenobarbital estimula a metabolizacdo
hepética (Ross et al., 1979; Sipes et al., 1976), au-
mentando a concentracdo desse intermediario
reativo. Além disso, a administracdo inalatéria do
halotano em condicdes hipdxicas desvia 0 meta-
bolismo do halotano para o lado redutivo e nao-
oxidativo, aumentando também por essa via 0 dano
oxidativo hepatico (Richard et al., 1990; Jee et
al., 1980). Esse modelo tem sido realizado com su-
cesso em Varios paises e foi por nds reproduzido e
revalidado no Brasil. A relevancia desses achados
para a compreensdo da hepatotoxicidade em hu-
manos é incerta. O metabolismo redutivo do
halotano € menor, mas bem estabelecido como uma
via importante para o halotano em humanos
(Gourlay et al., 1981).Foi detectada evidéncia
histolégica de hepatotoxicidade em todos os ani-
mais com inducdo de lipoperoxidacdo hepatica,
com vasculite, edema e focos de necrose confor-
me o escore de Mc Lain et al., (1979) (dados néo-
apresentados). Esses achados foram corroborados
pelo significativo grau de elevacdo das enzimas
TGO e TGP que sdo marcadores bioguimicos de
lesdo hepatica. Nota-se ainda significativo grau
de lipoperoxidagdo hepatica nos ratos que rece-
beram halotano-hipdxia, com também significati-
VO consumo da enzima catalase, achados que es-
tdo de acordo com a hipdtese de que 0 aumento
do estresse oxidativo leva a uma deple¢do do sis-

tema antioxidante enddgeno, representado nesse
estudo pela catalase. Esses resultados mostram que
o propofol, em dose subanestésica, tem efeitos
antioxidantes, como evidenciado pela inibi¢do da
peroxidacdo lipidica no tecido hepatico e pelas
mudancas nas enzimas TGP(Figura 1)e Catalase
(Figura 3). A capacidade do propofol em reduzir a
lipoperoxidacdo estd bem documentada em teci-
dos animais, particularmente em microssomas ce-
rebrais e sangue (Musacchio et al., 1991). Os efei-
tos antioxidantes do propofol sdo atribuidos a sua
similaridade quimica com outros conhecidos
antioxidantes como butihidroxitoluento e [alfa]
tocoferol (Eriksson et al., 1992). Em nosso estudo,
o propofol demonstrou-se capaz de restabelecer 0s
estoques da enzima catalase, diminuiu a
lipoperoxidacdo (TBARS) (Figura 2) e as enzimas
TGO e TGP aos niveis equivalentes aos dos ani-
mais controle. Em resumo, foi demonstrada
peroxidacao lipidica causada especificamente pelo
halotano em ratos Wistar, associada a lesdo bio-
guimica e histol6gica. Além disso, ficou fortemen-
te demonstrado gque o antioxidante propofol foi ca-
paz de proteger o figado contra estresse oxidativo
e lesdo hepatica induzida pelo halotano.

CONCLUSOES

O modelo desenvolveu alteracGes significa-
tivas nas enzimas TGO/TGP. Foi encontrado
maior lipoperoxidac¢do no figado dos animais com
0 uso de halotano e umadiminuicdo significati-
va com uso de propofol.

A enzima antioxidante catalase esta
diminuida nos animais do grupo halotano e
aumentada nos animais com uso de propofol.
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Estes dados sugerem uma protecdo antioxidante
do propofol neste modelo experimental de injaria
hepética.
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