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Resumo
Justificativa  e  objetivos:  Alterações  funcionais  e  estruturais  sérias  do  trato  gastrointestinal  são
observadas  na  insuficiência  de  irrigação  sanguínea,  levando  a  alterações  da  motilidade  gastroin-
testinal. A  ativação  dos  receptores  opioides  proporciona  um  efeito  cardioprotetor  contra  a  lesão
de isquemia/reperfusão  (I/R).  O  objetivo  do  presente  estudo  foi  determinar  se  remifentanil
pode ou  não  reduzir  a  lesão  de  I/R  do  intestino  delgado.
Métodos:  Ratos  machos  albinos,  da  linhagem  Wistar,  foram  submetidos  à  isquemia  mesentérica
(30 minutos)  seguida  de  reperfusão  (3  horas).  Quatro  grupos  foram  designados:  sham  controle;
remifentanil  isolado;  controle  I/R;  remifentanil  +  I/R.  Os  animais  do  grupo  remifentanil  +  I/R
foram submetidos  à  infusão  de  remifentanil  (2  �g  kg−1 min−1)  por  60  min,  metade  dos  quais
iniciou antes  da  indução  da  isquemia.  Coletando  os  tecidos  do  íleo,  a  avaliação  dos  danos  foi
baseada nas  respostas  contráteis  ao  carbacol,  nos  níveis  de  peroxidação  lipídica  e  infiltração
de neutrófilos  e  na  observação  das  características  histopatológicas  no  tecido  intestinal.
Resultados:  Após  a  reperfusão,  uma  diminuição  significativa  da  resposta  contrátil  induzida  por
carbacol,  um  notável  aumento  tanto  da  peroxidação  lipídica  quanto  da  infiltração  de  neutrófilos
e uma  lesão  significativa  da  mucosa  foram  observados.  A  média  da  resposta  contrátil  no  grupo
remifentanil  +  I/R  foi  significativamente  diferente  daquela  do  grupo  I/R.  A  peroxidação  lipídica

e a  infiltração  de  neutrófilos  também  foram  significativamente  suprimidas  pelo  tratamento.  As
amostras de  tecido  do  grupo  I/R  apresentaram  grau  4  na  avaliação  histopatológica.  No  grupo
remifentanil  +  I/R,  por  outro  lado,  a  lesão  da  mucosa  foi  moderada,  apresentando  estadiamento

de grau  1.
∗ Autor para correspondência.
E-mail: vhaktan@yahoo.com (V.H. Ozacmak).

0034-7094/$  –  see  front  matter  ©  2013  Sociedade  Brasileira  de Anestesiologia.  Publicado  por  Elsevier  Editora  Ltda.  Todos  os  direitos  reservados.
http://dx.doi.org/10.1016/j.bjan.2013.09.006

dx.doi.org/10.1016/j.bjan.2013.09.006
http://www.sba.com.br
mailto:vhaktan@yahoo.com
dx.doi.org/10.1016/j.bjan.2013.09.006


484  H.  Sayan-Ozacmak  et  al.

Conclusões:  O  pré-tratamento  com  remifentanil  pode  atenuar  a  lesão  intestinal  de  I/R  em  um
grau notável,  possivelmente  pela  redução  da  peroxidação  lipídica  e  da  infiltração  leucocitária.
© 2013  Sociedade  Brasileira  de  Anestesiologia.  Publicado  por  Elsevier  Editora  Ltda.  Todos  os
direitos reservados.
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Pretreatment  with  remifentanil  protects  against  the  reduced-intestinal  contractility
related  to  the  ischemia  and  reperfusion  injury  in  rat

Abstract
Background  and  objectives:  Serious  functional  and  structural  alterations  of  gastrointestinal
tract are  observed  in  failure  of  blood  supply,  leading  to  gastrointestinal  dismotility.  Activation
of opioid  receptors  provides  cardioprotective  effect  against  ischemia---reperfusion  (I/R)  injury.
The aim  of  the  present  study  was  to  determine  whether  or  not  remifentanil  could  reduce  I/R
injury of  small  intestine.
Methods:  Male  Wistar  Albino  rats  were  subjected  to  mesenteric  ischemia  (30  min)  followed  by
reperfusion  (3  h).  Four  groups  were  designed:  sham  control;  remifentanil  alone;  I/R  control;  and
remifentanil  +  I/R.  Animals  in  remifentanil  +  I/R  group  were  subjected  to  infusion  of  remifentanil
(2 ug  kg−1 min−1)  for  60  min,  half  of  which  started  before  inducing  ischemia.  Collecting  the
ileum tissues,  evaluation  of  damage  was  based  on  contractile  responses  to  carbachol,  levels  of
lipid peroxidation  and  neutrophil  infiltration,  and  observation  of  histopathological  features  in
intestinal  tissue.
Results:  Following  reperfusion,  a  significant  decrease  in  carbachol-induced  contractile  res-
ponse, a  remarkable  increase  in  both  lipid  peroxidation  and  neutrophil  infiltration,  and  a
significant injury  in  mucosa  were  observed.  An  average  contractile  response  of  remifentanil  +  I/R
group was  significantly  different  from  that  of  the  I/R  group.  Lipid  peroxidation  and  neutrophil
infiltration  were  also  significantly  suppressed  by  the  treatment.  The  tissue  samples  of  the  I/R
group were  grade  4  in  histopathological  evaluation.  In  remifentanil  +  I/R  group,  on  the  other
hand, the  mucosal  damage  was  moderate,  staging  as  grade  1.
Conclusions:  The  pretreatment  with  remifentanil  can  attenuate  the  intestinal  I/R  injury  at  a
remarkable  degree  possibly  by  lowering  lipid  peroxidation  and  leukocyte  infiltration.
© 2013  Sociedade  Brasileira  de  Anestesiologia.  Published  by  Elsevier  Editora  Ltda.  All  rights
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ntrodução

s  receptores  opioides  (ROs)  ativados  protegem  contra
 lesão  de  isquemia/reperfusão  (I/R)  no  coração e  nos
eurônios.1-3 Peptídeos  opioides  e  ROs  estão  presentes  no
ntestino.4,5 Remifentanil,  um  analgésico  opioide  de  ação
ltracurta  derivado  da  fenilpiperidina,  é  um  cardioprotetor
ontra  a  lesão  de  I/R  através  dos  ORs  mediadores,1,6 ati-
ando  a  proteína  quinase  C  (PKC)  e  conduzindo  os  canais  de
otássio  sensíveis  a  ATP  mitocondrial  (KATP)7 que  imitam  o
ré-condicionamento  (PC)  isquêmico.1,8

Sepse,  hemorragia,  transplante  intestinal,  queimadu-
as  graves  e  trombose  mesentérica  causam  isquemia
esentérica,9,10 resultando  em  grande  impacto  no  intestino.

 I/R  intestinal  tem  um  papel  importante  no  desenvol-
imento  da  disfunção  primária  do  enxerto.11,12 O  tecido
ntestinal  é  muito  sensível  à  I/R.  Na  verdade,  embora  o
rato  gastrointestinal  represente  cerca  de  5%  do  peso  cor-
oral,  o  seu  consumo  de  oxigênio  constitui  cerca  de  20%
o  total  de  oxigênio  usado.13 A  interrupção  do  suprimento
e  oxigênio  diminui  a  quantidade  de  ATP  intracelular,  alte-
ando  a  homeostase  celular  através  do  aumento  das  espécies
eativas  de  oxigênio  (ERO).  A  reperfusão  induz  danos  estru-

urais  e  funcionais  da  mucosa  e  edema  intersticial  (lesão
e  reperfusão),14 que  é  principalmente  devida  à  geração
e  ERO  a  partir  de  várias  fontes,  incluindo  as  cadeias  de
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ransporte  de  elétrons  das  mitocôndrias,  o  metabolismo  da
antina-oxidase,  as  prostaglandinas,  as  células  endoteliais  e
s  neutrófilos  ativados.14-17 A  I/R  prejudica  a  função de  bar-
eira  da  mucosa,  provocando  a  permeabilidade  vascular  e  da
ucosa  e  a  translocação  bacteriana,  terminando  por  causar

 inflamação  sistêmica  e  insuficiência  de  múltiplos  órgãos.18

 I/R  também  modifica  a  resposta  contrátil  do  músculo  liso
ntestinal,19---22 que  está  associada  à resposta  inflamatória
ocal  aumentada  pela  infiltração  de  neutrófilos10 e  ERO.23

Alguns  agentes  farmacológicos  incluindo  anestésicos  pro-
uzem  PC.24-28 Os  ROs,  em  particular,  estão  envolvidos  no  PC
o  coração de  ratos.7,8 Além  disso,  o pós-condicionamento
armacológico  induzido  por  remifentanil  também  protege
ontra  a  lesão  cardíaca  induzida  pela  I/R.3 Por  outro  lado,
nformação  sobre  a  ocorrência  ou  não  do  possível  efeito
enéfico  na  lesão  intestinal  de  I/R  é  extremamente  limi-
ada.  Apenas  um  estudo  conduzido  por  Cho  et  al.29 relata
ue  remifentanil  protege  o  intestino  contra  a  lesão  de  I/R.  Os
utores  demonstram  claramente  que  remifentanil  reduz  de
orma  significativa  o  stress  oxidativo,  a  resposta  inflamatória

 a  lesão  tecidual.  Contudo,  eles  não  avaliaram  diretamente
 efeito  sobre  as  funções  fisiológicas  do  tecido  (p.  ex.,  a
ontratilidade).  Portanto,  o  nosso  objetivo  foi  determinar

e  remifentanil  tem  efeito  benéfico  sobre  a  contratilidade
ntestinal  alterada  pela  I/R.  Avaliamos  a  resposta  contrátil,
s  alterações  histopatológicas  e  medimos  os  níveis  teciduais
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Remifentanil  protege  a  motilidade  intestinal  

de  malondialdeído  (MDA),  o  marcador  de  peroxidação  lipí-
dica,  a  atividade  da  mieloperoxidase  (MPO)  e  o  marcador  da
infiltração  de  neutrófilos,

Materiais e métodos

Animais

Foram  usados  no  estudo  32  ratos  Wistar,  machos  adultos,
pesando  220  ±  20  g  (média  ±  desvio  padrão).  Os  animais
foram  obtidos  do  biotério  da  Universidade  Bulent  Ecevit  e
mantidos  em  condições  padrão,  com  livre  acesso  a  ração
comercial  e  água.  No  dia  anterior  aos  procedimentos  cirúr-
gicos,  os  animais  foram  submetidos  a  jejum  durante  a  noite,
mas  o  acesso  livre  à  água  foi  permitido.  Os  animais  foram
mantidos  em  gaiolas,  em  temperatura  ambiente  constante,
usando  ciclo  de  claridade/escuridão  de  12  h.  Todos  os  pro-
cedimentos  aqui  descritos  foram  aprovados  pelo  Comitê  de
Ética  em  Experimentação  Animal  da  instituição.

Procedimentos  cirúrgicos

Os  ratos  foram  anestesiados  com  tiopental  sódico
(60  mg  kg−1)  por  via  intraperitoneal,  seguido  por  lapa-
rotomia  com  incisão  na  linha  média  na  cavidade  peritoneal.
Após  uma  suave  exteriorização do  intestino  delgado  para  a
esquerda  e deposição  sobre  gaze  úmida,  os  animais  foram
submetidos  a  30  minutos  (min)  de  isquemia  por  ligadura  da
artéria  mesentérica  superior  (AMS)  usando  fio  de  seda  3/0.
A  isquemia  intestinal  foi  confirmada  pela  falta  de  pulso
na  artéria  mesentérica  e  pela  cor  pálida  do  jejuno  e  íleo.
Depois  disso,  os  intestinos  foram  devolvidos  ao  abdome,
que  foi  fechado  com  duas  pinças  pequenas.  Após  30  min
de  isquemia,  o  abdome  foi  reaberto  e  o  fio  suavemente
removido  para  permitir  a  reperfusão  do  fluxo  sanguíneo,  o
que  foi  confirmado  pela  observação  da  pulsação da  artéria
e  de  seus  ramos  no  intestino.  A  temperatura  corporal  foi
mantida  a  37,8 ◦C  com  lâmpada  de  aquecimento  durante  o
procedimento  de  I/R.

Grupos  experimentais

Os  animais  foram  alocados  em  quatro  grupos  de  oito  cada:
(a)  no  grupo  sham  controle  foram  submetidos  à  laparotomia
sem  a  oclusão  da  AMS;  (b)  no  grupo  sham  remifentanil  (remi-
fentanil  isolado)  foram  tratados  com  remifentanil  e  uma
operação  sham  sem  oclusão  da  AMS;  (c)  no  grupo  controle
I/R,  a  oclusão  da  AMS  foi  de  30  min,  seguida  por  3  horas  (h)
de  reperfusão;  (d)  no  grupo  remifentanil  mais  I/R,  os  ratos
submetidos  à  I/R  foram  tratados  com  remifentanil.

O  pré-tratamento  com  remifentanil  (Glaxo  Group
Limited,  Lake  Forest,  IL,  EUA)  foi  feito  por  infusão
(2  �g  kg−1 min−1)  em  veia  da  cauda  por  30  min  antes  da  oclu-
são  da  AMS  e  por  30  min  adicionais  durante  todo  o  período
de  isquemia.  O  cateterismo  da  veia  da  cauda  foi  feito  com
um  cateter  Polyneo  de  calibre  24G  (Polymed,  Poly  Medi-

cure  Ltd.,  Haryana,  Índia)  para  administração da  infusão.  Os
animais  dos  grupos  sham  controle  e  I/R  receberam  solução
fisiológica  estéril,  em  volume  igual.  Após  o  período  de  reper-
fusão,  os  animais  foram  sacrificados  mediante  administração
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e  doses  letais  de  anestésicos;  em  seguida,  as  amostras
e  íleo  foram  coletadas  e  processadas  para  cada  protocolo
xperimental.

ontratilidade  do  músculo  longitudinal  do  íleo

 atividade  contrátil  do  músculo  longitudinal  do  íleo  foi
valiada  em  segmentos  isolados  do  íleo  após  3  h  de  reper-
usão  em  solução de  banho  de  órgãos  isolados.  Amostras
tiras)  do  músculo  longitudinal  medindo  5  mm  de  compri-
ento  foram  coletadas  a  1  cm  da  junção ileocecal.  Depois
e  coletar  a  primeira  amostra  para  a  avaliação  histológica,
utras  três  amostras  do  mesmo  tamanho  foram  colhidas  para
nálises  de  contratilidade  e  bioquímica.  As  amostras  foram
ongitudinalmente  suspensas  sob  2-g  de  carga  em  20  mL  de
olução  de  banho  tecidual  contendo  solução de  Krebs  (em
mol  L−1: NaCl,  118,5;  KCl,  4,8;  KH2PO4,  1,2;  MgSO4.7H2O,

,2;  CaCl2 1,9;  NaHCO3,  25;  glicose,  10,1).  A  solução rece-
eu  uma  mistura  de  5%  de  CO2 e  95%  de  O2 e  foi  mantida  a
7 ◦C.  Após  60  min  de  equilíbrio  com  carga  de  2  g,  carbacol
oi  adicionado  ao  banho  tecidual  em  várias  concentrações
nais  variando  entre  10−7 a 10−2 mol  L−1.  O  desenvolvi-
ento  de  força  ativa  foi  registrado  para  cada  concentração
ara  determinar  a relação dose-resposta.  A  força  isométrica
oi  monitorada  pelo  transdutor  de  deslocamento  de  força
xterna  (FDA-10A,  Commat  Co,  Ancara,  Turquia),  usando  o
oftware  MP  30  (MP30  Biopac  Systems  Inc,  Santa  Barbara,
A,  EUA).

nálise  histopatológica  da  lesão  de
squemia-reperfusão  em  intestino  delgado

s  segmentos  do  íleo  foram  fixados  em  formalina  a  10%
 embebidos  em  parafina.  As  seções  de  parafina  intesti-
ais  foram  coradas  com  hematoxilina  e  eosina  para  análise
orfológica.  A  análise  histopatológica  do  tecido  intestinal

eperfundido  foi  baseada  em  um  método  de  estadiamento
escrito  por  Hierholzer  et  al.30 e  a  avaliação  foi  pontuada
e  zero  a  quatro.  Grau  0:  nenhuma  alteração  patológica
specífica  é  observada,  estrutura  normal  da  parede  intesti-
al,  incluindo  vilosidades,  criptas,  lâmina  própria  e  muscular
xterna;  grau  1:  lesão  leve  da  mucosa  é  observada  ---  desnu-
amento  do  epitélio  das  vilosidades,  mas  em  outros  aspectos

 estrutura  está  normal;  grau  2:  danos  moderados  ocorrem  ---
erda  do  comprimento  das  vilosidades  e  descamação  epite-
ial  com  evidências  de  congestão,  hemorragia  e  inflamação
a  mucosa,  mas  nenhuma  mudança na  submucosa  ou  muscu-
ar  externa;  grau  3:  danos  extensos  são  observados  ---  perda
e  um  grande  número  de  vilosidades,  incluindo  desnudação,
escamação  e a presença de  tecido  granulomatoso  com  o
ano  localizado  na  submucosa  e  muscular;  grau  4:  danos
raves  e  necrose  são  observados  ---  inflamação  e  necrose
m  toda  a  espessura  da  parede  intestinal.  O  pesquisador
ue  fez  as  mensurações  não  tinha  conhecimento  do  projeto
xperimental.
eterminação  da  atividade  de  MDA  tecidual

s  níveis  de  peróxidos  lipídicos  intestinais  foram  medidos
om  um  método  descrito  por  Casini  et  al.31 Resumidamente,
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Figura  1  Curvas  de  concentração-resposta  ao  carbacol  em
músculo  longitudinal  do  íleo  isolado  dos  grupos  controle  sham,
sham +  Rem,  controle  I/R  e  I/R  +  Rem.  Cada  dado  mensu-
rado representa  a  média  ±  EP  de  oito  experimentos.  *p  <  0,05
indica  diferença  estatisticamente  significativa  do  grupo  con-
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zero.  O  grupo  remifentanil  isolado  apresentou  aparências
muito  semelhantes  às  observadas  no  grupo  sham; ou  seja,
alterações  patológicas  específicas  não  foram  observadas;
portanto,  foi  classificado  como  grau  zero  (fig.  2B).  O  grupo

Tabela  1  Classificação  histológica  semiquantitativa  das
seções do  íleo  de  ratos  (6  seções/grupo)

Média  ±  EP

Controle  sham  0
Sham  +  Remifentanil  0
Controle  I/R  3,83  ±  0,16

a

86  

om  um  pilão  acionado  por  motor,  as  amostras  de  tecido
oram  homogeneizadas  em  ácido  tricloroacético  (TCA)  arre-
ecido  em  gelo  ao  adicionar  10  mL  de  TCA  a  10%  por  grama  de
ecido.  Após  a  centrifugação, 750  �L  de  sobrenadante  foram
dicionados  a  igual  volume  de  ácido  tiobarbitúrico  a  0,67%

 aquecidos  a  100 ◦C  por  15  min.  A  absorbância  das  amostras
oi  então  medida  espectrofotometricamente  a  535  nm.

eterminação  da  atividade  de  MPO  tecidual

 atividade  de  MPO  no  sobrenadante  do  homogenato  foi
eterminada  a  partir  da  oxidação  da  o-dianisidina  depen-
ente  de  H2O2.32 As  alíquotas  do  sobrenadante  (0,1  mL)
oram  adicionadas  a  2,9  mL  da  mistura  de  reação contendo
,167  mg  mL−1 de  o-dianisidina  e  20  mM  de  solução de  H2O2,
ue  foram  preparadas  em  50  mM  de  tampão  de  fosfato
PB).  Imediatamente  após  a  adição  da  alíquota  à  mistura,  a
ariação  de  absorbância  a  460  nm  foi  medida  por  5  min.  Uma
nidade  da  atividade  de  MPO  foi  definida  como  a  degradação
e  1  �mol  de  peróxido  por  min  a  25 ◦C.  A  atividade  foi  então
ormatizada  como  unidade  por  mg  de  tecido  (U  mg−1).

nálise  de  dados

s  valores  para  as  experiências  que  avaliam  a  contratili-
ade  foram  normatizadas  por  grama  (g)  de  tecido.  Cada
ado  mensurado  representa  a  média  ±  EP.  Para  a  avaliação
statística,  o  programa  estatístico  SPSS  11.0  (SPSS  Inc.,  Chi-
ago,  IL,  EUA)  foi  usado.  Testes  não  paramétricos  foram
eitos,  visto  que  cada  grupo  era  composto  por  oito  amos-
ras  idênticas.  Assim,  por  meio  da  análise  de  variância  de
ruskal-Wallis  (Anova),  todos  os  grupos  foram  comparados
m  termos  de  existência  de  heterogeneidade.  Quando  uma
eterogeneidade  estatisticamente  significativa  foi  detec-
ada  em  todos  os  grupos,  os  grupos  individuais  foram
omparados  entre  si  com  o  teste  de  Tukey.  Valores-p  inferi-
res  a  0,05  foram  considerados  significativos.

esultados

ontratilidade  do  músculo  longitudinal  do  íleo

m  todos  os  grupos,  o  carbacol  causou  um  efeito  contrátil
ose-dependente  sobre  os  segmentos  do  íleo  terminal,  pro-
orcionando  curvas  sigmoides  com  suas  respostas  máximas
valores  do  Emax)  (fig.  1).  O  valor  do  Emax de  carbacol  foi
ignificativamente  menor  no  grupo  controle  I/R  do  que  no
rupo  sham  (12,83  ±  0,76  vs.  22,19  ±  2,10  g/g  de  tecido,
espectivamente).  Em  outras  palavras,  a  contração  em
esposta  ao  carbacol  foi  reduzida  de  forma  significativa  e
ependente  da  dose  pela  indução de  I/R,  como  indicado
ela  curva  descendente.  A  diferença  estatística  entre  esses
ois  grupos  foi  significativa  com  todas  as  doses  de  carbacol
p  < 0,01).  A  redução da  contratilidade  melhorou  de  forma
ignificativa  com  o  tratamento  com  remifentanil.  Esse
feito  foi  estatisticamente  significativo  para  cada  dose  de
arbacol,  em  comparação  com  o  grupo  I/R.  No  entanto,  as
espostas  de  contração  dos  grupos  sham, remifentanil  iso-

ado  e  remifentanil  +  I/R  apresentaram  curvas  semelhantes
om  todas  as  doses  de  carbacol,  sendo  estatisticamente
ndiferentes  entre  si  (p  >  0,05)  (fig.  1).  Comparando  os
alores  do  Emax,  o  do  grupo  I/R  (12,83  ±  0,76  g/g  de
role I/R  (controle  I/R  vs.  todos  os  outros  três  grupos  para
ada concentração  de  carbacol).  (Rem:  remifentanil;  I/R:  isque-
ia/reperfusão).

ecido)  foi  apenas  cerca  de  58%  daquele  do  grupo  sham
22,19  ±  2,10  g/g  de  tecido).  O  valor  médio  do  Emax do
rupo  sham  não  foi  estatisticamente  diferente  daqueles  dos
rupos  remifentanil  isolado  (21,55  ±  2,85  g/g  de  tecido)  e
emifentanil  +  I/R  (24,60  ±  2,86  g/g  de  tecido).

esultados  histopatológicos

nalisando  seis  secções  por  grupo,  as  alterações  mais
ramáticas  foram  observadas  no  grupo  de  I/R  (fig.  2C;
abela  1).  Inflamação,  desnudação  da  mucosa  e  edema
oram  claramente  detectados  em  algumas  partes  da  mucosa

 submucosa,  além  de  áreas  necróticas  em  toda  a  parede
o  intestino.  Descamação  em  parte  da  superfície  do
pitélio  também  era  evidente.  O  grupo  I/R  foi,  portanto,
valiado  como  grau  4.  No  grupo  sham, como  mostra  a
gura  2A,  a  estrutura  normal  da  parede  do  intestino  com
ilosidades,  criptas,  lâmina  própria  e  camada  muscular  foi
laramente  observada  e  o  grupo  foi  classificado  como  grau
I/R +  Remifentanil  1,17  ±  0,16

Análise de variância simples (Anova), significância estatística
entre os dois grupos.

a p = 0,00005.
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Figura  2  Micrografias  ópticas  do  tecido  intestinal  de  rato:  (A)  grupo  controle  sham  operados;  arquitetura  normal  da  parede
intestinal sem  qualquer  alteração  patológica  (grau  0);  (B)  grupo  sham  +  Rem;  aparência  histomorfológica  normal  do  tecido  intestinal
(grau 0);  (C)  grupo  controle  I/R;  alterações  morfológicas  mais  extensas  detectadas,  como  o  lúmen  intestinal  ulcerado,  camada
muscular significativamente  diminuída,  perda  de  epitélio  e  glândulas  e  apresentando  exsudato  superficial  e  material  mucoide
(grau 4);  (D)  grupo  I/R  +  Rem;  o  pré-tratamento  melhorou  as  alterações  histopatológicas  observadas  após  a  I/R;  tecido  intestinal

al  do  epitélio,  e  reação  celular  inflamatória  do  tipo  mista  que  é
te  H&E  ×  200,  barras  de  escala  =  50  �m).  (Rem:  remifentanil;  I/R:
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Figura  3  Média  do  teor  de  malondialdeído  (MDA)  em  amos-
tras do  íleo  dos  grupos  controle  sham,  controle  sham  +  Rem,
controle  I/R  e  I/R  +  Rem.  Os  dados  são  expressos  em  média  ±  EP
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inflamado com  afinamento  moderado  da  mucosa,  perda  desigu
dominada por  leucócitos  nucleares  polimorfos  (grau  1).  (coran
isquemia/reperfusão).

remifentanil  +  I/R  apresentou  dano  moderado  da  mucosa,
apenas  com  desnudamento  focal  mínimo  do  epitélio  das
vilosidades  e  foi  classificado  como  grau  1  (fig.  2D).

Níveis  de  MDA

O  teor  de  MDA  nos  animais  do  grupo  sham  apresen-
tou  média  de  73,29  ±  7,46  nmol  g−1 de  tecido,  enquanto
a  média  nos  animais  submetidos  somente  à  I/R  foi  de
156,82  ±  15,74  nmol  g−1 de  tecido  (fig.  3),  um  aumento  sig-
nificativo  no  teor  de  MDA  (p  <  0,001).  O  pré-tratamento
com  remifentanil  (grupo  remifentanil  +  I/R)  reduziu  signi-
ficativamente  o  teor  de  MDA  intestinal  induzido  pela  I/R
para  os  níveis  do  grupo  sham. Com  um  valor  médio  de
107,80  ±  8,93  nmol  g−1 de  tecido,  esse  grupo  foi  estatis-
ticamente  indistinguível  do  grupo  sham  (p  =  0,143),  mas
estatisticamente  diferente  do  grupo  I/R  (p  =  0,02).  Por  outro
lado,  a  média  do  teor  de  MDA  no  grupo  remifentanil  isolado
(84,03  ±  14,90  nmol  g−1 de  tecido)  não  foi  estatisticamente
diferente  daquela  do  grupo  sham  (p  =  0,946).

Atividades  de  MPO

As  médias  das  atividades  das  enzimas  de  MPO  dos  tecidos

dos  animais  submetidos  à  operação sham, remifentanil
isolado,  I/R  e  remifentanil  +  I/R  foram  (em  U  mg−1 de
tecido)  0,63  ±  0,17,  0,54  ±  0,08,  1,60  ±  0,28  e  0,83  ±  0,14,
respectivamente  (fig.  4).

a
n
N
d

n =  8).  Em  comparação  com  o  grupo  controle  I/R,  uma  diferença
statisticamente  significativa  é  indicada  como  *(p  <  0,05).  (Rem:
emifentanil;  I/R:  isquemia/reperfusão).

A  I/R  causou  um  aumento  de  aproximadamente  2,5  vezes
a  atividade  de  MPO  no  tecido  em  relação ao  nível  basal  de
tividade  (p  =  0,004).  O  pré-tratamento  com  o  remifentanil
boliu  completamente  o  aumento  da  atividade  enzimática
esultante  do  insulto  de  I/R;  a  atividade  de  MPO  nas

mostras  dos  animais  pré-tratados  com  remifentanil  foi  sig-
ificativamente  diferente  daquela  do  grupo  I/R  (p  =  0,049).
enhuma  diferença estatística  foi  observada  na  atividade
e  MPO  entre  os  grupos  sham  e  remifentanil  isolado.



488  

2,00

1,80

1,60

1,40

1,20

1,00

0,80

0,60

0,40

0,20

0,00
Sham

[M
P

O
] a

tiv
id

ad
e,

 U
/m

g 
de

 te
ci

do

 Sham+Rem I/R+RemI/R

Figura  4  Média  de  atividade  da  mieloperoxidase  (MPO)  das
amostras  coletadas  do  íleo  dos  grupos  controle  sham,  controle
sham +  Rem,  controle  I/R  e  I/R  +  Rem.  Os  dados  são  apresentados
em média  ±  EP  para  oito  animais  de  cada  grupo.  Em  comparação
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om o  grupo  controle  I/R,  uma  diferença  estatisticamente  sig-
ificativa  é  indicada  como  *(p  <  0,05).

iscussão

 presente  estudo  demonstra  que  remifentanil  pode  ter  um
otencial  de  proteção  forte  contra  a  lesão  intestinal  de  I/R.
vidências  indicam  que  remifentanil  atenua  a  I/R  induzida:
1)  alterações  patológicas  intestinais;  (2)  diminuição  da  res-
osta  contrátil;  (3)  aumento  da  infiltração  de  neutrófilos  e
4)  elevação  da  peroxidação  lipídica.

Há  muitos  estudos  publicados  que  apresentam  efeitos
enéficos  do  PC  farmacológico  com  remifentanil  na  lesão
e  reperfusão  em  vários  tecidos.  No  entanto,  estudos  avali-
ndo  o  PC  farmacológico  do  intestino  com  remifentanil  são
uito  limitados  e  carecem  de  aspectos  funcionais,  tais  como
otilidade  e  secreção.  Na  verdade,  apenas  um  estudo  se
edicou  a  essa  questão.  Cho  et  al.29 mostraram  que  remi-
entanil  atenua  a  lesão  intestinal  de  I/R  em  ratos  ao  reduzir  a
eroxidação  lipídica  e  a  inflamação  sistêmica.  Nossos  dados
onfirmam  os  resultados  desse  estudo  em  relação à  inibição
o  estresse  oxidativo  e  da  inflamação  e  demonstraram  o
nvolvimento  direto  dos  leucócitos  nos  tecidos.  No  entanto,

 estudo  não  investigou  diretamente  o  efeito  de  remifenta-
il  nas  funções  fisiológicas  do  tecido,  tais  como  motilidade
/ou  secreção. Portanto,  o  presente  estudo  dá  um  passo
diante  ao  mostrar  que  o  pré-tratamento  com  remifenta-
il  melhora  a  contratilidade  reduzida  causada  pela  I/R,  uma
ova  descoberta  potencialmente  relacionada  com  a  ativi-
ade  anti-inflamatória  e  antioxidante  de  remifentanil.

A  I/R  intestinal  pode  causar  falência  de  múltiplos
rgãos,  morbidade  grave  e  até  morte.1,16 A  isquemia,  tanto
guda  quanto  crônica,  causa  um  grande  impacto  funci-
nal  e  estrutural  no  intestino,  levando  à  dismotilidade,
bsorção anormal  e  alteração  da  função  de  barreira  contra

 translocação  bacteriana.10,14,33 A  I/R  intestinal  aguda
ausa  alterações  estruturais  de  duração tão  longa  que
esenvolve  hipertrofia,  disfunção  celular,  morte  neuronal,
ecrose  no  interior  do  plexo  mientérico19,22,33 e  infiltração
e  células  inflamatórias  (i.  é,  neutrófilos).30,34 Muitos

studos  publicados  descrevem  efeitos  deletérios  da  I/R  na
otilidade  intestinal,  tais  como  trânsito  gastrointestinal

trasado,35-37 complexo  motor  migratório  alterado38 e
esposta  motora  prejudicada  a  qualquer  estímulo.20,39,40
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 resposta  inflamatória  dentro  das  células  musculares  e  a
iminuição  da  contratilidade  do  músculo  liso  circular  são
cionadas  pela  I/R.30,34 A  integridade  da  rede  neuronal
ntérica  é  necessária  para  a  motilidade  gastrointestinal
ormal.  Portanto,  a  I/R  pode  perturbar  a  função  motora
o  intestino,  alterando  as  propriedades  dos  neurônios
ntéricos  ou  a  transmissão  neuroefetora.22 Essas  alterações
ão  provavelmente  o  resultado  da  resposta  inflamatória
nduzida  pela  lesão  de  I/R.  O  dano  intestinal  que  observamos
ode  estar  associado  à  inflamação,  que  é  especificamente
arcada  pelo  aumento  da  quantidade  de  neutrófilos  no

ecido.  A  inibição da  ativação e  da  aderência  endotelial  dos
eutrófilos  reduz  o  dano  induzido  pela  I/R  na  mucosa.41Em
esposta  à  inflamação  do  músculo,  os  neutrófilos  são
tivados,  possivelmente  contribuindo  para  o  dano  muscular.
ortanto,  é  mais  provável  que  a perturbação  da  motilidade
corrida  após  a  I/R  tenha  resultado  da  grave  lesão  muscular

 da  reação  inflamatória  associada  que  observamos.  O  trata-
ento  com  remifentanil  reduziu  não  apenas  a  peroxidação

ipídica  no  tecido,  mas  também  a  infiltração  de  leucócitos,
 dano  tecidual  e  o  distúrbio  na  resposta  contrátil.

O  retorno  do  sangue  oxigenado  para  o  intestino  isquê-
ico  agrava  ainda  mais  o  dano  tecidual  principalmente  por

ausa  do  aumento  da  geração de  espécies  reativas  de  oxi-
ênio  (ERO),  causando  estresse  oxidativo.17,42 As  principais
ontes  de  ERO  durante  a  reperfusão  são  a  xantina  oxidase  e
eutrófilos  ativados  liberando  mediadores  pró-inflamatórios

 substâncias  citotóxicas,  como  a MPO.17 A  lesão  intestinal
e  reperfusão  é  considerada  como  uma  doença inflamató-
ia  caracterizada  pelo  recrutamento  de  leucócitos.9 As  ERO
iberadas  na  reperfusão  estimulam  ainda  mais  a  resposta
nflamatória,  aumentando  o  recrutamento  e  a  ativação de
eutrófilos.  A  atividade  da  MPO  tecidual,  proporcional  à
uantidade  de  neutrófilos  acumulados,  espelha  a  lesão  da
ucosa  e  a  taxa  de  infiltração  de  neutrófilos  em  tecido  pós-

isquêmico.17,43 Assim,  após  a  I/R,  o  aumento  da  atividade
a  MPO  no  tecido  indicou  a  melhora  da  resposta  inflama-
ória  no  presente  estudo.  A  pontuação  histológica  elevada
as  lesões  teciduais  e  a  diminuição  da  resposta  contrátil
oincidiram  com  a  elevação  significativa  tanto  da  atividade
a  MPO  quanto  da  peroxidação  lipídica  do  tecido  no  grupo

/R.  Uma  das  consequências  deletérias  do  dano  oxidativo
 a  peroxidação  lipídica,  que  eventualmente  provoca  dis-
úrbios  estruturais  e  funcionais  das  membranas.  O  grupo
emifentanil  +  I/R  apresentou  redução significativa  tanto  da
tividade  da  MPO  quanto  do  teor  de  MDA,  o  que  indica  uma
imitação  significativa  da  inflamação.  Além  disso,  a  resposta
ontrátil  ao  carbacol  no  mesmo  grupo  pareceu  ser  mantida
uito  próxima  à  do  grupo  controle  sham. Essas  descobertas

oram  corroboradas  pela  observação  histopatológica  de  que
emifentanil  resgatou  com  sucesso  a  integridade  do  tecido

 partir  da  lesão  de  I/R.
O  PC  induzido  por  opioides  protege  contra  a  lesão  car-

íaca  de  I/R.  Em  especial,  o PC  induzido  por  remifentanil,
m  analgésico  opioide  de  ação  ultracurta  derivado  da
enilpiperidina,  confirma  a  proteção  cardíaca.3 A  ativação
e  �- e  �-ROs  estava  envolvida  na  ativação da  PKC,  abertura
os  canais  de  KATP  mitocondriais  e  aumento  da  expressão
a  proteína  antiapoptótica,  alvos  importantes  de  proteção

ardíaca  no  PC  isquêmico  e  farmacológico.7,8 A  sinalização
e  receptores  toll-like  na  via  inflamatória  também  está
ssociada  à  proteção  induzida  por  opioides  no  cérebro  e
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culturas  de  células.  Após  a  ativação de  receptores  toll-like
2,  os  agonistas  de  opioides  têm  um  efeito  inibitório  na
produção  de  citocinas  pró-inflamatórias  em  monócitos
humanos.  A  inibição é  mediada  exclusivamente  pela
microativação  dos  ROs.2 No  presente  estudo,  reconhecemos
que  a  integridade  da  mucosa  intestinal  e  a  resposta  contrátil
do  tecido  permaneceram  quase  normais  no  grupo  remifen-
tanil  +  I/R.  Nossos  dados  demonstraram  que  remifentanil
diminuiu  tanto  a  peroxidação  lipídica  quanto  o  acúmulo  de
neutrófilos  no  tecido  isquêmico,  o  que  pode  ser  explicado
pelo  mecanismo  subjacente  dos  resultados  acima  mencio-
nados.  No  entanto,  teria  sido  melhor  e  confirmativo  avaliar
os  efeitos  de  um  antagonista/agonista  da  microativação dos
ROs  no  presente  modelo,  além  de  examinar  um  padrão  de
dose-resposta  de  remifentanil.

As  células  do  trato  gastrointestinal  formam  um  sítio  no
qual  os  ROs  existem  em  níveis  elevados.  A  presença  de  ROs
ao  longo  do  trato  é  demonstrada  no  nervo  e  músculo  liso.4

Muitos  estudos  relatam  que  a  proteção  por  remifentanil  é
mediada  pelos  ROs.44-46 Por  outro  lado,  alguns  sugerem  que
o  mecanismo  de  mediação  independe  dos  ROs.2 No  entanto,
Zhang  et  al.5 mostram  que  os  peptídeos  opioides  endógenos
podem  desempenhar  um  papel  importante  no  PC  isquêmico
do  intestino  delgado.  No  modelo  de  inflamação  do  intes-
tino  de  rato  induzida  pelo  óleo  de  cróton,  a  expressão  da
microativação  dos  ROs  é  relatada  como  sendo  regulada  para
cima  no  plexo  mientérico  do  jejuno.  Do  mesmo  modo,  os
pacientes  com  doenças inflamatórias  intestinais  (DII)  têm
uma  expressão  aumentada  de  mRNA  dos  ROs  microativa-
dos  em  seus  intestinos  delgados  e  cólons  inflamados  em
relação  ao  tecido  intestinal  saudável.47 No  presente  estudo,
não  sabemos  se  o  efeito  protetor  de  remifentanil  foi  medi-
ado  por  mecanismos  dependentes  ou  não  de  ROs.  Contudo,
é  tentador  especular  se  o  efeito  benéfico  é  devido  aos
processos  mediados  pelos  ROs,  já  que  o  tecido  tem  uma
quantidade  abundante  de  ROs  e  já  que  as  agressões  inflama-
tórias  induzem  uma  regulação  para  cima  dos  ROs.  Se  esse
for  o  caso,  então  o  pré-tratamento  com  remifentanil  pos-
sivelmente  imita  o  efeito  do  PC  isquêmico.  Isto  é,  agindo
através  dos  ROs,  remifentanil  pode  eventualmente  ativar  a
PKC  através  do  metabolismo  do  fosfatidilinositol  induzido
pela  ativação da  fosfolipase  C  ou  D  ligada  à  membrana.  A
PKC  em  seguida  fosforila  e  estabiliza  o  estado  aberto  de
ambos  os  canais  de  KATP,  do  sarcolema  e  da  mitocôndria,
que  eventualmente  provoca  a  citoproteção,  como  observado
na  proteção cardíaca  induzida  por  remifentanil.7 O  pré-
-tratamento  com  remifentanil  também  pode  ter  um  efeito
inibidor  mediado  por  ROs  sobre  a  geração de  citocinas  pró-
-inflamatórias  pelos  monócitos  em  resposta  à  estimulação
de  receptores  toll-like  2.2 Nesses  casos,  a  administração de
um  antagonista  de  ROs  (i.  é,  naloxona)  seria  prejudicial  para
os  efeitos  preventivos  observados  no  presente  estudo.  Por
outro  lado,  se  os  mecanismos  não  forem  mediados  por  recep-
tores,  a  proteção intestinal  induzida  por  remifentanil  pode
ser  multifatorial.  Nesse  caso,  como  relatado  sobre  o  PC  por
remifentanil  de  I/R  hepática,  a  óxido-nítrico  sintetase  indu-
tível  (iNOS)  pode  mediar  os  efeitos  preventivos  em  tecido
intestinal.  Por  exemplo,  tanto  a  peroxidação  lipídica  quanto
a  inflamação  podem  ser  atenuadas  por  uma  geração elevada

de  óxido  nítrico  (NO)  endógeno,  o  que  limitaria  a  quantidade
de  ERO  e  atenuaria  a  resposta  inflamatória.  Está  bem  docu-
mentado  que  o  NO  endógeno  pode  esgotar  as  ERO  e  a  lesão
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ecidual  mediada  por  neutrófilos,  dessa  forma  reduzindo  sig-
ificativamente  a resposta  inflamatória.  Sabe-se  também
ue  a  lesão  celular  induzida  por  I/R  está  relacionada  com
ma  diminuição  significativa  de  NO.  Portanto,  o  remifenta-
il  pode  estar  associado  à  indução da  expressão  de  iNOS  e

 consequente  geração de  NO  endógeno  no  tecido  intestinal
esafiando  a  lesão  de  reperfusão.  Se  assim  for,  os  efeitos
rotetores  seriam  bloqueados  por  um  inibidor  de  NOS,  mas
ão  por  naloxona.2

Em  conclusão,  demonstramos  que  o  tratamento  de  ratos
om  remifentanil  antes  da  I/R  forneceu  proteção contra  a
esão  da  mucosa  induzida  por  I/R  e  o  distúrbio  contrátil.  Um
ossível  mecanismo  responsável  por  essas  atividades  saluta-
es  de  remifentanil,  provavelmente,  pode  ser  multifatorial.
o  entanto,  como  o  presente  estudo  forneceu  evidências,

 atenuação  da  infiltração  de  neutrófilos  e  a  redução do
tress  oxidativo  parecem  ser  de  primordial  importância  para
bter  os  efeitos  benéficos.  Estudos  adicionais  que  priorizem
s  mecanismos  dos  efeitos  protetores  de  remifentanil  são
ertamente  necessários.  Em  conclusão,  mostramos  que  a
dministração  de  remifentanil  durante  a  isquemia  pode  ser
ficazmente  protetora  contra  a  maioria  dos  aspectos  his-
ológicos,  citológicos,  bioquímicos  e  fisiológicos  da  lesão
ntestinal,  fornecendo  um  potencial  terapêutico  para  a
plicação  clínica  em  isquemia  intestinal  e  distúrbios  relacio-
ados  com  a  isquemia.  Além  disso,  o  presente  estudo  sugere
ue  a aplicação  de  remifentanil  como  agente  analgésico
ode  ser  preferida  para  aqueles  que  sofrem  de  hipoperfusão
ntestinal  e  serão  submetidos  à  anestesia.
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