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PALAVRAS-CHAVE Resumo

Propofol; Introdugdo: A lesao hepatica por isquemia-reperfusao é um processo fisiopatolégico comum em
Figado; cirurgias hepaticas. Mais estudos ainda sao necessarios para avaliar se o propofol pode reduzir a
Lesao de reperfusao; lesao de isquemia-reperfusdo miocardica induzida pela lesdo de isquemia-reperfusao hepatica
Miocardio; em ratos, juntamente com os mecanismos que estao relacionados.

Reticulo Objetivo: Investigar se propofol protege as células do miocardio da apoptose com a lesao
endoplasmatico hepatica por isquemia-reperfusao.

CaZ*-ATPase2 Métodos: Ratos machos da raca Sprague-Dawley (n=18) foram alocados aleatoriamente em trés

grupos: Grupo Sham (Grupo S, n=6), Grupo Lesdo Hepatica por Isquemia-reperfusao (Grupo IR,
n=6) e Grupo Propofol (Grupo P, n=6). O Grupo S foi submetido apenas a laparotomia. O
grupo IR foi submetido a isquemia por 30 min e reperfusao por 4h. O grupo P foi submetido a
mesma isquemia do grupo IR, com a administracao de 120mg.kg™' de propofol iniciada 10min
antes da isquemia, seguida de infusdo continua a 20mg.kg'.h"'. A apoptose celular foi exami-
nada por meio do ensaio de marcacao de terminacées dUTP pela deoxinucleotidil transferase.
Reticulo endoplasmatico Ca2*-ATPase2 (SERCA2) e caspase-3 do acido aspartico contendo cis-
teina (caspase-3 clivada) foram avaliados com o ensaio western blot e reacao em cadeia da
polimerase.

Resultados: A taxa de apoptose foi maior com mRNA e proteina de SERCA2 regulados para baixo
e caspase-3 clivada suprarregulada no Grupo IR, em comparacao com o Grupo S (p<0,01). A
taxa de apoptose foi menor com mRNA e proteina de SERCA2 suprarregulada e caspase-3 clivada
sub-regulada no Grupo P, em comparacao com o Grupo IR (p<0,01).

* Autor para correspondéncia.
E-mail: yonggingguodoc@126.com (Y. Guo).
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Introducao

Conclusodes: O propofol pode reduzir a apoptose de células miocardicas induzida por lesao hepa-
tica por isquemia-reperfusao. Entretanto, pode suprarregular o mRNA e a proteina de SERCA2
em ratos.

© 2018 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Este é um
artigo Open Access sob uma licenca CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).

Effects of propofol pretreatment on myocardial cell apoptosis and SERCA2 expression
in rats with hepatic ischemia/reperfusion

Abstract

Introduction: Hepatic ischemia-reperfusion injury is a common pathophysiological process in
liver surgery. Whether Propofol can reduce myocardial ischemia-reperfusion injury induced
by hepatic ischemia-reperfusion injury in rats, together with related mechanisms, still needs
further studies.

Objective: To investigate if propofol would protect the myocardial cells from apoptosis with
hepatic ischemia-reperfusion injury.

Methods: Male Sprague-Dawley rats (n=18) were randomly allocated into three groups: Sham
Group (Group S, n=6), Hepatic Ischemia-reperfusion Injury Group (Group IR, n=6) and Pro-
pofol Group (Group P, n=6). Group S was only subjected to laparotomy. Group IR was
attained by ischemia for 30 min and reperfusion for 4h. Group P was subjected identical
insult as in Group IR with the administration of propofol started 10 min before ischemia with
120mg.kg~", following by continuous infusion at 20mg.kg=".h~". Cell apoptosis was exami-
ned by terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick end labeling assay.
Endoplasmic reticulum Ca?*-ATPase2 (SERCA2) and cysteine-containing aspartic acid cleaved-
-caspase3 (cleaved-caspase3) were assayed by western blot and Altimeter polymerase chain
reaction.

Results: Apoptosis rate was increased, with mRNA and protein of SERCA2 down-regulated and
cleaved-caspase3 up-regulated in Group IR compared with Group S (p<0.01). Apoptosis rate
was decreased, with mRNA and protein of SERCA2 up-regulated and cleaved-caspase3 down-
-regulated in Group P compared with Group IR (p<0.01).

Conclusions: Propofol can reduce hepatic ischemia-reperfusion injury-induced myocardial cell
apoptosis, meanwhile, can up-regulate mRNA and protein of SERCA2 in rats.

© 2018 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Published by Elsevier Editora Ltda. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).

principais motivos que levam a lesdo miocardica causada
por I/R.%? O estagio inicial da lesdo de I/R hepatica pode

A isquemia-reperfusdo hepatica total € comumente encon-
trada na macrossecgao central do tumor hepatico ou na area
do figado, no tumor do lobo caudado e na resseccao hepa-
tica e no transplante ortotopico de figado. Nos ultimos anos,
estudos relatam que a lesao de isquemia-reperfusao (I/R)
hepatica tem reacéo geral, pode afetar a funcdo hepatica e
causar danos em 6rgdos distantes.'™ Os principais mecanis-
mos podem ser derivados do aumento de radicais de oxigénio
e da sobrecarga de calcio nas células, o aumento de radicais
de oxigénio é o fator mais importante.>~’ Como prevenir e
curar a lesao hepatica apos I/R e as lesdes secundarias a
orgaos distantes sdo questdes importantes a serem resolvi-
das.

Na reperfusao poés-isquemia hepatica da veia hepa-
tica para o atrio direito, o coracdo é o primeiro érgao
a receber a perfusao sanguinea e o estagio inicial pode
gerar danos. A sobrecarga de calcio, a geracao de radi-
cais de oxigénio e a morte de células cardiacas sao os

gerar uma grande quantidade de radicais de oxigénio’ que
podem chegar aos tecidos musculares cardiacos via reper-
fusdo sanguinea. O radical oxigénio pode ativar peroxido
em lipidios da membrana e levar ao aumento da permea-
bilidade da membrana miocardica e agir diretamente sobre
a Ca?*-ATPase2 no reticulo sarcoplasmatico/endoplasmatico
(SERCA2). O processo pode reduzir a funcao da SERCA2
ou inibir sua atividade, reduzir ainda mais a ingestao
de Ca?* e levar a sobrecarga de calcio.'’"'? Uma grande
quantidade de caspase-3 ativada pode levar a apoptose
miocardica.'>™

Atualmente, o propofol tem sido amplamente aplicado na
anestesia clinica e é o medicamento comum para estudar a
protecao da lesao de isquemia-reperfusao. O propofol pode
proteger oOrgaos distantes na isquemia-reperfusao hepatica
em ratos'>'® e este estudo teve como objetivo estimar o
efeito do propofol sobre a apoptose miocardica e seu meca-
nismo.
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Material e métodos
Animais

Ratos machos Sprague-Dawley entre 200 e 230g foram
comprados no Experimental Animal Center (numero de
licenca: SCXK-Jun 2012-0004); os experimentos foram ini-
ciados apds uma semana de alimentacdo adaptativa com
adequacao de agua e racado. Este estudo foi feito em
estrita conformidade com as recomendacdes do Guia para
o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério do Instituto
Nacional de Saude. O protocolo de uso de animais foi revi-
sado e aprovado pelo Comité Institucional para o Uso e
Cuidado de Animais (IACUC) da Universidade de Medicina
de Shanxi.

Designacdo dos grupos

Os ratos (n=18) foram randomicamente alocados em trés
grupos: Grupo S (n=6), Grupo IR (n=6) e Grupo P (n=6).

Preparacao do modelo de I/R nos ratos

Segundo estudos prévios,'®"” apds a inducdo anestésica via
injecdo intraperitoneal de uretano a 25% (0,4 mL.100 mg™"),
o rato foi preso com firmeza em supinacao sobre a mesa
cirdrgica, a pele abdominal foi raspada, o animal foi desinfe-
tado e a cavidade abdominal foi aberta camada por camada.
Uma micropinga vascular ndo invasiva foi entdo usada para
fixar o pediculo do figado para preparar o modelo de isque-
mia hepatica total; 30 minutos (min) depois a perfusao
foi recuperada. Para os ratos no Grupo S, o abdome foi
aberto apenas para o porta hepatis, mas nao foi ligado. O
grupo IR foi preparado como o modelo de lesdo hepatica
por IR total. Para o Grupo P, uma dose de carga de pro-
pofol (20mg.kg™") foi injetada lentamente através da veia
caudal 10 min antes da preparacao do modelo e depois con-
tinuamente infundida a uma velocidade de 20mg.kg™'.h™",
até a execucdo. Os demais procedimentos foram iguais aos
do Grupo IR.

Coleta de amostras

Os ratos dos grupos IR e P foram mortos quatro horas
(h) apods a reperfusdo e os ratos do Grupo S foram mor-
tos 4h apds a disseccao do porta hepatis. A cavidade
toracica foi entdao aberta e o coracdao exposto; apods
0 enxague com solucao salina, os ventriculos direito e
esquerdo foram cortados ao longo do septo interventricu-
lar e os tecidos miocardicos da parede ventricular esquerda
foram rapidamente seccionados e armazenados a -80°C
para posterior deteccdo de apoptose em cardiomiocitos e
exame de proteinas relacionadas. Os tecidos do lobo late-
ral esquerdo foram entao amostrados para coloracao com
hematoxilina-eosina (HE) e as observacdes histopatoldgicas
foram feitas com um microscopio de luz (com ampliacao
de 200x).

Deteccdo de apoptose em células miocardicas pelo
ensaio de marcacao de Nicks por dUTP-biotina
mediada por desoxinucleotidil transferase terminal
(TUNEL)

Uma quantidade apropriada de tecido miocardico foi usada
para detectar apoptose com o kit de deteccao de apoptose
TUNEL (Beyotime Biotechnology Co. Ltd., Xangai, China), de
acordo com as instrucdes do fabricante, sob um microscopio
de luz (com ampliacao de 200x).

Deteccao de proteinas SERCA2 e caspase-3 clivada
em tecidos miocardicos por western blot

Proteinas teciduais totais foram extraidas de 100mg de
tecidos miocardicos; albumina de soro bovino (Beyotime Bio-
technology Co. Ltd., Xangai, China) foi usada como padrao
proteico. Os teores de proteina foram entao determinados
com o método azul brilhante de Coomassie. Uma quantidade
igual de amostra de proteina (50 p.g) foi entao separada com
o uso de eletroforese em gel de poliacrilamida com dode-
cilsulfato de sodio a 10% e transferida para uma membrana
de nitrocelulose pelo método de transferéncia semisseco.
Apds o bloqueio com albumina de soro bovino a 3% por
2 h, o anticorpo SERCA2 diluido (1:1.000; Abcam Inc., EUA)
e o anticorpo clivado da caspase-3 (1:1.000; Abcam Inc.,
EUA) foram adicionados as membranas e incubados durante
anoite a4°C. Apds lavagem com TBST (Tris-HCL, NaCl, Tween
20) (5min x 3x), o anticorpo secundario anti-lgG de coelho
feito em cabra (H+L) (1:5.000) foi adicionado a membrana
e incubado a 37°C por 2h. Esse processo foi seguido por
lavagem com TBST (5min x 3x) e desenvolvimento com o kit
de quimioluminescéncia BeyoECL Plus. O sistema de imagem
em gel ChemiDoc™ XRS (Bio-Rad, EUA) foi usado para esca-
neamento e o software de analise Quantity One foi usado
para deteccao e analise da expressao de SERCA2 e caspase-3.

Deteccao do mRNA de SERCA2 e caspase-3 clivada
em tecidos miocardicos por reacao em cadeia
da polimerase (PCR) em tempo real

O RNA total foi extraido de acordo com as instrugdes do
kit trizol (Invitrogen). O RNA foi entdo transcrito reversa-
mente em cDNA com o uso do kit RT-PCR e o método de uma
etapa para posterior amplificacao por PCR; os produtos de
amplificacao por PCR foram entdo analisados por eletrofo-
rese em gel. O sistema de transcricao reversa foi usado com
2 pL do molde de RNA total (1 ug), 2 wL da mistura de dNTP,
2 pL de MgCl2, mais EDPC e agua destilada para 25 pL. Os
parametros da reacao foram os seguintes: pré-saturacao a
95°C por 5min, desnaturacao a 95°C por 30s, anelamento
a 58°C por 30s e extensao a 72 °C por 30s, por 40 ciclos. Os
iniciadores (primers) usados sao apresentados na tabela 1
(Sangon Biotech (Xangai) Co., Ltd., China).

Analise de dados

O software SPSS 13.0 foi usado para analise estatistica.
Os dados eram de distribuicao normal e foram expressos
em média & desvio-padrao e as comparagdes intergrupos
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Tabela 1 Promotores (primers) RT-PCR de SERCA,

caspase-3 e GADPH

Gene Primer (5'-3)

SERCA For: GAGATCAGCTAGGTCAGCG
Rev: GCATTGGTTACGCTGCTAG

Caspase-3 For: GGCATGGAGAACACTGAAAC
Rev: GCGAATCTGTTTCTTTGCATG

GADPH For: AGCCACATCGCTCAGACA

Rev: TGGACTCCACGACGTACT

GADPH, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; SERCA: reticulo
endoplasmatico CaZ*-ATPase2.

GADPH foi usado como referéncia interna. Primer (5'-3 ’):
sequéncia da extremidade 5 para a extremidade 3’; For:
forward; Rev: reverse.

foram feitas com Anova, com p < 0,05 considerado estatisti-
camente significante.

Resultados
Coloracdo com HE (hematoxilina-eosina)

Os tecidos hepaticos do Grupo S nao apresentaram
infiltracdo de neutrofilos e as estruturas do figado esta-
vam claras e completas. Os tecidos hepaticos dos grupos
IR e P apresentaram sinusoides hepaticos estreitos, edema
evidente e degeneracao vacuolar apos 4h de reperfusao.
Os filetes de células hepaticas estavam desordenados com
necrose local. As lesdes das células hepaticas do Grupo P
foram significativamente reduzidas em comparacao com as
do Grupo IR e a morfologia do figado estava préxima ao nor-
mal, com congestao sinusoidal e ocasional infiltracao de uma
pequena quantidade de células inflamatorias.

Deteccdo de apoptose miocardica por TUNEL

No Grupo IR, a taxa de apoptose aumentou significativa-
mente, em comparacao com a do Grupo S (p<0,01 para
todos). No Grupo P, a taxa de apoptose diminuiu significati-
vamente, em comparacao com a do Grupo IR (p<0,01 para
todos), conforme demonstrado na figura 1 e tabela 2.

Deteccao de proteinas de SERCA2 e caspase-3
clivada

A expressdo da proteina de SERCA2 foi significantemente
sub-regulada no Grupo IR, em comparacdao com o Grupo S,

Tabela 2 Determinacdo da taxa de apoptose de células
miocardicas em cada grupo

Grupo Taxa de apoptose de células miocardicas
Grupo S (n=6) 2,06 +0,89

Grupo IR (n=6) 33,06 + 3,092

Grupo P (n=6) 19,26 +1,62°

@ p<0,01 comparado com o Grupo S.
b p<0,01 comparado com o Grupo IR.
Dados expressos em média + desvio-padrao.

S. Yu et al.

50~
o\c *
g 404
[53
o
2 304 #
L
Q.
g 20+
[0}
©
g 10+
@

1

Grupo S Grupo I/IR Grupo P

Figura 1 Deteccao de apoptose miocardica. Grupo IR: grupo
submetido a lesao de isquemia-reperfusao hepatica, obtida com
isquemia por 30 min e reperfusao por 4h. Grupo P: grupo pro-
pofol, submetido a isquemia idéntica a do Grupo IR, com a
administracao de propofol iniciada 10min antes da isquemia
com 20g.kg™", seguida de infusdo continua a 20g.kg™'.h~"'.
Grupo S: grupo sham; Grupo IR: grupo isquemia-reperfusao;
Grupo P: grupo propofol.

*p<0,01: comparado com o Grupo S; #p<0,01: comparado com
o grupo IR.

Grupo S

Grupo I/R Grupo P

Caspase |
-3 clivada . . . y

Figura 2 Deteccao das proteinas SERCA2 e caspase3 cli-
vada em cada grupo. Grupo IR, grupo submetido a lesao de
isquemia-reperfusao hepatica, obtida com isquemia por 30 min
e reperfusdo por 4h. Grupo P, grupo propofol, submetido a
isquemia idéntica a do Grupo IR, com a administracdo de
propofol iniciada 10min antes da isquemia com 20g.kg™',
seguida de infusdo continua a 20g.kg™'.h~". SERCA2: reticulo
endoplasmatico CaZ*-ATPase2; GADPH, gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase; Grupo S, grupo sham; Grupo IR, grupo isquemia-
-reperfusao; Grupo P, grupo propofol. GADPH foi usado como
referéncia interna.

mas a proteina da caspase-3 clivada foi significativamente
suprarregulada (p<0,01 para todos). SERCA2 foi significati-
vamente suprarregulada no Grupo P, em comparacao com
o grupo IR, mas a caspase-3 clivada foi significativamente
sub-regulada no Grupo P (p<0,01 para todos), conforme
demonstrado na figura 2 e tabela 3.

Tabela 3 Determinacdo das proteinas de SERCA2 e

caspase-3 clivada em cada grupo

Grupo SERCA2/GAPDH Caspase-3
clivada/GAPDH

Grupo S (n=6) 1,12+0,058 0,33+0,032

Grupo IR (n=6) 0,54 +0,010° 0,99 + 0,058

Grupo P (n=6) 0,93 +£027° 0,70+0,053°

@ p<0,01 comparado com o Grupo S.
b p<0,01 comparado com o Grupo IR.
Dados expressos em média + desvio-padrao.
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Tabela 4 Determinacao do mRNA de SERCA2 e caspase-3
clivada em cada grupo

Grupo SERCA2/GAPDH Caspase-3
clivada/GAPDH
Grupo S (n=6) 1,10+ 0,11 0,46 +0,033
Grupo IR (n=6) 0,57 +0,052° 0,98 +£0,063
Grupo P (n=6) 0,95+0,92° 0,65 +0,056°

a8 p<0,01 comparado com o Grupo S.
b p<0,01 comparado com o Grupo IR.
Dados expressos em média 4 desvio-padrao.

Deteccao de mRNA de SERCA2 e caspase-3 clivada

Em comparacao com o Grupo S, o mRNA de SERCA2
foi significativamente sub-regulado no Grupo IR, mas na
caspase-3 clivada o mRNA foi significativamente suprarregu-
lado (p<0,01 para todos). Em comparacao com o Grupo IR,
o0 mRNA de SERCAZ2 foi significativamente suprarregulado no
subgrupo P, mas a caspase-3 clivada foi significativamente
sub-regulada no Grupo P (p<0,01 para todos), conforme
demonstrado na tabela 4.

Discussao

A caspase-3 ¢ um membro importante na execucao de
apoptose da familia caspase, é necessaria para a resposta
em cascata de protease apoptotica. Uma vez ativada, a
apoptose nao sera evitada e é a enzima efetora e a protease-
-chave no processo de apoptose como indice sensivel e
principal fator de efetividade na apoptose celular. Portanto,
o nivel de expressao da caspase-3 pode ser usado para esti-
mar a situacao da apoptose celular.

Com base em modelo de rato para inducao de I/R segundo
Goldhaber et al.," este estudo teve como objetivo detec-
tar a taxa de apoptose de midcitos cardiacos com o método
TUNEL e compreender a expressao da caspase-3 clivada com
os métodos western blot e PCR. Descobrimos que a taxa de
apoptose de midcitos cardiacos foi maior no Grupo IR do
que no Grupo S e que as expressdes de mRNA e proteina da
caspase-3 clivada foram obviamente suprarreguladas, indi-
caram que o modelo de lesao de isquemia-reperfusao do
miocardio foi construido com sucesso. No experimento pri-
mario, a maior taxa de apoptose foi detectada com 4h
de reperfusao, causou sérios danos patoldgicos. Portanto,
selecionamos os indices relevantes a 4h de reperfusao. De
acordo com o tempo e a dose administrada da droga,'®
descobrimos que as taxas de apoptose no Grupo P foram
menores do que as do Grupo IR e houve menos expressao
de proteina e mRNA da caspase-3 clivada com os métodos
de coloracao com HE, TUNEL, western blot e PCR. Esses
resultados implicam que propofol pode reduzir a apoptose
miocardica por I/R do figado em ratos, resultados semelhan-
tes aos observados por Gao et al.'® e Jin et al."”

A sobrecarga de calcio intracelular desempenha um papel
importante no desencadeamento de lesao de I/R do miocar-
dio e melhora a taxa de apoptose de midcitos cardiacos;'-2°
inibir a sobrecarga de calcio pode reduzir significativa-
mente o dano miocardico causado por I/R.2" O reticulo
sarcoplasmatico é o principal local de captacao, reserva e

liberacdo de Ca**; SERCA2 pode manter baixo o nivel de
Ca?* pela transmissdo intracitoplasmatica de CaZ* para o
reticulo sarcoplasmatico. Talukder et al.? indicaram que
uma expressao mais elevada de SERCA2 pode aumentar a
captacao de Ca**, reduzir a sobrecarga de calcio e, conse-
quentemente, reduzir a lesdo de I/R do miocardio. Propofol
pode ajustar a homeostase do calcio intracelular e reduzir a
apoptose miocardica.?®> A expressdo da SERCA2 pode refle-
tir indiretamente a concentracdo de Ca?* intracelular pela
deteccdo de Ca?* no tecido muscular cardiaco. Comparado
com o Grupo S, a expressao de SERCA2 no Grupo I/R foi
menor e a taxa de apoptose maior; na compara¢ao com o
Grupo I/R, a SERCA2 no Grupo P estava aumentada e a taxa
de apoptose reduzida. Todos esses resultados indicam que
propofol pode inibir a sobrecarga de calcio pelo aumento
da expressao de SERCA2 e, consequentemente, reduzir a
apoptose do miocardio causada por I/R.

Em resumo, a isquemia-reperfusao hepatica total pode
levar a apoptose do miocardio em ratos, propofol pode redu-
zir a apoptose miocardica induzida por isquemia-reperfusao
hepatica e o principal mecanismo pode ser a suprarregulacao
da expressao de SERCA2, que inibe a sobrecarga de calcio.
Mais detalhes sobre o mecanismo devem ser investigados em
estudos adicionais que avaliem a concentracao intracelular
de Ca?.
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