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PALAVRAS-CHAVE: RESUMO:

Remifentanil; Justificativa: Os opioides sdo amplamente usados como analgésicos em ambiente

Neuronio do bulbo cirargico. O remifentanil € um opioide de agdo ultracurta com afinidade seletiva

olfatorio; para o receptor mu (M) e também exibe efeitos agonistas GABA. O objetivo deste

Glutamato; estudo foi estudar o efeito neurotdxico ou neuroprotetor de diferentes doses de re-

Neurotoxicidade. mifentanil na toxicidade induzida por glutamato em cultura de células de neur6nios
olfatérios.

Materiais e métodos: Os neurdnios olfatérios foram obtidos de filhotes de ratos
Sprague Dawley recém-nascidos. Glutamato 10° mM foi adicionado a todas as
placas de cultura, exceto para o grupo de controle negativo. Remifentanil foi adi-
cionado em trés doses diferentes por 24 horas, apds o que a avaliacdo foi realizada
usando brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlio (MTT), capacida-
de antioxidante total (TAC), status oxidante total (TOS) e anexina V.

Resultados: Os valores de viabilidade mais altos e mais baixos foram obtidos com
as doses baixa e alta de remifentanil em aproximadamente 91% e 75%, respec-
tivamente. TAC e TOS foram correlacionados com os resultados do MTT. TAC, TOS
e MTT mais préximos dos valores do grupo sham no grupo remifentanil 0,02 mM.
Conclusées: Nossos resultados sugerem que o remifentanil tem o potencial de reduzir a to-
xicidade do glutamato e aumentar a viabilidade celular em cultura de neurdnios do bulbo
olfatorio de rato.

Introducao

Os neurdnios olfatérios regulam funcoes biologicas
Autor correspondente: Muhammet Emin Naldan complexas e coordenam comportamentos motores e
Email:muhammetnaldan@gmail.com sensoriais complexos. Esses neuronios funcionam am-
plamente por meio de glutamato e GABA 2. Os opioi-
des sao comumente usados para o tratamento de qual-
quer dor aguda ou cronica no periodo perioperatério
®. O remifentanil ¢ amplamente utilizado como anal-
gésico, inclusive em criancas pequenas e parturientes /
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gestantes expostas a anestesia cirurgica ®. O remifenta-
nil é um opioide de acao ultracurta com afinidade sele-
tiva para o receptor um, além de exibir efeitos agonis-
tas do GABA ©®. Estudos recentes demonstraram que o
remifentanil pode ser empregado em varios ambientes,
desde a anestesia até a protecao de o6rgaos (rins e co-
racao)®. No entanto, ha divergéncias sobre se o remi-
fentanil exibe efeitos neuroprotetores ou neurotoxicos.

O glutamato € o principal neurotransmissor excita-
torio do sistema nervoso central (7. Niveis elevados de
glutamato extracelular induzem dano neuronal ®. Na
hipéxia / anéxia cerebral e na maioria das doencas do
sistema nervoso, a funcao do transportador de glutama-
to é prejudicada e os niveis de glutamato extracelular
aumentam e resultam em dano neuronal irreversivel .
Além disso, ao se ligar aos receptores N-metil-d-aspar-
tato (NMDA) e AMPA por mais tempo do que os niveis
fisiologicos, o glutamato causa influxo de Ca ++ e Na
+17.Zhao e Joo demonstraram que remifentanil indu-
ziu aumentos agudos dependentes da concentracao e
do subtipo do receptor nas respostas de NMDA ®. Tam-
bém existem fortes evidéncias de que a toxicidade do
glutamato estd significativamente associada aos recep-
tores NMDA (1. Esses receptores também estdo signifi-
cativamente envolvidos nos processos de sensibilizacao
central associados a hiperalgesia %,

O objetivo do presente estudo foi avaliar diferentes do-
ses de remifentanil para determinar sua aplicabilidade em
um modelo de toxicidade do glutamato.

Materiais e metodologia
Produtos quimicos e reagentes

Remifentanil (Ultiva) foi adquirido em (Genval, Bélgi-
ca), enquanto meio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM), Soro fetal de bezerro (FCS), meio Neurobasal
(NBM), 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il) -2, Brometo de 5-difenil-
tetrazolio (MTT), solucao tampao de fosfato (PBS), solu-
¢ao antibidtica antimitética (100x), L-glutamina e tripsi-
na-EDTA e dimetilsulf6xido (Sigma, EUA) foram obtidos
da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A capacidade an-
tioxidante total (TAC) e o status oxidante total (TOS) fo-
ram obtidos em Rel Assay Diagnostics (Turquia), e a ane-
xina V foi adquirida em bioVision (San Francisco, EUA).

Estudos in vitro
Consentimento ético

Este estudo foi conduzido no Centro de Pesquisa Experi-
mental Médica da Universidade Ataturk (Erzurum, Tur-
quia). O comité de ética da Universidade Ataturk apro-
vou o protocolo do estudo (36643897-000-E.1800108979)
de acordo com as diretrizes ARRIVE 2.0.

Culturas de células

Resumidamente, o isolamento e centrifugacao das célu-
las neuronais foram feitos a 1200 rpm por 5 minutos.
As células colapsadas foram suspensas com meio fresco

Linha celular coletada x 10: células do neurdnio

Figura 1
olfatorio.

(meio Neurobasal, FBS 10%, B27 2% e antibiético 0,01%)
e, em seguida, as células foram semeadas em placas de
24 pocos (Corning, EUA). A placa foi armazenada em
incubadora (5% CO,; 3° C) "> (Figura 1).

A toxicidade do Glutamato

Foram observados ramos adequados formados nas células
no dia 10. Meio e glutamato 10° mM para inducao de toxi-
cidade foram entao adicionados a cada poco, exceto para
os controles negativos (grupo sham). Ap6s 10 minutos, as
concentracoes finais de remifentanil (2, 0,2 e 0,02 mM de
remifentanil) foram adicionadas a cada poco, exceto para
os grupos sham, e incubadas por 24 horas (5% CO,; 37°C).
Além disso, 150 pL. de NBM foram adicionados apenas
como um controle negativo a cada poco, enquanto os con-
troles positivos continham apenas 10-5 mM de glutamato, e
deixados por 24 h (1%,

Ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-di-
feniltetrazolio (MTT)

O ensaio de MTT foi de acordo com o protocolo do kit
comercial. Resumidamente, o reagente MTT (10 pL) foi
adicionado a cada pogo e incubado (5% CO,; 37°C) por
4 horas. O meio foi removido e, em seguida, 100 pL de
sulfoxido de dimetil foram adicionados a cada poco. A den-
sidade 6ptica foi avaliada em 570 nm usando um leitor de
espectrofotometro de microplaca Multiskan™ GO (Ther-
mo Scientific, Canadd, EUA). A viabilidade celular (%) foi
calculada "% usando a férmula:

Viabilidade % razao =

Valor de absorcio daamostra 10 =
Valor de absorcao do grupo controle

Valor de absor¢ao da amostra x 100
Valor de absorcao do grupo controle
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Figura 2 Resultados do ensaio de brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT) para a linha celular olfato-

ria apos tratamento com remifentanil de 24 h.
* p <0,05), ** p <0,001 em comparacao com o grupo sham.

Status oxidante total(TOS)

O ensaio TOS foi feito de acordo com o protocolo do kit de
fabricacao comercial. Resumidamente, 500 pl de Solucao
reativa 1 foram adicionados aos pocos e o valor de absor-
¢ao inicial a 530 nm. Entao, 25 pl de Solucao reativa 2 fo-
ram adicionados a0 mesmo poco, e a segunda absorcao foi
lida a 530nm. Os niveis de TOS foram determinados como
mmol Trolox equiv / mmol-1.

A avaliacao foi feita de acordo com a férmula
TOS = A exemplo / AST2 x 20
A ST2 (A padrao 2 = segunda leitura de ST2 - primeira lei-
tura de ST2), A Amostra (A Amostra = segunda leitura de
amostra - primeira leitura de amostra)

a7

Capacidade antioxidante total (TAC)

O ensaio TAC foi feito de acordo com o protocolo do kit de
fabricacao comercial. Resumidamente, 500 pl de solucao
Reativa 1 foram adicionados aos pocos e a primeira absor-
vancia foi lida a 660 nm. A seguir, 75 pl de Reactivo 2 foram
adicionados aos mesmos pocos e o segundo valor de absor-
vancia foi lido a 660 nm. Os niveis de TAC foram expressos
em mmol equiv / mmol-1.
A avaliacao foi feita de acordo com a formula ®);

TAC = (A ST1-A exemplo) / (A ST1-A ST2); A ST1 (A pa-
drao 1 = segunda leitura de ST1 - primeira leitura de ST1),
A ST2 (A padrao 2 = segunda leitura de ST2 - primeira lei-
tura de ST2), A Amostra (A Amostra = segunda leitura de
amostra - primeira leitura de amostra).

Ensaio de coloracao com anexina V-FITC (isotiocianato de
fluoresceina) e iodeto de propidio (Pl)

O experimento foi feito de acordo com o protocolo do fa-
bricante. Resumidamente, (1 x 105) células lavadas com
PBS. Adicionou-se 500 pL. de tampao de ligacao e depois
adicionou-se anexina v-FITC e PI durante 10 minutos a

temperatura ambiente. As amostras coradas foram entao
analisadas em citometro de fluxo CytoFLEX (Beckman
Coulter, EUA) 19,

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada por meio de Analise de
Variancia One-Way (ANOVA) e teste de Tukey HSD no sof-
tware SPSS 21.0.

Resultados
Ensaio MTT

A cultura olfatoria foi preparada primeiro. Apos 24 horas
de exposicao ao remifentanil (nas doses de 2, 0,2 ou 0,02
mM de remifentanil), o experimento foi concluido com a
adicao de solucao de MTT. Os dados foram submetidos a
analise e os resultados sao mostrados na Figura 2. A maior
razao de viabilidade foi observada com a menor dose de
remifentanil. Além disso, o grupo de controle positivo (re-
cebendo apenas 10° mM de glutamato) apresentou uma
razao de viabilidade proxima a 30%. Remifentanil a 2 e 0,2
mM exibiu taxas de viabilidade de 75% e 82%, respectiva-
mente. Além disso, remifentanil 0,02 mM exibiu a maior ra-
zao de viabilidade celular, em até 92% (p <0,05) (Figura 2).

Ensaio de TAC

A capacidade antioxidante total do neurdonio (TAC) é mos-
trada na Figura 3. O grupo sham exibiu a maior capacidade
antioxidante entre todos os grupos de estudo. Nao houve
diferenca significativa nos grupos de remifentanil 0,02 e 0,2
mM em comparacao com o grupo controle (p>0,05). Dife-
renca estatistica foi observada apenas no grupo de remifen-
tanil 2 mM (p <0,05) em comparacao com o grupo sham.
A menor capacidade antioxidante foi medida no grupo de
controle de glutamato (Figura 3).
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Teste de Capacidade TAC

Remifentanil 0,02mM |
Remifentanil 0,2mM 28

Remifentanil 2mM :E:E
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Grupo sham s —
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Equiv. Trolox/mmol L—1

Figura 3 Resultados do ensaio de capacidade antioxidante total para linhas de células olfativas apos tratamento com remifen-

tanil de 24 horas.
*p <0,05, ** p <0,001 em comparacao com o grupo sham.

Teste de Status TOS

Remifentanil 0,02 mM B
Remifentanil 0,2mM |
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Figura 4 Resultados do ensaio de status oxidante total para linhas celulares de neurdnios olfatorios apds tratamento com

remifentanil de 24 horas.
*p <0,05, ** p <0,001 em comparacao com o grupo sham.

Ensaio de TOS

O nivel de oxidante total do neurdnio é mostrado na Figura
4. O nivel de oxidante mais baixo e mais alto foi observado
no grupo sham e no grupo controle de glutamato, respec-
tivamente. Apenas remifentanil a 0,02 mM de remifentanil
nao exibiu diferenca significativa em comparac¢ao ao grupo
sham (p <0,05) (Figura 4).

Citometria de fluxo

Ap6s 24 horas, as culturas de neurdnios olfatorios foram cora-
das, e os resultados sio mostrados na Figura 5. O grupo sham
exibiu viabilidade de 95,69%, com taxas de apoptose preco-
ce e tardia de 0,1% e 0,4%, respectivamente. O grupo con-
trole com glutamato (grupo controle positivo) apresentou

viabilidade de 57,7%, com taxas de apoptose precoce e tar-
dia de 28,5% e 11,9%. Nossos dados mostram uma correla-
cao com os resultados do MTT. De acordo com nossos acha-
dos, o nivel de apoptose inicial foi maior do que na apoptose
tardia em todos os tratamentos, exceto para remifentanil 2
mM. O tratamento com remifentanil 2 mM produziu menor
viabilidade, enquanto remifentanil 0,02 mM resultou em
uma razao de viabilidade mais alta. Os niveis de apoptose
tardia e necrose foram maiores no grupo de toxicidade por
glutamato do que nos outros grupos de estudo (Figura 5).

Discussao

Os neurdnios tém diferentes tipos e funcoes no sistema ol-
fatorio. Os neuronios olfatérios regulam padroes motores
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Figura 5.

Resultados da citometria de fluxo para neurdnios olfatoérios corados com isotiocianato de fluoresceina (anexina

V-FITC) e iodeto de propidio (Pl) ap6s um tratamento de 24 horas com remifentanil. a) grupo sham; b) controle de glutamato
10-5 mM; c) remifentanil 2 mM; d) remifentanil 0,2 mM; e) remifentanil 0,02 mM.

complexos e estao envolvidos em func¢oes sensoriais. Es-
ses neurdonios operam por meio de neurotransmissores
glutamato e GABA. O remifentanil é um agonista do re-
ceptor mu e regula as informacgoes relacionadas a dor.
Os agonistas do receptor Mu aumentam a hiperalgesia
pos-operatoria ao afetar os receptores NMDA mediados
pelo glutamato (20). Além disso, o remifentanil é ampla-
mente utilizado como analgésico em complicacoes cere-
brais. O estudo atual fornece fortes evidéncias de que o
cloridrato de remifentanil tem um efeito protetor sobre
a toxicidade do glutamato.

Ha fortes evidéncias de que os receptores N-metil-d-as-
partato (NMDA) desempenham um papel importante nos
processos de sensibilizacao central associados a hiperalge-
sia 19, Estudos recentes em animais ®'Y ¢ humanos 1219
confirmaram essa hipétese, fornecendo evidéncias de que
o bloqueio dos receptores NMDA pode prevenir a hiperal-
gesia induzida por opioides. Estudos de Guntz et al. mos-
traram que o remifentanil nao tem efeito direto sobre os
receptores NMDA, mas aumenta a corrente NMDA mediada
pela ativacao do receptor opioide p, provavelmente por
meio de uma via intracelular. Esses estudos envolveram
analise eletrofisiologica e de corrente do receptor NMDA.
Esse achado é particularmente significativo porque a cor-
rente elevada do receptor NMDA induziu a toxicidade dos
neurdnios ao reduzir o limiar do potencial de acdo ¥,

Além disso, a ligacao do remifentanil ao receptor opioi-
de p aumenta indiretamente a toxicidade do glutamato,
levando a degeneracao neuronal e epilepsia em pacientes.
Zhao M e Joo DT mostraram que as concentracoes de re-
mifentanil de 4, 6 e 8 nM aumentaram a corrente NMDA
na cultura de ganglio da raiz dorsal de rato saudavel em até
37%. No entanto, existem algumas diferencas entre o estudo
de Zhao e Joo e a presente pesquisa. Por exemplo, esses au-
tores nao induziram a toxicidade do glutamato nesses neuro-
nios, € nossa concentracao de dose também foi maior ®. No
presente estudo, o remifentanil reduziu a toxicidade do glu-
tamato causada principalmente pelos receptores NMDA.

Modelos de dor neuropdtica podem ser induzidos pela
ativacao do receptor NMDA via espécies reativas de oxigeé-
nio que foram administradas na medula espinhal ®. No
presente estudo, investigamos a capacidade antioxidante e
oxidante total dos neurdnios das células ap6s um tempo de
exposicao de 24 horas. A observacao mostrou que o remi-
fentanil age de forma diferente em altas e baixas doses. Em
altas doses, encontramos uma diminuicao significativa na
capacidade antioxidante revertida para o estado oxidante
(o estado oxidante estava elevado).

Ji-Young Yoon et al mostraram que remifentanil previne a
apoptose induzida por peréxido de hidrogénio em células
cos 7 @ Esse achado é compativel com os dados do nosso
estudo. Os achados do presente estudo mostram que uma
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dose menor de remifentanil reduziu efetivamente os ni-
veis de TOS e as taxas de apoptose tardia. Especialmente
remifentanil 0,02 mM mostrou efeito neuroprotetor. Mas
o remifentanil em altas doses age revertido e aumenta o
status oxidante. Nossos resultados indicaram ainda que a
protecao ocorreu nao apenas pelo aumento dos niveis de
TAC, mas também pela reducao do status de TOS.

Bo Pan et al. investigaram os efeitos neuroprotetores
do remifentanil na apoptose induzida por isoflurano no
cérebro de rato neonatal #Y. Os resultados desse estudo
mostraram que o remifentanil sozinho apresenta efeitos
neuroprotetores leves. No entanto, ap6s a administracao
de isoflurano, o remifentanil reduziu a formacao de células
apoptoticas no cortex e na area talamica.

Em resumo, este estudo demonstrou que a baixa con-
centracao de remifentanil pode causar efeitos neuropro-
tetores ao prevenir a toxicidade induzida por glutamato
em culturas de neurénios do bulbo olfatério de rato. No
entanto, novos estudos ainda sao necessarios e devem in-
vestigar melhor o papel dos transportadores de glutamato
e das vias enzimadticas da glutamina na neuroprotecao in-
duzida por remifentanil.
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