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REsSumoO

Fundamento. A resposta inflamatéria organica constitui um mecanismo fisiopatolégico
presente em todas as cirurgias de revascularizacdo do miocardio (CRVM) com e sem
circulacdo extracorpérea. Neste aspecto, o organismo produz suas defesas através de

respostas que envolvem as vias humoral e celular.

Objetivos. Avaliar os efeitos da trimetazidina (Tmz) sobre a resposta inflamatéria, analisando
parcialmente os mecanismos humorais e celulares através das interleucinas 6, 8 e Tnf-q;
complemento C3 e C5; leucécitos totais; neutréfilos e mondcitos; e a variacdo da proteina C
reativa ultrassensivel (Pcr-u) antes e apdés a cirurgia.

Delineamento. Estudo prospectivo, duplo-cego, randomizado, controlado com placebo.

Pacientes e Método. Trinta pacientes foram aleatoriamente selecionados e dividos em dois

grupos, que receberam medicagdo ou placebo na dose de 20mg trés vezes ao dia,
iniciando-se de doze a quinze dias do pré-operatoério até cinco a oito dias do pos-operatdrio.
As interleucinas e os complementos foram dosados em quatro momentos: pré-operatorio
sem medicagdo, com dez a doze dias de medicagdo ou placebo, colhidos cinco minutos
apoés o desclampeamento aértico, e nas 12 e 24 horas seguintes.Os leucécitos, neutrdéfilos e
monacitos foram estendidos até 48 h, e a PCR-us foi analisada antes do tratamento e com
48 h de pds-operatorio.

Resultados. A interleucina 6 atingiu, nas amostras analisadas por tempo, no grupo tratado
em relagdo ao grupo controle, com valores de significancia em 12h: 88,5 + 34,5 vs 119,8 +
52,0 e 24h: 42,4 + 19,4 vs 71,8 + 38,1 (p=0,012); a interleucina 8 e o0 TNF-a nao variaram
significativamente. Os complementos C3 e C5 variaram em 5 min:199,4 + 58,1 vs 211,3 +
472 e 21,4 + 7,2 vs 23,0 + 3,9; 12h: 120,0 + 20,9 vs 114,0 + 25,1 e 18,1 + 3,4 vs 17,7 +
6,4;24h: 118,1 + 13,6 vs 124,7+ 31,8 e 15,8 + 4,8 vs 19,7 + 5,7 (p=0,58 e p=0,23). Os
leucdcitos totais variaram em 5 min:13053,0 + 2497,7 vs 15729,0 + 3788,0; 12h: 12980,0 +
2965,3 vs 15149,0 + 3523,6; 24h: 11370,0 + 3444,0 vs 12841,0 + 2943,1; 48h: 9760,0 +
2618,3 vs 10691,0 + 2867,4 (p=0,012). Os neutrofilos variaram em 5 min: 10668,0 + 2200,0
vs 12682,0 + 2984,0; 12h: 9879,0 + 3606,0 vs 12841,0 + 3260,7; 24h: 8519,9 + 3052,7 vs
9790,0 + 2723,5; 48h: 7211,3 + 2294,3 vs 7223,6 + 2471,3 (p=0,005); Os mondcitos
diferiram apenas em 5 min: 885,9 + 408,2 vs 1166,7 + 397,7 (p=0,005); As variaveis
analisadas em dois momentos da PCR ultra sensivel ndo variaram significamente entre si no

basal e apés 48 horas.

Conclusdes e implicacdes clinicas. A Tmz reduziu os niveis de IL6 e de mondcito no

momento do desclampeamento adrtico, e também os leucécitos totais e neutréfilos em todos
0s momentos analisados. Nao houve variac6es nos valores de IL8, TNF-a, C3, C5 e PCR-

us entre 0s grupos.



ABSTRACT

Background. Organic inflammatory response constitutes a pathophysiological mechanism
present in all CRVM with and without extracorporeal circulation. In this aspect, the organism

produces its defenses through answers that involve “humoral” and cellular duct.

Objectives. Evaluate the effects of trimetazidine over inflammatory response, partially
analyzing the “humorals” and cellular mechanisms through interleukins 6, 8 and Tnf- q,
complement C3, C5, total leukocytes, neutrophils and monocytes. As well as the variation of
PCR-us in two moments, pre and post surgery.

Delimitation. Prospective, double-blind randomized study, controlled with placebo.

Patients and Method. 30 patients were randomly selected, being 15 from each group, and

receiving 20 mg of medication/placebo three times a day, beginning from ten to fifteen days
before pre-operatory, until five to ten days after post-operatory. Interleukins and complement
were dosed in four moments: pre-operatory without medication, with ten to fifteen days of
medication/placebo, harvested five minutes after aortic declamping and in the twelfth and
twenty-fourth following hours. The leukocytes, neutrophils and monocytes extended until 48

hours and Pcr-u was analyzed before treatment and with 48 hours of post-operatory.

Results. The interleukin 6 obtained significant values in the analyzed samples per time in the
treated group in comparison to the control group in 12h: 88,5 + 34,5 vs 119,8 + 52,0 and in
24h: 42,4 + 19,4 vs 71,8 + 38,1 (p=0,012); the interleukin 8 and TNF-a did not ranged
significantly. The C3 and C5 complements ranged in 5 min;199,4 + 58,1 vs 211,3 + 47,2 and
21,4 + 7,2 vs 23,0 + 3,9; 12h: 120,0 + 20,9 vs 114,0 + 25,1 and 18,1 + 3,4 vs 17,7 + 6,4;
24h: 118,1 + 13,6 vs 124,7+ 31,8 and 15,8 + 4,8 vs 19,7 + 5,7 (p=0,58 e p=0,23). The total
leukocytes ranged: 5 min:13053,0 + 2497,7 vs 15729,0 + 3788,0;12h: 12980,0 + 2965,3 vs
15149,0 + 3523,6; 24h: 11370,0 + 3444,0 vs 12841,0 + 2943,1; 48h: 9760,0 + 2618,3 vs
10691,0 + 2867,4(p=0,012). Neutrophils ranged: 5 min: 10668,0 + 2200,0 vs 12682,0 +
2984,0; 12h: 9879,0 + 3606,0 vs 12841,0 + 3260,7;24h: 8519,9 + 3052,7 vs 9790,0 +
2723,5; in 48h: 7211,3 + 2294,3 vs 7223,6 + 2471,3(p=0,005). The monocytes differed only
in 5 min: 885,9 + 408,2 vs 1166,7 + 397,7(p=0,005). The variables analyzed in two moments
of the ultra sensitive PCR didn’t vary significantly among themselves in the subjacent and

after 48 hours.

Conclusions and clinical implications. Trimetazidine has proved to reduce significantly the

levels of IL6 and monocyte in the moment of aortic declamping. It also reduced the total
leukocytes and neutrophils in every analyzed moment. It kept the curves of IL8, TNF-a, C3
and C5 in the treated group with inferior values, but without statistical significance. And it did

not presented variation in PCR.
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CAPITULO 1. INTRODUGCAO

A resposta inflamatéria sistémica, presente em toda cirurgia cardiovascular,
tornou-se mais exuberante a partir do desenvolvimento do sistema de circulacéo
extracorporea (CEC), por Jonh Gibbon, nos anos 1950, como consequéncia da
exposicdo do sangue a um sistema artificial (Larmann & Theilmeier 2004). Em
geral, a resposta inflamatéria € mediada pela liberacdo de fatores da resposta
imunologica humoral e celular, podendo ser analisados pela ativacéo, reproducao
ou expressdo de complementos, trombina, citocinas, neutrofilos, moléculas de
adesao (ICAM), mastocitos e outros mediadores que se exteriorizam de varias
formas (Levy & Tanaka 2003).

A partir da utilizacdo da CEC, a reperfusdo passou a representar marcadamente
as alteracdes orgéanicas inflamatorias relacionadas a cirurgia de revasculacdo do
miocérdio - deste ponto em diante, CRVM. A reperfusdo € um fenémeno
fisiopatoldgico que pode ocorrer nas sindromes coronarianas em geral, como na
angina instavel ou vasoespastica, no infarto sem supra e no infarto do miocardio
seguidos ou nao de procedimentos como trombdlise ou angioplastia, bem como
angioplastias eletivas (Artigou et al. 1993; Brasileiro 1997; Pudil et al. 2001a;
Bonvini et al. 2005; Kuralay et al. 2006; Gomes et al. 2009).

A fisiopatologia da reperfusdo vem chamando a atencdo de pesquisadores por
suas evidentes e importantes repercussfées na pratica clinico-cardiolégica e tem
levado a uma melhor compreenséo dos eventos a ela relacionados, em particular
a partir dos chamados radicais hiperoxidos, que se formam nas obstrucdes ao
fluxo coronariano e que podem causar a injuria apés o desclampeamento da
aorta na cirurgia cardiaca. Esses radicais hiperoxidos compreendem o anion
superoxido (O-2), radical hidroxila (OH) e peréxido de hidrogénio (H202), que
podem ser removidos das células por sistemas de enzimas com funcdes
antioxidantes, normalmente presentes na fisiologia miocardica (Brasileiro 1997;
Iskesen et al. 2006).

Os radicais hiperdxidos, em conjunto com os neutrofilos, atuam ativamente na

injuria de reperfusdo, interagindo em multiplos sitios e em outros elementos da
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cascata inflamatoéria, como o sistema complemento, células endoteliais, linfocitos,
macrofagos e midcitos. Durante esta agresséo, as plaquetas e leucécitos agem
através das interleucinas, causando dano direto ao miocardio (Chakraborti et al.
2000; Laffey et al. 2002; Kaminski et al. 2002; Paparella et al. 2002).

Acompanhando pacientes em pré e pdés-operatorios de cirurgia cardiaca por
guase vinte anos, em 1999 tivemos a oportunidade de usar a trimetazidina (Tmz)
como terapia adicional em pacientes sintomaticos plenamente medicados que
aguardavam cirurgia. Observou-se, entdo, importante reducdo da dor toracica e
da fadiga, o que motivou o inicio de uma investigacdo sisteméatica na literatura

sobre a substancia.

Os resultados dos diversos ensaios mostrando melhora dos sintomas clinicos e
protecdo quanto a agressao ao miocardio durante cirurgias de revascularizagéo, e
a auséncia de analise extensa relativa a reducdo da ativacdo inflamatéria com
drogas levaram a elaboracdo de uma primeira pesquisa desenvolvida entre julho
de 2007 e agosto de 2008, no Instituto Estadual de Cardiologia Aloysio de Castro,
e inserida em linha de pesquisa do Curso de Mestrado e Doutorado do Programa
de Pés-Graduacdo em Medicina-Cardiologia da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (cf. Martins 2008; Martins et al. 2011).

O objetivo foi avaliar — em estudo prospectivo, duplo-cego randomizado, controlado
com placebo - os efeitos da Tmz sobre a injuria de isquemia e reperfusdo
miocardica, identificando a variagdo dos marcadores plasmaticos de agressao
miocardica (troponina T e Cpk-Mb) e as alteracbes ecocardiograficas da funcéo
ventricular. O estudo foi finalizado com sessenta pacientes, divididos em dois grupos
(placebo e tratado com Tmz) com, no maximo, disfungdo ventricular leve,
estratificados por ecocardiografia e recebendo medicacao/placebo na dose de
20mg/3x/dia, iniciando-se de doze a quinze dias do pré-operatério até cinco a oito

dias do pés-operatério.

A troponina T e a Cpk-Mb foram dosadas no pré-operatorio sem medicacao, doze a
quinze dias de medicacao/placebo colhida cinco minutos ap0s o desclampeamento

aortico, e nas 12, 24 e 48 horas seguintes. Dentre os resultados, foi observado que
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tanto a troponina T, como a CpK-Mb atingiram valores altamente significativos
(p=0,0001) no grupo tratado, em relacdo ao grupo controle, nos quatro momentos
analisados. As variaveis ecocardiograficas ndo evidenciaram mudancas evolutivas
em cada grupo isoladamente, nem quando comparados em conjunto. O estudo
evidenciou a eficacia na reducéo da injuria de isquemia e reperfusdo, sem mostrar
qualquer interferéncia na funcdo ventricular esquerda, nem efeitos colaterais

relacionados ao seu emprego.

A presente pesquisa avalia os efeitos da substancia Tmz na injaria inflamatoria,
desencadeada pela CRVM com circulacdo extarcorpérea (CEC), que envolve os
mecanismos de reperfusdo miocardica, a partir da variagdo dos marcadores
plasmaticos de resposta inflamatéria (IL6, IL8, Tnfa, C3, C5 e PcR-u) e das
variagbes leucocitarias, bem como de sua evolugdo no pds-operatorio. Para
dosagem desses marcadores inflamatdrios, foram selecionados aleatoriamente, da
amostra do estudo acima referido, 15 pacientes do grupo placebo e 15 do grupo
tratado com Tmz.

Outros ensaios ligando a injaria de reperfusdo a resposta inflamatéria e as
poucas publicacdes sobre a Tmz nesse campo incentivaram a realizacdo desta
pesquisa para analisar os seus efeitos sobre a resposta inflamatéria na CRVM-
CEC (McCord 1987; Wan et al. 1996; Wan et al. 1997; Hammon et al. 2008; Gao
et al. 2011).

Com seu mecanismo de acao citoprotetor, a Tmz limita o acumulo de calcio e a
acidose intracelular, a inflamacéo e a producdo de radicais livres hiperoxidos que
ocorrem apoés reperfusdo, sem provocar alteracbes hemodinamicas (Tepliakov et
al. 2004; Gonzales-Bertomeu et al. 2006).

Alguns estudos evidenciam a acdo dos radicais hiperéxidos como um fator de
grande relevancia na reacao inflamatoria (McCord 1987; Wan et al. 1997; Zweier
& Talukder 2006), e de seus marcadores plasmaticos nos diversos niveis:
complementos (Matata et al. 2000; Ascione et al. 2000); interleucinas (Wan et al.
1999b; Savaris et al. 2001); proteina C reativa (Piccoli et al. 2008; Petaja et al.

2001). Outros examinam alteracdes da injuria de reperfusdo sobre os leucdécitos
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(Hansen et al. 1995; Alexiou et al. 2004; Fung et al. 2008). No entanto, ainda ha
relativamente poucos estudos com drogas com intuito de analisar seus possiveis

efeitos sobre a cascata inflamatoria na CRVM com e sem CEC.

Ha mais de trés décadas, Maroko et al. (1971), em estudo experimental,
mostraram a importancia de limitar a lesao isquémica, sugerindo a ocorréncia de
danos menores da reperfusdo pela influéncia de determinados farmacos na
extensdo e severidade da necrose miocardica produzida pela oclusao
coronariana, porém sem maiores pretencées no campo da inflamacao. Desde
entdo, outros estudos experimentais tém investigado os mecanismos da isquemia
e as possibilidades de protecdo ao miocardio, trazendo evidéncias de que as

intervencdes terapéuticas ou profilaticas ndo sao totalmente efetivas.

Depois que os mecanismos fisiopatoldgicos da CEC e da injuria de reperfuséo
foram bem estabelecidos, houve um importante avango nas técnicas de protecao
miocardica transoperatoria, perceptivel pela evolucdo dos diferentes tipos de
solucdo para a cardioplegia, o que, contudo, ndo trouxe como beneficio a
protecdo completa dos processos que envolvem a injuria celular e seus efeitos
sobre a reacdo inflamatéria (Levy & Tanaka 2003; Malbouisson et al. 2005;
Warren et al. 2009a,b).

A protecdo miocéardica durante a cirurgia cardiaca envolve um conjunto de
estratégias que tém como objetivo reduzir o consumo miocardico de oxigénio,
adequando-o a oferta tecidual momentanea e/ou tornando as células cardiacas
mais resistentes a episédios isquémicos. O propdésito é atenuar a magnitude da
lesdo induzida por episodios de isquemia - e reperfusdo - e suas consequéncias
deletérias imediatas e tardias, tais como infarto do miocéardio, disrritmias,
disfuncdo ventricular e choque cardiogénico com consequente aumento da

mortalidade perioperatoria (Ascione et al. 2000; Malbouisson et al. 2005).

Com o objetivo de melhorar a protecdo miocéardica durante procedimentos que
envolvam injaria de reperfusdo, recentemente as atenc¢des voltaram-se para a
pesquisa de drogas citoprotetoras com acdo em segmentos do metabolismo

celular, utilizadas isoladamente ou em associagcdo para reduzir ou prevenir o
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dano da célula cardiaca sem a preocupacao direta com a resposta organica
inflamatéria. Dentre elas, destacam-se o dicloroacetato; L-carnitina; propionil L-
carnitina; ranolanzina; oxfenicina e trimetazidina (Parang et al. 2005; Wolff et al.
2002).

Tritto et al. (2005) evidenciaram em ensaio experimental que a Tmz exerce acao
inibidora sobre a ativacdo dos neutrofilos com reducdo de seu namero na injuria
de isquemia e reperfusdo, sendo este um indicador inicial da acdo inflamatodria

mediada pelos neutrofilos.

Kuralay et al. (2006) realizaram ensaio duplo-cego randomizado com angioplastia
transluminal percutanea (PTCA, percutaneous transluminal coronary angioplasty),
fornecendo trés dias antes do procedimento 60mg de Tmz via oral a um grupo de
pacientes e placebo a outro. Foram coletadas amostras em pré-procedimento, e
com 4h, 24h e 48h pés-procedimento, analisando-se TNF-a, PCR e produtos do
oxido nitrico (nitrito ou nitrato). Os autores verificaram que a PCR, a TNF-a e 0s
niveis de nitrito eram inferiores no grupo tratado, sugerindo uma protecdo quanto

aos efeitos inflamatorios da reperfuséo pela PTCA.

Pudil et al. (2001b) analisaram, em estudo duplo-cego e randomizado,
marcadores inflamatérios (PCR, IL6, IL8, Tnfa e ICAM1) em pacientes com até
seis horas de infarto agudo submetidos a trombodlise com estreptoquinase e
tratados com Tmz em bolus com 40mg/IV, seguindo-se com infusdo continua de
60mg por 48h. Os valores da PCR e da IL6 mostraram diferenca significativa no

grupo tratado em relagcédo ao grupo controle.

Considerando que a Tmz pode apresentar um papel ativo na resposta a
inflamacgao, espera-se que esta pesquisa traga contribuicbes no campo da
protecdo miocardica e da resposta inflamatéria em cirurgia cardiaca, tendo em
vista especialmente a reducdo dos efeitos da injuria de reperfusdo em pacientes
submetidos a CEC.



CAPITULO 2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 CONSIDERACOES INICIAIS

O texto que se segue neste capitulo tem como objetivo apresentar uma breve
revisdo sobre alguns topicos importantes para a compreensdao do mecanismo de
acdo da substancia trimetazidina (Tmz) nas fases da resposta inflamatéria em
CRVM-CEC. O metabolismo cardiaco, a isquemia, a formacdo dos radicais
hiperoxidos na reperfusdo, o mecanismo da CEC e a evolucdo da proteina C na
fase aguda da resposta inflamatoria sdo apresentados para oferecer ao leitor uma
visdo sequencial dos mecanismos fisioldgicos e fisiopatdlogicos envolvidos na
resposta inflamatoéria durante e apés a CRVM-CEC. Uma revisdo mais ampla do
metabolismo cardiaco normal, base para compreensdo dos efeitos metabdlicos

da Tmz, pode ser vista, por exemplo, em Martins (2008).

A pesquisa bibliografica reune, particularmente, publicacdes desde o final da
década de 1980, quando os estudos sobre a relacdo entre reperfusdo e a
resposta inflamatéria tomam maior vulto, até a atualidade. Como ponto de
partida, consideramos o estudo de Joe McCord (1987) relacionando os radicais

superoxidos a resposta inflamatéria.

Foram utilizadas as seguintes bases de dados para pesquisa: periodicos Capes,
Scielo, Lilacs, Pubmed e Bireme. As palavras-chave usadas na busca incluiram
as que se seguem, em inglés, tendo sido utilizadas as mesmas em lingua
portuguesa: reperfusion and free radicals; cardiac surgery and reperfusion;
ischemic coronary disease and reperfusion; trimetazidine and ischemic
cardiomyopathy; ischemic reperfusion injury and treatments; trimetazidine and
cardiac surgery; trimetazidine and reperfusion injury in cardiac surgery;
myocardial stunning and reperfusion; myocardial protection and reperfusion injury;
oxigen-derived free radical; calcium overload and reperfusion injury; trimetazidine
and mitochondria; reversible ischemia and reperfusion injury; free fat acid and
reperfusion injury; reperfusion injury and mitochondrial damage; reperfusion and

oxidative substrate; reperfusion injury and leukocytes; nitric oxide and reperfusion
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ischaemia; biochemical markers and myocardial injury; cardiac surgery and
myocardial protection; cardioplegia and cardiac surgery; trimetazidine and
metabolic recovery after reperfusion; trimetazidine and cardiac surgery;
inflammatory markers; inflammatory markers and heart surgery; off-pump heart
surgery and c-reactive protein; cardiopulmonary bypassss and inflammation;
reperfusion and protein c; cardiopulmonary bypass and c-reactive protein;
cardiopulmonheart surgery and complementary bypass and monocyte;
cardiopulmonary bypass and leucocytes; cardiopulmonary bypass and neutrophil;
cardiopulmonary bypass and complement; cardiopulmonary bypass and
interleukin; coronary artery bypass and inflammation; cardiopulmonary bypass
and acute phase proteins; ischaemia and interleukins; cardiac surgery and
cytokines; myocardial injury and cytokine; hypotermia and cytokines; inflammatory
mediator and endothelium; cardiopulmonary bypass and oxigen free radicals;
cardiopulmonary bypass and adhesion molecules; extracorporeal circulation and
inflammatory response; aprotinin and ischemia-reperfusion injury; ischemia
reperfusion injury and interleukin; ischemia reperfusion injury and complements;
ischemia reperfusion injury and neutrophil; reperfusion injury and inflammation;
cardiopulmonary bypass and respiratory burst; cardiac surgery and anti-
inflammatory strategies; heart surgery and phagocytes; cardiopulmonary bypass
and nuclear factor-kB; oxigen free radical and drug therapy; inflammation and
nuclear factor kB; neutrophils endothelium and reperfusion injury; hematopoietin
receptor and lineage commitment; bone marrow and interleukins; neutrophils and
flow cytometry; granulocyte ativation and leukocyte; stem cell and complement;
cardiac surgery and hematopoiesis; cardiacv surgery and stem cell, trimetazidine
and neutrophils; trimetazidine and inflammation; trimetazidine triglycerides and
endothelin-1; trimetazidine and interleukins; trimetazidine and neutrophils and
reperfusion; trimetazidine and inflammation and dilated cardiomyopathy;
trimetazidine and endothelin-1; trimetazidine and inflammation and PTCA;
trimetazidine and endothelium and myocardial ischemia; trimetazidine and

transplant.

A energia necesséaria para o trabalho do coracdo pode ser obtida a partir de
diferentes substratos, destacando-se entre eles os carboidratos e os acidos

graxos. A interrupcdo desse aporte sanguineo, mesmo por curtos periodos,
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provoca alteragdo de varios processos celulares e desencadeia uma série de
mecanismos homeostéaticos que mantém as funcdes metabdlicas e reduzem ao

minimo as lesdes resultantes (Wolf et al. 2002).

Em contrapartida, o restabelecimento do fluxo sanguineo nas artérias coronarias
pode produzir novas lesfes, chamadas lesdes de reperfusdo, que desencadeiam
processos caracteristicos de resposta inflamatéria com ativacdo de mediadores
inflamatérios (Park & Lucchesi 1999; Sherman 2003; Santander et al. 2004; Di
Napoli et al. 2005).

Até bem pouco tempo, as acdes terapéuticas para cardiopatia isquémica dirigiam-
se fundamentalmente para a prevencao da isquemia, modificando os parametros
hemodinamicos. Nessa fase inicial, os objetivos do tratamento eram claramente
definidos: reduzir a demanda e incrementar o aporte de oxigénio para o
miocardio. Os grupos terapéuticos existentes atendiam a esta dupla necessidade
e, em geral, a manifestacdo clinica do sofrimento miocardico — crise de angor —

podia ser controlada corretamente até desaparecer (Gibbons et al. 2002).

Entretanto, quando ndo se obtém sucesso com a terapéutica usual através de
medidas clinicas — ou seja, na auséncia de resposta aos medicamentos e a
medidas de suporte — agdes intervencionistas adicionais podem ser introduzidas,
como o tratamento endovascular (angioplastia com ou sem implante de
endoprotese) e a cirurgia de revascularizacdo do miocardio (Diretriz SBC-DCC
2004).

Sem duavida, independentemente do estagio evolutivo da cardiopatia isquémica,
do tratamento hemodindmico administrado e do estado clinico do momento,
nenhum paciente coronariano fica totalmente livre do risco de um episodio
isquémico. Do mesmo modo, quando a isquemia se manifesta apesar da
terapéutica, cada episédio apresenta um risco potencial de complicacfes, tais
como arritmias, infarto do miocérdio, morte subita e reducdo da expectativa de
vida do paciente. Em outros termos, mesmo com a terapéutica, a isquemia pode

representar risco ao paciente.
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Dado que na atualidade n&o se dispde de tratamentos nem de intervengdes
capazes de defender definitivamente os pacientes com doenca coronariana de
episédios de isquemia, foi introduzida uma nova linha de investigacdo, centrada
na cascata de fenbmenos metabdlicos que transcorrem entre a isquemia, a injaria
de reperfusdo e a lesdo definitiva da célula miocardica. Partindo desse
conhecimento, essa linha foi denominada agentes metabdlicos com acdo de
“citoprotecao miocardica”, aceita pelas diretrizes quando associada aos agentes
terapéuticos usuais (Gibbons et al. 2002; Diretriz SBC-DCC 2004).

Embora ainda aceitas na Diretriz SBC-DCC com nivel de evidéncia inferior ao da
maioria das drogas que agem nha cascata isquémica, e com objetivo calcado em
seu mecanismo de acdo, essas drogas mostram proteger o miocardio de forma
isolada nos pacientes coronarianos, limitando as sequelas da gravidade do
evento de isquemia e reperfusdao (Moens et al. 2004; Argaud et al. 2005).

A compreensdo dos mecanismos que levam a injuria e a morte dos miécitos tem
permitido o desenvolvimento dessa linha terapéutica, desenhada para mitigar os
processos fisiopatoldégicos que acompanham a agressdo da isquemia e da
reperfusdo do miocardio (Buja 2005; Ruixing et al. 2007).

2.2 ISQUEMIA MIOCARDICA

2.2.1 Relagéo isquemia e fluxo coronariano

A isquemia miocéardica é definida como um aporte de oxigénio arterial insuficiente
para responder as demandas metabdlicas do tecido cardiaco. A origem desse
fenbmeno € observada na anatomia da grande maioria dos individuos por um
obstaculo ao fluxo coronariano que leva a uma falta de perfusdo miocardica (Garcia-
Dorado & Fernandez 1988).

A interrupgao no fluxo coronariano acarreta, por um lado, privacado de oxigénio e
de substratos metabdlicos e, por outro, déficit na drenagem venosa e linfatica dos
metabdlitos tdéxicos que se acumulam no espaco extracelular da area isquémica.

Esses transtornos tendem a gerar graves consequéncias em diferentes niveis.
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Logo apds o inicio da isquemia, ocorre o comprometimento metabdlico, com
consequentes alteracdes da atividade elétrica, assim como da funcdo contratil da
célula cardiaca, que se agrava progressivamente até uma possivel morte celular
(Garcia-Dorado & Fernandez 1988).

Os determinantes do dano isquémico ao corac¢ao incluem a gravidade, a duragao
e a sequéncia temporal da isquemia, assim como o estado fisico e metabdlico,
tais como hipotermia ou normotermia, conteido miocardico de glicogéneo e altas
ou baixas concentracdes de acidos graxos livres. Cada um desses fatores pode
ser modificado para reduzir a extensao das consequéncias deletérias da isquemia
Desse modo, observa-se que a obstrucdo completa do fluxo sanguineo
coronariano condiciona a deplecdo dos fosfatos de alta energia, o acumulo de

lactato e a acinesia, que quando persistente leva a necrose do tecido
(Taegtmeyer et al. 1998).

Na condicdo de reducdo do fluxo coronariano de grau moderado (entre 20% e
60%), observa-se diminuicdo de 10% a 50% do consumo miocéardico de oxigénio,
com incremento transitério da glicGlise anaerdbia, deplecdo de glicogéneo,
producdo de lactato e reducao da oxidacao de acidos graxos, levando a disfuncéo
contratil, que pode variar de moderada a grave. Dependendo das demandas
metabolicas do momento, reducdes do fluxo coronariano podem nao conduzir,

necessariamente, ao dano tissular irreversivel (Ferrari et al. 1998).

A fisiopatologia da isquemia torna-se importante por estar relacionada a acdo da
Tmz, que serd descrita na secdo 2.9.2. E conveniente recordar que a funcéo
contratil do coracdo depende primordialmente do abastecimento de ATP pelas
mitocondrias (fosforilacdo oxidativa). Essa importante via metabdlica é controlada
principalmente pela disponibilidade de ADP, NADH, piruvato e acidos graxos e
pela ativacao do ciclo de Krebs pelo Ca++ (Moreno-Sanchez & Torres-Marques
1991).

2.2.2 Efeitos da isquemia sobre o metabolismo

A auséncia de oxigénio e substratos oxidaveis durante a isquemia provoca a
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diminuicéo da atividade da cadeia respiratoria, sendo este o mecanismo pelo qual
a sintese de ATP é reduzida. A interrupcdo do fluxo coronariano provoca
diminuicdo do aporte de oxigénio em nivel celular, o que conduz a uma
depressdo da via aerdbica do metabolismo da glicose pela betaoxidacao
mitocondrial. Para aumentar as fontes energéticas, um desvio para o
metabolismo anaerdbio com ativacdo da glicogendlise é produzido por acgéo
fundamentalmente do AMPc, favorecida in vivo pela estimulacdo simpética

através de aumento da atividade da enzima piruvato-quinase (Figura 2.1).

Metabolismo Cardiaco durante a lsquemia Cardiaca
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Figura 2.1 - Metabolismo cardiaco na isquemia cardiaca. Fonte: Banani et al. (1998)
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O aumento da glicolise anaerdbica € insuficiente para suprir as necessidades
energéticas da célula miocéardica e chega a multiplicar seu ritmo em mais de vinte
vezes durante o primeiro minuto de estado anaerébio, resultando em grande

aumento da producao de piruvato e lactato (Lopaschuk 1999).

Essa via metabdlica leva a uma queda no pH citosodlico, que se estabiliza nos
primeiros dez minutos, e a perpetuacdo do metabolismo anaerdbio tem como
consequéncia a producéo final de uma pequena quantidade de ATP (Schwartz et
al. 1990).

Apesar da diminuicdo da producdo de ATP desde os primeiros segundos de
estado anaerdbio, sua concentracdo citoplasmatica é mantida gracas a

refosforilacdo de ADP, produzido mediante utilizacdo do radical fosfato (P) da
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creatinofosfato em uma reacdo catalizada pela creatinoquinase (CK). Esse
mecanismo diminui os niveis de fosfocreatina a valores que vdo de 40% a 60%

dos niveis basais (Schwartz et al. 1990).

Mesmo com nivéis de ATP estaveis nos momentos iniciais da isquemia, a funcéo
contratil se torna deprimida e apo6s 15 minutos de oclusdo verifica-se uma
reducdo de aproximadamente 50% das reservas de ATP (Braasch et al. 1968).
Com a queda da concentracdo de ATP, podem ser observados aumentos na
concentracdo de ADP e fosforo inorganico, e de AMP, que se metaboliza pela via
adenosina-hipoxantina (Jennings et al. 1987).

A degradacdo dos nucleosideos da lugar a adenosina e ao seu metabdlito, a
hipoxantina, que, por sua vez, € transformada em xantina pela a¢do da enzima
xantino-oxidase, produzindo radicais livres de oxigénio, o “anion superoxido”
(McCord 1987; Bolli 1990).

A medida que a isquemia se prolonga, ocorre reducdo no pH intracelular e um
progressivo aumento na pressdao de repouso, levando ao sofrimento do
miocardico. O aumento precoce do lactato é seguido por um decréscimo
concomitante e progressivo do contetdo de ATP e creatinofosfato. O aumento
precoce do lactato e o consequente decréscimo do ATP e creatinofosfato, gerado
pelo inicio da glicélise anaerdbica, pode ser inibido quando niveis elevados de
acidose intracelular sao atingidos. Profundas mudancas ibnicas entdo ocorrem,
como a deplecdo de potassio e magnésio intracelular e o aumento do sédio e do

célcio citosdlicos (Lopaschuk et al. 2000).

Em isquemias com duragao inferior a vinte minutos e apos a reperfusao, os niveis
de fosfocreatina, fésforo inorgénico e pH se recuperam em poucos minutos,
sendo que a normalizacdo do ATP aos seus niveis basais torna-se mais lenta
(Camacho et al. 1988).

Tem sido sugerido que durante a isquemia ocorre desaceleracdo da beta-
oxidacao dos &cidos-graxos, levando a diminui¢do da carnitina livre e ao acumulo

extramitocondrial dos produtos intermediarios do metabolismo lipidico, como acil-
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coenzima A e acil-carnitina (Reeves et al. 1989). A acil-carnitina inibe a bomba de
Ca++ do reticulo sarcoplasmético e as trocas de Na+/Ca+ do sarcolema, bem
como a bomba de Na+, podendo ativar também os canais de Ca++ e incrementar
os niveis de AMP ciclico. Essas acGes podem produzir sobrecarga celular de
célcio, maior consumo de oxigénio e desencadeamento de arritmias (Apstein
1999).

O aumento da concentracdo de acil-coenzima A tem quatro efeitos importantes:
(a) favorece a sintese e o acumulo de triglicerideos no citoplasma, em
combinacdo com o0 aumento concomitante da sintese de glicerol (produto
secundario da glicdlise); (b) diminui a atividade da adenil-nucleotideo-translocase,
contribuindo para diminuicdo dos niveis de fosfocreatina e ATP; (c¢) diminui a
esterificacdo dos &cidos graxos livres e, portanto, sua captacdo, apesar da
concentracao destes aumentarem, finalmente, como consequéncia da lipdlise,
gue provoca ativacdo da fosfolipase A2, pelo aumento do nivel de calcio
citoplasmético; (d) inibe a oxidacdo dos carboidratos, agravando, assim, a
acidose celular, pelo acumulo do lactato e de H+, vindo a sobrecarregar a célula
de célcio (Schelbert & Buxton 1988).

O infarto do miocéardio, a cirurgia cardiaca ou um episodio de isquemia-
reperfusdo ocasionam aumento nos niveis de acidos graxos circulantes
(Lopaschuk et al. 2010), sendo seus efeitos deletérios, mecanicos e
eletrofisiolégicos, conhecidos ha mais de vinte anos (Olivier et al. 1968).

A degradacdo dos fosfolipideos pode lesar o sarcolema, por si mesma ou por
aumentar a concentracdo de lisofosfolipideos, produtos da fragmentacdo dos
fosfolipideos com propriedades lesivas, que podem penetrar nas membranas

celulares, alterando sua estrutura.

Existem outros mecanismos capazes de lesar os fosfolipideos da membrana
durante o episodio de isquemia, destacando-se entre eles, a acao dos radicais
livres de oxigénio. Todos esses fenbmenos contribuem para desorganizar e
debilitar a estrutura das membranas e favorecem os desequilibrios ibnicos e a

perda da homeostase celular (Brasileiro 1997).
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No que tange a resultados clinicos e laboratoriais, alguns investigadores tém
observado liberacdo de creatinoquinase e de sua isoenzima CpK-Mb, assim como
da troponina T no sangue periférico, desencadeada por curtos periodos de
isqguemia, mesmo na auséncia de necrose celular. Quando esses efeitos sobre o
miocardio sdo avaliados em procedimentos com curtos periodos de isquemia
seguidos de reperfusdo, como na PTCA ou na CRVM, com e sem CEC, a
resposta inflamatoria pode ser analisada em conjuto, através de marcadores
séricos (Heyndrickx et al.1975; Capdevila et al. 2001; Kuralay et al. 2006; Serrano
et al. 2010).

2.3LESAO POR REPERFUSAO

Nos ultimos anos, a lesdo por reperfusdo, ou injuria de isquemia e reperfuséo,
tem encorajado estudos em busca de procedimentos que permitam minimizar as
agressdes apos restabelecimento do fluxo sanguineo nas artérias coronarianas,

que, quando ocluidas, levam a isquemia (Moens et al. 2004).

Estudos experimentais sugerem que a reperfusdo de areas isquémicas, além de
salvar células miocardicas em risco, também produzem aceleracdo das
mudancas estruturais que se associam a morte celular (Ruixing et al. 2007).
Essas observacdes foram direcionadas ao campo da CRVM-CEC, quando se
verificou que a presenca de disfuncdo contratil do coracdo poderia ocorrer apés o
restabelecimento da circulagéo coronariana (Maxwell & Lip 1997; Lerch 1993).

Em 1983, Rosenckraz e Buckberg estabeleceram o conceito de “dano menor ou
isquemia e reperfusdo”, no qual diversos mecanismos diminuem o éxito na
reperfusdo cirurgica do miocardio, podendo gerar danos funcionais e estruturais
durante o restabelecimento do fluxo sanguineo de uma artéria previamente

ocluida.

2.3.1 Mecanismos do dano por reperfuséo

A oclusdo de artéria coronéaria provoca diversas altera¢cfes celulares no tecido

isquémico, levando progressivamente desde o déficit estrutural irreversivel até a
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morte celular. Se a reperfusdo ocorre antes de o dano se tornar irreversivel, a
célula ainda pode ser recuperada. Contudo, algumas células miocardicas sofrem
um dano maior, sendo esta consequéncia manifestada por arritmias e déficit
contratil, reversivel ou irreversivel. Esse dano condicionado pela reperfusdo tem
diferentes hipoteses, sendo as principais 0 aumento brusco de oxigénio e de
célcio (Piper et al. 1998).

As teorias mais aceitas para explicar o fendbmeno de injuria de isquemia e
reperfusdo s&o conhecidas como “Paradoxo do Calcio” e “Paradoxo do Oxigénio”,
ou “Hipoétese Oxiradical”. A primeira procura explicar todas as alteragdes
celulares por um maior influxo de calcio ao interior da célula nho momento da
reperfusdo. A segunda baseia-se nas alteragcdes do chamado “estresse
oxidativo”, correspondendo a teoria mais difundida (Maxwell & Lip 1997), e sera
abordada com maior énfase a seguir, por seu importante papel na resposta
inflamatéria (McCord 1987; Biglioli et al. 2003).

2.3.1.1 O paradoxo do oxigénio e a formacéao dos radicais livres

Denominam-se radicais livres todas as moléculas que tém um elétron despareado
em sua Orbita mais externa. Tal circunstancia Ilhes confere uma capacidade de
reacdo muito elevada, por atuarem nos sistemas biolégicos com grande avidez,
produzindo mudancgas na conformacdo quimica ou na estrutura dos elementos
celulares, tornando-os incompativeis com a vida. Entre os radicais livres com
relevancia biol6gica, os que derivam do oxigénio tém peculiar importancia e sao
produzidos de forma escalonada quando um atomo faz a captagédo de 1, 2 ou 3

elétrons por molécula de oxigénio (Maupoil et al. 1993; Brasileiro 1997).

Essa captacdo de um elétron por um atomo recebe a denominagdo de "reducao
deste atomo". Quando ele doa um elétron, diz-se que ocorreu "oxidacdo deste
atomo". Na representacdo da molécula de oxigénio com seus dois atomos,
observa-se que eles tendem a se unir para formar oito elétrons em sua Orbita
externa, obedecendo a “regra do octeto” (Figura 2.2). No caso de ocorrer adicédo
de um elétron na 6rbita externa de um dos dois atomos da molécula de oxigénio,

esta passa a ter um elétron impar (ou nédo pareado) naquela Orbita. Desse modo,
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através de uma “redugao” foi formado o anion superéxido, o mais comum entre

todos os radicais livres (Brasileiro 1997).
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Figura 2.2 - Formacao do anion superoxido. Fonte: Brasileiro (1997, p. 82)

Em condi¢cbes normais, a maior parte do oxigénio molecular (95%) é reduzida por
sistemas intracelulares, tal como o complexo citocromo-oxidase localizado na
mitocéndria, para participar da producdo de energia no ciclo de Krebs, quando
sofre um processo de “reducdo”, até formar diéxido de carbono (CO2) e &agua,
sendo eliminado do organismo sem causar qualquer problema. Por outro lado,
uma pequena parte (5%) escapa dessa via metabdlica, sofrendo “reducédo” e
gerando produtos toxicos intermediarios como o anion superoxido (Maupoil et al.
1993, Brasileiro 1997).

A captacdo do primeiro elétron da lugar a formacdo do anion superoxido (0?),
que, ao receber um segundo elétron em presenca de agua (H20), resulta na
sintese do peroxido de hidrogéneo (H202), composto oxidante que ndo € um
radical livre, mas captando um terceiro elétron forma, em presenca de &gua,
grupo hidroxila (OH-), que além de ser um radical livre,é um potente oxidante,

como pode ser visto na Figura 2.3 (Maupoil et al. 1993; Garcia-Dorado &



Ferndndez 1988).
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Figura 2.3 - Formacao dos radicais hiperéxidos.Fonte: Brasileiro (1997, p. 83)

Para melhor compreensdo desse conjunto de acdes, € necessario saber que o

processo de reducdo ndo é sempre igual. O oxigénio pode ser reduzido de dois

modos diferentes (Figura 2.4):

(1) Reducdo Tetravalente: através do ganho simultdneo de quatro elétrons.

Ocorre com 95% do oxigénio que entra na célula, resultando em CO2 + H20.

(2) Reducdo Monovalente: através do ganho de um elétron de cada vez,

formando radicais livres (pois terdo elétrons nao pareados). Ocorre com os 5% de

oxigénio restantes.

O2

REDUCAD
+4 e- H20O + CO2 TETRAVALENTE
+1 e- O2- (anion superéxido) REDUGAO
S ———— MONOVALENTE

Figura 2.4 - Processos de reducédo de oxigénio. Fonte: Brasileiro (1997, p. 83)
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Os radicais livres sdo neutralizados rapidamente por enzimas enddgenas
chamadas "varredores de radicais livres". O peroxido de hidrogénio é reduzido
por catalazes intracelulares, enquanto a enzima superéxido desmutase (SOD)
age sobre o radical superéxido, mediante reacdo direta. Existem outros
mecanismos antioxidantes, chamados enddégenos, que envolvem vitaminas, tais
como a vitamina E, a vitamina A e o &cido ascérbico, estando os dois primeiros

localizados na membrana celular, e o dltimo no citosol (Brasileiro 1997).

O miocardio aerdbico € capaz de manejar e sobreviver a continua producao de
radicais livres derivados do oxigénio gracas a existéncia de um delicado balanco
entre os sistemas celulares que geram 0s agentes oxidantes e aqueles que
mantém o mecanismo defensivo antioxidante (Maupoil et al. 1993; Brasileiro
1997).

Durante o mecanismo de isquemia-reperfuséo, diversas alteracfes metabdlicas
sao produzidas e condicionam o aumento na producado de radicais livres (Myers
et al. 1985; Maupoil et al. 1993). S&o elas:

» Reducado dos componentes da cadeia respiratoria como citocromo C1

= Aumento de AMP e de seus metabdlitos (adenosina, inosina e
hipoxantina), com ativacdo da xantino-oxidase durante a isquemia por
proteases calcio-dependentes, constitui uma fonte de anions superoxido
e peréxido de hidrogénio na conversao de hipoxantina em xantina e seu

posterior metabolismo

» Alteracdes do metabolismo dos lipideos, em especial a ativacdo de
fosfolipases pela acumulacdo de Ca++ citosdlico, podem induzir
liberagcdo de acido aracddnico, o que estimula o metabolismo deste

acido a formagdo concomitante de radicais livres pela cicloxigenase

= Acumulagdo de equivalentes redutores durante a isquemia, como
NADH, NADPH, flavoproteinas e lactato, que podem reagir com o

oxigénio, induzindo a formacao de radicais livres

= As catecolaminas liberadas durante a reperfusdo podem contribuir na
formacao de radicais livres ja que por auto-oxidacdo geram periodos e
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compostos da oxidagao de radicais (adrenocromos)

= O processo inflamatério, em especial a ativagcdo dos neutrofilos,
constitui uma fonte de radicais livres. Essas substancias podem induzir
a formacdo de fatores quimiotaxicos que provocam acumulo de

neutrofilos e sua ativacéo

= A formagdo de agregados e o aumento da permeabilidade vascular
favorecem o aparecimento de edema, alterando a microcirculacdo e

exacerbando o processo isquémico

»= A lise de hemacias presente nos capilares libera derivados do ferro, que

favorece a formacéao de radicais livres

= A producéo de radicais livres pela célula endotelial também tem sido
documentada (Welbourn et al. 1991)

A queda progressiva dos sistemas de defesa encarregados da eliminagdo dos
radicais livres contribui para o acamulo progressivo desses compostos. Tem sido
observada uma diminuicdo da atividade do SOD durante a hipéxia em até 50%
nas isquemias severas, evidenciando que sua reducdo ocorre por aumento de
consumo, reduzindo a producao de radicais hiperéxidos durante a reperfusédo e
prevenindo a injuria miocéardica (Tomoda et al. 1996). Por outro lado, radicais
hiperoxidos inativam enzimas encarregadas pela degradacdo do perdéxido de
hidrogénio (glutamil peroxidase e catalase). Apesar das alteracfes nos sistemas
de defesa enzimaticos aparecerem quando eles sao submetidos a periodos
longos de isquemia e reperfusdo, a diminuicdo de apenas um de seus
componentes pode levar a uma perturbacdo de todas as defesas enzimaticas
(Myers et al. 1985).

A debilidade dos sistemas de defesa ndo enzimaticos, em especial os niveis das
vitaminas E e C, poderia igualmente cooperar para o acumulo de radicais livres.
Durante a reperfusdo, o restabelecimento da disponibilidade de oxigénio

incrementa a reducdo e formacao desses metabolitos toxicos.
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Henry et al. (1990), mediante técnicas especificas por imunofluorescéncia
quimica para avaliar a atividade dos radicais livres, observaram que, em coracdes
submetidos a periodos breves de isquemia (15 min), a producdo concentracdes
de radicais de oxigénio durante a oclusdo coronariana € baixa, com aumento
subito no momento da reperfusdo. Porém, avaliando a origem da producdo dos
radicais livres hiperéxidos, diferentes propostas sdo encontradas. As que se
relacionam ao interior do midcito, incluindo a mitocondria; a xantina/xantina-
oxidase; a reacOes envolvendo formas de mioglobina oxidada e a outros

processos enzimaticos.

As células endoteliais sdo também potentes geradores de radicais hiperoxidos,
assim como os leucdcitos, sendo estes modestos em relacdo a producdo gerada

pelos midcitos ou células endoteliais.

Utilizando a mesma metodologia, Burton (1988) demonstrou que a administracao
de produtos intermediarios reativos do oxigénio - como o peroxido de hidrogénio -
para gerar radicais livres - assim como a hipoxantina mais a xantina oxidase, ou
como o ferro - desencadeava reducfes rapidas e graves da funcdo contrétil e

mudancas em diversos parametros eletrofisiolégicos (Figura 2.5).
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Figura 2.5 - Mecanismo da reperfusdo. Fonte: Brasileiro (1997, p. 86)

Os trés principais mecanismos de dano causado pelos radicais livres séo a
peroxidacgdo lipidica, a oxidac&o das proteinas e a ruptura do ADN. A peroxidacéo

lipidica das membranas produz um dano tanto estrutural quanto funcional, em
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razao do aumento da permeabilidade da membrana ao célcio e ao sddio, levando
ao incremento do calcio intracelular (citosol e mitocondria), que progride até
danificar o midcito.

Outro mecanismo de lesdo em consequéncia da repefusdo € a formacdo de
endoperéxidos como resultado da acéo de radicais livres derivados do oxigénio. A
producdo desses produtos metabdlicos favorece a producéo de eicosanoides pela

via da lipoxigenase e cicloxigenase (Ferez et al. 1998; Fang et al. 2008).

A consequéncia final de todas as etapas metabdlicas desencadeadas pela
reperfusdo em um periodo de isquemia pode ter inicio nos fenémenos
inflamatdrios. Esse processo provocaria edema e acumulo de leucdcitos, que
potencializariam os fendmenos isquémicos, fechando o circulo vicioso (McCord
1987).

Lazzarino et al. (1994) apontam que resultados durante a realizacdo de CRVM
evidenciam a presenca de marcadores indiretos da produgédo de radicais livres
em nivel do seio coronariano, tais como melonaldeido, acido urico, adenosina,
hipoxantina e xantina, que traduzem a peroxidacdo lipidica, assim como a
degradacdo da adenina-nucleotideo do miocardio, mesmo com periodos curtos

de clampeamento da aorta.

2.3.1.2 O paradoxo do calcio

O chamado "paradoxo do calcio", descrito por Zimermman & Hulsmann (1966),
procura explicar o severo dano celular caracterizado por uma marcada liberacao
de enzimas miocardicas e pela formacdo de vesiculas intracelulares, bolhas
subsarcolémicas, e as denominadas “bandas de contracdo” apos a reintrodugcao
do calcio durante a fase de reperfusdo. Na membrana celular existem varios
mecanismos que regulam o calcio citosoélico, destacando-se entre eles os de
entrada de Ca++ na célula: (a) o gradiente de Ca++; (b) a bomba de Na+/ Ca++;

e (c) a difuséo passiva de Ca++.

Para evitar o acumulo citosoélico do ion, existemm mecanismos de saida ao exterior
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da célula, sendo os mais importantes: (a) o fluxo de Ca++ através da bomba de
Na+/Ca++, reversivel e dependente de gradiente e concentragdes no potencial de
membrana, e (b) uma bomba de calcio ativa situada na membrana e ATP-
dependente. Para que a funcdo celular permaneca normal, deve existir um fino

equilibrio entre todos esses mecanismos (Zimermman & Hulsmann 1966).

Na privacdo de oxigénio durante a isquemia, ocorre diminuicdo dos niveis
celulares de ATP e um incremento do fosfato, o que limita a saida do calcio da
célula e favorece o acumulo do mesmo em seu interior. Dessa maneira, perde-se
a capacidade para restabelecer a homeostasia do calcio. Esse aumento citosoélico
de Ca++ resulta em desensibilizacdo relativa das miofibrilas, provavelmente

devido a degradacédo das mesmas pela dependéncia deste ion (Soei et al. 1994).

Durante a reperfusdo, o célcio livre no citosol aumenta excessivamente a niveis
supranormais com a entrada de Ca++ externo através dos canais de calcio e da
bomba de Na+/Ca++, bem como pela liberacdo de Ca++ de depdsitos
intracelulares, ocasionada pela estimulacao de receptores B-adrenérgicos (Opie
& Dphil 1989).

Em condi¢cdes normais, o Na+ ndo se difunde através dos canais de calcio, mas a
favor de seu gradiente eletroquimico, provavelmente devido ao fato de esses,
juntamente com os ions K+, estarem permanentemente ocupados com mais de
um atomo de Ca++, que consequentemente ativam a abertura dos canais de K+
através da membrana celular, tornando esta mais resistente a subsequente

despolarizacéo (Carafoli & Pennison 1986).

De acordo com esse modelo, ha um momento durante a privagdo de Ca++ em
gue o canal fica livre de Ca++ e permeavel ao Na+. A entrada de Na+, mediante
sua concentragao intracelular, aumenta de modo importante e, ao se reinstaurar a
reperfusdo com Ca++, entram em acdo os mediadores da troca de Na/Ca++,
levando a uma rapida entrada de Ca++ no citoplasma, que nao pode ser
absorvido pelo reticulo sarcoplasmatico nem pelas mitocéndrias. Apesar da
capacitacdo de mobilizar importantes quantidades de Ca++, sua elevacao

citoplasmatica dispara todos os mecanismos nos quais o Ca++ é o mensageiro,
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produzindo a hipercontragdo e a morte celular (Hess & Manson 1984; Persad et
al. 1995).

Os mecanismos exatos mediante os quais se produz uma entrada macica de
célcio durante a reperfusdo ndo estdo determinados com exatiddao, mas é muito
provavel que as alteracbes nos sistemas de transporte do sarcolema sejam
responsaveis pelo acumulo de célcio. Essa entrada incontrolada produz ativacéo
de fosfolipases e proteases, que ocasionan dano em nivel do citoesqueleto e das
membranas celulares, favorecendo também a producdo de radicais livres

derivados do oxigénio (Piper et al. 1998).

Alguns estudos tém demostrado que a reoxigenacdo esta associada a diminuicao
da eficiéncia de elétrons no nivel de NADH-CoQ oxiredutase (sitio 1 da cadeia
respiratéria) na membrana interna mitocondrial, além de um incremento no
conteudo de calcio mitocondrial. Esse incremento pode ser danoso para a
mitocoéndria, por induzir uma marcada diminuicdo da fosforilacdo oxidativa, sendo
entdo especulado que a morte celular ocorre quando a sobrecarga de calcio
produz a faléncia mitocondrial na producédo de ATP (Moreno-Sanchez 1985).

A melhor base para a hipotese de que a entrada de calcio na célula contribui para
a producdo da disfuncdo pds-isquémica sdo os estudos com blogueadores dos
canais de célcio, com doses que ndo afetam a hemodinamica periférica, nem o
fluxo regional miocardico e que mostram melhora da funcdo do miocardio

atordoado (Manchandra & Krishnaswami 1997).

2.3.1.3 O paradoxo do préton: o intercambio sédio-hidrogénio

O intercambio sédio-hidrogénio é um mecanismo intermediario que produz
aumento do célcio intracelular durante a reperfusdo. Esse modelo postula que,
durante a isquemia na célula, mecanismos anaerobios sdo postos em marcha e
geram &cido latico, com consequente producdo de ions hidrogénio e
desenvolvimento de acidose intracelular. Essa acidose tem um importante efeito
inotrépico negativo, levando a célula miocéardica a recorrer a varios mecanismos

para manter o pH intracelular. Um deles é o intercambio de Na+/H+ da membrana



37

plasmética, que se ativa por aumento de hidrogénio, com a finalidade de retira-los
do interior da célula. Dessa maneira, ocorre aumento na concentracao intracelular
de sbdio, que estimula a atividade do intercambio Na+/Ca++ e induz um aumento
na concentracdo de Ca++ no citosol, favorecendo a injuria por reperfusdo
(Karmazin 1996).

2.3.1.4 Papel dos &cidos graxos

O incremento dos niveis de acido graxos tem se mostrado toxico para o miocéardio
iIsquémico, estando associado ao aumento do dano da membrana, arritmias e
aceleracdo da deterioracdo funcional. Durante a reperfusdo, a oxidacdo dos
acidos graxos pode recuperar-se rapidamente e dominar como fonte de producéo
de ATP, proporcionando mais de 95% das necessidades energéticas do coracao.
Em parte, o complexo piruvato-desidrogenase é inibido pelas altas taxas de
acidos graxos, o que resulta na diminuicao entre a relacdo de oxidacédo da glicose
e glicélise (Apstein 1999; Lerch 1993).

Durante a isquemia e a reperfusdo, os niveis de malonyl-CoA também
decrescem, resultando em incremento da atividade carnitina-palmitol-transferase
(CPT-1). Na reperfusédo, o incremento da CPT-1, junto aos altos niveis de acidos
graxos que decorrem dos episodios isquémicos, favorece a oxidacdo desses

acidos graxos como fonte principal.

Como resultado da isquemia, a oxidacdo da glicose permanece deprimida, a
producdo de prétons pelo metabolismo da glicolise anaerébica aumenta e o
consumo relativo de oxigénio para realizar a contracdo cardiaca se eleva. Esse
conjunto leva a diminuicdo da eficiéncia cardiaca durante a reperfusao
(Lopaschuk 1999).

O desequilibrio relativo entre oxidacdo da glicose e os acidos graxos durante a
isquemia pode ser um importante fator na origem da disfuncdo miocardica. A
estimulagdo da oxidagdo da glicose durante a reperfusdo é capaz de aumentar a

eficiéncia cardiaca, com melhora paralela da funcdo cardiaca (Liu et al. 1996).
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Uma maneira de diminuir o metabolismo dos acidos graxos e aumentar a
metabolizagédo da glicose é diminuir os niveis circulantes de &cidos graxos como,

por exemplo, a utilizacdo de solucdes de glicose com insulina (Lazar et al. 1997).

2.4 MECANISMOS ASSOCIADOS AO DANO POR REPERFUSAO

2.4.1 O papel do potassio

Estudos tém mostrado uma diminuicdo significativa do potésio intracelular
durante a fase de isquemia com consequente aumento do potasio extracelular.
Essas mudancas na homeostase do K+, nos primeiros segundos da isquémia, é
um fator a ser considerado na arritmogénese produzida na reperfusdo (Harris
1966; Cole et al. 1991).

Assim sendo, o mecanismo pelo qual a célula perde K+ tem sido objeto de
diversos estudos. H4 mais de uma década, foi postulado que niveis baixos de
ATP no tecido po6s-isquémico poderiam contribuir para abertura dos canais de K+
ATP reguladores, encurtando a duracdo do potencial de acdo, e preservando os
niveis de ATP miocardico, protegendo o cora¢do contra a isquemia severa. Esse
encurtamento na duracdo do potencial de acdo também diminui o tempo de
entrada de Ca++ para o interior da célula e limita o dano por sobrecarga de Ca++
(Noma 1983).

2.4.2 O papel dos neutrofilos

Hansen (1995) observou que apés um periodo de isquemia miocardica, a regiao
afetada mostra achados caracteristicos de resposta inflamatéria. Essa resposta
inclui infiltracdo celular e edema, sendo o acumulo de neutrofilos um dos
processos mais precoces. Os neutréfilos sdo atraidos ao meio isquémico, ou
reperfundidos por meio de substancias quimiotaxicas especificas, como, por
exemplo, por componentes do complemento C3 e C5 ativados e pela interleucina-
8, que, por sua vez, ativa e promove a migracdo dos neutrofilos para o exterior

dos vasos.
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Os neutrofilos se unem as células miocardicas através de moléculas
denominadas "moléculas de adesao"”, sendo uma delas a ICAM-1 (intercelular
adhesion molecule), que aparece na superficie dos midcitos como resultado da
sua estimulacéo pela Inteleucina-6 (IL-6). Em alguns estudos, foi observado um
rapido e sustentado aumento na producdo de IL-6 e de seu receptor apds um
breve periodo de isquemia, 0 que sugere que esses mecanismos podem
participar na resposta inflamatéria no local da isquemia de reperfusao (Kukielka et
al. 1995; Chandrashekhar et al. 1999; Park & Lucchesi 1999). Os neutrofilos e
mondcitos ativados, levados ao miocardio durante a reperfusdo, liberam
substancias téxicas para as células do miocéardio, incluindo radicais livres

derivados de oxigénio, proteases, elastases e colagenases (Hansen 1995).

2.4.3 Disfungao endotelial e é6xido nitrico: fendmeno de “nao-refluxo”

O oOxido nitrico sintetizado a partir do aminoacido L-arginina, possui papel
importante na regulacdo do tono vascular, sendo chamado “fator relaxante
derivado do endotélio”. Essa substancia tem um papel controverso na producao
do dano por reperfusdo (Nonami 1997). Por um lado, propde-se que sua auséncia
contribui para o dano por reperfusdo, especificamente no fenbmeno de “ndo-
refluxo”, por aumentar o tono vascular coronariano, e, por outro, que ela se
relaciona ao incremento da adesividade dos neutréfilos ao endotélio vascular com
consequente dano celular (Williams et al. 1995). Contudo, existem evidéncias de
que o Oxido nitrico pode causar dano miocardico durante a reperfuséo, através de
varios mecanismos, dentre eles a formacdo de radicais livres como o
peroxidonitrito (Schulz & Wambolot 1995; Zweier & Talukder 2006; Park &
Lucchesi 1999).

2.4.4 Restauracao abrupta da pressdo osmotica extracelular

Durante a isquemia miocardica, a fragmentacdo molecular e o acumulo de
metabolitos no espaco extracelular levam a um aumento da pressdo osmotica
intra e extracelular. Com a reperfusdo, sao produzidos o lavado do espago
extracelular e a normalizacdo da sua pressdo osmotica, estabelecendo um

gradiente osmotico, tanto mais importante quanto mais severa e prolongada for a
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isquemia, entre o interior e o exterior das células (Klein et al. 1985).

A favor desse gradiente, € produzida a entrada de agua nas células, que
aumentam de volume. Essa sobrecarga osmoética pode provocar a morte de

midcitos vidveis durante a reoxigenacdo (Ruiz-Meana et al. 1995).

2.5 A CIRCULACAO EXTRACORPOREA E O SISTEMA DE PERFUSAO

A circulacdo extracorpérea (CEC) € um poderoso instrumento que possibilita a
cirurgia de coragdo aberto, assisténcia circulatoria ou respiratOria temporaria e,
desse modo, um suporte hemodinamico que mantém o equilibrio organico
durante a cirurgia cardiaca. O sistema de perfusdo gera fluxo de sangue e,
dependendo da aplicacao, oxigena, resfria, reaquece ou processa esse sangue.
Todavia, por ser um procedimento invasivo, tem aplicagdo apenas temporaria. A
incompatibilidade do circuito de perfusdo com os elementos do sangue é a maior

causa de complicacdes e morbidade nesse procedimento.

O desenvolvimento da “maquina de circulagédo extarcorpérea” é atribuido a John e
Mary Gibbon, com seus célebres trabalhos na década de 1930 no Massachusetts
General Hospital e, a seguir, na Jefferson Medical School, na Filadélfia. John
Gibbon foi o primeiro cirurgido a empregar com éxito o método em seres
humanos, corrigindo com sucesso, em maio de 1953, um defeito do septo atrial

usando a CEC, desenhada pela International Business Machines Corporation.

No Brasil, o primeiro cirurgido a empregar a CEC foi Hugo Filipozi, apresentando
sua série de pacientes operados em 1957. Zerbini, em Sao Paulo, e Domingos
Junqueira, no Rio de Janeiro, na Casa de Saude S&o Miguel, comecaram a

realizar os primeiros casos de cirurgia cardiaca com CEC a partir de 1958.

Desde entdo, os avancos técnicos e a aplicacdo de novas tecnologias tém
diminuido a morbidade e a mortalidade da CRVM-CEC, reduzindo a reacdo entre
os elementos do sangue e os biomateriais do circuito. O uso de heparina,
entretanto, permanece como um pré-requisito, e também como uma de suas

limitacdes.
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Seus componentes basicos sdo uma ou mais canulas venosas, um reservatério
venoso, um permutador de calor, uma bomba, um filtro de linha arterial e uma
canula arterial. A maquina contém material biocompativel que, por definicdo, deve
ser nao-téxico, nao-imunogénico, nao alergénico e ndo mutagénico. Exemplos
desses materiais incluem policarbonato, polivinilcloreto, teflon®, polietileno, acgo
inoxidavel, titdnio, borracha de silicone e poliuretano. As vias para o fluxo de
sangue sdo desenhadas para minimizar turbuléncia, cavitacdo, estagnacao,
alteracdo na velocidade e no volume do perfusato necessario. O sistema também
requer multiplos acessos, para que outros subsistemas sejam conectados, para
coleta de amostras de sangue e para adicionar o perfusato e drogas. Dentre
esses subsistemas ou aplicativos acessoérios a maquina basica, ha um sistema de
succdo para cardiotomia, que aspira sangue das cavidades cardiacas abertas e
do campo cirtrgico. Esse sangue é filtrado, depurado e adicionado diretamente
ao perfusato. O sangue diluido proveniente do campo cirargico pode ser
“reaproveitado” por um sistema de cell saver, que filtra e concentra hemacias

antes de retorna-las ao perfusato.

O sistema de oferta de cardioplegia consiste em uma bomba, um reservatério e
um permutador de calor, sendo desenhado para oferecer sangue enriquecido com

potassio ou solucao cristaldide diretamente na circulacao coronaria.

As maquinas de perfusdo mais modernas permitem ao perfusionista monitorar
visualmente o conjunto e corrigir eventuais problemas. Isso, no entanto, expde
0S componentes do sangue a uma maior area de materiais sintéticos, a multiplos

sitios de entrada de ar e a uma potencial contaminacdo microbioldgica.

A protecédo miocardica durante uma cirurgia cardiaca com CEC exige um conjunto
de estratégias que tem como objetivo diminuir o consumo miocardico de oxigénio,
adequando-o a oferta tecidual momentanea, e/ou tornar as células cardiacas
mais resistentes a episodios isquémicos. Essas a¢cdes visam a atenuar e limitar a
magnitude da lesdo induzida por episédios de isquemia e reperfusdo e suas

consequéncias deletérias imediatas e tardias (Malbouisson et al. 2005).
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Laffey et al. (2002) notam que na CEC a composicédo da solugdo que preenche o
circuito, a cardioplegia, a presenca de fluxo ndo pulsatil, o tipo de oxigenador, o
tipo de circuito empregado e a temperatura durante a cirurgia sédo todos fatores

qgue influenciam a resposta inflamatéria sistémica.

(a) Cardioplegia

A cardioplegia, realizada por infusdo de solucdo hipotérmica (4°C a 12°C) ou
normotérmica, sanguinea ou cristaléide, é a técnica de protecao miocardica mais

utilizada durante a CRVM, sendo empregada em 84,3% das cirurgias com CEC.

A partir da década de 1980, diversos estudos comecaram a evidenciar que
solucdes de cardioplegia sanguinea com potassio promoviam uma protecdo
miocardica mais eficiente do que as solucfes cristaldides, fato observado pela
reducao da liberacdo de Cpk-Mb e da incidéncia de infarto perioperatério. Desde
entdo, a cardiolegia sanguinea tem sido utilizada com maior frequéncia e com

papel definido na protecdo do miocardio (Malbouisson et al. 2005).

Pichon et al. (1997) estudaram os resultados da cardioplegia sanguinea
hipotérmica com reperfusdo morna em 70 pacientes, randomicamente
distribuidos em dois grupos homogéneos ("de cardioplegia cristaloide" e "de
cardioplegia sanguinea"), utilizando troponina | como marcador bioquimico para
avaliar a adequacédo da protecdo ao miocardio. As concentracdes de troponina |
foram analisadas imediatamente antes da reperfusédo e apos o desclampeamento
adrtico com coletas realizadas com 6, 9, 12 e 24 horas ap6s a cirurgia, e
diariamente por cinco dias. Os resultados mostraram que o total de troponina |
liberada foi maior no grupo de cardioplegia cristaldide do que no grupo de
cardioplegia sanguinea. Wan et al. (1999a) verificaram maior reducéo da resposta

inflamatéria em pacientes submetidos a cardioplegia sanguinea morna do que

naqueles submetidos a cardioplegia cristaldide fria.

A técnica de administracdo da solucdo de cardioplegia mais utilizada € a infusédo
anterograda intermitente na aorta, proximal ao coracdo, apdés o0 pingamento

aortico, ou diretamente nos Ostios das artérias coronarias. Recentemente, tem
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sido proposta a infusdo de cardioplegia de maneira retrégrada, através do 6stio
do seio coronariano. Essa técnica tem como pressupostos a possibilidade de
manutencdo da infusdo sem interrupcdes e a distribuicdo de cardioplegia para
regides irrigadas por vasos coronarianos estenéticos, melhorando a protecdo das

regides subendocardicas (Malbouisson et al. 2005; Murad 1982).

A temperatura da solucao cardioplégica ainda € motivo de controvérsia. Solucdes
com temperaturas inferiores a 12°C parecem ser mais efetivas na reducdo do
consumo miocéardico de oxigénio, producdo de lactato e indicadores de hipoxia
celular, em comparacdo a solucdes de temperatura ambiente. Entretanto,
solucbes com temperatura em torno de 27°C parecem estar relacionadas a
melhor recuperacéo da funcdo ventricular esquerda no pds-operatorio imediato, a
menor incidéncia de arritmias, a necessidade de desfibrilagcdo e ao menor volume
de sangramento. Outro ponto controverso é o intervalo entre as infusfes de
cardioplegia, sendo 20 a 25 minutos o intervalo mais comumente utilizado pelos
cirurgides. Também n&o existe consenso sobre a dose ideal de cardioplegia,
assim como sobre a adicdo de substratos como I-arginina, antiarritmicos ou

betabloqueadores (Paparella et al. 2002; Malbouisson et al. 2005).

(b) Hipotermia corporal

A hipotermia terapéutica tem sido outra estratégia utilizada para diminuir a lesao
miocardica secundaria a isquemia durante a CRVM-CEC. O mecanismo pelo qual
a hipotermia exerce seu papel protetor no miocardio ndo estd completamente
esclarecido. A explicacdo se baseia na reducdo no consumo de oxigénio induzido
pela diminuicdo da atividade metabolica celular e pelas rea¢des enzimaticas, o
qgue poderia limitar as zonas de isquemia nas regides de miocardio sob risco. Em
humanos resfriados a 32°C, o consumo de oxigénio corporal total diminui em

45%, e ndo esta relacionado a altera¢cdes na saturacao arterial de oxigénio.

A medida que a temperatura diminui, 0 consumo miocardico de oxigénio diminui,
ficando abaixo de 4°C a 12°C. Esse efeito cardioprotetor € independente da
bradicardia induzida pela hipotermia, pois persiste apdés normalizacdo da

frequéncia cardiaca com uso de marca-passo (Labow et al. 1993). A diminuicdo
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da atividade metabdlica, contudo, ndo parece ser o Unico mecanismo relacionado
a cardioprotecédo induzida pela hipotermia. Redu¢des da peroxidacgao lipidica e da
producdo de radicais livres foram descritas em modelos de hipotermia. A
hipotermia poés-isquémica e pds-traumatica reduz os niveis extracelulares de
acido 2,3-dihidrobenzdico, um indicador da producdo de radicais livres. Em
modelos animais e em coracdos isolados, foi demonstrado que a hipotermia
preserva as reservas celulares de ATP durante episédios de isquemia
(Maubouisson et al. 2005).

A liberacdo de mediadores inflamatérios é sensivel a temperatura e quando se
comparam os efeitos da cirurgia em hipotermia e normotermia, os resultados sao,
em geral, conflitantes (Hammon 2008; Paparella et al. 2002). A principal
discussdo em torno dos resultados reside na definicho dos valores da
normotermia. Para alguns investigadores, esses variam entre 32 °C e 34°C,
enquanto para outros, entre 36 °C e 37°C. Menasché et al. (1994) encontraram
niveis maiores de moléculas de adeséo e de enzimas proteoliticas dos leucécitos
em temperaturas de 34°C, comparativamente aos niveis encontrados em
hipotermia (26-28°C). Outros autores n&o encontraram diferengas em pacientes
randomizados em temperaturas maiores que 36°C e menores que 28°C. A
cirurgia em normotermia aumenta a liberacdo de citocinas e outros mediadores

celulares soluveis da inflamacdo, quando comparada a cirurgia em hipotermia
(Laffey et al. 2002).

A intensidade e a duracdo da hipotermia sdo determinadas de acordo com o
procedimento cirdrgico a ser realizado. Apesar dos efeitos benéficos da
hipotermia sobre a protecdo orgéanica, o aumento do tempo de duragcdo da
hipotermia parece exercer efeitos paradoxais, piorando a lesdo miocéardica
induzida pela isquemia-reperfusdo. A hipotermia profunda por periodos
prolongados pode exacerbar a sobrecarga de calcio intracelular e induzir a

formacao de perdxidos e espécies reativas de oxigénio (Chien et al. 1994).

(c) Cell saver
Esse mecanismo protetor garante que apenas sangue plenamente anticoagulado

passe pelo circuito da CEC. Coagulos no circuito acarretam problemas,
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resultando na interrup¢cdo imediata da perfusdo e possivel dano ao paciente.
Apoés a entrada do sangue por uma ponteira aspirativa, a heparina é adicionada
e, em seguida, o sangue € direcionado para um filtro de 20um e depois para um
reservatério onde as células sao “lavadas” e centrifugadas. O lavado, que inclui

constituintes do plasma e heparina, é desprezado, mas o concentrado de
hemacias € coletado em bolsas plasticas e reinfundido, se necessério.

(d) Perfusato

Em geral, o perfusato consiste de solugcdo salina balanceada, que preenche o
sistema, sendo necessarios cerca de dois litros. Uma vez iniciada a perfusao, o
hematocrito do paciente é mantido em torno de 20% e 25%, sendo que alguns
cirurgibes permitem valores menores, quando a temperatura € mantida mais
baixa. Durante a perfusdo, perfusato adicional pode ser necessario para operar o
sistema com seguranca. O tipo de perfusato que pode ser acrescido é

determinado pela concentracdo de hemoglobina.

(e) Anticoagulacéo

A anticoagulacéo durante a CEC é realizada pela heparina, que age proximo do
final da cascata da coagulacdo. Doses padronizadas de heparina (300-400 U/kQ)
sdo utilizadas rotineiramente, sendo a anticoagulacdo mensurada através do
tempo de coagulagéo ativado (TCA). O TCA no inicio da CEC deve ser superior a
400 segundos, sendo monitorado a cada 30 minutos até o término da cirurgia, a
fim de evitar a formacdo de trombos no circuito. A heparina aumenta a
sensibilidade das plaguetas a varios agonistas e também contribui para a
ativacdo dos neutrofilos. Quando ligada a protamina, € o principal fator ativador

do complemento.

(f) Protamina
Ao final da CEC e da retirada das canulas venosas, a protamina € administrada
na dose de 1mg para cada 100 unidades de heparina fornecida, de modo a obter-

se a neutralizacédo da anticoagulacéo.
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2.6 RESPOSTA INFLAMATORIA EM CIRURGIA CARDIACA COM CIRCULACAO
EXTRACORPOREA

A era de modernizacdo da cirurgia cardiaca foi impulsionada pelo desenvolvimento
da técnica de CEC, no inicio dos anos de 1950. A partir de entdo, tornou-se claro
que a CEC era indispensavel para a maioria das cirurgias cardiacas, embora uma
indesejavel resposta inflamatoria sistémica esteja associada a esta técnica
(Edmunds 1998).

Varios fatores se associam a CEC na resposta inflamatéria e podem ser
dependentes do material utilizado (exposicdo do sangue a superficies néo
fisiol6gicas), ou independentes do material (trauma cirargico, isquemia e reperfuséo,
mudancas na temperatura corporal e liberacdo das endotoxinas). Esses fatores tém
sido bem documentados como indutores da complexa resposta inflamatoria,
incluindo ativacdo do complemento; liberacdo de citocinas; ativacdo de leucdcito
junto com acbes das moléculas de adesdo e producdo de varias substancias,
incluindo radicais hiperéxidos, metabdlitos do acido aracdodnico, fator ativador de
plaquetas (PAF), oxido nitrico (NO) e endotelinas. Essa cascata inflamatodria pode
contribuir para o desenvolvimento de complicacbes pds-operatorias, tais como
faléncia respiratéria, disfuncdo renal, desordens hematoldgicas, disfuncéo

neuroldgica, alteracdes hepaticas e faléncia multipla dos 6érgaos.

Mais recentemente, tem sido evidenciado que a resposta antiinflamatéria pode ser
desencadeada no inicio e também ao término da CEC, sendo esta resposta um

mecanismo de compensacao no complexo fisiologico.

A cirurgia cardiaca provoca uma vigorosa resposta inflamatéria, com importantes
implicag@es clinicas. Kollef et al. (1995) indicam uma incidéncia de faléncia multipla
dos 6rgdos em 11% dos pacientes, com taxa de 41% de mortalidade, sendo o
principal preditor a necessidade de ventilagio mecénica prolongada. Dados da
Sociedade Americana de Cirurgia Toracica apontavam em 1999 que 20% dos
pacientes considerados de baixo risco desenvolviam complicacbes pos-operatérias

em consequéncia da cirurgia cardiaca com CEC (Grover 1999).
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A contribuicdo dos fatores que influenciam a resposta inflamatoéria, a incidéncia e a
severidade dos resultados clinicos e, em particular, as razfes de certos pacientes
desenvolverem manifestacdes distintas e trataveis, e outros complicacdes graves

ainda carecem de mais investigacoes.

Laffey et al. (2002) apontam trés perspectivas distintas que podem contribuir para
uma melhor compreensao entre resposta inflamatoéria e seus efeitos clinicos: (a) a
complicada interagcdo molecular da resposta humoral pré e antiinflamatéria pode
contribuir na apresentacao clinica e na evolugéo da resposta inflamatoria sistémica,
em que o equilibrio entre as citocinas e sua liberagcdo determinam o curso que segue
a CRVM-CEC; (b) o mdultiplo insulto gerado nha CRVM-CEC pode levar a sequelas
pos-cirdrgicas, tais como infeccdo e hipoperfusdo organica. A perda do controle da
resposta inflamatéria pode evoluir para um incontrolavel processo destrutivo que
resulta da disfuncdo organica. Como exemplo de mecanismo potencial inserido na
base fisiopatolégica dos multiplos insultos, inclui-se a habilidade da CRVM-CEC em
ativar os neutréfilos, causando sequestro pulmonar e elevando a liberacdo de
citotoxina com subsequente insulto; (c) tem sido sugerido que o estado pré-
inflamatério é apenas uma parte de uma resposta multifacetada, sendo também
necessario considerar o inverso, chamado mecanismo antiinflamatorio de
compensacao. As respostas antiinflamatoria e pré-inflamatoria, de modo cumulativo,
representam o esforco do organismo em restabelecer a homeostase e podem
manifestar-se clinicamente com predominio de uma, de outra ou com uma resposta
intermediaria (McBride & McBride 1999; Picone et al. 1999).

A inflamacdo € a resposta inespecifica inicial do tecido vascularizado frente a
variedade de injurias sofridas pelo corpo para proteger-se do agente que o agride.
Independentemente da causa, a resposta inflamatoria segue qualitativamente a
mesma via de ativacdo, envolvendo tanto a imunidade humoral quanto a celular.
Como um mecanismo de protecdo, a resposta inflamatoria pode, as vezes, ser
exagerada, sendo mais lesiva do que protetora. Sob este aspecto, ela ndo difere na
CRVM-CEC, podendo provocar complicagbes que prolongam o tempo de

hospitalizagéo e até levar ao 6bito (Warren et al. 2009a).

De acordo com Warren et al. (2009a), a resposta inflamatéria na CRVM-CEC pode
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ser dividida em duas fases principais. A primeira (fase precoce) ocorre como
resultado do sangue, que entra em contato com as superficies ndo endotelizadas e a
segunda (fase tardia) € dirigida pela injuria de isquemia e reperfusdo e pela

endotoxemia (Figura 2.6).

Figura 2.6 Mecanismos associados a resposta inflamatoria na circulagdo extracorporea.
Fonte: Warren et al. (2009a)

2.6.1 Primeira fase da resposta inflamat6ria e mecanismos associados

A resposta inflamatéria ocorre no inicio da CEC através do contato dos
componentes celulares e humorais do sangue com o material sintético do circuito
da CEC. Em condi¢cdes normais, o sangue faz contato apenas com a superficie
lisa do endotélio celular do vaso e essa superficie desenpenha um importante
papel no equilibrio da circulacdo. Através da producdo balanceada de
substancias pr6 e anticoagulantes, as células endoteliais asseguram que 0
sangue se mantenha na forma fluida, até que em algum momento a injaria do
vaso ocorra e a formacdo do coagulo se torne benéfica. A superficie néo
endotelizada do circuito da CEC muda esse equilibrio na direcdo da trombose e,
para prevenir a ocorréncia de trombo, doses adequadas de heparina sao
administradas antes do inicio da extracorpérea. Quando o sangue heparinizado
entra em contato com o circuito da extracorpdrea, proteinas do plasma séao
instantaneamente adsorvidas por dentro do circuito, formando uma camada
Gnica. Algumas dessas proteinas sofrem mudancas em sua forma, expondo

receptores as células e proteinas circulantes no sangue. Isso conduz a ativacao
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de cinco sistemas de proteinas plasmaticas da resposta humoral (contato,
coagulacdes intrinseca e extrinseca, complemento e fibrindlise) e cinco grupos de
células da resposta celular (células endoteliais, linfécitos, monocitos, neutrofilos e

plaquetas).

Os sistemas de cinco proteinas e de cinco grupos celulares estdo interligados,
sendo o seu papel complexo e sua manifestacdo silenciosa, e ainda néo
completamente compreendidos. Entretanto, as substancias vasoativas, as
enzimas e a producdo de microémbolo pelos mediadores ativados iniciam a
resposta inflamatdria corporal total e sdo responsaveis pelas complicacées mais
importantes associadas a CEC - coagulopatia, edema tissular e disfuncéo

organica temporaria (Edmunds 1998).

2.6.1.1 Resposta humoral

(a) Sistema de contato

O sistema de contato consiste em quatro proteinas primarias do plasma: fatores
XII (fator Hageman) e XI; pré-calicreina; cinimogénio de alto peso molecular (HK).
Quando o sangue entra em contato com cargas negativas das superficies nao
endotelizadas, o fator Xll, na presenca de pré-calicreina e cinimogénio de alto
peso molecular, é ativado e clivado em duas serinoproteases, fator Xlla e fator
XIIf (termo para grupo de fragmentos remanescentes).

O fator Xlla ativa o fator XI em Xla e desse modo inicia-se a via intrinseca da
coagulacdo (Figura 2.7). Também ativa o cinimogénio de alto peso molecular
para formar bradicinina, potente peptideo vasoativo que causa vasodilatacdo e
contracdo do musculo liso ndo vascular. Finalmente, cliva a pré-calicreina,
produzindo calecreina, principal mediador, que diretamente ativa os neutrofilos,
desencadeia a fibrindlise e acelera mais a clivagem do fator Xl em uma alca de
feedback positivo, amplificando a resposta inflamatéria (Colman 1984; Saatvedt
1995; Sainz 2007). Esta claro que, durante o CRVM-CEC, o sistema de contato
ativa diretamente a via intrinseca da coagulacdo e o0s neutrofilos e

sequencialmente  ativa indiretamente  plaquetas, sistema fibrinolitico,
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complemento e células endoteliais (Edmunds et al. 1995).
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Figura 2.7 - Ativacao do sistema de contato pela circulagdo extracorporea. Fonte: Warren
et al. (2009a)

(b) Sistemas de coagulac¢éo intrinseco e extrinseco

A ativacdo da via intrinseca da coagulacdo inicia-se a partir do sistema de
contato, quando o sangue é exposto a uma superficie artificial ou ao colageno
pelo dano da parede vascular. Na presenca do cinimogénio de alto peso
molecular, o fator Xlla ativa o fator XI em Xla. Este é o primeiro degrau da via
intrinseca da coagulacdo, que continua através do fator IX, na presenca de
fosfolipideos, calcio e o fator VIII para ativar o fator X. O fator Xa (ativado) é o
ponto chave, quando as vias intrinseca e extrinseca se encontram. O fator Xa, na
presenca do fator V, do calcio e de fosfolipideos, atua como uma protease

convertendo a molécula precursora inativa protrombina em trombina.

A trombina tem acfes homeostaticas que incluem ativacdo dos fatores V, VIl e
XI. A ativacao do fator VII por uma lesdo estrutural e a consequente estimulacao
para a constriccdo pelas células do musculo liso subendotelial causa perda

sanguinea pelo vaso injuriado (Edmunds & Colman 2006).

Entretanto, as principais a¢cdes da trombina durante a CEC é clivar o fibrinogénio

em fibrina, ativar o fator Xl para fixar e depositar fibrina, ativar plaquetas através



51

de receptores especificos da trombina e estimular as células endoteliais a
produzir o fator de von Willebrand, facilitando a agregacdo plaquetaria (Valen
1994; Holdright et al. 1995). Essas reacdes criam a superficie que suporta a
adesdo dos fatores de coagulacdo e com isso facilita uma completa liberacdo de

trombina, necesséria para a hemostasia.

A via intrinseca € a rota predominante para coagulacdo durante a CEC. Além de
constituir a via final do sistema de coagulacédo, a trombina possui uma gama de
acles, sendo um dos principais mediadores inflamatorios de crescimento no sitio
da agresséo, induzindo a producéo de substéancias vasoativas quimioatratoras, as
qguais promovem adesdo dos neutréfilos, atracdo dos macréfagos e aumento da

permeabilidade vascular.

A via extrinseca inicia-se através de trauma na parede do vaso, sendo a que
predomina na hemostasia das injurias endoteliais. A injuria vascular expbe as
células ndo endotelizadas do tecido aos componentes do sangue. As vias
intrinseca e extrinseca se sobrepfem, sendo que a primeira tem um papel menor

nesse cenario.

O fator tissular (TF, tissue factor) € uma membrana integral de glicoproteina que
cobre as células do endotélio vascular e se liga ao fator VII da circulacao,
formando um complexo — o fator VIl e o fator Vlla. Na presenca de calcio e
fosfolipideos, o complexo cataliza a conversdo do fator X em sua forma ativa
(fator Xa). Entretanto, essa interacdo pode ndo se dar dessa forma em pacientes
submetidos a CRVM-CEC. Nessa condi¢cdo, a expressdo do TF parece nao estar
restrita apenas ao subendotélio. Alguns investigadores tém reportado a presenca
de um TF que surge no sangue em condi¢des pro-inflamatérias, como na cirurgia
cardiaca (Khan et al. 2006).

A razdao disso ainda nédo esta clara. Ensaios sugerem que o TF que surge no meio
intravascular estad relacionado as células sanguineas como uma mistura
indefinida de particulas (0,1-1um), ou como fragmentos pré-coagulantes do TF
(Nieuwland et al. 1997; Engelmann 2006). A liberacdo de citocinas pro-

inflamatdrias durante a CRVM-CEC pode estimular neutréfilos e mondcitos a
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produzir TF na sua superficie e o TF do sangue em combinagdo com monaocitos
ativados pode ativar o fator VIl em pacientes submetidos a cirurgia cardiaca, mais
do que quando combinado com plaquetas ativadas (Hunt et al. 1998; Nijziel et al.
2001; Hattori et al. 2005; Maugueri et al. 2006).

Independentemente da origem do TF, logo que o fator Xa € produzido, a trombina
€ também produzida e as duas vias da coagulacdo seguem um curso comum. A
cirurgia utilizando CEC ativa extensivamente as duas vias da cascata da
coagulacao, necessitando de heparinizagdo sistémica para prevenir a formacgao
de coagulos no circuito da extracorpdrea. A heparina potencializa a atividade da
antitrombina Il por causar mudanca na configuracdo que a ativa no local, e dessa
maneira, inibe indiretamente a formacao de trombina (Pixley et al. 1985; Hunt et
al. 1998).

A heparinizacdo sistémica nao estd isenta de risco. A ativacdo plaquetaria
induzida pela heparina pode levar a trombocitopenia e a uma possivel
hiperpotassemia, induzida secundariamente pela inibicAo da aldosterona. A
heparinizacdo pode inibir a formacdo de coagulo, que ocorre no estagio final das
vias intrinseca e extrinseca. Como resultado, a cascata da coagulacdo é
completamente ativada e a consequente producdo de trombina ocorre durante a
anti-coagulacao pela heparinizacdo sistémica, manifestada por elevados niveis do
complexo antitrombina-trombina em CRVM-CEC. Essa producéo progressiva de
trombina ocorre predominantemente pelo dano pericardico, levando a uma
coagulopatia de consumo que € responsavel por muitas complicacfes
manifestadas por sangramento tromboembdlico ndo cirdrgico associado a CRVM-
CEC (Philippou et al. 1999; Philippou et al. 2000).

(c) Ativacdo do complemento

O sistema do complemento consiste em resposta inata, citotoxica, composta por
um grupo do sistema imunoldgico de trinta e cinco proteinas que interagem com
o plasma e as proteinas da membrana celular. Esse sistema inicia e amplifica a
resposta inflamatéria e atua como complemento para a imunidade, mediada por

anticorpo contra a infeccdo bacteriana. Esse sistema abrange varios fatores
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soluveis que previnem a ativacao espontanea do complemento e varias proteinas
reguladoras que protegem o hospedeiro de um inesperado ataque mediado pelos

complementos (Walport 2001).

A ativacdo do complemento pode ocorrer por trés vias principais: a classica,
através de imunocomplexo (antigeno-anticorpo); a alternativa, que pode ser
ativada por células microbianas ou por superficies estranhas; a via da manose
ligada a lecitina (MBL). Esta ultima € ativada pela ligacéo da lecitina do plasma a
residuos encontrados em microorganismos (Day Jr & Taylor 2005). Enquanto a
via classica requer anticorpos para ser ativada, as outras duas vias (alternativa e
MBL) ndo sdo anticorpos dependentes e por isso sédo ditas inespecificas. As trés
vias eventualmente produzem uma protease denominada C3 convertase e a partir
dessa producdo o sistema de complemento segue caminhos semelhantes,
independentemente da via ativada (alternativa, classica ou MBL). O papel da C3-
convertase € clivar e ativar C3, gerando C3a e C3b e desencadeando a cascata

de clivagem e eventos de ativacao.

A via alternativa € a principal via através da qual a cascata do complemento é
ativada durante a CRVM-CEC. A ativacao se da imediatamente pelo contato do
sangue com as superficies sintéticas do circuito da CEC e ocorre através da
hidrélise espontanea do C3 para formar C3a e C3b. O C3b deixa uma proteina do
plasma — fator B — aderir-se a ele, quando é entéo clivado em fator Ba e Bb. As
sobras do fator Bb ligam-se ao C3b e formam o C3bBb, ao passo que o Ba é
liberado no espaco adjacente. O C3bBb é a enzima de conversdo do C3 na via
alternativa que, produzido em pequenas quantidades, cliva multiplas proteinas C3
em C3a e C3b. Ligando-se com outro fragmento C3b da C3 convertase da via
alternativa, o C3bBb forma o C3bBbC3b, uma convertase de C5 produzida por
outras vias. Essa convertase ativa C5 em C5a e C5b. O C5a ativa diretamente os
neutrofilos e o C5b da inicio a formacdo do complexo de ataque de membranas
(MAC, membrane attack complex) quando composto com C6, C7, C8 e C9
polimérico (Wan et al. 1997; Pintar & Collard 2003). O MAC € um produto final da
cascata do complemento capaz de provocar lise osmoética da célula e morte

através dos poros que atravessam as membranas (Figura 2.8).
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Figura 2.8 - Ativacdo da via alternativa pela circulagcdo extracorpérea. Fonte:
Warren et al. (2009a)

A CRVM-CEC também ativa a via classica do complemento, a partir de trés
provaveis mecanismos: a inativacdo da heparina pela protamina ao final da CEC,
a liberacdo de endotoxina durante a injuria de reperfusdo pela flora intestinal e a
ativacdo do C1 pelo fator Xlla, produzido pelo sistema de contato (Wan et al.
1997; Carr & Silverman 1999).

A ativacdo do complemento durante a CRVM-CEC apresenta um importante
papel na injaria tecidual peri-operatoria. As anafilatoxinas C3a, C4a e a Cba, a
mais potente, aumentam rapidamente a permeabilidade capilar e as alteracdes do
tdbnus vasomotor, resultando em contragdo da musculatura lisa e hipotenséo
(Downing & Edmunds 1992). A anafilatoxina C5a rapidamente se liga aos
neutrofilos e em combinacdo com o MAC estimula a ativagdo dos neutrofilos e
das plaquetas. Entretanto, o MAC causa lise celular e danos a plaquetas, células
endoteliais e cardiomiécitos. A inibicdo do MAC previne a regulacdo crescente
(up-regulation) de neutréfilos CD11b, que é a expressdao dos receptores de
plaquetas GMP-140, e a formacdo de conjugados de neutrofilos-plaguetas e
midcitos-plaquetas. A ativacdo do complemento durante a CRVM-CEC esta
associada a producdo de radicais livres de oxigénio e a sua significativa
morbidade (Kirklin et al. 1983; Hamilton et al. 1990; Edmunds et al. 1995).
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(d) Fibrindlise

O quinto sistema de proteina do plasma ativado durante a CEC é o sistema
fibrinolitico, que atua se contrapondo ao sistema de coagulacdo. Se a coagulacéo
for ativada sem mecanismo regulador, seu resultado pode provocar uma
producdo continua de fibrina, levando a trombose. O sistema fibrinolitico limita
esse processo, localizando formacéo de émbolos no interior do tecido ou lesdo do

vaso, 0 que previne a extensa oclusdo do vaso e a isquemia tissular secundaria.

O plasminogénio é uma proteina inativa sintetizada no figado e nas células
endoteliais. Entretanto, € incapaz de clivar fibrina e possui afinidade para isso,
sendo incorporada para o interior dos coagulos quando estes se formam. O
plasminogénio é convertido para sua forma ativa, a plasmina, predominantemente

pelo fator ativador do plasminogénio tissular (t-PA).

A plasmina € uma serino-protease que reduz a fibrina em subprodutos de
degradacao (o menor deles é o D-dimero), levando a dissolu¢do do coagulo. Em
circunstancias normais, o t-PA é liberado lentamente pelo endotélio dos vasos
sanguineos danificados até que a dissolu¢do do coagulo ocorra em alguns dias,
sem ruptura ou reparo do vaso. A ativacao e inibicdo da plasmina sao favorecidas
para serem reguladas por uma variedade de proteinas, que inclui a a,-
antiplasmina, az-macroglobulina e o inibidor da fibrindlise ativavel pela trombina
(Walker & Neshein 1999).

A fibrindlise ocorre continuamente durante a cirurgia cardiaca, particularmente
através da agressao ao pericardio. Isso & desencadeado, em geral, pela CRVM-
CEC, na qual a fibrindlise ocorre através do circuito, e mostra seus resultados
pelo aumento progressivo dos niveis de t-PA e D-dimero durante toda a CEC.
Essa ativacdo € causada pela estimulacdo da trombina e das células endoteliais
que produzem o t-PA, bem como pela elevacdo dos niveis do fator Xlla e da
calicreina (Stibbe et al. 1984; Levin & Santell 1988; Hunt et al. 1998; Tabuchi et
al. 1993; Khallif et al. 2004; Day & Taylor 2005).

A extensao da fibrindlise pode ser indicada pelos niveis de D-dimero e tem sido
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positivamente correlacionada com aumento dos eventos hemorragicos no pos-
operatoério (Gram et al. 1990). Finalmente, a ativacdo desse sistema pode estar
relacionada a outros aspectos da hemostasia, como a reducdo da adeséao
plaquetéaria e a capacidade de agregacdo devido a redistribuicdo dos receptores

de glicoproteina Ib e Ilb/llla.

2.6.1.2 Resposta celular

(a) Células endoteliais

Embora as células endoteliais ndo se desloquem para um contato direto com o
circuito da CEC, elas estdo em contato constante com o0 sangue e respondem a
uma variedade de agonistas produzidos neste meio, principalmente com a
trombina, o C5a, a interleucina-1B e o TNF-a. Através da producao ou inativacao
de outras substancias, elas desempenham um conjunto de papéis na resposta
inflamatéria na CRVM-CEC: mantém a fluidez do sangue e a integridade do
sistema vascular, influenciam no ténuns vascular e estdo envolvidas na adeséo e

transmigracédo dos leucdcitos para os tecidos (Boyle et al. 1997).

A interleucina-1B e o TNF-a estimulam as células endoteliais a produzir e ativar
as moléculas de adesado E-selectina e P-selectina. Essas moléculas, de elevada
capacidade de ligacdo e afinidade entre elementos do sangue, unem-se e
tornam-se ligantes (ligands). Os leucécitos ativados mediam, entdo, o mecanismo
denominado rolling, no qual os neutrofilos ocupam um papel de destaque (De
Paparella et al. 2002; Day & Taylor 2005; Kaminski et al. 2002). Os neutréfilos
participam inicialmente induzindo sua ativacdo sobre as moléculas de adeséo
(ICAM-I) e as moléculas-1 de adesédo vascular (VCAM-1), que se ligam
firmemente com os neutréfilos e monécitos ao endotélio, evoluindo para
atravessar por diapedese para 0 espaco extravascular mediando Vvérias

manifestacdes inflamatdrias na CRVM-CEC.

Durante a CRVM-CEC, as células endoteliais produzem uma variedade de
agentes anticoagulantes e hemostaticos. Entre o0s anticoagulantes, estao

incluidos: sulfato de heparina; antitrombina; trombomodulina e a nexin-1-protease
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(ambos removedores da trombina); proteina-S (que acelera o anticoagulante
natural proteina-C); t-PA. As células endotelias liberam ainda um outro
anticoagulante, um polipeptideo de cadeia Unica — o inibidor da via do fator
tissular — que inibe reversamente o fator hemostatico Xa e indiretamente o
complexo do fator hemostatico VlIla—TF, impulsionando a via extrinseca da
coagulacdo. Esses agentes também influenciam o tbnus vasomotor pela
producado ou inativacdo de uma variedade de substancias quimicas que incluem o
oxido nitrico (fator relaxante derivado do endotélio), a endotelina-1, a histamina, a

noradrenalina e a bradicinina (Cardigan et al. 1997; Ranucci 2006).

(b) Ativacao dos leucdcitos

Durante a CRVM-CEC, os leucdcitos sdo, em parte, sequestrados da circulacao.
Muitos deles se aderem aos tubos do circuito, outros sdo destruidos, ocorrendo
também hemodiluicdo pelo fluido utilizado para preencher o circuito da CEC.
Entretanto, durante e apés a CRVM-CEC, ocorre um aumento dos leucdécitos em
namero e atividade (Edmunds 1998). Trés tipos principais de leucécitos
polimorfonucleares sé@o ativados pela CRVM-CEC: neutr6filos, mondcitos, e
linfocitos.

(b.1) Neutrofilos

Os neutréfilos sdo a chave das células efetoras na reacdo de defesa e, quando
ativados, liberam um série de enzimas citotoxicas de granulos intracelulares,
incluindo neutrdfilo elastase, mieloperoxidase e algumas lisoenzimas. Através de
um mecanismo fisiologico denominado explosdo oxidativa ou respiratoria
(respiratory burst), eles sdo capazes de produzir radicais livres do oxigénio,
peroxido de hidrogénio, grupos &acidos, e outras substancias altamente
citotoxicas. A liberacdo de varias substancias nocivas pode ocorrer através da
vasculatura ou diretamente pelos tecidos. O alcance das substancias dos
granulos intracelulares dos neutroéfilos ativados e seus efeitos sdo apresentados
na Tabela 2.1 (Warren et al. 2009a).
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Source

Physinlozical effect

Oxidamts
Superonids anion

Hewmophil (FMW) membrane NATPH oxadass

Endothelia] dysfunction, adhesion molacles
exprassion, tissue edema vasoconstriction
pentmalizaton of MO, Ca®' dyshomeostasis,
comtractile dysfimction

Hydrogen peroxids Dispuatation of O, comwersion to HOC1 Lipid peroxidation trigger. P-selectin
ERprEsEion

Hypochlorous add M —arurophilic gramls, Chlorination, oxddation; formation of
myeloperosidace; reacton with H O — chloramines; predominant cyietesant
singlst oxyzen

Hydroey] madical PRI, Haber-Weiss reaction Biological membrans damage

Proteinases

Elastaze Hydrolysis of extracellular mamix profeins

Collazemaze (plastin, fibrenectin, collagen types [T and IV

Eicosanoids, lipids

Phospholipase A,

Leukotrizns B chemotaxis, adbeston, degramdation, O,

Platelet actvamns factor Thrombin-stnmiated endothslmm (remeTafion; actons speciss-sensiive
Thrombowanes (A, B} Vasoconstriction

Adhesion molecnles
L-selectn Shed after acthvation

sialyl Lewis® Cionmieriizand to P-sslectm

PEGL-1 Connterlizand to P-selactin

B ,-Integmins Constitutively expressed. activased by
(CD1a, CDAlb, CDlc: chemotactc stimvalands;

CD18) CD11b/CD18 binds ICAM-1 and C3hi;
initixtes fimm adherence to endothelium (EC)

Tabela 2.1 - Produtos derivados dos neutrdfilos na resposta inflamatoria. Fonte: Jordan
et al. (1999)

A partir de diferentes mecanismos, a CRVM-CEC ativa os neutrdfilos, o que é
evidenciado por elevados niveis de neutrofilo-elastase e de citocinas pro-
inflamatérias produzidas por neutréfilos, e pela formacdo do conjugado de

leucdcitos e plaquetas (Butler et al. 1993).

Predominantemente, os neutréfilos sdo ativados através de componentes da
cascata do complemento (C3a e C5a) e do sistema de contato (calicreina e fator
XIIf). A ativacdo dos neutrofilos ocorre em alguns segundos de exposicdo aos
complementos ativados C3 e C5. Entretando, neste contexto, outros mediadores
ativam os neutrofilos durante a CRVM-CEC, tais como, trombina, TNF-q,
heparina, endotoxina, histamina e peptideo-2, ativador de neutrofilo, que é
liberado pelas plaquetas. Finalmente, os neutrofilos também podem ser ativados
através da interagcdo direta com as células endoteliais, como descrito
anteriormente. Esta interacdo tem um importante papel na fase tardia da resposta

inflamatdria (Wan et al. 1997; Day & Taylor 2005).

Os mecanismos envolvendo a quimiotaxia e a ativagdo dos neutrofilos no local da

agressao do tecido encontram-se bem descritos. As células endoteliais séo
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ativadas pela exposicdo a agentes fisioldégicos, como as citocinas pro-
inflamatérias, trauma, injuria de isquemia e reperfusdo e bactéria (Figura 2.9).
Subsequentemente a essa ativacdo, esses agentes comecam a recrutar
neutréfilos do sangue no meio intravascular. Inicialmente, os neutrofilos rolam
(roll) ao longo da borda do endotélio, conforme o aumento da expresdo de L-
selectina na superficie do neutréfilo e da E-selectina e P-selectina nas células do
endotélio. Essas selectinas sdo consideradas uma ligacdo de baixa afinidade,
mas para que ocorram a completa adesdo e a consequente transmigracdo dos
neutrofilos, a ativacdo de mediadores de ligacao de alta afinidade é necesséria —
as moléculas de adesdo celular, as chamadas integrinas CD11b-18, ICAM-1,
VCAM-1, e PECAM-1 - uma vez que esses mediadores atuam produzindo uma

adesao firme dos neutrdéfilos a superficie endotelial (Pintar & Collard 2003).

A adesdo dos neutrdfilos na superficie endotelial pode ter como consequéncia a
oclusdo microvascular, levando a isquemia do o6rgdo. Uma vez aderido, o
neutréfilo modifica sua forma, facilitando sua transmigracdo para o interior do
compartimento intersticial através da borda do endotélio. Isso é possivel pela
expressdo da molécula de adesdo nas células da juncdo do endotélio e pela
liberacdo de agentes quimiotaxicos no espaco subendotelial, o que provoca uma
gueda no gradiente de concentracdo até que ocorra a migracdo. Uma vez entre a
matriz extracelular, os neutréfilos liberam o conteddo citotoxico dos seus
granulos, resultando em aumento da permeabilidade microvascular, com
formacdo de edema intersticial, trombose e lesdo do parénquima celular
(Vermeiren et al. 2000; Collard & Gelman 2001). Isto tem sido evidenciado como
ocorrendo nos pulmdes, no coracdo e em outros tecidos e Orgdos durante a
CRVM-CEC. A maioria dos investigadores considera que o0s neutroéfilos
desempenham um papel central na injuria dos 6rgdos e tecidos como resultado

da CEC (Kin et al. 2004; Warren et al. 2009a).



60

Rolling Firm adhesion Degranulation
M L-selectin Y CD 11b/18
U Pesulectin 4+ ICAM-1
2 E solostin = rRO=R £ VCAM
Sialyl Lewis C 5z - i " s
Chemotaxis APSOL T Cap asiectin Diapedesis
C3a,CSa LTB4 & PECAM-1
TGFp

TNFa
IL=G, IL=1p

Y —

Direct neutrophil-myocyte contact
ROS NADPH oxidase
PAF ; If?;':‘";“a myeloperoxdase
| TR4 x 5 alastasa
TNFa collagenase
IL-& phospholipases

Figura 2.9 - Estagios da ativacdo dos neutrdfilos. Fonte: Kaminski et al. (2002)

(b.2) Mondcitos

Os monocitos sdo também ativados durante a CRVM-CEC, porém mais
lentamente do que o de outros sistemas, como o do complemento e do neutrdfilo,
com um pico nos niveis de atividade que ocorre algumas horas apds a cirurgia
(Greilich et al. 2008). A ativacdo dos mondcitos ndo estd bem esclarecida. A
producdo do C3b na cascata do complemento pode ser um mecanismo, mas
outros fatores, como o contato nas superficies do circuito da CEC, o C5b-9, a
interagdo com o fator tissular e a endotoxina, podem contribuir nesse processo
(Edmunds 1998; Hattori et al. 2005).

Quando estimulados, os monécitos produzem uma quantidade de citocinas pro e
antiinflamatorias, incluindo IL-1, L-2, IL-3, IL-6 e IL-8. O papel e a producao do
TNF-a, outra citocina produzida pelo mondcito durante CRVM-CEC, séo
controversos. Alguns estudos mostram que ocorre um aumento dos niveis de
TNF-a, enquanto em outros esse aumento ndo é evidenciado (Kawamura et al.
1993; Pintar & Collard 2003). Os niveis plasmaticos destes importantes
mediadores da resposta inflamatéria possuem um pico que ocorre algumas horas
apés a CRVM-CEC, sugerindo que o impacto pode ser amplo no periodo poés-

operatorio.
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Os mondécitos possuem um importante papel na hemostasia durante a cirurgia
cardiaca, tanto de modo independente, quanto em associacdo com as plaquetas,
com as quais toma a forma conjugada - “mondcito-plaqueta” - pela via do
receptor 140 da membrana granular da proteina que, quando estimulado por
citocinas pro-inflamatérias, produz mais mondcitos, expondo o fator tissular em
sua superficie (Nijziel et al. 2000; Maugeri et al. 2003). Esse mecanismo ocorre

tanto na parede do pericardio como no circuito da CEC.

O fator tissular presente no sangue, em combinacdo com mondcitos ativados,
podem ativar o fator VIl em pacientes submetidos a cirurgia cardiaca, mais do
gue guando combinado com as plaquetas ativadas (Hattori et al. 2005; Khan et al.
2006). O mondcito CD11b e a conjugacdo mondacito-plaqueta sdo marcadores de
ativacdo muatua e mostram-se elevados durante e apdés a CEC. O mondcito
CD11b é uma B, integrina que quando ativada liga complemento e fibrinogénio e
promove adesdo ao endotélio vascular e transmigracdo para o interior do tecido
adjacente. O fendtipo pro-trombotico do monécito CD11b é estimulado, em parte,
pela habilidade de influenciar diretamente a cascata da coagulacéo, por aumentar
a expressdo do fator tissular e a atividade do fator X (Greilich et al. 2008). E
importante notar que a expressdo do fator tissular inicia a via intrinseca da

coagulacao, como visto anteriormente (secdo 2.6.1.1-b).

(b.3) Linfocitos

A concentracdo total de linfécitos diminui progressivamente a medida que a
CRVM-CEC se prolonga. Um efeito semelhante ocorre em quase todos os
subconjuntos especificos de linfocitos, incluindo linfécitos-B, linfécitos natural

killer, linfécitos T-helper e linfécitosT-supressores (Bayer et al. 2006).

Essa redugdo mantém-se em torno de trés a sete dias do pds-cirdrgico e esta
associada ao aumento da fagocitose das células brancas e a inibicdo da
habilidade dos mondcitos em favorecer o antigeno e sintetizar a IL-1, o que
resulta no enfraguecimento da resposta imune celular e no aumento da

susceptibilidade a infeccdo apés a CRVM-CEC (Markewitz et al. 1993).
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(c) Plaquetas

A CRVM-CEC resulta em um decréscimo do numero de plaguetas na ordem de
30% a 50%, além de diminuir suas fun¢des, contribuindo para a coagulopatia que
ocorre no poés-operatério. A reducdo no numero de plaquetas surge logo no inicio
da CEC pela diluicdo que ocorre no circuito preenchido, ndo sendo esse, porém,
0 Unico fator. A adeséo na superficie do circuito, o sequestro por certos 0rgaos e
a coagulopatia de consumo também contribuem para esta reducdo (Pintar &
Collard, 2003).

A ativacdo das plaquetas € multifatorial, com mediadores ativados pela agresséao
cirargica pela heparina, na hipotermia, e pelo contato direto com o circuito da
CEC (Paparella et al. 2002). Uma vez iniciada a CEC, baixas concentracdes de
trombina sdo produzidas na agressdo ao pericardio e dentro do circuito (Gikakis
et al. 1996). A trombina é um potente agonista da plaqueta e parece desencadear
a ativacdo plaquetaria. Entretanto, durante a cirurgia a ativacdo do complemento
(C5b-9) é mantida, e sdo produzidos leucotrienos, plasmina, PAF, contato de
superficie e colagenase ativadora de plaquetas (Pintar & Collard 2003).

Quando ativadas, as plaquetas aderem a superficie do circuito que se encontra
adsorvido de fibrinogénio, fator de von Willebrand e fibronectina. Elas ativam o
complexo de receptores de glicoproteina llb/llla e, entdo, aderem-se umas as
outras formando as chamadas "pontes de fibrinogénio". Também ativam a P-
selectina, que contribui na formacdo do monécito e do neutréfilo conjugado, por

ligacdo da P-selectina com a glicoproteina 1, a PSGL-1 (Paparella et al. 2004).

A expressédo da P-selectina também estimula o mondcito a ativar o fator tissular,
que contribui na formacdo do trombo. Algumas plaquetas circulam e se ligam,
liberando alguns ou todos os seus granulos, os quais contém quimioatratores,

proteinas da coagulacao e substancias vasoativas.

As plaguetas também contribuem na formacdo de microémbolos, a partir de
fragmentos rompidos, retirados dos agregados de plaquetas adsorvidos na

superficie, de fragmentos de plaquetas e leucdOcitos que se conjugam, e de
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émbolos de plaqueta e fibrina (Weerasinghe & Taylor 1998). De acordo com a
atividade plaquetdria e a queda dos seus niveis, novas plaguetas entram na

circulacéo liberadas pela medula 6ssea.

A CEC tem um profundo efeito sobre a quantidade de plaquetas, embora esse
efeito varie entre os pacientes e de acordo com o manuseio do sistema de
perfusdo. A grande maioria dos pacientes, no entanto, ira exibir trombocitopenia e
aumento do tempo de sangramento, que retormam ao normal num periodo

compreendido entre quatro e doze horas (Despotis & Goodnough 2000).

2.6.2 Segunda fase da resposta inflamatdéria e mecanismos associados

A segunda fase da resposta inflamatéria (“fase tardia”) tem sido relatada e
acredita-se que esteja relacionada a injuria de isquemia e reperfusdo durante e
apds a cirurgia cardiaca, assim como a endotoxemia, provavelmente devido a

liberacdo de endotoxina da microflora intestinal (Larmann & Theilmeier 2004).

2.6.2.1 Injaria de isquemia e reperfusao

Durante a cirurgia cardiaca, o clampeamento da aorta suspende o suporte de
sangue para 0 coracao e quase totalmente para pulmdes (mantido pelas artérias
bronquiais). Consequentemente, 0 coragdo € um pouco menos 0s pulmdes se
tornam isquémicos e, com a liberacdo do clampeamento, ambos séo totalmente
reperfundidos. Isso favorece a reacao inflamatoria, que resulta em aumento da
permeabilidade capilar, acumulo do fluido intersticial, leucocitose e coagulopatia,

podendo levar a disfungéo organica.

A injaria de isquemia e reperfusdo € mediada pela interacdo do neutrofilo com o
endotélio, como descrito na secdo acima. A fase isquémica provoca niveis
elevados de injuria endotelial, resultando na ativacdo do neutrdfilo (fase leucécito-
dependente) e de seu sequestro. Entretanto, na reperfusdo ocorre injuria
leucocito-independente, envolvendo a producdo de elevadas quantidades de
espécies reativas do oxigénio (ROSs, reactive oxygen species) como, por

exemplo, amnions superoxidos e peréxido de hidrogénio; a producéo e liberacao
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de metabdlitos sollveis do acido aracdbnico (prostaciclina); a liberacdo de
citocinas pro-inflamatorias atravées das células isquémicas (TNF-a e
interleucinas); a ativacdo do sistema humoral das proteinas — complemento e

coagulacdo (Hammon 2008).

A reperfusao cria uma elevada concentracdo de ROSs nas células isquémicas. O
mecanismo ocorre pela deplecdo das reservas de energia (adenosina trifosfato)
e das defesas antioxidantes durante o periodo isquémico. Os radicais hiperoxidos
afetam particularmente as células endoteliais na microcirculacdo pelo dano direto
na membrana: desnaturam as proteinas e lesam as células através da ruptura
local das estruturas, ou entram na circulacdo para atuar no segundo estimulo da

resposta inflamatéria (Wan et al. 1997).

(a) Mecanismo leucdcito-dependente: ativacdo dos neutréfilos e interacdo do

entotélio celular

A ativacdo dos neutrdfilos durante a CRVM-CEC pode ocorrer por uma
quantidade varidvel de mediadores quimioatratores que incluem C3a, Cb5a, IL6,
IL8, TNFa, fator ativador de plaquetas (PAF) e leucotrieno B4. A aderéncia dos
neutrofilos nas células endoteliais € um mecanismo da injdria tissular que provoca

dano endotelial por liberacdo de produtos prejudiciais.

Os neutrofilos degranulam para liberar proteases, colagenases, lipoxigenases,
fosfolipases e mieloperoxidase. As serino proteases (ou serino endopeptidases),
a elastase e a colagenase sao as principais enzimas responsaveis pelo dano
mediado pelos neutrofilos, devido parcialmente ao efeito de sua natureza
catidnica distribuida ao longo da membrana, ou seja, sua distribuicdo de cargas.
A elastase também hidrolisa os componentes da matriz extracelular composta por

elastina, fibronectina e colageno tipo Il e IV (Jordan et al. 1999)

Esta reacdo de adesdo € mediada por moléculas especificas que se manifestam
na superficie celular dos polimorfonucleares, sendo que as mais estudadas séo
as CD11b/CD18. Niveis elevados de CD11b/CD18 tém sido encontrados em

estudos clinicos e experimentais. Outras moléculas de adesdo, como a E-
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selectina, a ICAM-1 e a P-selectina, podem estar envolvidas nesse complexo de
reacdes apenas durante a CEC (Jordan et al. 1999; Pintar & Collard 2003;
Greilich et al. 2008).

Estudos em animais sugerem que as moléculas de adesdo ativadoras de
neutrofilos podem ser as principais responsaveis pelo mecanismo de dano
pulmonar, assim como pela injaria miocardica de reperfusdo apds a CRVM-CEC.
O pré-tratamento através de anticorpo monoclonal anti-CD18 mostra-se eficaz na
reducdo do edema pulmonar que segue a isquemia de reperfusédo, evidenciando

esse mecanismo (Laffey et al. 2002).

Byrne et al. (2000), em modelo de transplante cardiaco em coelho, demonstraram
que o bloqueio das moléculas de adesdao antes da reperfusdo pode reduzir
significativamente a injuria miocardica. Em pacientes, embora niveis
marcadamente elevados de moléculas de adesdo ndo possam ser percebidos
durante toda a CEC, a expressdo de CD11b/CD18 nos leucdcitos aumenta
imediatamente apds o inicio da mesma, atingindo um segundo pico apés o
desclampeamento da aorta (Wei et al. 2003; McGuinness et al. 2008). Portanto,
prevenir a acdo das ICAMs sobre os neutréfilos pode trazer algum beneficio,

embora, por outro lado, eleve o risco de infeccéao.

(b) Mecanismo leucécito-independente

(b.1) Liberacédo de radicais livres de oxigénio

A ativacdo dos leucécitos resulta também na liberacdo dos radicais hiperoxidos,
incluindo amnion superoéxido, peroxido de hidrogénio, radical hidroxila e oxigénio
livre. Essa acdo sobre a membrana lipidica pode deprimir a funcdo cardiaca e
pulmonar por aumentar sua permeabilidade. A medida direta desses agentes
hiperoxidos é factivel in vivo, mas varios métodos indiretos tém sido utilizados
para mostrar o aumento da atividade destes radicais durante e ap0s a cirurgia
cardiaca, com e sem CEC (Wan et al. 1997; Jordan et al. 1999; Kaminsk et al.
2002).
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Iskensen et al. (2006) mostraram uma elevacdo nos niveis sanguineos de
melondialdeido, um produto da peroxidacédo lipidica da membrana citoplasmética
indicativa dessa agressao pelos radicais hiperoxidos apos e durante a CEC. O
grau de ativacdo do complemento também pode ser observado pelo aumento do
dano através da peroxidacdo lipidica da membrana citoplasméatica (Chakraborti et
al. 2000). Em adicdo, a injuria de isquemia e reperfusdo no coracao e pulmdes ja
sugere uma acao na producao dos radicais hiperdxidos ao final da CEC e pode

ser avaliada a partir de amostras coletadas na veia cava inferior.

Os radicais hiperoxidos podem debilitar a viabilidade do 6xido nitrico e precipitar
0 vasoespasmo e a trombose apés a reperfusdo no coragcdo isquémico (Nonami
1997). Outros fatores, como a temperatura corporal durante a CEC, podem
influenciar a producédo de radicais hiperéxidos (Paparella et al. 2002; Tavares-
Murta et al. 2007).

A preservacdo do pulmédo em hipotermia moderada e ventilado com oxigénio a
100% nas cirurgias cardiacas resulta em elevado dano, causado pelos radicais
hiperéxidos, em comparacédo a preservacdo em hipotermia severa e ventilado por
ar ambiente. Essas observa¢cdes sdo concordantes em estudos que demonstram
gue a temperatura exerce um efeito na interacdo dos neutréfilos com o endotélio
na CEC (Laffey et al. 2002; Warren et al. 2009b).

(b.2) Metabdlitos do acido aracddnico

A producdo de prostaglandinas, tromboxanes e leucotrienos envolve o
metabolismo do &acido aracddnico por vias como a da ciclo-oxigenase e
lipoxigenase, levando a geracdo de espécies oxidantes. A reperfusdo aumenta a
degradacdo da membrana de fosfolipideos pela acdo da fosfolipase A2 e, assim,
contribui para o acumulo de acido aracquidénico no miocéardio isquémico. A
fosfolipase A2 pode também ser ativada por um aumento na concentracdo do

calcio intracelular durante a reperfuséo.

O tromboxane A2 e as prostaglandinas representam o0s prostanoides mais

importantes (Stangl et al. 2002). O neutrdfilo ativado pela isquemia e reperfuséo
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estimula a fosfolipase A2 e gera o leucotrieno B4 e o PAF. Esses mediadores
estimulam a quimioatracdo, a adesdo e a degranulacdo nas células endoteliais,
ampliando o recrutamento de neutrofilos mediados nesse processo, constituindo
a primeira fonte de liberacdo para o fluido pleural contendo tromboxane e
prostaciclina durante a CEC (Maxwell & Lip 1997; Jordan et al. 1999).

O tromboxane A2, que possui fortes propriedades vasoconstrictoras, também
promove agregacdo plaquetaria. Seus efeitos cessam rapidamente apés a CEC.
A producdo de tromboxane A2 em modelos animais tem sido associada a
disfuncao miocéardica e a hipertensédo pulmonar na CEC (Pintar & Collard 2003).
O bloqueio dos receptores de tromboxane A2, ou a inibicdo de sua sintese, pode
reduzir a injuria pulmonar e melhorar a funcéo ventricular apés a CEC (Singh et
al. 1995; Laffey et al. 2002).

As prostaglandinas PGE1 e PGE2 e a prostaciclina PGI2 s&o liberadas durante a
CEC e tém efeito vasodilatador e de antiagregacédo plaquetaria (Pintar & Collard
2003), tendendo a equilibrar a acdo do tromboxane A2 e a exercer um efeito
protetor sobre o coracdo e o pulmao. A prostaciclina pode ter um efeito benéfico
maior do que o das prostaglandinas na recuperacdo do miocardio. A PGE1 pode
ser utilizada no manejo da hipertensao pulmonar durante a CEC (Wan et al. 1997,
Pintar & Collard 2003).

Os leucotrienos sédo potentes agentes de quimioatracdo e agem aumentando a
permeabilidade vascular. Gadaleta et al. (1994) demonstraram haver um aumento
na producdo e na liberacdo dos leucotrienos durante a CEC e este estava
associado ao tempo de permanéncia na unidade de pés-operatorio. A producao
de leucotrienos pode agir como um importante fator na Sindrome da resposta

inflamatéria sistémica e na faléncia multipla dos érgaos (Wan et al. 1997).

(b.3) Liberacéo das citocinas

A liberacéo das citocinas pode ser estimulada por diversos fatores que incluem: a
injuria de isquemia e reperfusdo, a ativacdo do complemento, a liberacdo de
endotoxina e também por efeito de outras citocinas (Wan et al. 1996; Misoph &
Babin-Abell, 1997).
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A elevacgdo nos niveis do TNF-a durante e apds a cirurgia tem sido verificada em
alguns estudos, mas ndo em todos. A CRVM-CEC tem sido associada de modo
mais consistente com a producdo das interleucinas 6 e 8, e 0s niveis destas
associados com a duragdo da isquemia cardiaca durante a CEC (Kawamura et al.
1993; Tonnesen et al. 1996; Serrano et al. 2010).

Estudos sugerem que o TNF-a pode contribuir para a disfuncdo do miocéardio e
para a instabilidade hemodinamica subsequente na CRVM-CEC (Wan et al.
1996; Wan & Yim 1999). Também tem sido sugerido que a a elevacdo da
interleucina 6 estd associada com a disfuncdo miocardica, porém seus efeitos
hemodinamicos ainda sdo questionaveis (Moura et al. 2001; Misoph & Babin-
Abell 1997).

A interleucina 8 é um potente quimioatrator para os neutrofilos, o que produz
efeitos sobre o parénquima pulmonar em razdo do sequestro de leucdcitos,
podendo provocar injdria do pulméo durante a CEC. A liberagdo dessas citocinas
para o pulmao pode contribuir para o desencadeamento da disfuncdo de multiplos
orgaos. Em resposta a agressao inflamatoria, ocorre a liberacdo de interleucinas
com acdo antiinflamatéria, como a interleucina-10, a fim de restabelecer o
equilibrio organico frente as demais citocinas com acdo proé-inflamatéria (Horton
et al. 1999; Moura et al. 2001).

A producao de interleucinas relaciona-se ao 6rgao que sofre a acdo da injuria de
reperfusdo. Alguns estudos tém demonstrado que o miocéardio, quando
reperfundido, torna-se uma importante fonte de liberacdo de TNF-a e das
interleucinas 6 e 8 e o figado e os pulmdes, da interleucina 10 (Wan et al. 1996;
Misoph & Babin-Abell 1997).

(b.4) O fator ativador de plaquetas
O fator ativador de plaquetas (PAF) é um fosfolipideo sintetizado em vérias

células, incluindo as plaquetas, as células do endotélio vascular e possivelmente

as do miocardio (Wan et al. 1997).
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O PAF é assim denominado por sua descoberta ter sido originalmente associada
as propriedades de ativacdo e agregacdo das plaquetas. No entanto, os
receptores para o PAF podem estar presentes ndo apenas nas plaquetas, mas
também nos neutréfilos, mondcitos e células endoteliais. Ele € um potente
quimioatrator dos neutrofilos, ativador e agregador, e tem um papel essencial na
injuria de isquemia e reperfusdo do miocardio (Wan et al. 1997; Larmann &

Theilmeier 2004).

O PAF revela ter efeitos deletéreos sobre a funcdo cardiaca e a estabilidade
hemodinamica em estudos experimentais. Sua acdo mediadora é verificada na
injuria cardiopulmonar durante a CRVM-CEC. Estudos em que a inibicdo do PAF
era induzida mostraram reducdo da morbidade apés CRVM-CEC com resultados
controversos (Wan et al. 1997; Taggard 2000).

2.6.6.2 Endotoxemia

(a) Liberacao de endotoxinas

A endotoxina € um polissacarideo da parede celular das bactérias gram-
negativas, sendo reconhecida como o maior estimulo para o desenvolvimento da
resposta inflamatéria sistémica. A endotoxemia em pacientes submetidos a
CRVM-CEC tem sido largamente reconhecida, mas as consideragdes sobre a sua

magnitude variam entre os estudos (Rocke et al. 1987; Klein et al. 2011).

Existem vérias possiveis fontes de liberacdo das endotoxinas durante a CEC,
sendo que a patogénese deste fendmeno nao esta completamente elucidada.
Entretanto, a translocacao intestinal tem sido tradicionalmente considerada como
a primeira fonte de sua liberagc&do, cujo mecanismo decorre da vasoconstriccao
esplancnica, da diminuicdo do fluxo sanguineo, levando a isquemia da mucosa
entérica e facilitando a permeabilidade intestinal durante a CEC (Aydin et al.
2003).

Entretanto, esses postulados séo dificeis de demonstrar in vivo, mas alguns
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investigadores tém procurado estabelecer possiveis relacbes com algumas
variaveis, tais como duracdo da CEC, permeabilidade intestinal e niveis de
endotoxina no final da cirurgia. O aumento dos niveis das endotoxinas resultantes
da CEC é reconhecido por ativar complemento pela via alternativa, estimulando a
liberacdo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, p. ex.); ativar Oxido nitrico; e
aumentar o consumo de oxigénio no pos-operatorio (Ohri et al. 1993; Riddington
et al. 1996; Oudemans et al. 1996).

(b) Liberacao do 6xido nitrico

O o6xido nitrico corresponde ao fator relaxante derivado do endotélio e € o
principal regulador do fluxo sanguineo e do tbnus vasomotor. Com esta acéao, ele
previne a formacgdo de trombo, inibindo a adesdo das plaquetas ao endotélio. E
normalmente liberado pelas células endoteliais através da conversdo do
aminoacido L-arginina em L-citrulina, pela enzima oxidonitrico sintetase.
Entretanto, possui uma meia vida curta, sendo constantemente sintetizado e
rapidamente oxidado para nitrito e logo convertido em nitrato. A Oxido nitrico
sintetase é uma enzima célcio-dependente encontrada no endotélio vascular e
responsavel pela producdo de pequenas quantidades de éxido nitrico enddgeno,
gue tem um papel importante na manutencdo do fluxo sanguineo capilar e na

regulacéo da funcéo celular (Pintar & Collard 2003; Zweier & Talukder 2006).

Na formacéo e liberacdo de 6xido nitrico, também ocorre uma isoforma que é
célcio-independente, produzida pela enzima 6xido nitrico sintetase e identificada
inicialmente nos macréfagos, sendo ativada por endotoxinas e citocinas. Essa
ativacdo, presente na resposta inflamatoria, produz uma maior quantidade de
oxido nitrico calcio-independente em relacdo a forma essencial (Shultz &
Wambolt 1995).

Estudos demostram que a producao de 6xido nitrico aumenta significativamente
durante e apos a CRVM-CEC (Tavares-Murta et al. 2007). Na CEC, a
administracdo de heparina contribui para a liberacdo de 6xido nitrico e durante a
resposta inflamatoéria, as citocinas pro-inflamatorias podem, por sua vez,

aumentar esta liberacdo (Nonami 1997; Beltran et al. 1999; Laffey et al. 2002).
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(c) Ativacdo do complemento

As endotoxinas liberadas na circulacdo podem ser suficientes para ativar a via
classica e a via alternativa. A ativacdo do complemento gera diversos produtos
ativos intermediarios, como as anafilatotoxinas C3a e Cba, que provocam a
liberacdo de histamina pelos baséfilos e pelos mastécitos, aumentando a
permeabilidade vascular e estimulando os globulos brancos a liberar radicais
hiperoxidos e enzimas lisossdmicas. O C3a é um potente estimulador da
agregacao plaquetaria, enquanto o C5a estimula a agregacédo dos neutrdfilos e a
aderéncia nas células endoteliais (Taggard et al. 1994; Pintar & Collard 2003;
McGuinness et al. 2008).

A ativacao do complemento e a hemodiluicdo sdo amplamente responséaveis pela
gueda na contagem dos polimorfonucleares, observada durante a CEC
(Boralessa et al. 1982). Alguns investigadores tém demonstrado que niveis
elevados de C3a ocorrem durante a CRVM-CEC e que esses niveis mantém-se
elevados apés a cirurgia, estando associados a duracdo da CEC (Ascione et al.
2000; Diegeler et al. 2000). Os niveis de C5a sdo mais dificeis de determinar,
pois eles se aderem rapidamente aos neutrofilos, mas incrementos de seus niveis
e dos niveis de seu subproduto, o C5b-9, tém sido documentados (Kulkarni &
Afshar-Kharghan 2008; McGuinness et al. 2008).

A relevancia clinica da ativacdo do complemento ainda continua incerta. Alguns
estudos tém descrito maior morbidade no pos-operatdrio pela ativacdo do
complemento. Kirklin et al. (1983) demonstraram que niveis de C3a mensurados
trés horas ap6s a CRVM-CEC podem predizer a ocorréncia de complicagdes.

Wan et al. (1997) reportaram gque niveis elevados de C3a sdo encontrados em
pacientes que necesitam de ventilagdo artificial prolongada. Outros autores
sugerem correlacdo entre ativagdo do complemento e injaria pulmonar ou
resposta hemodinamica insatisfatérias (Tennenberg et al. 1990; Gillinov et al.
1993).

Seghaye et al. (1993) verificaram que criancas com faléncia multipla dos érgaos
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apos a CEC apresentavam niveis mais elevados de C3 convertido em C3d. Essas
diferencas nos niveis de C3d mostram a complexidade da natureza da reacao
inflamatodria e que o sistema do complemento é apenas um dos fatores envolvidos
(Laffey et al. 2002).

(d) Liberacao de citocinas

A reperfusdo tem como objetivo recuperar o tecido apds um periodo imposto de
isquemia protegida na CRVM-CEC. Entretanto, a bioquimica e a fisiologia da
resposta a injaria envolvem uma acédo de defesa imunoldgica contra bactérias e

outros invasores.

No momento da reperfusdo, o sangue interrompe o processo isquémico, suprindo
o tecido de oxigénio e nutrientes e uma cascata de eventos com propriedades
similares a resposta inflamatdria € iniciada rapidamente. A acdo dos neutrdfilos
tem sido considerada um mecanismo primario e fundamental na injaria de
isquemia e reperfusdo, envolvendo o estimulo e a producdo de diversos

componentes, entre eles as citocinas pro e antiinflamatorias (Figura 2.10).
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Figura 2.10 - Mediadores dos neutrdfilos e liberagdo de granulos. Fonte: Vermeiren et al.
(2000)

As citocinas que ativam os neutrofilos aumentam suas propriedades de adeséo e,
consequentemente, a rigidez da estrutura celular, a qual previne a adaptacédo da

forma e das dimensdes do capilar. Os neutréfilos ativados tendem a embolizar no
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vaso pré-capilar e com isso contribuem para o aumento da resisténcia vascular e

para a ocorréncia do fenébmeno do “n&o-refluxo” (Jordan et al. 1999).

Schmid-Schonbein (1987) evidenciaram que uma das sequelas mais precoces da
reperfusdo é o fenbmeno do “ndo refluxo”. Eles observaram que o0s vasos
submetidos a injuria de isquemia e reperfusdo apresentavam um acumulo
excessivo de leucdcitos na area de risco. Outros pesquisadores demostraram que
a remocdo dos neutrofilos através de terapia anti-neutrofilica, provocada pela
perfusdo sanguinea, reduzia a extensao do fendmeno e a concomitante formacao
de edema tecidual (Jordan et al. 1999; Weyrich et al. 1995).

2.7 OUTROS FATORES RELACIONADOS A RESPOSTA INFLAMATORIA NA
CIRCULACAO EXTRACORPOREA

(a) Liberacao de endotelinas

A endotelina-1 é um peptideo com residuo de 21 aminoécidos, liberada pelo
endotélio. Ela € o mais potente vasoconstrictor endégeno observado e esta
envolvida na regulacdo do tonus arterial. As endotelinas podem contribuir para
eventos patolégicos pulmonares, como a asma, a sindrome da angustia
respiratéria e a hipertensdo pulmonar. As intervencdes cirargicas para correcao
de defeitos congénitos ou de lesbes vasculares podem reduzir a pressao na
artéria pulmonar e isso tem sido correlacionado ao decréscimo dos niveis

plasmaticos de endotelina-1 (Wan et al. 1997).

Zhu et al. (1987) encontraram niveis plasmaticos de endotelina-1 mais elevados
no final da CRVM-CEC e correlacionaram o achado a duracdo da CEC. Outros
autores demonstraram também que a liberacdo de endotelina-1 apos a CEC
ocorre na CRVM e pode levar a isquemia miocardica severa, ndo sendo liberada
pelo endotélio coronariano ou miocardio. De modo interessante, o clearence de
endotelina pulmonar pode ser inibido apds a remocao do clampeamento da aorta
no final da cirurgia. Com base nisto, alguns pesquisadores concluem que, de fato,
o pulmao é um importante sitio para absorver e produzir endotelina-1 estimulando

o acumulo de neutréfilos e, consequentemente, influenciando a resposta
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inflamatéria (Wan et al. 1997; Pintar & Collard, 2003).

O aumento da concentracdo da endotelina-1 também tem sido relacionado com
os niveis de endotoxina durante a CRVM-CEC. Os efeitos vasoconstrictores da
endotelina-1 podem contribuir para a hipoperfuséo intestinal, a qual promove a
liberacdo de endotoxina na circulacdo que, consequentemente, estimula a

secrecdo de endotelina pelas células endoteliais (Velthuis et al. 1996).

McGowan et al. (1995) relataram que a isquemia e reperfusdo podem elevar a
endotelina-1, induzindo a vasoconstriccdo coronariana. Entretanto, esses efeitos
vasoconstrictores podem ser revertidos pela nitroglicerina. A alteracédo da relacdo
entre a producado endotelial de endotelina-1 e de 6xido nitrico pode afetar o fluxo

coronariano, tornando-o insuficiente e dificultando a recuperagao ventricular.

(b) Fator nuclear kB

O fator nuclear kB (NF-kB) & um fator de transcri¢cdo indutor ubiquo, envolvido na
regulacao da transcricdo de varios genes pré-inflamatérios. O NF-kB estimula e
regula diferentes moléculas pro-inflamatorias: tumor de necrose (TNF-a e TNF-B);
fator estimulador de colénias (G-CSF e GM-CSF); interleucinas (IL-
1B,IL2,IL6,IL12); interferon (IFN-B); quimiocinas (IL8, Gro a,B,y); moléculas de
adesédo (ICAM-1, E-selectina, V-CAM); e enzimas (COX-2, iNOS). Na resposta
inflamatoria (Figura 2.11), o NF-kB é estimulado por trauma cirdrgico, superficies
nao endotelizadas da CEC, endotoxemia e isquemia; e pelos mediadores C3a,
Cbha, IL1, IL2, IL6, 118, IL10, TNFa, iINOS e ROLs (McGuinness et al. 2008;
Paparella et al. 2002).
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INFLAMMATORY REACTION TO CARDIOPULMONARY BYPASS

STIMUILI ADHESION MOLECULES
Surgical trauma Selectins: E selectin, P selectin, L selectin
Blood contact with CPB surfaces Integrins: CD11/CD18 (MAC-1)
Endotoxemia Immunoglobulin superfamily: ICAM, VCAM, PECAM
Ischemia \
— |
TRANSCRIPTION FACTOR l
NF-KB
MEDIATORS EFFECTS
Complement system: C3a, C5a Leukocyte extravasation
Cytokines: TL-1, IL-2, IL-6, IL-&, TNF-g, IL-10 Lipid peroxidation
iNOS Edema
Oxygen free radicals Cell death

Figura 2.11 Papel do NF-kB na resposta inflamatéria induzida pela circulacao
extracorporea. Fonte: Papparella et al. (2002)

A translocacdo do NF-kB na resposta inflamatéria para o nucleo, onde liga-se ao
DNA, é induzida pela expressdo de alguns mediadores pro-inflamatérios. Séo
eles: INOS, citocinas, moléculas de adesdo, complementos e radicais hiperéxidos
(Figura 2.12).

-

Pro-inflammatory
cytokines

Oxygen free
radicals

iNOS

Adhesion ) | ©3a, Coa
molecules |
J

7

Production of NK-kB
induced proteins

Figura 2.12 Vias de producdo de NF-kB e de moléculas de adeséo. Fonte: Paparella et
al. (2002)

Alguns agentes podem inibir a ativagdo do NF-kB, atuando como estratégias
terapéuticas possiveis (antioxidantes, corticosteroides e indutores da tolerancia a
endotoxinas). Atualmente, a inibicdo do NF-kB pelos antioxidantes tem sido
também estudada. Em parte, isso se deve ao fato de os ROLs constituirem um

fator de ligacdo que medeia a ativacdo do NF-kB através de varios estimulos proé-
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inflamatérios. Quatro linhas de evidéncia sustentam o papel dos ROLs na
ativacdo do NF-kB: o tratamento direto com oxidantes como o H202 ativa o NF-
kB em algumas células; agentes que ativam o NF-kB nas células produzem
estresse oxidativo; antioxidantes tém sido utilizados para inibir a ativacdo do NF-
kB in vivo e in vitro; a autorregulacdo das defesas pelo antioxidante enddgeno

tem suprimido a ativacdo do NF-kB (Christman et al. 1998).

(c) Radicais hiperoxidos

Como visto em mais detalhes na secdo 2.3, o0 mecanismo de isquemia e
reperfusdo envolvido na CEC desempenha um papel importante na formacéo e
liberacdo dos radicais hiperoxidos. A reperfusdo e o dano do tecido que se
associam as mudancas celulares durante a isquemia, assim como a fisiopatologia
caracteristica da injuria de reperfusdo, trazem como consequéncia a liberacdo de
ROLs. Esse mecanismo pode explicar a producédo de radicais hiperdxidos durante
a isquemia miocardica e sua relacdo com a a resposta inflamatéria, como sera

visto a segquir.

McCord (1987) ja apontava para o papel principal que o radical superéxido tem no
processo inflamatério. Ele ativa o fator quimiotaxico latente, presente no fluido
extracelular, e com isso capacita a ativagcdo do neutréfilo (o qual libera mais
radical superoxido para o fluido extracelular) para produzir substancia
guimioatratora, estimulando outros neutréfilos inativos mais proximos para o sitio

da agresséo.

Essa substancia quimioatratora, dependente do radical superéxido, consiste de
um elemento lipidico pouco conhecido que se liga de forma ndo covalente a
albumina sérica. Tanto a albumina do soro como o lipidio sdo componentes
necessarios para que a atividade quimioatratora seja desencadeada. Uma
incomum, se nédo Unica, propriedade dessa particular capacidade quimioatratora é
atrair neutrofilos sem estimular, a principio, a degranulacdo ou o metabolismo

oxidativo.
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A relacdo entre injaria de isquemia e reperfusdo e a inflamacado pode ser
postulada por um dos vérios fatores quimiotaxicos, independentes do amnion
superoxido. As células danificadas pelos radicais hiperoxidos também liberam
substancias quimiotaxicas. Em qualquer dos eventos, a chegada de neutrofilos e
sua subsequente ativacdo por fatores liberados pelas células danificadas
recebem um segundo insulto adicional pelo amnion superoxido (Figura 2.13). E
importante ressaltar que ocorre uma primeira agressao pelos radicais hiperoxidos
na injuria de reperfusdo apos a CEC e, subsequentemente, uma segunda onda
de liberacdo de radicais hiperoxidos pelos polimorfonucleares, principalmente
neutrofilos e mondcitos em sua fase de fagocitose (Pavelkova et al. 2006).

- Ischemia
- ™

XD —=X.0.

‘ Impaired Circulation
07 production 1

Granulocyte

Activation of & Plugging
Chemoattractant i

* Edema
Influx of neutrophils )

Inflammation

Figura 2.13 - Relacédo entre injuria de isquemia e inflamag&o. Fonte: McCord (1987)

Jordan et al. (1999) descrevem os efeitos finais da liberacédo dos radicais livres de
oxigénio, em que os amnions superoxidos sdo produzidos através dos neutréfilos
associados a NADPH-oxidase. Os neutrofilos, estimulados por mediadores,
produzem amnions superoéxidos, peréxido de hidrogénio e radicais hidroxila,
levando a uma intensificacdo da producéo de citocinas, caracterizada por elevada

atividade metabdlica.

O dano causado ao endotélio, mediado pelos radicais hiperéxidos, resulta no
aumento da permeabilidade, na aderéncia de neutréfilos e na reducdo da
liberacdo de substancias e de fatores derivados do endotélio. Esses fatores,
compostos por Oxido nitrico e adenosina, passam a nao interagir com oS
neutréfilos, aumentando ainda mais a resposta do endotélio aos agentes pro-

inflamatorios.
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2.8 PROTEINAS DE FASE AGUDA

A reacao inflamatéria, chave central de qualquer processo de cicatrizacao tecidual,
consiste de vias humorais, celulares e moleculares. Em 1930, alteracdes que
ocorriam a distancia do foco de inflamacgéo despertaram interesse com a descoberta
da proteina C-reativa (PCR), assim chamada por reagir com o polissacarideo-C do
pneumococo no plasma de pacientes durante a fase aguda da pneumonia por esse

patogeno (Gabay & Kushner 1999).

Nas alteracdes sistémicas, descritas como reacOes de fase aguda, podem ocorrer
alteracbes na concentracdo de muitas proteinas plasmaticas, denominadas
proteinas de fase aguda, e em uma enorme gama de alteracdes fisiolégicas,
bioquimicas e nutricionais. Proteinas de fase aguda tém sido definidas como
aquelas cujas concentracdes plasmaticas aumentam (positiva) ou diminuem
(negativa) em, no minimo, 25% durante insultos inflamatérios. Durante a fase aguda,

a PCR pode aumentar em até 1000 vezes seu nivel sérico (Morley & Kushner 1982).

A PCR é uma proteina de fase aguda liberada pelos hepatdcitos ap6s o estimulo de

mediadores inflamatérios como a IL-6 e a IL-8, com meia-vida em torno de cinco a
sete horas. Sua dosagem nao € influenciada por fatores como anemia e alteracdes
dos niveis plasmaticos de outras proteinas. Eleva-se rapidamente com o inicio da
doenca (em torno de seis horas apds o inicio da inflamacéo ou lesdo celular) e
decresce tao logo ocorra a resolucdo do processo inflamatério ou a instituicdo da
terapéutica adequada. Tem propriedades pré-inflamatdrias e antiinflamatorias. Ativa
0 sistema do complemento apds a ligagdo com polissacéarides bacterianos ou

fragmentos de membranas celulares (Gabay & Kushner 1999).

A PCR previne a aderéncia de granuldcitos as células endoteliais e a sintese de
superéxidos. Diversos estudos evidenciam altos niveis plasmaticos da PCR em
pacientes com infeccdo ou sepse, enquanto outros falham em mostrar um impacto
dos niveis elevados da PCR no diagndstico e prognostico de tais afeccbes (Petaja et
al. 2001; Biancari et al. 2003; Raivio et al. 2007; Danese et al. 2010, entre outros).
Por ter seus niveis elevados nas infec¢gbes bacterianas, € usada na monitorizagédo de

infeccdo no pos-operatdrio: em casos ndo complicados, atinge um pico maximo
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entre 48 e 72 horas, retornando aos niveis normais entre o quinto e o sétimo dia
(Zouki et al. 1997).

Nos ultimos dez anos, entretanto, a PCR ganhou mais importancia, ao ser
considerada um marcador de risco para doenca cardiovascular aterosclerotica.
Correia & Esteves (2011), em ensaio prospectivo, associam a PCR a eventos
clinicos cardiovasculares no seguimento de longo prazo. Serrano et al. (2010),
também em ensaio prospectivo, analisam os niveis de PCR no pds-operatorio e sua
relacdo com mortalidade hospitalar e mortalidade apdés 12 meses, comparando
pacientes submetidos a CRVM com e sem CEC. Os autores ndo observaram
diferencas significativas entre os dois grupos estudados no que diz respeito aos

niveis de PCR, nem aumento da incidéncia de mortalidade.

2.9 TERAPIA METABOLICA

2.9.1 Moduladores metabdlicos

Devemos considerar que o metabolismo energético do coracdo, durante a
isquemia e durante a reperfusdo, esta intimamente relacionado com a funcéo
cardiaca, constituindo um ponto importante da intervencao terapéutica. Essa acao

pode ser atingida atuando-se em trés niveis:

- Aumentando a glicélise miocardica, seja incrementando a extracdo de
glicose durante a isquemia ou aumentando os niveis de glicogéneo antes do
procedimento cirdrgico que leve a isquemia (ex: cirurgia de bypass ou transplante

cardiaco)

- Ativando diretamente o complexo piruvato-desidrogenase e aumentando

a oxidacao dos carboidratos

- Inibindo a oxidacdo dos &acidos graxos, aumentando-se assim a oxidacao

dos carboidratos

(a) Aumento do suplemento de glicose ao coracao
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A presenca de glicose durante o periodo hipéxico também tem um papel
importante na prevencdo do dano por reoxigenagcdo. Quando o musculo papilar
cardiaco é privado de glicose e oxigénio, aparecem arritmias dependentes de
Ca++, e quando a glicose é mantida durante o periodo hipdxico, previne o
desenvolvimento de arritmias durante a reperfusdo e a contratura isquémica
produzida nesse periodo. Isso pode ser explicado por dois mecanismos
propostos. Um deles sugere que a glicose atua como agente antioxidante,
mantendo o fluxo através da via das pentoses e, portanto, mantendo niveis altos
de NADPH e, em consequéncia, o glutamato reduzido em piruvato. O outro
mecanismo propde que a glicose mantém um continuo aporte de energia e com

isto conserva o controle do Ca++ citosolico (Opie 1995).

Os niveis plasmaticos de insulina regulam diretamente o metabolismo miocardico
de carboidratos, através da estimulacdo do transporte de glicose ao interior do
miécito, ao incrementar a incorporacdo de GLUT 1 e GLUT 4 a membrana
sarcolémica, e indiretamente, ao inibir a lipdlise nos adipdcitos, diminuindo os

niveis de acidos graxos (Young et al. 1997).

Tem sido demonstrado, também, que agregar glicose durante a reperfusédo
produz recuperacdo quase total da funcdo contrétil e preservacdo dos niveis de

ATP e fosfocreatina (Vanoverschelde et al. 1994).

A solucdo de glicose-insulina-potassio (GIK), inicialmente denominada "solucdo
polarizante" por Sodi-Pallarés et al. (1962), e posteriormente, "varredor de radicais
livres" por Hess et al. (1984), foi utilizada com a finalidade de melhorar a fungao

contrétil do miocardio isquémico.

O estudo DIGAMI apoia o uso da glicose para prevenir o dano por reperfusdao em
pacientes diabéticos tratados com insulina e glicose, que tem demonstrado reduzir a
mortalidade em um ano (Malmberg et al. 1995). Os beneficios da GIK também foram
observados em estudos prospectivos e randomizados com pacientes submetidos a
cirurgia cardiaca, com melhoria da fungéo cardiaca e menor necessidade de suporte

inotrépico (Lazar et al. 1997).
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(b) Aumento da oxidacédo da glicose

Taegtmeyer et al. (1998) demonstraram que a estimulacdo da oxidacdo da glicose
durante e apos isquemia pode beneficiar o coracdo isquémico ao melhorar o
acoplamento da glicdlise durante oxidacdo da glicose, reduzindo a producdo de

protons e a acidose no tecido com melhora na eficiéncia cardiaca.

Farmacologicamente, a oxidacdo da glicose pode aumentar, por estimular
diretamente a piruvato-desidrogenase, ou indiretamente, por diminuir a acéo

intramitocondrial de acetyl-Coa/CoA:

(c) Ativacao do complexo piruvato-desidrogenase

Dicloroacetato é o prot6tipo que atua inibindo a piruvato-desidrogenase-quinase,
prevenindo a fosforilagdo — inativacdo do complexo piruvato-desidrogenase. Ele
conduz a um aumento na oxidacado da glicose e do lactato e a elevacao da acetyl-
CoA mitocondrial derivada dos carboidratos, com reducdo do MVO2 e dos
indicadores de estresse isquémico em modelo experimental de oclusdes breves
(Kahles et al. 1982), com recuperacdo da funcdo mecéanica apOls isquemia
(Lopaschuk 1999).

(d) Diminuicao da acao da acetil-Coa/CoA

A isquemia produz rapida inibicdo dos processos oxidativos e reducdo de
carnitina livre com consequente aumento de acidos graxos livres e metabolitos
intermediarios (como a acetyl-Coa de cadeia larga). O acumulo deses metabolitos
leva a efeitos prejudiciais sobre as células, como a desintegracdo de membranas

e a inibicdo da atividade enzimatica (Opie 1979).

Liedtke et al. (1988) demonstraram experimental e clinicamente a agédo benéfica
da L-carnitina na isquemia miocardica que exercia um efeito cardioprotetor
mitocondrial. Ela favorece o transporte de &cidos graxos ao interior da
mitocdndria, onde se encontram enzimas necessarias para levar adiante o

processo de oxidacdo com producédo de energia (ATP).



82

(e) Inibicdo da oxidacdo dos &cidos graxos

O aumento da oxidacdo dos acidos graxos diminui a oxidacdo da glicose e o
inverso desse metabolismo € a inibicdo dos &cidos graxos mediante dois
mecanismos: inibicdo direta da beta oxidagdo e inibicdo da carnitina-palmitol-

transferase (Lopaschuk 1999; Gambert et al. 2005).

2.9.2 A substéncia trimetazidina

A Tmz (1-(2,3,4-trimetoxibenzil) cloridrato de piperacilina), substancia que é
objeto deste estudo, foi introduzida na medicina ha mais de trinta anos para o
tratamento clinico da isquemia. Desde entdo, investigacdes experimentais tém
sido realizadas para determinar seu mecanismo de agao.

2.9.2.1 Farmacocinética

Dentre os estudos de farmacocinética realizados em adultos sadios, Royer (1986)

demonstra que a Tmz:

E absorvida rapidamente em quase sua totalidade no nivel do trato
gastrointestinal, tendo biodisponibilidade elevada por apresentar um

metabolismo de primeira passagem hepéatica minima
= Reducao dos componentes da cadeia respiratéria como citocromo C1

= Sua capacidade de unido com as proteinas plasmaticas é baixa e limita
0 risco de interagdo com outros farmacos de elevada unido as proteinas

plasmaticas

= Sua cinética é independente da via de administracdo (oral ou iv) e com
o tempo de uso, de maneira que ndo existem riscos de acumulo apés

administracao prolongada
= Apresenta uma relacgdo linear entre sua cinética e a dose administrada,;

=  Apresenta amplo volume de distribuicdo
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= Nao é metabolizada de forma importante em seres humanos, com uma

fase hepatica reduzida eliminada por via urinaria

Tabela do farmaco

Vida plasmatica (1/2) 5,95 + 0,50 h.

Biodisponibilidade oral: 0,971 + 0,173.

Velocidade de depuracao total: 39,36 + 3,53 1/h.

Volume de distribuicdo: 313 + 49,1 L.

Concentracao plamatica maxima: 27,5 + 13,0 ng/ml.
(Royer 1986)

2.9.2.2 Atividade farmacoldgica

Os trabalhos experimentais realizados mostram que a Tmz atua no nivel do
metabolismo celular, opondo-se ponto a ponto a todas as consequéncias que 0
déficit de oxigénio induz na célula isquémica, comportando-se como um agente

anti-isquémico. Dessa maneira, foi observado que a Tmz:

= Limita a acidose intracelular (Renaud 1988; Gossmann et al. 1996)
*» Reduz o acimulo de Na+ e Ca++ (Renaud 1988)

= Mantém concentracdes intracelulares de ATP e diminui a liberacdo de

creatinofosfoquinase (Allibardi et al. 1998; Aussedat et al. 1993)

= Protege a membrana celular frente aos danos dos radicais livres
(Maridonneau-Parini & Harpey 1985; Opie 1995; Sentex et al. 1998)

» |nibe ainfiltracdo e mediagcdo de Neutréfilos na reperfusao (Williams et
al. 1993; Tritto I. 2005)

= Inibe a abertura dos poros transitorios na membrana mitocondrial,

prevenindo efeitos celulares irreversiveis (Argaud et al. 2005)

» Reduz a liberacdo de endotelina-1 (Monti et al. 2001; Di Napoli & Barsoti
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2007)

2.9.2.3 Tolerancia e toxicidade

Os estudos de toxicologia efetuados com a Tmz mostram que:
» A dose maxima tolerada é muito superior & dose terapéutica

= A sintomatologia clinica comprovada com doses importantes esta

relacionada com atividade indutora de vasoplegia

= Avaliada a Tmz frente aos seus para efeitos (epigastalgia, nauseas e
vomitos; cefaléia e prurido), verificou-se que estes nao ultrapassam o0s
obtidos com placebo (Monpere et al. 1990)

2.9.2.4 Mecanismo de acdo especifico

A acdo da Tmz nas alterac6es do metabolismo cardiaco durante a isquemia abriu
caminho para uma abordagem terapéutica adicional. Com sua acdo anti-
isquémica, reduz os danos metabdlicos provocados durante a isquemia, por agir
numa etapa critica do metabolismo cardiaco, bloqueando a Beta-oxidacdo dos
acidos graxos, através da inibicdo da 3-acetil-CoA tiolase de cadeia longa (Figura
2.14).

Mecanismo de Acao da Trimetazidina
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Bunmnl o @/, Cardld varc Mex 2000:J7 ASS-04 Kurtor etal. Ovc MexX00:59:530-5

Figura 2.14 - Mecanismo de acéo da trimetazidina.Fonte: Banani et al. (1998)
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Esse efeito anti-isquémico resulta no aumento da oxidagdo da glicose, adicional a
glicélise, tendo como consequéncia a reducao de protons, que por sua vez eleva
o pH intracelular e melhora a acidose tecidual, recuperando a eficiéncia cardiaca.
Como resultado do incremento da oxidacdo da glicose pelo desvio metabdlico,

ocorre queda na oxidagdo dos acidos graxos (Lopaschuk et al. 2000).

Em varios ensaios clinicos, pode ser verificada a acdo da Tmz sobre os radicais
hiperoxidos. Gambert et al. (2006) avaliaram experimentalmente a acdo da
trimetazidina através de perfusatos contendo glicose ou palmitato, adicionado ou
ndo com Tmz, demonstrando niveis mais baixos de marcadores de radicais

hiperoxidos mensurados pela ressonancia por espectroscopia no grupo tratado.

Ruixing et al. (2007) verificaram em modelo experimental a agcdo dos radicais
hiperéxidos pela mensuracdo da elevacdo na superoxidesmutase, assim como
gueda do melanaldeido no grupo tratado com a Tmz em relagdo ao grupo

placebo.

Iskesen et al. (2006) também verificaram em modelo experimental que o grupo
pré-tratado com 60 mg de Tmz, quando submetido ao desclampeamento adrtico,
apresentava menor producdo do melanaldeido, um produto da peroxidacao
lipidica dos &cidos graxos insaturados e marca da degradacdo oxidativa da

membrana celular.

Os efeitos da Tmz sobre a acidose isquémica foram estudados por meio de
técnicas ndo invasivas de espectroscopia, por ressonancia nuclear magnética em
coracOes de ratos submetidos a isquemia de baixo fluxo. Ao acrescentar a
substancia a perfusao, a acidose intracelular se desenvolvia mais lentamente e o
pH intracelular melhorava significativamente ao final do periodo isquémico
(Pantos et al. 2005). Em estudo de Albengres et al. (1998), apos a reperfuséo, os
niveis de ATP e fosfato de creatina foram mais rapidamente recuperados no

grupo que recebeu perfusdo com Tmz.
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Os pacientes tratados apresentaram aumento de 54% na recuperagédo funcional
durante a reperfusdo, comparativamente aos controles. Também foi observado
aumento na producéo e turnover de ATP na isquemia/reperfusdo, com ganhos na

funcdo mecéanica durante reperfuséao.

Resultados de Capdevila et al. (2001) mostraram que a Tmz protegia a
viabilidade do miocardio apos ligacdo prolongada da artéria coronaria em animais
tratados com a droga, havendo também reducdo significativa da extensdo do

infarto em relagdo ao grupo controle.

Turnerir et al. (1999) avaliaram dois grupos de pacientes submetidos a CRVM em
ensaio duplo cego, randomizado e controlado com placebo. O uso da Tmz com
pré-tratamento de trés semanas em dose de 60mg/dia mostrou que os niveis de
troponina T e CPK-Mb apresentaram curvas com 5 min, 12, 24 e 48h do
desclampeamento adrtico com valores estatisticamente significativos nos

pacientes em classe funcional Il e IV.

Como mencionado em diferentes partes desta sec¢ao final, resumidamente, a Tmz
aumenta a tolerancia celular, mantendo a homeostase, limitando a acidose e
inibindo o acumulo de so6dio e célcio intracelular. Adicionalmente, mantém os
niveis de ATP, preserva a funcdo mitocondrial, reduz o metabolismo dos &cidos
graxos miocardicos, protege contra o dano da membrana induzida pelos radicais
livres de oxigénio e inibe a infiltracdo dos neutrdfilos (Ruixing et al. 2007).



CAPITULO 3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

- Avaliar o efeito da trimetazidina (Tmz) na resposta inflamatoria ao término da
cirurgia de revascularizacdo do miocardio com circulacdo extracorpdrea na
evolucdo do pos-operatério, através dos seguintes marcadores inflamatorios:
interleucinas 6 e 8, fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), dosagem do

complemento C3 e C5, e a PCR-us.

3.2 OBJETIVO SECUNDARIO

- Analisar a variacdo de leucdcitos totais, neutréfilos e mondécitos antes e apos a
CRVM-CEC.



CAPITULO 4. METODOLOGIA

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Ensaio clinico prospectivo, duplo-cego, randomizado e controlado por placebo.

4.2 CASUISTICA

Os pacientes voluntarios que participaram do presente estudo foram matriculados
no Instituto Estadual de Cardiologia Aloysio de Castro (IECAC), Rio de Janeiro,
oriundos dessa Instituicdo, ou encaminhados por outras unidades hospitalares do
Estado do Rio de Janeiro, para acompanhamento regular no Ambulatério de
Doenca Coronariana, sendo avaliados por equipe interdisciplinar quanto a

necessidade de cirurgia de revascularizagdo do miocéardio (CRVM).

Os critérios utilizados para a selecdo dos trinta pacientes desta pesquisa
prosseguiu com metodologia coordenada pelo Prof. Dr. Alexandre Lourenco
Lopes. Um estudo inicial, conduzido entre 2007 e 2008, para avaliar a diferenga
nos marcadores sorolégicos de injaria miocardica (troponina-T e CpK-Mb), foi
finalizado com sessenta pacientes, distribuidos em grupo tratado (com
trimetazidina — Tmz) e grupo placebo (cf. Martins 2008; Martins et. al. 2011).
Dessa amostra, foram selecionados aleatoriamente para este estudo 15
pacientes de cada grupo, para dosagem dos seguintes marcadores inflamatorios:
IL6, IL8, TNF-a, C3, C5, leucdcitos totais, neutrofilos, mondcitos e PCR-us.

Duas sorotecas da amostra total do primeiro estudo, com sessenta coletas de
cada momento da pesquisa (pré-operatorio; 5 minutos do desclampeamento da
aorta; e 12, 24 e 48 horas apés a cirurgia), foram enviadas para cada um dos dois
laboratérios envolvidos. O primeiro, responsavel pela analise das interleucinas,
estava localizado na central do DASA (Diagndstico das Américas) e o segundo,
responsavel pelos outros marcadores, no Instituto de Cardiologia Aloysio de

Castro-RJ. A relagao dos trinta pacientes selecionados para o presente estudo foi
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enviada para os dois centros laboratoriais, por via eletrbnica, pelo responséavel
pela randomizacdo. Para a selecdo dos pacientes, foi utilizado o programa
Cytools Excel Add-in.

No primeiro estudo, apds a tomada de decisdo quanto a indicacdo de cirurgia
cardiaca como tratamento, 137 pacientes foram selecionados e avaliados.
Desses pacientes, 75 foram incluidos com base nos seguintes critérios de
inclusédo estabelecidos: apresentar funcédo ventricular normal ou disfuncéo leve no
estudo ecocardiografico prévio; ser de tratamento puramente cirlrgico; e aceitar
participar da pesquisa. Desses 75 pacientes, trés nao foram operados por fatores
pessoais; dois operaram em outra instituicdo; seis descontinuaram a medicacao;
e quatro necessitaram de reoperag¢ao por sangramento, sendo que trés evoluiram

para Obito. Portanto, sessenta pacientes efetivamente concluiram o protocolo.

Todos os pacientes do estudo atendiam aos critérios de incluséo.

4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos os pacientes que:

(1) Apdés tomar conhecimento dos objetivos e métodos da pesquisa,
demonstraram interesse em dela participar voluntariamente, assinando o termo

de consentimento livre e esclarecido (Anexol).

(2) Foram diagnosticados em sua enfermidade como de tratamento
iminentemente cirdrgico, tento sido afastadas as possibilidades de estabilizacdo
da terapéutica otimizada, ou apresentaram lesdes de indiscutivel beneficio

cirargico.

(3) Apresentaram disfuncao ventricular no maximo de grau leve, avaliada por
ecocardiograma transtoracico, utilizando o indice de contracdo segmentar (ICS)
pela avaliacAo dos 17 segmentos da Sociedade Norte Americana de
Ecocardiografia (Cerqueira et al. 2002). Os pacientes podiam apresentar um

nimero maximo de quatro segmentos alterados, estando estes hipocinéticos,
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acinéticos ou discinéticos, porém nao ultrapassando ICS superior a 1,60, que € 0
limite superior para comprometimento ventricular leve.

4.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Os critérios abaixo relacionados foram considerados na selecdo da amostra do
primeiro estudo (cf. Martins 2009; Martins et al. 2011), sendo excluidos os
pacientes que apresentaram condicdes que comprometessem a avaliacdo
ecocardiogréfica, dificultando o estadiamento funcional do ventriculo, assim como

as seguintes intercorréncias no pré e pés-operatorio.

(1) Infarto agudo pré-operatorio

(2) Doengas orovalvares associadas

(3) Doenca vascular associada que necessitasse cirurgia concomitante

(4) Arritmias cronicas e/ou complexas

(5) Alteracdo da contracdo segmentar totalizando mais de quatro segmentos com
ICS superior a 1,6 na avaliacdo do escore de pontuacdo ecocardiografica, o que
traduz comprometimento moderado e/ou grave da funcéo ventricular

(6) Intolerancia a trimetazidina

(7) Complicagbes organicas no pos-operatério imediato, como sangramento
cirargico; quadros infecciosos; tamponamento; AVC; intercorréncias abdominais
de tratamento cirdrgico

(8) Discordancia do paciente com o texto expresso no termo de consentimento

livre e esclarecido de participacdo no estudo e, consequentemente, sua clara

recusa em assina-lo
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4.5 METODO

O presente estudo obteve a aprovacio de Comissdo de Etica em Pesquisa do
IECAC-RJ, local onde os exames laboratoriais e os demais exames foram

coletados (Anexo 2).

Os pacientes-voluntarios foram selecionados entre os regularmente atendidos no
setor de ambulatorio do pré-operatério de cirurgia cardiaca da Instituicdo,
supervisionado pela clinica de doenca coronariana e pela clinica de cirurgia
cardiaca. Apds a selecdo, informacdes adicionais sobre a pesquisa foram
fornecidas para dar inicio aos critérios de inclusdo e exclusdo no momento da

primeira avaliacao clinica.

Todos os pacientes foram orientados a manter a medicacdo habitual, sendo o
acido acetil salicilico, o clopidogrel e a ticlopidina descontinuados com
antecedéncia de no minimo sete dias, em relacdo ao ato cirurgico. Os pacientes
foram instruidos a comparecer a Instituicdo do estudo para realizacdo dos
exames pré-operatorios e do ecocardiograma, método este utilizado inicialmente

como critério de exclusao.

Todos os pacientes-voluntarios foram informados dos possiveis, mas raros,

efeitos adversos do medicamento da pesquisa (trimetazidina).

ApoOs a leitura do texto do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, seguida
de esclarecimentos sobre eventuais ddvidas ainda existentes, todos o0s

voluntarios assinaram sua aceitacao.

Os equipamentos utilizados para analise das interleucinas e complementos
estavam instalados na sede do DASA. A Pcr-u e o leucograma foram realizados
em equipamentos localizados no Laboratorio Diagnostico das Américas

(Brownstein), sediados no IECAC.

O cegamento e a randomizacgao foram quebrados pelo orientador e informados ao

pesquisador somente apos a conclusao da analise estatistica.
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4.6 PROTOCOLO

TECNICA CIRURGICA

Em todos os casos, a técnica cirdrgica envolveu esternotomia mediana
transesternal, dissec¢cdo da artéria toracica interna, retirada da veia safena
interna, pericardiotomia longitudinal, introducdo das canulas na aorta e canula
Gnica para cava, nessa sequéncia. As anastomoses dos enxertos de veia safena
foram realizadas por duas técnicas. A primeira, com anastomose distal com
pincamento oclusivo (tangencial) da aorta e parada cardiaca em andxia,
realizando as distais e, em seguida, ainda em CEC, com pingcamento tangencial
da aorta e anastomose proximal. A segunda, com pincamento oclusivo da aorta

para as anastomoses distais e proximais (Anexo 3).

CIRCULACAO EXTRACORPOREA

A circulag@o extracorporea foi realizada com hipotermia central moderada (32-
35°C) e a protecdo miocéardica instituida através da cardioplegia sanguinea
hipotérmica (4°C). A composicao da solucdo cardioplégica era de 4:1:1 (40ml Kcl
10% + 10 ml bicarbonato de sédio + 10ml Su Mg 10%), diluida em 440ml de soro
glicosado a 5%, infundido em paralelo com sangue. A solucao foi infundida na

raiz da aorta ou diretamente no seio coronariano (Anexo 3).

ANESTESIA

A anestesia realizada em todos os pacientes foi geral balanceada, veno-inalatoria
em circuito circular fechado, com absorvedor de CO2 (Cal-sodada) e ventilacéao
mecanica. Como agente inalatério, foi utilizado o isofluorane com oxigénio a 50%,
misturado com Oxido nitroso. Das drogas venosas, foram utilizados os hipnéticos
ethomidato e midazolam; como opioide, o fentanil; e como relaxante muscular, o

brometo de pancurénio.
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POSOLOGIA DA TRIMETAZIDINA

Foi fornecida a dose de 60mg da medicacao/placebo dividida em trés tomadas
diarias, efetuada com doze a quinze dias antes do ato cirdrgico até cinco a oito

dias de pos-operatorio (Anexo 4).

O protocolo da pesquisa atendeu ao delineamento do estudo. A ordem aleatodria
da administracdo dos comprimidos, contendo placebo ou 20mg de trimetazidina
foi estabelecido por farmacéutico e pesquisador INPI, responsavel técnico pela
Farmacopa Ltda e Doutor em Farmacologia pela UFRJ, que, através do programa
cytools Excel add-in, realizou a randomozacdo permutada em blocos, visando a
uma distribuicdo idéntica do numero de amostras em cada um dos dois grupos do

estudo inicial.

VARIAVEIS INFLAMATORIAS ANALISADAS

Para determinar os efeitos inflamatérios da CRVM, foram dosados 0s seguintes
marcadores: interleucinas 6, 8 e TNF-a, complementos C3 e C5, PCR-u e

leucécitos totais, neutréfilos e monécitos.

Na central do DASA, concentrou-se 0 armazenamento das sorotecas para as
medidas de interleucinas (IL6, IL8 e TNF-a), sendo mantidas as amostras a -70°,
em duas sorotecas de tubos de eppendorf com 5ml, coletadas simultaneamente
nos intervalos do protocolo da pesquisa: no pré-operatério sem droga, 5 minutos
apos o desclampeamento adrtico no centro cirurgico direto do atrio direito e com

12 e 24 horas apos a cirurgia, em cateter profundo.

No laboratério central do Brownstein, foram realizadas as analises das amostras
para as medidas dos complementos C3 e C5, ap0s armazenamento em sorotecas
de tubos de eppendorf com 5ml, coletadas nos intervalos do protocolo da
pesquisa: no pré-operatdrio sem droga; 5 minutos apds o desclampeamento
aortico diretamente do atrio direito; e com 12 e 24 horas ap6s a cirurgia em
cateter profundo. As sorotecas foram armazenadas no laboratério Brownstein do

IECAC e as amostras transportadas em compartimento refrigerado a 4°C.
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No laboratério Brownstein do IECAC, foram analisadas as amostras para proteina
C ultrassensivel nos seguintes intervalos: sem droga no pré-operatério e com 48
horas que se seguiram ao ato cirargico. Nesse laboratério foram analisadas
também as amostras para leucdcitos totais, neutrofilos e mondécitos nos seguintes
intervalos do protocolo da pesquisa: sem droga no pré-operatorio; 5 minutos apos
o desclampeamento da aorta direto do atrio direito; e com 12, 24 e 48 horas que

se seguiram ao ato cirurgico em cateter profundo.

A PCR-ultrasensivel foi mensurada pelo método de nefelometria pelo
equipamento AU400 (Olympus) com limite de deteccdo técnica de 0,175mg/L,
sendo considerados os valores para inflamacéo acima de 5mg/L. O complemento
C3, pelo método de nefelometria, equipamento BN2 (Dade Behing) com valores
de referéncia variando de 90 a 180 mg/dl e limite de deteccdo técnica de
0,5mg/dl. O complemento C5, pelo método de imunodifusao radial, equipamento
AXI (Olympus), com valores de referéncia variando entre 7 a 18mg/dl e limite de

deteccao técnica de 0,1mg/dl.

As interleucinas foram mensuradas pela técnica de citometria de fluxo,
equipamento BD modelo faxcanto |l através do kit Flowcytomix Humano
(BMS810FF) da Bender Medsystems. A interleucina 6 (IL6) apresenta limite de
deteccdo técnica de 1,2pg/ml, porém a variacdo da intensidade da
imunofluorescéncia se da em valores inferiores a 27 pg/ml; a interleucina 8(IL8)
apresenta limite de deteccdo técnica de 0,8 pg/ml, porém a variacdo da
intensidade da imunofluorescencia se d4 em valores inferiores a 14pg/ml; e o
TNf-a apresenta limite de deteccdo técnica de 3,2pg/ml, porém sua variacdo na
imunofluorescéncia se da em valores inferiores a 27pg/ml. Essas amostras foram
armazenadas a -20°C no laboratério do IECAC e posteriormente a -70°C na

central de imunologia do DASA.

Os leucocitos totais, neutrofilos e mondécitos foram analisados pelo equipamento
ABX Pentra 60 (Horiba) por trés técnicas: citoquimica; impedancia e absorcéo
fotométrica. As variacdes de leucécito foram de 0-120x 10°/mm?, com deteccao
de 0,3mm?3 (7,5%). Os neutréfilos variaram de 49% a 70% com deteccéo inferior a

3% e o0s mondcitos variaram de 2% a 12% com deteccéo inferior a 10%. As
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analises foram conferidas através de leitura de lamina.

As amostras de sangue utilizadas foram obtidas através de coleta atrial direta no
desclampeamento aodrtico e posteriormente em cateter posicionado no atrio
direito. Todas as amostras foram coletadas sob técnica de aspiragdo em seringa
de 20ml, apds desprezar 10ml coletados previamente para limpeza do cateter,
sendo depositadas em tubo especifico para cada tipo de afericdo dos

marcadores.

Apéds centrifugacdo do sangue em 12000rpm durante quinze minutos, o plasma
foi coletado por pipeta automatica e condicionado em tubos de eppendorff de 5ml
(Anexo 6).

VARIAVEIS CIRURGICAS ANALISADAS

Foram avaliados: o numero de pontes; os tempos de CEC e de clampeamento

aortico; e o volume de solugéo cardioplégica.

TERAPIA DE SUPORTE

A necessidade de utilizacdo de hemoderivados e aminas vasoativas no pos-
operatoério foi incluida no protocolo para verificar possiveis interferéncias. O
tempo de permanéncia na unidade pds-operatéria foi tabulado com o objetivo de
analisar se complicacdes clinicas poderiam interferir na média do tempo de

permanéncia de cada grupo isoladamente.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica para comparacdo entre 0s grupos tratados com trimetazidina e

o placebo foi realizada pelos seguintes meétodos:

Para comparacgéo de variaveis numéricas entre dois grupos, foi utilizado o teste t de
Student para amostras independentes, ou o teste ndo paramétrico de Mann-

Whitney. Para variaveis categoéricas, foi utilizado o teste de x* ou exato de Fisher e,



96

para a analise do comportamento das varidveis ao longo do tempo (quatro ou cinco
momentos), separadamente por grupo de tratamento, a Analise de Variancia
(ANOVA) para medidas repetidas.

O teste de comparagcfes multiplas de Bonferroni (ajustado para medidas repetidas)
foi aplicado para identificar quais os momentos que diferiam significativamente entre
si. Para verificar se o comportamento ao longo do tempo era diferenciado entre os

grupos, foi realizada a ANOVA para medidas repetidas com um fator.

A variacdo entre dois momentos da PCR foi analisada pelo teste dos postos
sinalizados de Wilcoxon e a correspondente variacdo (delta) foi comparada entre os

grupos pelo teste de Mann-Whitney.

Todos os valores do momento basal (pré-operatério) observados para IL6 e IL8
inferiores a 27pg/ml e 14pg/ml, respectivamente, foram classificados como valores
nulos pelo Kit Flowcitomix. Sendo assim, foi proposto gerar valores aleatorios dentro
desses limites e diferentes de zero através do programa EPI-INFO, visando ao
processamento da analise estatistica longitudinal, incluindo o momento basal dessas
medidas. Foram aplicados testes ndo paramétricos, pois algumas varidveis nao
apresentaram distribuicdo normal (distribuicdo Gaussiana), devido a dispersao dos

dados ou falta de simetria da distribuicao.

O critério de determinacdo de significancia adotado foi o nivel de 5%. A andlise
estatistica foi processada pelo software SAS 6.04 (SAS Institute, Inc., Cary, NC).



CAPITULO 5. RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A Tabela 5.1 apresenta o perfil geral da amostra dos trinta pacientes que foram
selecionados e concluiram o ensaio clinico, comparando os grupos placebo (Plac)
e o tratado com trimetazidina (Tmz). Observe-se, especialmente, a
homogeneidade dos dois grupos, no que diz respeito a variaveis clinicas que
poderiam causar complicacées no pds-operatério e/ou, eventualmente, dificultar a

analise dos resultados.

Tabela 5.1 - Perfil geral da amostra segundo o grupo (Tmz e placebo)

Variavel Tmz Plac p valor
n % n %
Sexo masculino 10 66,7 12 80,0 0,34
Idade anos (média + DP) 59,0+ 7,8 59,3+5,8 0,91°
Doenca trivascular® 11 73,3 10 66,7 0,50
Diabetes Mellitus 2 13,3 2 13,3 0,70
HAS 9 60,0 10 66,7 0,50
IM prévio 3 20,0 5 33,3 0,34
Tabagismo ou ex-tabagista 7 46,7 10 66,7 0,23

DP: Desvio Padréo.
HAS: Hipertenséo Arterial; IM: Infarto do Miocéardio
@ Teste t de Student para amostras independentes

b Comparagédo da doenga trivascular em relagdo a bivascular.

A Tabela 5.2 apresenta a distribuicdo dos medicamentos utilizados nos pacientes
dos dois grupos, mostrando a homogeneidade entre eles. A estatina foi
descontinuada 72 horas antes da cirurgia, devido a seus possiveis efeitos sobre a

cascata inflamatoéria.
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Tabela 5.2 - Distribuicdo dos medicamentos utilizados nos pacientes segundo
0 gupo (Tmz e Placebo)

Total Tmz Plac
Medicacao
n % n % n %

Antagonista da angiotensina Il (BRA) 2 6,7 1 6,7 1 6,7
Antiagregante plaquetario 30 100 15 100 15 100
Benzodiazepinas 4 13,3 2 13,3 2 13,3
Betabloqueador 24 80,0 12 80,0 12 80,0
Diurético tiazidico 6 20,0 3 20,0 3 20,0
Estatina 29 96,7 15 100 14 93,3
Hipoglicemiante oral 4 100 2 100 2 100
Inibidor da angiotensina (IECA) 15 50,0 8 53,3 7 46,7
Nitrato 30 100 15 100 15 100

A Tabela 5.3 mostra a frequéncia das variaveis qualitativas para a amostra geral,
considerando-se o grupo sem alteracdo da funcdo segmentar, indice 1 (SAS), e
com alteracdo leve da funcdo segmentar, indices 1.1 a 1.6 (CAS), segundo a
analise de contracdo segmentar (ICS - 17 segmentos) da Escola Americana de
Ecocardiografia. Observa-se, em particular, que os grupos sem e com alteracao

segmentar se distribuem uniformemente.

Tabela 5.3 - Distribuicdo dos pacientes segundo a analise ecocardiografica

pelo indice de contracdo segmentar nos grupos Tmz e Placebo

Tmz Placebo
Variavel categoria p valor
N % n %
SAS 6 40,0 6 40,0
Subgrupo 1,0
CAS 9 60,0 9 60,0

As Tabelas 5.4 e 5.5 fornecem média, desvio padrdo, mediana, minimo e maximo
das variaveis inflamatoéria basais e das variaveis cirtrgicas. A andlise foi composta
pelo teste t de Student para amostras independentes (idade, C3, C5, leucdcito,

neutroéfilo, mondcito IL6, IL8 e PCR) ou teste de Mann-Whitney (tempo de anoxia,
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tempo de CEC, volume -cardioplegia, numero de pontes, horas de CTI).

A Tabela 5.4 mostra a analise das variaveis inflamatérias basais, comparando os
niveis dos marcadores em estudo nos dois grupos, antes do inicio do tratamento
(trimetazidina/placebo). Nesse primeiro momento, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os valores basais dos grupos.

Tabela 5.4 - Analise das variaveis inflamatorias basais segundo o grupo

Variavel basal Grupo n Média DP Mediana Minimo Maximo p valor ®
C3 (mg/d) Tmz 15 885 144 89 66 116

Plac 15 957 242 99 54 137 053
C5 (mg/dl) Tmz 15 170 32 17,80 970 21,90

Plac 15 173 25 17,30 10,80 21,00 0.7
PCR (mg/L) Tmz 15 0,508 0,35 032 018 1,30

Plac 15 0410 0,28 031 017 1,20 048
IL6 (pg/ml) * Tmz 15 231 146 220 020 430

Plac 15 241 1,15 230 030 4,00 082
IL8 (pg/ml) * Tmz 15 153 0,91 1,5 0,2 3,1

Plac 15 2,01 1,10 2,2 0,2 4,1 019
Leucécito (u/L) ~ Tmz 15 7220,0 1394,5 7300 4900 10600

Plac 15 6738,4 1502,1 6400 4700 9500 037
Neutréfilos (%) Tmz 15 56,0 6,3 57 45 66

Plac 15 567 91 60 437 70 081
Neutréfilos (u/L) Tmz 15 4010,0 653,6 4095 2745 5124

Plac 15 37983 956,8 36232 2592 5696 0.48
Monécitos (%) Tmz 15 807 166 8 5,7 10,4

Plac 15 8,09 3,54 8 2 14,8 098
Monécitos (u/L)  Tmz 15 560,7 119,8 552 279 750

Plac 15 5436 260,1 540 128 1012 081

DP: Desvio Padrao
% teste t de Student para amostras independentes ou de Mann-Whitney

* valores aleatorios gerados pelo programa estatistico abaixo dos limites da leitura do Kit.
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Tabela 5.5 - Andlise das variaveis cirurgicas segundo o grupo (Tmz e Placebo)

Variavel Grupo n Média DP Mediana Minimo Méximo p valor
Tmz 15 59,0 7,8 58 48 74
Idade (anos) 0,91
Plac 15 59,3 5,8 58 46 67
) Tmz 15 66,3 23,2 58 37 120
Tempo de anoxia 0,22
Plac 15 58,3 23,8 50 30 100
Tmz 15 82,7 24,2 80 43 130
Tempo de CEC 0,56
Plac 15 77,3 23,1 75 50 120
Tmz 15 170,7 45,3 160 50 250
Volume cardiopl 0,52
Plac 15 162,7 59,3 150 100 300
Tmz 15 2,87 0,74 3,0 2 4
No de pontes 0,74
Plac 15 2,93 0,59 3,0 2 4
Tmz 15 72,8 7,1 72 60 96
Horas no CTI 0,25
Plac 15 78,4 14,8 72 60 120

DP: Desvio Padrao

5.2 ANALISE DAS VARIAVEIS CIRURGICAS DAS AMOSTRAS "SELECIONADA"
E "NAO SELECIONADA"

Esta secdo tem como objetivo a analise comparativa dos grupos Tmz e placebo na
amostra selecionada para este estudo, retirada aleatoriamente de uma amostra

maior de estudo anterior, como visto em detalhes na secéo 4.2.

As tabelas 5.6 e 5.7 mostram média, desvio padrdo, mediana, minimo e maximo das
variaveis clinicas/tratamento entre as amostras ("selecionada”™ e "nao selecionada”),
e o correspondente nivel descritivo (p valor) do teste estatistico, no grupo com droga

Tmz e no grupo placebo respectivamente.

A analise foi composta pelo teste t de Student para amostras independentes (idade)
ou teste de Mann-Whitney (tempo de anoOxia, tempo de CEC, volume de

cardioplegia, numero de pontes e horas de CTI).
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A Tabela 5.6. mostra a andlise das variaveis clinicas e cirdrgicas da amostra de
pacientes tratados com Tmz segundo o grupo selecionado e n&o selecionado para
este estudo. Observa-se nesta analise que ndo houve variacdo significativa entre os

grupos.

Tabela 5.6- Andlise das variaveis clinicas e cirdrgicas segundo a amostra de

pacientes tratados com Tmz nos grupos "selecionado” e "nédo selecionado”

Variavel selecionado n Meédia DP Mediana Minimo Maximo p valor
sim 15 59,0 7.8 58 48 74

Idade (anos) 0,59
néo 15 60,6 8,6 61 47 80
_ sim 15 66,3 23,2 58 37 120

Tempo de Anoxia 0,78
néo 15 65,5 19,0 63 34 100
sim 15 82,7 24,2 80 43 130

Tempo de CEC 0,33
nao 15 74,5 195 75 40 110
. sim 15 170,7 45,3 160 50 250

Volume cardiopl 0,61
néo 15 165,3 54,0 150 100 250
sim 15 2,87 0,74 3,0 2 4

No de pontes 0,74
néo 15 2,93 0,59 3,0 2 4
sim 15 728 71 72 60 96

Horas no CTI 0,17
nao 15 76,8 9,9 72 72 96

DP: Desvio Padrao

A Tabela 5.7 mostra a analise das variaveis clinicas e cirargicas da amostra de
pacientes tratados com placebo segundo o grupo selecionado e nédo selecionado
para este estudo. Observa-se nesta analise que ndo houve variacdo significativa

entre 0s grupos.



102

Tabela 5.7 - Andlise das variaveis clinicas e de tratamento segundo a amostra

de pacientes tratados com placebo nos grupos "selecionado" e "n&o

selecionado”

Variavel selecionado n Média DP Mediana Minimo Maximo p valor
sim 15 59,3 5,8 58 46 67

Idade (anos) 0,11
nao 15 631 7,2 66 51 72
. sim 15 58,3 23,8 50 30 100

Tempo de Anoxia 0,19
nao 15 67,8 28,2 60 42 156
sim 15 77,3 23,1 75 50 120

Tempo de CEC 0,37
nao 15 85,9 30,9 80 45 179
_ sim 15 162,7 59,3 150 100 300

Volume cardiopl 0,20
nao 15 187,3 53,4 170 120 300
sim 15 2,93 0,59 3,0 2 4

No de pontes 0,40
nao 15 3,13 0,74 3,0 2 4
sim 15 78,4 148 72 60 120

Horas no CTI 0,58
nao 15 752 115 72 60 96

DP: Desvio Padrao

5.3 ANALISE LONGITUDINAL DAS VARIAVEIS INFLAMATORIAS AO LONGO
DO TRATAMENTO

As Tabelas de 5.8 a 5.15 fornecem média, desvio padrdo e mediana do C3 (mg/dl),
C5 (mg/dl), IL6 (pg/ml), IL8 (pg/ml), leucdcito (u/L), neutrofilo (u/L), mondcito (u/L) e
PCR (mg/L), respectivamente, ao longo do tratamento para cada grupo (Tmz e
Placebo) e os correspondentes niveis descritivos (p valor) dos testes estatisticos.

Inicialmente, a analise estatistica foi composta pela ANOVA para medidas repetidas
para verificar se existia variagcdo ao longo do tempo e pelo teste de comparacdes

multiplas de Bonferroni, ajustado para quatro (ou cinco) momentos, ao nivel de 5%.

Posteriormente, a ANOVA para medidas repetidas com um fator foi aplicada para
analisar a influéncia da interacdo grupo e tempo, a fim de verificar se a evolucéo
(momento delta) das variaveis inflamatérias era estatisticamente diferente entre os

grupos estudados.
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A andlise da PCR, devido a avaliagdo em apenas dois momentos, foi composta pelo
teste dos postos de Wilcoxon, que verifica se existe variacdo significativa entre os
momentos basal e 48 horas, e pelo teste de Mann-Whitney, que verifica se existe

diferenca significativa na variagcdo (momento delta) entre os grupos.

Os valores basais observados para IL6 e IL8 foram todos inferiores a 27pg/ml e 14
pag/ml, respectivamente, classificados como valores nulos pelo Kit Flowcytomix.
Sendo assim, foi proposto gerar valores aleatérios dentro desses limites e diferentes
de zero através do programa EPI-INFO, visando o processamento da analise

estatistica longitudinal incluindo o momento basal dessas medidas.

Além disso, os valores observados para o TNFa foram todos nulos, ou seja,
inferiores ao limite de referéncia (27pg/ml) nos quatro momentos estudados (basal, 5
min, 12 horas e 24 horas). Sendo assim, ndo foi possivel processar o método

estatistico para essa medida.

Tabela 5.8 - Andlise longitudinal do C3 (mg/dl) segundo o grupo de tratamento

Grupo C3 (mg/dl) Média DP Mediana p valor? | diferencas significativas b p valor ¢
basal 88,5 14,4 89 basal # 5min 5min # 12hs
5 min 199.,4 58,1 200 basal # 12hs 5min # 24hs
Tmz 0,0001
12 horas 120,0 20,9 119 basal # 24hs
24 horas 118,1 13,6 117
0,58
basal 95,7 24,2 99 basal # 5min  5min # 12hs
5 min 211,3 47,2 202 basal # 24hs 5min # 24hs
Plac 0,0001
12 horas 114,0 25,1 119
24 horas 124,7 31,8 121

DP: Desvio Padrédo

& ANOVA para medidas repetidas no interior de cada grupo (efeito do tempo).

® teste de comparagdes multiplas de Bonferroni ajustado para 4 momentos, ao nivel de 5%.
° ANOVA para medidas repetidas entre os grupos (efeito da interagdo: grupo*tempo).

Pela Analise de Variancia para medidas repetidas, observou-se variagéo significativa
no C3 ao longo do tempo, tanto no grupo Tmz (p = 0,0001), quanto no grupo

Placebo (p=0,0001). Segundo o teste de Bonferroni, indentificou-se que o0s
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momentos que diferem significativamente entre si expressam uma curva de “pico”

em 5 min e depois uma estabilidade entre 12 horas e 24 horas, conforme ilustra o

Grafico 5.1. Observou-se que ndo existe diferenca significativa na variacdo do C3

entre os dois grupos (p=0,58), ou seja, evoluem de forma semelhante ao longo do

tratamento.

50

—f—Tmz
== Placebo

basal

5min

12 horas

24 horas

Gréfico 5.1 - C3 ao longo do tempo segundo o grupo de tratamento

Tabela 5.9 - Andlise longitudinal do C5 (mg/dl) segundo o grupo de tratamento

Grupo C5 (mg/dl) Média

DP Mediana p valor?

diferencas significativas b p valor ¢

basal
5 min
Tmz
12 horas
24 horas
basal
5 min
Plac
12 horas

24 horas

17,0
21,4
18,1
15,8
17,3
23,0
17,7
19,7

3,2
7.2
3,4
4,8
2,5
3,9
6,4
5,7

17,8
18,2
18,7
15,3
17,3
22,9
15,4
18,1

0,014

0,001

5min # 24hs

basal # 5min

0,23

5min # 12hs

DP: Desvio Padrao

# ANOVA para medidas repetidas no interior de cada grupo (efeito do tempo).

® teste de comparagdes multiplas de Bonferroni ajustado para 4 momentos, ao nivel de 5%.

¢ ANOVA para medidas repetidas entre os grupos (efeito da interag&o: grupo*tempo).

Pela Andlise de Variancia para medidas repetidas, observou-se que existe variacao

significativa no C5 ao longo do tempo, tanto no grupo Tmz (p = 0,014), quanto no
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grupo Placebo (p = 0,001). Identificou-se, segundo o teste de Bonferroni, que 0s
momentos que diferem significativamente entre si expressam uma curva de “pico”
em 5 min e uma estabilidade entre 12 e 24 horas no grupo Placebo e uma queda
em 24 horas, em relacdo aos 5 min no grupo Tmz, conforme ilustra o Gréafico 5.2.
Observou-se que nao existe diferenca significativa na variagdo do C5 entre os dois
grupos (p = 0,23), ou seja, os grupos evoluem de forma semelhante ao longo do

tratamento.

—p—TImz

== Placebo
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C5 (mg/dl)

10 A

basal 5min 12 horas 24 horas

Gréfico 5.2 - C5 ao longo do tempo segundo o grupo de tratamento

Tabela 5.10 - Analise longitudinal do IL6 (pg/ml) segundo o grupo de tratamento

IL6
Grupo Média DP Mediana p valor? | diferencas significativas ® p valor °
(pg/ml)
basal 2,3 1,5 2,2 basal # 5min  5min # 12hs
5 min 29,2 15,3 28,0 basal # 12hs
Tmz 0,0001
12 horas 88,5 34,5 87,4 basal # 24hs 12hs # 24hs
24 horas 42,4 19,4 43,7
0,012
basal 2,4 1,2 2,3 basal # 5min  5min # 12hs
5 min 32,2 18,3 32,1 basal # 12hs 5min # 24hs
Plac 0,0001
12 horas 119,8 52,0 110,9 basal # 24hs 12hs # 24hs
24 horas 71,8 38,1 84,0

DP: Desvio Padréo
& ANOVA para medidas repetidas no interior de cada grupo (efeito do tempo).
® teste de comparacdes mdltiplas de Bonferroni ajustado para 4 momentos, ao nivel de 5%.

¢ ANOVA para medidas repetidas entre os grupos (efeito da interag&o: grupo*tempo).
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Pela Andlise de Variancia para medidas repetidas, observou-se que existe variagdo
significativa no IL6 ao longo do tempo, tanto no grupo Tmz (p = 0,0001), quanto no
grupo Placebo (p = 0,0001). Identificou-se, segundo o teste de Bonferroni, que 0s
momentos que diferem significativamente entre si expressam uma curva de “pico”
em 12 horas, sem voltar ao nivel basal, conforme ilustra o Grafico 5.3. Observou-se
gue existe diferenca significativa na variagao do IL6 entre os dois grupos (p = 0,012),
ou seja, 0 grupo Tmz apresentou um aumento (delta) significativamente menor que o
grupo Placebo, ou seja, os grupos evoluem de forma diferenciada ao longo do

tratamento.

Tz
== Placebo

180
160 -
140 -
=120 -
& 100 -
80 -
60 -
40 -
20 4

IL6 (pg/m

basal 5min 12 horas 24 horas

Grafico 5.3 - IL6 ao longo do tempo segundo o grupo de tratamento
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Tabela 5.11 - Andlise longitudinal do IL8 (pg/ml) segundo o grupo de tratamento

IL8
Grupo Média DP Mediana p valor? | diferencas significativas b p valor °
(pg/ml)
basal 1,5 0,9 1,5 basal # 5min  5min # 12hs
5 min 15,7 8,2 13,7 basal # 12hs
Tmz 0,0001
12 horas 35,5 16,9 37,4 basal # 24hs 12hs # 24hs
24 horas 16,8 9,0 15,7
0,94
basal 2,0 1,1 2,2 basal # 5min  5min # 12hs
5 min 18,7 14,0 12,6 basal # 12hs
Plac 0,0001
12 horas 38,5 21,9 34,8 basal # 24hs 12hs # 24hs
24 horas 18,6 12,3 14,8

DP: Desvio Padrao

# ANOVA para medidas repetidas no interior de cada grupo (efeito do tempo).

® teste de comparacdes mdltiplas de Bonferroni ajustado para 4 momentos, ao nivel de 5%.

¢ ANOVA para medidas repetidas entre os grupos (efeito da interag&o: grupo*tempo).

Pela Andlise de Variancia para medidas repetidas, observou-se que existe variacdo

significativa no IL8 ao longo do tempo, tanto no grupo Tmz (p = 0,0001), quanto no

grupo Placebo (p = 0,0001). Identificou-se, segundo o teste de Bonferroni, que 0s

momentos que diferem significativamente entre si expressam uma curva de “pico”

em 12 horas, sem voltar ao nivel basal, conforme ilustra o Grafico 5.4. Observou-se

gue nao existe diferenca significativa na variacdo do IL8 entre os dois grupos (p =

0,94), ou seja, os grupos evoluem de forma semelhante ao longo do tratamento.

70 -

40 A

30 A

IL8 (pg/ml)

20

10 -

——Tmz
== Placebo

basal
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12 horas

24 horas

Grafico 5.4. IL8 ao longo do tempo segundo o grupo de tratamento
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Tabela 5.12 Analise longitudinal do leucdcito (u/L) segundo o grupo de tratamento

Grupo Leuco (u/L) Média DP Mediana p valor ? diferencas significativas b p valor
basal 7220,0 1394,5 7300 basal # 5min
5 min 13053,0 24977 12900 basal # 12hs 5min # 48hs
Tmz 12 horas 12980,0 2965,3 14200 0,0001 basal # 24hs
24 horas 11370,0 3444,0 11250 basal # 48hs 12hs # 48hs
48 horas 9760,0 2618,3 9900
0,012
basal 6738,4 1502,1 6400 basal # 5min 5min # 24hs
5 min 15729,0 3788,0 16100 basal # 12hs 5min # 48hs
Plac 12 horas 15149,0 3523,6 16300 0,0001 basal # 24hs 12hs # 24hs
24 horas 12841,0 2943,1 12400 basal # 48hs 12hs # 48hs
48 horas 10691,0 2867,4 11200 24hs # 48hs

DP: Desvio Padrao

# ANOVA para medidas repetidas no interior de cada grupo (efeito do tempo).

® teste de comparacdes mdltiplas de Bonferroni ajustado para 5 momentos, ao nivel de 5%.

¢ ANOVA para medidas repetidas entre os grupos (efeito da interag&o: grupo*tempo).

Pela Andlise de Variancia para medidas repetidas, observou-se que existe variacao

significativa no leucdcito ao longo do tempo, tanto no grupo Tmz (p = 0,0001),

guanto no grupo Placebo (p = 0,0001). Identificou-se, segundo o teste de Bonferroni,

gue os momentos que diferem significativamente entre si expressam uma curva de

“platd” entre 5 min e 12 horas, sem voltar para o nivel basal, conforme ilustra o

Gréfico 5.5. Observou-se que existe diferenca significativa na variacdo do leucocito

entre os dois grupos (p=0,012), ou seja, 0 grupo Tmz apresentou um aumento

(delta) significativamente menor que o grupo Placebo (os grupos evoluem de forma

diferenciadas ao longo do tratamento).
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Grafico 5.5 Leucdcito ao longo do tempo segundo o grupo de tratamento

Tabela 5.13 - Analise longitudinal do neutrofilo (u/L) segundo o grupo de tratamento

Grupo N(?J‘;SO Média DP  Mediana p valor? | diferencas significativas ® p valor °
basal 4010,0 653,6 4095 basal # 5min  5min # 24hs
5min  10668,0 2200,5 10500 basal # 12hs  5min # 48hs
Tmz 12 horas 9879,0 3606,0 10584 0,0001 |basal# 24hs
24 horas 8519,9 3052,7 8663 basal # 48hs  12hs # 48hs
48 horas 7211,3 2294,3 7425
0,005
basal 3798,3 956,8 3623 basal # 5min  5min # 24hs
5min  12682,0 2984,0 12870 basal # 12hs  5min # 48hs
Plac 12 horas 12841,0 3260,7 14186 0,0001 |basal #24hs 12hs # 24hs
24 horas 9790,0 27235 9440 basal # 48hs  12hs # 48hs
48 horas 7223,6 2471,3 6844 24hs # 48hs

DP: Desvio Padrao

& ANOVA para medidas repetidas no interior de cada grupo (efeito do tempo).

® teste de comparagdes multiplas de Bonferroni ajustado para 5 momentos, ao nivel de 5%.

¢ ANOVA para medidas repetidas entre os grupos (efeito da interagédo: grupo*tempo).

Pela Andlise de Variancia para medidas repetidas, observou-se que existe variagdo

significativa no neutréfilo (u/L) ao longo do tempo, tanto no grupo Tmz (p = 0,0001),

guanto no grupo Placebo (p = 0,0001). Identificou-se, segundo o teste de Bonferroni,

gue os momentos que diferem significativamente entre si expressam uma curva de

“platd” entre 5 min e 12 horas sem voltar para o nivel basal, conforme ilustra o
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Gréfico 5.6. Observou-se que existe diferenca significativa na variacdo do neutrofilo
(u/L) entre os dois grupos (p = 0,005), ou seja, 0 grupo Tmz apresentou um aumento
(delta) significativamente menor que o grupo Placebo, ou seja, 0os grupos evoluem

de forma diferenciadas ao longo do tratamento.
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Gréfico 5.6 - Neutrofilo (u/L) ao longo do tempo segundo o grupo de tratamento

Tabela 5.14 - Analise longitudinal do mondcito (u/L) segundo o grupo de tratamento

o ] a diferencas .
Grupo Mono Média DP Mediana P valor ., pvalor
(u/L) significativas
basal 560,7 119,8 552 basal # 5min
5 min 885,9 408,2 894 basal # 12hs
Tmz 12 horas 915,9 296,1 930 0,003 |basal # 24hs
24 horas 870,9 317,4 900
48 horas 702,5 333,2 672
0,25
basal 543,6 260,1 540 basal # 5min
5 min 1166,7 397,7 1155 basal = 12hs
Plac 12 horas 1050,7 420,8 1106 0,0001 |basal #24hs
24 horas 899,6 387,5 780 basal # 48hs
48 horas 917,4 325,4 842

DP: Desvio Padréo
& ANOVA para medidas repetidas no interior de cada grupo (efeito do tempo).
® teste de comparagdes mdltiplas de Bonferroni ajustado para 5 momentos, ao nivel de 5%.

¢ ANOVA para medidas repetidas entre os grupos (efeito da interag&o: grupo*tempo).
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Pela Andlise de Variancia para medidas repetidas, observou-se que existe variacao
significativa no mondcito (u/L) ao longo do tempo, tanto no grupo Tmz (p = 0,003),
quanto no grupo G7 (p = 0,0001). Identificou-se, segundo o teste de Bonferroni, que
0s momentos que diferem significativamente entre si expressam um aumento apos 5
min de tratamento em relacdo ao basal, conforme ilustra o Gréfico 5.7. Observou-se
gue nao existe diferenca significativa na variacdo do mondcito (u/L) entre os dois
grupos (p = 0,25), ou seja, os grupos evoluem de forma semelhante ao longo do

tratamento.
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Gréfico 5.7 - Mondécito (u/L) ao longo do tempo segundo o grupo de tratamento

Tabela 5.15 - Analise longitudinal da PCR (mg/L) segundo o grupo de tratamento

Grupo PCR (mg/L) Média DP Mediana p valor? p valor °

basal 0,51 0,35 0,32

Tmz 0,0001
48 horas 15,1 3,3 15,2

0,31

basal 0,41 0,28 0,31

Plac 0,0001
48 horas 16,2 3,1 16,9

DP: Desvio Padréo
? teste dos postos sinalizados de Wilcoxon.

® teste de Mann-Whitney para o delta (48hs - basal).

Pelo teste dos postos sinalizados de Wilcoxon, observou-se que existe variacao
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significativa no PCR do basal para 48h, tanto no grupo Tmz (p = 0,0001), quanto no
grupo Placebo (p = 0,0001), conforme ilustra o Grafico 5.8. Observou-se, segundo o
teste de Mann-Whitney, que néo existe diferenca significativa na variacao (delta) do
PCR entre os dois grupos (p = 0,31), ou seja, os grupos evoluem de forma

semelhante ao longo do tratamento.
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Gréfico 5.8 - PCR ao longo do tempo segundo o grupo de tratamento



CAPITULO 6. DISCUSSAO

6.1 DOS PACIENTES E DOS METODOS

Um estudo inicial, conduzido entre 2007 e 2008, para avaliar a diferenca nos
marcadores sorolégicos de injuria miocéardica (troponina-T e CpK-Mb), foi
finalizado com sessenta pacientes, distribuidos em grupo tratado (com
trimetazidina — Tmz) e grupo placebo (cf. Martins 2008; Martins et. al. 2011).
Dessa amostra, foram selecionados aleatoriamente para este estudo 15
pacientes de cada grupo, para dosagem dos seguintes marcadores inflamatorios:
IL6, IL8, TNF-a, C3, C5, leucdcitos totais, neutrofilos, monécitos e PCR-us. Uma
analise comparativa das variaveis cirdrgicas entre os pacientes selecionados para
este estudo e aqueles que néo foram selecionados mostrou que tanto o grupo

Tmz como o grupo placebo eram significativamente semelhantes (Tabela 5.4).

O ecocardiograma transtoracico foi utilizado para analisar a funcéo ventricular de
modo a incluir no estudo somente aqueles pacientes com funcéo ventricular

normal ou com leve comprometimento (Cerqueira et al. 2002; Lang et al. 2006).

O protocolo do estudo teve como objetivo a andlise laboratorial comparativa dos
valores de interleucinas e complementos em quatro momentos (no pré-operatério;
5 minutos apdés o desclampeamento da aorta; e 12 e 24 horas apds a cirurgia).
Os leucdcitos totais, neutréfilos e mondcitos foram ainda dosados 48 horas apés
a cirurgia e a PCR-us apenas em dois momentos (no pré-operatorio e apos 48
horas). Desse modo, foi possivel analisar a acdo da Tmz desde o pré operatorio,
sem droga/placebo, até as 48 horas do poés-cirurgico, totalizando entre 14 e 17

dias de tratamento.

Foram, entdo, avaliados os momentos considerados de maior significado clinico,
ou seja, o0 pré-operatoério, quando esses marcadores nao devem estar alterados, e
cinco minutos apés o desclampeamento adrtico, que caracteriza o momento da

reperfusdo do miocérdio pela recirculagcédo dos radicais hiperéxidos (Pavelkova et
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al. 2006; Ascione et al. 2000).

Alguns investigadores utilizam, além dos marcadores analisados neste ensaio,
outros que podem ter a mesma expressdo frente aos resultados na resposta
inflamatéria, embora ainda nédo se tenha definido um padrdo ou protocolo
unificando os marcadores disponiveis ou ja utilizados. Entretanto, as
interleucinas, os complementos, algumas moléculas de adesédo (L-selectina, P-
selectina, VCAM-1, CD11b/CD18), PCR e leucécitos polimorfonucleares séao
utilizados com frequéncia, tanto para comparacao entre cirurgias com CEC, como
na andlise dos diferentes tipos de cardioplegia e, ainda, em pesquisas com
drogas para a reducdo da resposta inflamatéria (Greilich et al. 2008; Serrano et
al. 2010; Cappabianca et al. 2011).

Alguns critérios para identificar com precisdo a gravidade da resposta inflamatoria
no transcurso e no poés-operatério de cirurgias cardiovasculares tém sido
propostos, sendo diversos os modelos e 0os pontos de corte dos biomarcadores

nos ensaios clinicos.

Kawamura et al. (1993) avaliaram onze pacientes submetidos a CRVM-CEC, a
partir dos niveis de IL6, IL8, Tnf-a, da contagem de neutréfilos e de granulose
elastase, no pré-operatorio, antes de clampear a aorta, 60 minutos apos
clampeamento adrtico e 60, 120 e 180 minutos apds o desclampeamento da
aorta. Os autores verificaram uma queda com variaces ndo significativas nos
niveis do Tnf-a, 60 minutos apés o clampeamento adrtico. As elevacles
observadas na IL6 e IL8 foram consideradas como resultado da isquemia, tendo
sido sugerido que as citocinas participem da injuria de reperfusédo através de sua

liberac&o pelos neutrofilos ativados.

Ascione et al. (2000) avaliaram a resposta inflamatoria em sessenta pacientes
submetidos a CRVM, randomicamente distribuidos em dois grupos, com e sem
CEC. Amostras de soro foram coletadas para estimar neutréfilo elastase, IL8,
C3a, e Cha no pré-operatdrio e com 1, 4 12 e 24 horas ap6s a cirurgia. Os

leucocitos totais, neutrdfilos e mondcitos foram analisados no pré-operatério, e
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com 1, 12, 36 e 60 horas. Os resultados mostraram que os valores da IL8
foram maiores no grupo submetido a CEC; que os complementos se elevaram
sem diferencas entre os grupos; e que 0s leucdcitos, neutréfilos e mondcitos

foram significativamente mais elevados nos pacientes submetidos a CEC.

Serrano et al. (2010) analisaram a resposta inflamatoria em oitenta pacientes
divididos em dois grupos, com e sem CEC. Amostras de sangue foram coletadas
antes da cirurgia, com 24 horas, e cinco dias do ato cirargico. O protocolo
analisou CpK-Mb, troponina I, IL6, IL8, P-selectina, ICAM-1, leucdcitos totais e
PCR. Os autores observaram que os pacientes submetidos a cirurgia sem CEC
tiveram seus niveis de troponina e CpK-Mb reduzidos, sugerindo uma melhor

protecdo do miocardio.

Até onde se sabe, ndo existem padrbes pré-determinados de biomarcadores na
resposta inflamatéria em CRVM-CEC. Estudos com diversos protocolos
analisando diferentes fatores que envolvem a fisiopatologia da resposta
inflamatéria carecem de achados cientificos que conduzam a uma conduta
terapéutica preventiva efetiva. Substancias analisadas em ensaios clinicos nao
apresentaram resultados que mostrassem reducdo de complicacdes inflamatérias
em CRVM-CEC (Larmann & Theilmeier, 2004; Warren et al. 2009a,b; Chen et al.
2010).

6.2 DOS RESULTADOS

Na populacdo estudada, com pacientes coronariopatas com lesbes bi e
trivasculares com funcéo ventricular normal ou levemente comprometida, buscou-
se evidéncias que corroborassem achados da literatura quanto a utilizacdo da
Tmz como pré-tratamento na CRVM-CEC, com o objetivo de atenuar a resposta

inflamatoria.

Na andlise das variaveis numéricas ecocardiogréaficas, realizadas pelo indice de
contracdo segmentar (ICS), e inflamatérias basais, referentes ao pré-operatorio,

das variaveis numericas relacionadas ao ato cirargico, e das categoéricas segundo
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0s grupos, nao foram observadas alteragcbes significativas entre os dois
grupos de tratamento, o Tmz e o placebo, mostrando que os mesmos eram bem

homogéneos.

Na andlise descritiva das medicac¢des utilizadas como tratamento padrdo, no pré-
operatério, ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos. A
estatina foi suspensa 72 horas antes da cirurgia por seu possivel efeito

antiinflamatorio (Tabela 5.2).

Cabe ressaltar que no pds-operatério desses grupos ndo ocorreram complicacdes
clinicas e que o0s pacientes ndo necessitaram de suporte com aminas,
transfusGes ou qualquer outra terapia suplementar. A analise descritiva geral das
variaveis clinicas e das variaveis inflamatérias basais nao evidenciaram

alteracdes significativas entre os grupos (Tabelas 5.1 e 5.4, respectivamente).

Esse fato chama atencéo para alguns estudos que atribuem aos valores elevados
dos marcadores inflamatdrios no pré-operatorio a complicacdes pos-operatorias.
Biancari et al. (2003), analisando a PCR como preditor de eventos
cardiovasculares em 764 pacientes submetidos a CRVM com CEC, durante o
periodo de internacdo no pds-operatdrio de cirargia cardiaca, verificaram que o0s
pacientes que apresentaram niveis séricos de PCR = 1.0mg/dl tiveram maior
mortalidade global no pés-operatério, maior mortalidade cardiovascular e

sindrome de baixo débito.

Balciunas et al. (2009), analisando também a PCR em pacientes submetidos a
CRVM com CEC em protocolo prospectivo, verificaram que nos pacientes que
apresentaram valores de PCR no pré-operatorio igual ou superior a 3,3mg/dl, os

eventos cardiovasculares foram estatisticamente superiores.

Albert et al. (2003) analisaram valores de leucocitos no pré-operatério em 7.483
pacientes submetidos & CRVM-CEC, a fim de predizer a relacdo entre niveis
basais elevados de leucécitos e ocorréncia de acidente vascular encefalico

(AVE). No estudo, o risco pré-operatorio de AVE durante ou apdés a cirurgia,



117

relacionou-se com valores de leucécitos, medidos a partir de 9x10°/L.

As alteracbes dos marcadores inflamatérios no pré-operatério de cirurgia
cardiaca mostradas nesses estudos sugerem que valores compativeis com a
normalidade devem fazer parte da estratificacdo clinica dos pacientes. No
presente estudo, os valores dos marcadores analisados encontravam-se dentro

da normalidade nos dois grupos.

Na analise das variaveis referentes ao tratamento cirlrgico, descritas na Tabela
5.5, ndo foram verificadas diferencas significativas entre os grupos. Ao estender a
analise, comparando o grupo Tmz selecionado neste estudo com o grupo Tmz
gue nao foi selecionado (secéo 2.11), verificou-se que as variaveis utilizadas néo
apresentaram  diferencas estatisticamente  significativas (Tabela 5.6).
Oportunamente, foram comparados 0Ss grupos correspondentes tratados com
placebo e incluidos neste ensaio com os que ndo foram incluidos frente as
variaveis consideradas no tratamento cirdrgico, ndo se verificando também

alteracOes estatisticamente significativas (Tabela 5.7).

No que tange as variaveis cirdrgicas, ndao foram encontrados na literatura ensaios
randomizados, com grupos tratado e placebo, que examinassem a variacdo e a
evolucdo dos parametros de avaliagdo que correspondem ao procedimento da
CRVM-CEC (tempo de andxia, tempo de CEC, volume de cardioplegia e nUmero

de pontes), tal como feito neste estudo.

Misoph & Babin-Ebell (1997) analisaram vinte pacientes submetidos a CRVM-
CEC, com objetivo de identificar seu efeito sobre a producdo e evolucédo das
citocinas pro e anti-inflamatérias (IL2, IL4, IL6, IL8, IL 10 e tnf-a) coletadas no
pré-operatdrio, no intra-operatdrio (inicio da CEC, 20, 40, 60 e 100 minutos) e no
pos-operatério (saida de CEC, 4, 8, 12 e 24 horas). Os niveis de IL6 atingiram
valores mais elevados em todos os tempos dosados do intra-operatorio, sendo
maior em 100 minutos de CEC. Entretanto, no pds operatério, embora os valores
de IL6 também se mostrassem elevados, nao foi possivel estabelecer uma

relacdo com os tempos de CEC.
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Whitten et al. 1998, analisando a resposta inflamatéria através dos niveis
plasmaticos de IL6 em relacdo a duracdo da CEC e do clampeamento da aorta,
sem a administracdo de hemoderivados, observaram uma relacao direta entre a
magnitude da producdo de IL6 e a duracdo da CEC, porém a duracdo do

clampeamento da aorta ndo apresentou esta relacéo.

Diegeler et al. (2000) analisaram a resposta inflamatoria em trés diferentes
abordagens, CRVM-CEC, CRVM-CEC em incisdo minimamente invasiva, e
CRVM sem CEC, através de niveis séricos de Cba, C3d, IL6, IL8, IL10 e TNF-a,
nos seguintes momentos: antes da cirurgia, durante e com 4, 24 e 48 horas, e 6
dias apds a cirurgia. Os autores concluiram que existe uma resposta pré e anti-
inflamatoria inerente ao trauma cirargico sendo intensificada pela utilizacdo da
CEC.

Ao analisar as variaveis cirurgicas entre os grupos Tmz e Placebo neste estudo,
verificou-se que o tempo de CEC e o tempo de clampeamento da aorta foram
semelhantes, ndo apresentando significancia estatistica, sendo esses tempos
inferiores aqueles encontrados em ensaios publicados.

Em ensaio clinico, Bucerius et al. (2003) reconhecem o tempo de CEC como
preditor independente de complicacdes poés-cirtrgicas. Nissinene et al. (2009),
evidenciaram uma relacdo de complicacbes maiores, como morbidade pos-
operatéria e acidente vascular encefalico, com o tempo de CEC e o tempo de

clampeamento da aorta.

Esses estudos sugerem que quanto maior o tempo de pingamento aértico e de
CEC, pior serdo os efeitos deletérios, nos quais deve-se incluir o momento da
reperfusdo. Isso também se relaciona com a sindrome de resposta inflamatéria
sistémica, bem estabelecida, que pode ocorrer apés a CRVM-CEC. No entanto, a
correlacdo entre esses parametros e o0s resultados adversos néo € simples. De
fato, é bastante dificil discernir entre o impacto isolado negativo da isquemia do
miocardio na CEC e o risco inerente a cada paciente no pré-operatério, as

dificuldades técnicas do cirurgido no intra-operatorio, bem como do anestesista,
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e, por ultimo, e ndo menos importante, a qualidade dos cuidados poés-
operatorios.

Shahzad et al. (2005), em artigo de revisdo, comparam ensaios duplo-cego,
controlados e randomizados e discutem o impacto de doze diferentes desfechos
da CRVM com e sem CEC. Dentre eles, os autores analisam a resposta
inflamatodria sistémica, cujas evidéncias foram consistentes em sugerir que a
CRVM com CEC se associa a sequelas mais graves em relacdo a CRVM sem
CEC.

Neste estudo, foram analisados os resultados da evolu¢do dos complementos C3
e C5, a partir de valores basais sem interferéncia da Tmz (substancia em
analise), tendo como momento de partida os 5 minutos que se seguiram ao
desclampeamento da aorta, quando ocorre a reperfusdo do miocéardio. A partir
desta afericdo, novas medidas foram realizadas com 12 e 24 horas em andlise
sequencial. Nesses momentos foi observado que as médias desses marcadores,
em cada grupo (Tmz e Placebo), variaram significativamente. Ao analisar o C3 e
o C5 ao longo do tempo, o grupo Tmz mostrou tendéncia a médias inferiores em
relacdo ao grupo placebo, embora sem atingir significancia estatistica nos dois

marcadores (Gréaficos 5.8 e 5.9).

Como descrito na secdo 2.6.1, a ativacdo do complemento induz uma cascata de
clivagem proteolitica de seus componentes, resultando em diferentes fragmentos
biologicamente ativos. Esses componentes ativados desencadeiam varios eventos
pré-inflamatérios pelas vias classica ou alternativa. Em particular, as anafilatoxinas
C3a e Cbha da via alternativa sédo potentes ativadores biologicos e tém um papel
fundamental na estimulacdo de leucécitos. Induzem também a adesdo de
neutrofilos, linfocitos e mastocitos, liberando histamina pela via da degranulagéo dos

basofilos e mastocitos.

Portanto, a estimulacdo do sistema do complemento durante a revascularizagéo do
miocardio, por contato em superficies ndo endotelizadas, leva a varias alteragbes

especificas ao nivel celular e humoral, incluindo a remocao de neutrdfilos e de outros
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leucécitos da circulagcdo sanguinea, liberacdo de histamina e aumento dos niveis
de interleucina 1, 6 e 8. A remocéao de leucécitos também é refletida por alteracdes
no nivel sérico de moléculas soluveis de adesado celular do sangue periférico — a
molécula-1 de adesao intracelular (ICAM) e a molécula de adeséo ao endotélio com

leucocitos (E-selectina).

Estudos anteriores demonstraram que a CRVM provoca uma diminui¢cdo dos niveis
séricos de C3, C4 e do inibidor C1, com concomitante aumento dos niveis séricos do
C3a, C3b e Cbha; aumento da histamina e do IL8; e perda de neutréfilos, eosinofilos
e basdfilos do sangue periférico, muito provavelmente, devido a migragdo para o
tecido subendotelial (Utoh et al. 1988).

Boralessa et al. (1982) analisaram as alteragfes na ativacdo do complemento em
cirurgia com CEC e descrevem a queda nos niveis de C3 durante as 8 horas
subsequentes, com elevacao gradual até 48h. Ao mesmo tempo, sugerem que esta
gueda se relaciona a ativacdo do complemento com elevacdo de C3d, porém o
estudo ndo contempla a andlise da reperfusdo que se segue ao desclampeamento

aortico.

Tarnok et al. (1999), comparando cirurgia cardiaca com e sem CEC em criancas,
verificaram que as concentracfes séricas de C3 e C5 decrescem nos dois grupos
durante a cirurgia e aumentam ao término da mesma. Durante a anestesia, foi
observada uma reducdo desses componentes do complemento seguida por
elevacbes de seus valores no pdés-operatério. Os autores observaram que a CEC
induz o aumento imediato do C3 e do C5 ativados, produto também da clivagem de
C3, sendo maior no momento da reperfusdo e atingindo um pico nas quatro horas

seguintes, com manutencao dos niveis por 48 horas.

Alguns estudos comparam os componentes da cascata do complemento, em geral
na fase de ativacdo (C3a, Cha, C3b, p. ex.) na CRVM-CEC e na CRVM pura.
Comparam também diferentes abordagens na técnica cirargica e modificagbes nos
circuitos da CEC, mas associam a analise conjunta com outros marcadores de

inflamag&o. Nesses ensaios, os resultados séo consistentes em associar uma maior
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ativacdo do complemento a maior resposta inflamatéria (Diegeler et al. 2000;
Ascione et al. 2000; Biglioli et al. 2003; Quaniers et al. 2006).
Struber et al. (1999) compararam 24 pacientes submetidos a CRVM-CEC
convencional e CRVM-CEC com técnica minimamente invasiva na abordagem do
torax (MIDCAB) e, dentre os marcadores de inflamacdo, analisaram o0s niveis
meédios de C3a logo apos o término da CEC (momento da reperfusdo), com 2,8 e 24
horas. Entre os resultados, o maior valor ocorreu no momento da reperfusao, com
queda ao longo das medidas seguintes, sendo que o grupo tratado com
procedimento minimamente invasivo apresentou médias mais baixas em relacdo ao
grupo tratado com procedimento convencional, denotando uma menor agressao pela

cadeia do complemento associado ao trauma cirurgico.

E importante ressaltar que varios mecanismos fisioldgicos interagem com a resposta
inflamatoria. Matata et al. 2000 analisaram vinte pacientes randomizados em dois
tipos de CRVM, com e sem CEC. Foram coletadas amostras dos marcadores
inflamatdrios IL8, C3a, TNF-q, elastase e E-selectina, assim como dos marcadores
do stress oxidativo (endoperéxido lipidico e proteina carbonila) em diferentes
momentos: antes da inducéo anestésica, apés o inicio da CEC e com 30 minutos, 1,
2, 4, 8, 24 e 48 horas, seguidamente. Os marcadores da resposta inflamatoria
mostraram-se mais baixos na CRVM sem CEC e foram relacionados ao menor
stress oxidativo. O C3a apresentou uma elevagao entre 1 e 2 horas que se seguiram
a anastomose coronariana, associando-se ao momento de reversdo da heparina

pela protamina, que sabidamente induz a ativacdo do complemento.

Em artigo de revisdo, Chakraborti et al. (2000) e Shernan (2003) analisaram o
conceito de que a injuria de isquemia e reperfusdo desempenha um papel
fundamental na mediacdo da ativacdo do complemento. O complexo de ataque de
membrana (MAC), que se forma no final das vias de ativacdo do complemento, é
observado mais rapidamente quando ocorre a reperfusdo. A associacado entre
neutrofilo, endotélio e complemento, a acdo do complemento na aderéncia e
infiltracdo dos neutrdéfilos, assim como a relacdo entre complemento, mitocondria e

isquemia seguida de reperfuséo, sdo topicos que abordam a relacédo da reperfuséo
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com a ativagdo das vias do complemento no estresse oxidativo.

Pode-se considerar que a ativacdo do complemento desempenha um papel
fundamental na fase inicial da resposta inflamatéria na CRVM-CEC. Inibidores de
complemento, tais como pexilizumab, um fragmento de anticorpo recombinante que
se liga a C5, bloqueando a geracdo de C5a e C5b-9, vém atraindo muito interesse.
Estudos randomizados e analises retrospectivas de subgrupos sugerem reducdo da
mortalidade em pacientes submetidos a CRVM-CEC. Esses beneficios podem ser
particularmente acentuados nos pacientes com alto risco de isquemia e reperfusao,
desencadeadas por longos periodos de clampeamento da aorta (Verrier et al. 2004;
Kulkarni & Afshar-Kharghan 2008; Warren et al. 2009b).

Neste estudo foram analisadas variacdes de C3 e C5 no pré-operatorio, a partir da
reperfusdo, quando as amostras foram coletadas apos o desclampeamento da aorta,
sendo esse 0 momento em que o0s Vvalores médios dos grupos analisados
ultrapassaram os valores do padrao estabelecido pelo método de nefelometria, com
queda até 12 horas e posterior elevacdo nos valores em 48 horas. Na amostra, 0s
grupos Tmz e Placebo nao diferiram significativamente, apresentando a mesma
evolucdo descrita por Tarnok et al. (1999) quando comparam pacientes operados

com e sem CEC.

Quando as interleucinas foram analisadas, a IL6 evoluiu ao longo do tempo
dentro de cada grupo a partir do desclampeamento da aorta, variando de modo
significativo (p=0,0001). Analisando 0s grupos conjuntamente e comparando-0s
ao longo dos intervalos de tempo, foram observados valores médios
significativamente inferiores da IL6 no grupo Tmz em relacdo ao grupo placebo
(p=0,012), tornando evidente a diferen¢ca na evolugdo do grupo Tmz. Na analise
ao longo do tempo dentro de cada grupo, a IL8 elevou-se de modo significativo
(p= 0,0001). Porém, quando os grupos foram comparados ao longo do tempo no
mesmo intervalo das coletas, a curva de valores da IL8 no grupo Tmz apresentou
uma aparente reducdo em relagdo ao grupo placebo, embora sem atingir
significaAncia estatistica (p=0,94). Seguindo com a analise do TNF-a nos

intervalos de coleta mencionados, verificou-se que 0 mesmo nédo atingiu valores
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observaveis na imunofluorescéncia, expresso pelo ponto de corte do reagente

humano Kit FlowCytomix (27ng/dl).

Wan e Yim (1999) notam que a CRVM-CEC tem sido consistentemente associada
com a producdo de IL6, IL8 e TNF-a. O miocardio isquémico e reperfundido foi
observado como sendo uma grande fonte dessas interleucinas durante CRVM-CEC
(Wan et al. 1996). O TNF-a contribui para a disfungdo miocardica e para a
instabilidade hemodinamica apés a CEC. Alguns estudos descrevem niveis
sistémicos elevados de TNF-a durante e apés a CEC. Além disso, foi claramente
confirmado, pela coleta de sangue do seio coronario ou pela obtencéo de bidpsia do
miocardio durante cirurgias cardiacas com CEC, que o miocardio pode liberar TNF-a
biologicamente ativo através dos efeitos da isquemia seguida de reperfusdo (Wan et
al. 1996; Moura et al. 2001; Misoph & Babin-Ebell 1997).

Tonnesen et al. (1996) analisaram o papel das citocinas na CRVM-CEC. O aumento
acentuado nos niveis de IL6 e IL8 apareceu durante e imediatamente apos a CEC.
Seu pico de concentracdo ocorreu poucas horas apés o término da CRVM-CEC,
com uma diminuicdo gradual para niveis normais nas 24h seguintes. A liberacao
caracteristica da IL6 e IL8 na CEC tem sido demonstrada apOs cirurgia em
hipotermia, bem como em normotermia, ndo ocorrendo elevacdes de TNF-a em
cirurgia com normotermia (Frering et al. 1994; Tavares-Murta et al. 2007). Pesquisas
sobre a resposta do TNF-a na CEC tém sido conflitantes. Um aumento significativo
de TNF pode ser evitado pela administracdo de dexametasona, apds a remocéo do
pincamento adrtico, enquanto em outros estudos o TNF-a ndo foi simplesmente
detectavel no plasma (Kawamura et al. 1993; Sawa et al. 1996; Pintar & Collard
2003). Em um estudo uUnico, conduzido por Horton et al. (1999), o TNF-a foi
detectado em alguns pacientes no pré-operatério, mas nenhuma mudanca
significativa ocorreu durante e apés CEC. A CRVM realizada com circuitos
revestidos de heparina também n&o modificou a liberagéo da IL6 e IL8 durante a
CEC.

Dentre os aspectos fisiopatoldégicos analisados nas cirurgias cardiovasculares,

relacionam-se os efeitos deletérios da CEC sobre o organismo. Varias revisdes de
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ensaios prospectivos e meta-analises de ensaios randomizados comparam 0s
efeitos pré e anti-inflamatérios desse procedimento, sendo evidentes os menores
danos inflamatorios nos procedimentos sem CEC. No entanto, ndo foi observada
reducdo de grandes desfechos clinicos, como mortalidade, acidente vascular
encefalico, infarto do miocardio e a necessidade de reintervencdo (Parolari et al.
2003; Larmann & Theilmeier, 2004; Shahzad, 2005; Feng et al. 2009; Takagi et al.
2010; Serrano et al. 2010).

Alguns ensaios que examinaram a evolugao das interleceuninas em CRVM com e
sem CEC, mostraram valores significativamente mais baixos quando a CEC néo é
utilizada. Neste estudo, como visto, a IL6 apresentou uma reducdo significativa
no grupo Tmz, a partir do momento da reperfusdo, ou seja, no ponto em que
ocorre um grande estresse oxidativo, 5 minutos apds o desclampeamento da
aorta. A partir dessa coleta, a IL6 atingiu o seu valor maximo em 12 horas,
declinando nas 24 seguintes. A IL8 manteve-se constante nos dois grupos, com
pico na coleta de 5 minutos. O TNF-a nao foi observado em nenhum momento
das coletas através do kit FlowCytomix, sendo esse resultado comparavel a

outros estudos (Kawamura et al. 1993; Pintar & Collard, 2003).

Na anélise dos leucdcitos totais, neutrofilos e mondcitos em cinco momentos
(pré-operatério, 6, 12, 24 e 48 horas) foi constatado que os leucécitos totais
variavam significativamente dentro de cada grupo isoladamente ao longo do
tempo (p=0,0001) e quando comparados entre 0s grupos nos intervalos de coleta
com valores da média inferiores no grupo Tmz em relagdo ao grupo placebo (p=
0,012).

O namero de neutréfilos também variou ao longo do tempo em cada grupo de
forma significativa (p= 0,0001). Na analise das médias entre 0s grupos, 0 grupo
Tmz apresentou valores significativamente inferiores em relacdo ao placebo (p=

0,005), a partir do desclampeamento da aorta.

Na analise dos mondcitos, foi observada uma variacdo significativa dentro de

cada grupo ao longo do tempo, no grupo Tmz (p=0,003) e no grupo placebo
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(p=0,0001), com tendéncia a médias mais baixas no grupo Tmz. Os
resultados ndo atingiram significAncia estatistica nhas médias quando 0s grupos
Tmz e placebo foram comparados entre si ao longo dos intervalos de tempo
(p=0,25).

A CRVM-CEC resulta em ativacdo de leucdcitos, quimiotaxia, adesédo do leucécito
ao endotélio e transmigracdo. A ativacao dos leucdcitos durante a CEC € mediada
por contato direto do sangue com o circuito e pela geracdo e liberacdo de
mediadores inflamatdrios, tais como complementos (C3a, Cb5a), interleucinas (IL6,
IL8), fator de ativacdo plaquetéria (PAF), leucotrieno B4 e endotoxinas (Pintar &
Collard 2003).

Utoh et al. (1988) examinaram, em vinte pacientes submetidos a CRVM-CEC,
convers@es no complemento e sequestro de leucécitos. Foi observada uma queda
dos niveis de neutréfilos em nivel sistémico na fase inicial da CEC e posteriormente
uma elevacéao dos leucdcitos totais com predominio de neutréfilos durante o primeiro

dia de pds-operatorio.

Ascione et al. (2000) investigaram o efeito da CRVM com e sem CEC sobre a
resposta inflamatéria perioperatéria em sessenta pacientes. Foram coletadas
amostras de soro para a estimativa de granuldcito elastase (GEL), interleucina 8,
C3a e Cbha no pré-operatorio e apos 1, 4, 12 e 24 horas do pés-operatério. Além
disso, a contagem de leucdcitos, neutrofilos e mondcitos foi realizada no pré-
operatério e apoés 1, 12, 36 e 60 horas do pdés-operatério. A incidéncia global de
infeccdo e os resultados clinicos perioperatérios também foram registrados. Os
resultados da concentracdo da GEL apresentaram valores de pico logo apds a CEC,
com declinio ao longo do tempo, mas sempre com médias superiores aos valores do
grupo sem CEC. A IL8 aumentou significativamente logo apds a cirurgia no grupo
com CEC, sem declinio durante os intervalos estudados. Os complementos C3a e
Cb5a aumentaram logo apés a cirurgia em ambos 0s grupos, quando comparados
com os valores basais. Os valores dos leucdcitos, neutrofilos e mondcitos foram
significantemente maiores no grupo CRVM-CEC. Os autores concluiram que a

cirurgia sem CEC esta associada a reducéo significativa na resposta inflamatéria e
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na infec¢do pds-operatoria.

Neste estudo, a analise dos leucocitos e neutrofilos mostraram uma elevacéo
significativa de seus niveis, em ambos 0s grupos, no momento do
desclampeamento da aorta, ou seja, na coleta de cinco minutos realizada direto do
atrio direito, refletindo o momento da reperfusdo do miocéardio. Os valores maximos
foram alcancados na reperfusdo e mantidos por 12 horas, com queda progressiva
até 48 horas, quando atingiram médias mais préximas aos valores normais, em
conformidade com resultados de estudos que comparam cirurgias com e sem CEC
(Pintar & Collard 2003; Feng et al. 2009; Serrano et al. 2010). Os niveis de
leucdcitos e neutréfilos no grupo Tmz apresentaram diferenca significativa na
comparacao com grupo placebo, sendo possivel destacar esta evidéncia. Na analise
dos mondcitos foi observada uma elevacdo semelhante no momento do
desclampeamento da aorta, porém sem atingir um valor médio de relevancia

estatistica, evoluindo com queda até a coleta de 48 horas.

Jordan et al. (1999) relatam em artigo de revisao que os neutréfilos se acumulam na
fase precoce da reperfusdo e atingem o nivel maximo em até 24 horas. Pintar &
Collard (2003), em outro artigo de revisao, reforcam os mecanismos de ativacao dos
leucdcitos na CRVM-CEC pela liberacdo dos mediadores como os complementos
(C3a e Cba), as interleucinas (IL6 e IL8), o fator ativador de plaquetas, o0s
leucotrienos e as endotoxinas. Relatam, também, um significativo aumento da
endotelina-1, um peptideo derivado do endotélio que estimula a ativacdo e o
acumulo de neutrdfilos. Os efeitos inflamatérios com liberagédo das interleucinas (IL6
e IL8) e dos complementos (C3a e C5a) atuam sobre as células da medula 6ssea,
estimulando a producéo e liberacao de leucécitos (Takatsuki et al. 1990; Laterveer et
al. 1995; Suwa et al. 2000; Pruijt et al. 2002; Ratajczak et al. 2007; Schraufstatter et
al. 2009).

Pouco se sabe sobre os efeitos diretos da Tmz sobre a dindmica dos leucécitos na
resposta inflamatéria. Williams et al. (1993) analisaram experimentalmente a inibi¢céo
dos neutrofilos pela Tmz apo6s a injaria de isquemia e reperfusdo do miocérdio,

evidenciando um maior acumulo miocardico de neutréfilos apds 3 horas da
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reperfusdo, assim como dos neutrofilos circulantes no grupo controle.

Monti et al. (2001) analisaram experimentalmente a acdo da Tmz no bloqueio da
liberacdo de endotelina-1. Essa acdo tem como consequéncia uma maior producao
de nitrato, levando a vasodilatacdo, mas ainda carece de mais analises dos efeitos

produzidos sobre os neutrofilos.

Di Napoli et al. (2007) estudaram, em coracao isolado de ratos, os efeitos protetores
da Tmz e verificaram que esta exerce uma relevante miocardioprotegédo pela
producdo de oxido nitrico, preservando a barreira endotelial da circulacdo coronéaria
contra a reperfusdo. Esse mecanismo poderia contribuir para uma maior
compreensao da acdo cardioprotetora da Tmz apds a injuria de isquemia e
reperfusdo. Tritto et al. (2005) mostraram em seu estudo que a Tmz pode inibir a
ativacao dos neutroéfilos e que esta droga confere protecdo contra lesdo mediada por

eles em coracdes isquémicos.

Neste ensaio clinico, foram evidenciadas diferencas significativas nos niveis dos
leucécitos e neutréfilos no grupo tratado com Tmz em relagdo ao grupo placebo.
Esses resultados sugerem que a elevacdo dos niveis de leucdcitos totais e de
neutréfilos tenha ocorrido pela significativa reducédo da IL6. O IL8, o0 C3 e o C5,
embora sem reducao significativa nos dois grupos, podem ter influenciado os
niveis de leucécitos e neutréfilos. Tem sido considerado que a Tmz exerce efeito
protetor sobre a célula cardiaca na injuria de isquemia e reperfuséo, reduzindo os
marcadores de agressao miocardica, 0 estresse oxidativo e, consequentemente,
a resposta inflamatéria (Fabiani et al 1992; Turnerir et al. 1999; Matata et al.
2000; Chakraborti et al. 2000; Vermeiren et al. 2000; Kaminski et al. 2002;

Warren et al. 2009a; Martins et al. 2011, entre outros).

A PCR-us foi analisada em dois momentos, no pré-operatorio e 48 horas apos o
ato cirurgico. Seus valores variaram de modo significativo na analise de cada
grupo isoladamente (p= 0,0001), mas ndo nha analise comparativa entre 0s
grupos no momento delta (48 horas), ou seja, ambos evoluiram de forma

semelhante ao longo do tratamento (p=0,31).
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Os estudos sobre o valor clinico da PCR foram inicialmente direcionados para o
acompanhamento e o controle terapéutico de processos inflamatorios. Seu papel
como proteina de fase aguda decorre do fato de estar presente em muitos pontos da
via inflamatoria. Ela € produzida e liberada pelo hepatécito, mas postula-se uma
producdo também pela parede arterial. Sua formacdo é estimulada pelas
Interleucinas IL-1 e IL-6, liberadas por macréfagos apos a fagocitose do antigeno. A
determinacao laboratorial da PCR como marcador inflamatorio é indicada em
variadas situacdes clinicas, tal como na deteccdo precoce de complicacbes pos-
operatérias. Nos ultimos dez anos, entretanto, a analise da PCR frente a doenca
cardiovascular aterosclerética passou a receber mais atencao, tendendo a se tornar
um marcador de risco desta condi¢éo clinica (Santos et al. 2003; Denarti et al. 2008;

Ramos et al. 2009; Correia & Esteves 2011).

Figueiredo et al. (2006) abordaram a questdo da PCR elevada e a intervencao
percutdnea e analisaram a PCR como sinalizador de risco cardiovascular
relacionado com a atividade inflamatéria sistémica e seu progndstico; com a
intervencdo coronaria percutdnea como fator de inflamag&o; com a reestenose
coronéria apés a intervencao e sua relacdo com a PCR e, ainda, analisaram o0s

desdobramentos terapéuticos potenciais destas relacées.

Biancari et al. (2003) analisaram o valor preditivo da PCR no pré-operatério,
avaliando 764 pacientes submetidos a CRVM-CEC. Os resultados evidenciaram
gue pacientes com concentracdo sérica pré-operatoria de PCR maior ou igual a
1mg/dl teve um maior risco de morte pos-operatdria global, de morte cardiaca, de
sindrome de baixo débito cardiaco e qualquer complicacdo cerebrovascular. Na
analise multivariada, a concentracéo sérica pre-operatéria de PCR maior ou igual
a 1mg/dl e fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo foram preditores
independentes de mortalidade pés-operatoria. A taxa de mortalidade pos-
operatoria foi de 0,3% entre os pacientes com valores de PCR <1mg/dl no pre-
operatorio e fragcdo de ejecdo maior ou igual a 50%, ao passo que entre aqueles
com PCR pré-operatéria maior ou igual a 1mg/dl e fracdo de ejecdo menor que
50% foi de 21,4%. Os autores concluiram que a PCR é um importante

determinante da evolucdo pos-operatoria em CRVM-CEC.
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Balciunas et al. (2009) analisaram a PCR como preditor independente de
eventos cardiovasculares em pacientes submetidos a CRVM-CEC e sua relacéo
com eventos cardiovasculares pés-cirurgicos. Niveis de PCR ultra-sensivel foram
medidos no pré-operatorio e no dia da cirurgia em 66 pacientes. A concentracao
sérica de PCR-us superior a 3.3mg/L estava relacionada com maior risco de
eventos cardiovasculares no pos-operatorio, tais como lesdo miocardica e baixo
débito cardiaco. Os autores consideraram que pacientes com niveis de PCR-us
maior ou igual a 3.3mg/L, apresentam um risco maior de eventos

cardiovasculares no pés-operatorio de CRVM-CEC.

Ensaios que examinam a resposta inflamatoria através da PCR comparando seus
efeitos em CRVM com e sem CEC evidenciam valores de PCR maiores em

pacientes submetidos a CEC (Serrano et al. 2010; Lorenzo et al. 2010).

Neste ensaio, 0s grupos Tmz e placebo apresentaram elevacdo significativa da
PCR-us em 48 horas (p=0,0001). Quando comparados, 0S grupos nao apresentaram
diferencas significativas (p=0,31). Os valores basais em ambos 0s grupos

encontravam-se dentro da normalidade (inferiores a 1mg/dl).

Biancari et al. (2003) observaram maior incidéncia de mortalidade no p6s-operatorio
quando a PCR encontrava-se acima deste valor. O periodo analisado dos valores da
PCR, em nosso ensaio, compreendeu as 48 horas que se seguiram ao ato cirargico,

em que foram evidenciados valores muito elevados nos dois grupos estudados.

Meng et al. (2008) verificaram, em estudo prospectivo, que a PCR atingiu um valor
de pico em 12 horas, permanecendo elevada por 24 horas. Balciunas et al. (2009)
relataram, também em estudo prospectivo, que a PCR é um preditor independente
de complicacbes pds-operatorias quando atinge niveis séricos superiores a 3,3mg/l.
Neste estudo, ndo observamos complicacdes pds-operatorias nos grupos durante o
periodo de seguimento (até a alta hospitalar), nem uma maior utilizacdo de aminas,
ou um maior tempo de permanéncia na UTI pelos valores de PCR descritos no
estudo de Serrano et al. (2010).
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A Tmz € uma droga util na prevencdo da inflamacdo apds angioplastia
coronéria. O tratamento antes do procedimento com Tmz oral, durante 3 dias, reduz
significativamente a elevacdo de marcadores inflamatoérios, antes e logo apés PTCA,

como apontam Figueiredo et al. (2006).

Di Napoli et al. (2007), em estudo recente, analisaram o impacto da Tmz em
marcadores de inflamacdo na doenca isquémica crénica do coracdo. Em pacientes
com cardiomiopatia isquémica, foi mostrado que a concentracéo plasmatica de PCR
manteve-se inalterada no grupo de doentes que receberam Tmz, enquanto ocorreu
aumento progressivo em 18 meses no grupo placebo. Esse efeito antiinflamatoério
pode estar relacionado a reducdo significativa da mortalidade e a admissées
hospitalares observadas nos mesmos pacientes apos 48 meses de tratamento com

a substancia.

Considerando o descrito na literatura em relacdo as alteragcdes da funcao
ventricular apds o episédio de isquemia e reperfusdo, os achados deste estudo

foram condizentes com resultados apresentados sobre CRVM.

O melhor modelo para associar inflamacdo ao efeito da isquemia e reperfusao
parece ser o realizado em CRVM, quando, com solucao cardioplégica, procura-se
proteger o coracado isolado em assistolia prolongada. Por esta razao, foi avaliado
o efeito adicional da Tmz ao processo, em dose diaria de 60mg em pré-

tratamento de 10 a 15 dias.

Alguns estudos e ensaios clinicos experimentais nesta area tém demonstrado
que a Tmz exerce efeito anti-isquémico direto, limitando acumulo de célcio e
acidose, inflamagéo e producado de radicais hiperoxidos apoés reperfusdo (Renauld
1988; Vendrinne et al. 1996; Iskesen et al. 2006; Gao et al. 2011). Entretanto,
esses efeitos metabdlicos ndo estdo muito claros e recentemente alguns estudos
tém evidenciado a protecao mitocondrial contra o dano pelo estresse oxidativo e

inflamacgéao (Argaud et al. 2005).
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6.3 DOS EFEITOS COLATERAIS

N&o ocorreram efeitos colaterais significativos (nauseas, vomitos, epigastralgia,

cefaléia ou prurido) nos pacientes avaliados em ambos 0s grupos.

6.4 DAS LIMITACOES DO ESTUDO

S&o aqui consideradas duas limitacées contempladas como as mais importantes
neste estudo. A primeira diz respeito ao tamanho da amostra. Apesar de
comparavel a outros estudos examinados na literatura sobre avaliacdo dos
marcadores inflamatérios antes e ap6s a CRVM-CEC, uma investigacdo em uma
populacdo maior poderia trazer mais consisténcia e maior sustentacdo aos

resultados aqui descritos.

A segunda diz respeito a avaliacdo temporal de alguns marcadores, como a IL6 e
IL8, que podem apresentar pico apés a CEC em intervalos inferiores a 12 horas,
e 0os complementos C3 e C5, que também podem estar elevados apés 4 horas da
CEC. Em relacéo ao protocolo utilizado com intervalos de 12 horas, os resultados
replicam alguns estudos encontrados na avaliacdo experimental em animais e em

humanos com metodologia semelhantes.

6.5 DAS IMPLICACOES CLINICAS

Independentemente das limitagbes, os resultados obtidos e analisados na
presente pesquisa, mostraram-se favoraveis diante das evidéncias cientificas
atuais, seja no que concerne aos niveis reduzidos dos biomarcadores no grupo
tratado; a auséncia de efeitos desfavoraveis da droga; as provaveis implicacdes
de bom prognostico referentes a uma menor resposta inflamatéria tanto na
reperfusdo quanto nos momentos relacionados ao pos operatorio. Atenderam
parcialmente as expectativas e corroboraram com estudos prévios, que apontam

possibilidades potenciais preventivas sobre a resposta inflamatéria com CEC.
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Os resultados deste estudo podem dar margem para o desenvolvimento de
ensaios clinicos mais elaborados, visando a confirmagdo desta investigacao,
tendo como possibilidade acrescentar a Tmz no arsenal terapéutico dos pacientes

com indicacdo de CRVM como fator protetor coadjuvante a solucéo cardioplégica.

Os resultados, ainda que sugerindo uma acdo benéfica da Tmz em pré-
tratamento aos pacientes que serdo submetidos a CRVM, ndo podem ser,
necessariamente e de imediato, extrapolados para sua utilizacdo de rotina no pré-

operatario.



CAPITULO 7. CONCLUSOES

Neste estudo duplo-cego, em que se comparam os efeitos da trimetazidina sobre
os marcadores inflamatérios na injaria de isquemia e reperfusdo do miocardio
com placebo, administrada como pré-tratamento, aos pacientes submetidos a
cirurgia de revascularizacdo com CEC e com funcao ventricular normal ou

disfuncéo leve, observou-se:

Que nao se alteraram os marcadores C3, C5, IL8, TNF-a e PCR nos pacientes

qgue utilizaram a droga em relacao ao placebo.

Que houve diferenca significativa dos niveis da IL6 apartir do desclampeamento
adrtico no término da cirurgia nos pacientes que utilizaram a droga em relagéo

ao placebo.

Que também houve diferenca significativa nos leucocitos e neutréfilos em
toda sua evolucdo apdés o desclampeamento adrtico nos que utilizaram a droga

em relagéo ao placebo.

Que os valores dos mondcitos nao variaram significativamente entre pacientes

qgue utilizaram a droga em relacdo ao placebo.
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ANEXO 1
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome do paciente:
Prontuério:

Titulo do Projeto: Efeitos da trimetazidina na resposta inflamatéria em pacientes submetidos a
cirurgia de revascularizagdo do miocardio com circulagdo extracorporea.

Investigador: Dr Gerez Fernandes Martins

Local: Servico de Pés-operatério em Cirurgia Cardiaca do Instituto Estadual de Cardiologia
Aloysio de Castro.

Telefone para contato: 2286-7272 R 123. Horario de 08:00 as 16:00 H

Eu ,
abaixo assinado, declaro ter pleno conhecimento dos objetivos desta pesquisa, tendo discutido
com o médico responsével pelo estudo e recebido todas as orientagdes. Entendi o objetivo do
estudo, sabendo tratar-se de pesquisa que visa avaliar a melhora na protecdo do coragdo
durante uma cirurgia cardiaca através de medicamento de uso oral (pela boca). Sei que para isso
poderei fazer uso ou ndo da propria medicacao, ja& de uso comum e vendida em farmacias, que
sera fornecida pelo Instituto sem qualquer custo, sendo uma medica¢cdo de uso comum na
cardiologia. Sei também que poderei ndo receber a medica¢do para verificagdo de comparagéo
aos que dela fizeram uso e que o fato de ndo ser a medica¢gdo ndo causard dano em relacédo a
cirurgia. Sei que serei avaliado inicialmente e posteriormente com ECOCARDIOGRAMA para
verificacdo da funcao do coracgdo, além de amostras de sangue coletadas como na rotina normal
de pés-operados para efeito de medicdo de enzimas liberadas normalmente pelo coracgéo, e sei
também que se beneficio trouxer o resultado deste estudo podera ajudar a um nimero maior de
pessoas.

A assisténcia médica nao sera modificada em fun¢cdo da aceitacdo ou ndo em participar desta
pesquisa.

As informacgBes desta pesquisa manterdo seu anonimato, serdo confidenciais e divulgadas
apenas sob forma de publicacdo cientifica. Estou ciente de poder fazer quaisquer perguntas e me
desligar do estudo a qualquer momento, e que esta pesquisa foi submetida ao Comité de Etica e
Pesquisa Humana do Instituto Estadual de Cardiologia Aloysio de Castro, tendo sido aprovada.

Assinatura de Paciente

Assinatura do responséavel (se houver)

Assinatura da Testemunha:

Eu confirmo que expliquei a natureza deste estudo para o paciente e/ou seu responsavel.

Assinatura do pesquisador:

Data:




ANEXO 2

AUTORIZACAO DA COMISSAO DE ETICA E PESQUISA

MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Sande
Comissiio Nacional de Etica em Pesquisa
Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Estadual de Cardiologia
Aleysio de Castro (IECD)

Rio de Janeiro, 10 de dezembro de 2005.

EXMO.SR. Doutor GEREZ FERNANDES MARTINS:

Venho pela presente informar-lhe que o projeto de pesquisa
“EFEITO DA  TRIMETAZIDINA NOS MARCADORES
INFLAMATORIOS NA INJURIA DE  REPERFUSAO
MIOCARDICA EM CIRURGIA DE REVASCULARIZACAO DO
MIOCARDIO” foi submetido e aprovado na reunido de 07 de dezembro
de 2005 do Comité de Etica em Pesquisa de nossa instituigdo sob o N°
00/2005. ' '

Tendo em vista a sua aprovagdo, sugerimos que, de acordo com 0
cronograma, nos seja dado conhecimento da data da sua efetiva
implementacdo no Instituto Estadual de Cardiologia Aloysio de Castro.

Esperando que seja bem sucedida a referida pesquisa, auguramos
votos de éxito e enviamos nossos protestos de estima e considerago.

of. Dr. Roberto iaufé Lana
oordenador do CEP do IECAC



ANEXO 3

FICHA DE OBSERVACAO PRE E POS-OPERATORIA

FICHA DE CADASTRO INDIVIDUAL No:
MOME. PRONTUARIO:

IDADE. SER0)

DATA DA CIRURGIA,

ENDERECO |

TELEF ONE.

AVALIACAO PRE OPERATORIA

CORONARIOGRAFIA:

PROPOETA CIRURGICA:

CONCLUSAD CIRUREGICA:

TEMPO DE CEC: AMNDXIA:

BATIMENTOS CARGA:
EXPONTAMNED:

ECOCAEDIOGREANA FEE COFERATOERID:

POS OPERAT ORIO CONTROLE:

INTERCOREEMNCIAE

DEOGAR:

EMNZINAS:

ECG:

DEEMNAGEL:

TEMPO DE DEEMO:

TENFD DE TOT:

ALTERACAD TAF:

ALTERACAD PTT:

FLAQUETAZ:

GASOMETRIA DE CHEGADA:

ECOCAEDIOGEANA POS OFERATORID: INTERWVALD:




FICHA TERAPEUTICA

PACIENTE:

DROGA:

INICIO:

PARAEFEITOS:

QUEIXAS:

OBSERVACOES:

ANEXO 4

FICHA DE CONTROLE DA DROGA

PRONTUARIO:

POSOLOGIA:

TERMINO:

Pesquisador



ANEXO 5

FICHA ECOCARDIOGRAFICA DE AVALIACAO SEGMENTAR

PROJETO TRIMETAZIDINA
DO() Dia da Cirurg () Pés op ()

NOME: PRONTUARIO:

ANALISE SEGMENTAR NOM ODELO DE 17 SEGMENTO S

Nonnal= 1 Hipocmesia=2 Acinesia=3 Discimesia=4 Aneuriama=5
ANTERIOR | ANTERO INFERO ANTERO INFERD INFERIOR

\REDES & SEPTAL SEPTAL LATERAL LATERAL

GMENTOS

ASAL 1 2 3 6 5 4

EDIAL 7 g 9 12 11 10

ACAL 13 Apical Septal 14 Apical Lateral 16 15

:0RE APEX (APICE) 17

Indice de Coniractilidade Seemeniar(I CS) ou Score Médio de Pontos

Score Médio de Pontos= Portuagdo encontrada dividido pelo total dos 17 segrertos analisades

Resuliado do Indice de Coniractilidade CS) ou Score Médio de Ponios
OValorNommaldo ICS € 1.

Valores do ICS entre 1,1 a 1,6 indica disfimgéo ventricular Leve

Valores do ICS entre 1,61 a 20 indica disfungéo ve rdricular Ivloderada

Valares do ICS acima de 2,0 indica disfimgéo ventricular Grave

VALOR DA SOMA () DISFUNGEO

:ww
-On:ud\eu
B cooniva Ciconn

Figara 8.1 1: Representacdo em alvo (balfl eye) da segmentagio micCindics GO ventrioulo esquainda, Nomencitura © relacio da
PIIGHLEO CORDNAEANS Ma s COMUM, e A0SO COM PUBBCICIO da AMenicon Heart Associanion em 2002




Nome:

ANEXO 6

FICHA DE CONTROLE LABORATORIAL

INSTITUTO DE CARDIOLOGIA DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO

PROJETO DE ESTUDO COM TRIMETAZIDINA EM CRVM-CEC

Matricula:

Frasco:

Data:

ANALISE LEUCOCITOS

Pré operat

5 min

12 h apods

24 h ap6s

48h apos

Leucocito

Neutréfilo

Monécito

ANALISE DA CURVA DE MARCADOR INFLAMATORIO

Pré-operatorio

5 min

12 h apés

24 h apés

C5

Pré-operatorio

48 h apds

PCR-u

Pesquisador




