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RESUMO

PAVIONE, M.A. Avaliacdo do uso do pré-condicionamento isquémico remoto
no dia precedente a cirurgia em criancas submetidas a circulacao
extracorpérea (efeitos na ‘segunda janela’). 2010. Dissertagcdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo

Preto.

Objetivos: Avaliar a resposta inflamatoria, a disfungdo miocardica e a morbi-
mortalidade pds-operatoria em criangcas submetidas ao pré-condicionamento
isquémico remoto (PClr) no dia anterior a cirurgia cardiaca com circulagao
extracorporea (CEC), comparadas com um grupo controle. Métodos: Trata-se de
estudo intervencionista e controlado, de alocacao aleatdria de lactentes de 1 més a
2 anos de idade submetidos a cirurgia cardiaca com CEC. As criangas alocadas
aleatoriamente ao PCIr foram submetidas a quatro periodos de cinco minutos de
isquemia do membro inferior pelo uso de esfigmomandmetro, intercalados por
periodos de cinco minutos de reperfusdo, no dia prévio a cirurgia cardiaca. No poés-
operatorio, foram colhidas amostras de sangue 4, 12, 24 e 48 horas apos o fim da
CEC para mensurar a resposta inflamatéria por meio da avaliacdo da ativacdo do
fator nuclear kappa-B (NF-xB) em leucécitos pela quantificagdo do RNAm de sua
proteina inibitéria, a | kappa B-alfa (Ix-Ba) por PCR em tempo real, e pelas
concentragdes plasmaticas de interleucina (IL)-8 e IL-10 avaliadas por ELISA. O
comprometimento miocardico foi avaliado pelas concentragbes da fragdo amino-
terminal do peptideo natriurético tipo B (NT-pro BNP) e de troponina | cardiaca
(cTnl), mensuradas por técnica de quimioluminescéncia. Também foram avaliados
parametros clinicos da sindrome de baixo débito cardiaco e a necessidade de
drogas vasoativas no pos-operatério. Resultados: Foram estudados 22 pacientes:
12 alocados no grupo PCIr e 10 no grupo controle. Os grupos eram homogéneos e
nao foram encontradas diferengas significativas quando comparamos as variaveis:
idade, sexo, etnia, peso, estatura, saturacdo em ar ambiente no periodo pré-
operatorio, tempo de cirurgia, tempo de CEC, tempo de parada andxica, escore de

gravidade PRISM e classificagdo de risco cirurgico cardiaco RACHS-1. Entre as



variaveis clinicas, a unica que apresentou diferenga estatisticamente significativa foi
a frequéncia respiratéria, no periodo de 48 horas apds a cirurgia, com menores
valores no grupo PCIr (p=0,004). Das variaveis que mensuram de forma indireta o
débito cardiaco e a oferta de oxigénio aos tecidos, a saturacéo venosa de oxigénio
se mostrou com valores significativamente mais baixos com 12 horas (p=0,042) e 48
horas (p=0,018) apds a saida de CEC no grupo pré-condicionado. Isso se confirma
na medida da extracdo de oxigénio, que se mostrou mais alta neste grupo nos
mesmos periodos de 12 horas (p=0,021) e 48 horas (p=0,008). Dentre os
marcadores de dano miocardico, apenas o NT-pro BNP, um marcador de disfuncao
miocardica, apresentou diferenga significativa, com menores valores no grupo pré-
condicionado nos tempos 12 horas (p=0,035) e 24 horas (p=0,035). Os valores da
cTnl estiveram maiores em todos os tempos no grupo PCIr, mas sem diferencga
significante. Dentre os marcadores da fungéo inflamatéria, tanto a liberagao da IL-8,
da IL-10 e a expressao do gene I|-kBa foram semelhantes nos dois grupos. A
morbidade pds-operatéria foi semelhante nos dois grupos e ndo houve obito até a
alta hospitalar em nenhum dos grupos. Conclusao: Os pacientes que receberam o
PCIr antes da cirurgia cardiaca com uso de CEC apresentaram menor liberagado do
horménio NT-pro BNP, que indica uma menor disfungao celular cardiaca, e um papel

protetor do comprometimento miocardico.

Palavras-chave: pré-condicionamento isquémico; cirurgia cardiaca



ABSTRACT

PAVIONE, M.A. Evaluation of remote ischemic preconditioning applied the day
before open heart surgery in children undergoing cardiopulmonary bypass (the
‘second window’ effect). 2010. Dissertation (Master) — Faculty of Medicine of

Ribeirao Preto, University of Sao Paulo, Ribeirao Preto.

Objectives: To evaluate the inflammatory response, myocardial dysfunction,
morbidity and postoperative mortality in children undergoing remote ischemic
preconditioning (IPCr) stimulus the day before heart surgery with cardiopulmonary
bypass (CPB), compared with a control group. Methods: We conducted a
randomized controlled study of infants aged 1 month to 2 years undergoing cardiac
surgery with CPB. Children randomly assigned to IPCr were submitted to four periods
of five minutes of lower limb ischemia by using a blood pressure cuff intercalated with
periods of five minutes of reperfusion, the day prior to cardiac surgery.
Postoperatively, blood samples were collected 4, 12, 24 and 48 hours after the end
of CPB to assess the inflammatory response by activation of nuclear factor kappa-B
(NF-kB) in leukocytes by the quantification of mMRNA of its inhibitory protein (I kappa
B alpha — IkB-a) by real-time PCR, and by the plasma concentrations of interleukin
(IL) 8, and IL-10 measured by ELISA. Myocardial dysfunction was assessed by the
concentrations of the amino-terminal fraction of B-type natriuretic peptide (NT-pro
BNP) and cardiac troponin | (cTnl), measured by chemiluminescence method.
Clinical parameters of low cardiac output syndrome and the need for vasoactive
drugs in the postoperative period were also evaluated. Results: Twenty-two patients
were studied: 12 allocated to IPCr group and 10 to the control group. The groups
were homogeneous and no significant differences were found when comparing the
age, gender, ethnicity, weight, height, preoperative oxygen saturation in room air,
surgery time, CPB time, anoxic arrest, PRISM score and the risk classification of
cardiac surgery (Risk Adjustment for Congenital Heart Surgery-1 - RACHS-1).
Among the clinical variables, the only one that showed a statistically significant
difference was the respiratory rate, 48 hours after surgery, with lower values in ICPr

group (p=0.004). Among the variables that measure indirect cardiac output and



oxygen delivery to tissues, venous oxygen saturation was significantly lower at 12
hours (p=0.042) and 48 hours (p=0.018) after CBP in ICPr group. This was confirmed
by the measurement of oxygen extraction, which was higher in this group in the same
periods of 12 hours (p = 0.021) and 48 hours (p = 0.008). Of the markers of
myocardial damage, only NT-pro BNP, a marker of myocardial dysfunction showed a
significant difference, with lower values in the IPCr group at 12 hours (p = 0.035) and
24 hours (p = 0.035). The values of cTnl were higher in IPCr group, but the
differences were not significant. Among the markers of inflammatory response, both
the release of IL-8 and IL-10, and Ik-Ba gene expression were similar in both groups.
Postoperative morbidity was similar in both groups. There were no deaths until
hospital discharge in either group. Conclusion: Patients who received IPCr stimulus
before cardiac surgery with CPB had lower levels of NT-pro BNP, indicating less

cardiac cell dysfunction and a protective role for myocardial compromise.

Key words: ischemic preconditioning; heart surgery
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1 INTRODUCAO

O organismo humano tem um modelo de funcionamento preparado para
enfrentar agressdes de diversas naturezas. Qualquer situagdo nao identificada pelo
organismo como normal ou fisiolégica pode despertar um conjunto de reagdes
relacionadas aos mecanismos de defesa ou de compensacao.

A circulagao extracorpérea (CEC), que é o aparato usado para substituir
temporariamente a fungao propulsora do coragdo e a funcdo pulmonar de trocas
gasosas durante as cirurgias cardiacas constitui um desses agentes que é
reconhecido pelo organismo como um agressor, €, como tal, suscita uma série de
reagcdes de natureza hemodinamica, fisica e quimica. Esta resposta, inicialmente
chamada de “sindrome pdés-perfusdo” é conhecida hoje como Sindrome da Resposta
Inflamatéria Sistémica (SRIS) (SOUZAELIAS, 2006). Estas rea¢cdes quando muito
intensas, podem produzir disfungdo em diversos 6rgaos, entre eles o coragao,
gerando a disfungao miocardica (PAPARELLA et al., 2002).

Sabe-se que esta disfungdo miocardica é ainda mais intensa em neonatos e
lactentes jovens (BRIX-CHRISTENSEN, 2001) e tem apresentagbes de graus
variaveis no periodo pods-operatorio imediato de criangas submetidas a cirurgia
cardiaca com CEC, tornando-se mais acentuada entre 9 a 12 horas apés a cirurgia
(WERNOVSKY et al., 1995). Existe uma associagao entre baixo débito cardiaco e
aumento da morbi-mortalidade nos pdés-operatérios destas criangas (PARR et al.,
1975).

Além do insulto secundario provocado pela SRIS no paciente que necessita
da CEC, existe ainda um insulto primario ao miocardio, também chamado de Injuria
Isquemia-Reperfusdo (IIR). Este mecanismo de lesdo em dultima analise leva a
apoptose, disfungdo e necrose celular ao 6rgdo acometido. O conceito de IIR foi
primeiramente sugerido por Jennings et al, em 1960 (BRAUNWALD et al., 1985) e
divulgado por Buckerberg nos anos 80, e posteriormente por Braunwald e Kloner
(VINTEN-JOHANSEN et al., 2005). Este conceito foi bem estudado para a lesdo que
ocorre devido a oclusdo de uma coronaria, passando por uma fase inicial chamada
‘isquemia’ provocada pela oclusao vascular em si e que leva a lesdo miocardica por

hipéxia e falta de nutrientes. O comprometimento prossegue e se agrava num
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segundo momento, onde paradoxalmente ao que se imaginaria, o processo de
‘reperfusdo’ da coronaria (que deveria ser benéfico e resolutivo para a isquemia),
mostrou-se tdo ou mais lesivo que o comprometimento inicial. Este complexo
mecanismo de lesdo passou a ser chamado de Injuria Isquemia-Reperfusao
(BRAUNWALD et al.,, 1985). Desta forma, estruturou-se o conceito de que a
restauracdo do fluxo sangliineo por si s6 pode resultar em morte dos midécitos
viaveis (PRZYKLENK, 1997).

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar a lesao pela reperfusao,
tais como a formacgao de radicais livres derivados do oxigénio, anormalidades na
homeostase do calcio, infiltracdo de neutrofilos e liberagao de citocinas, ativagao da
cascata de coagulacdo e do sistema calicreina e o aumento da permeabilidade
celular e mitocondrial (VINTEN-JOHANSEN et al., 2005).

Durante a CEC, o miocardio é submetido a todos estes processos de lesao.
A isquemia tecidual ocorre numa fase inicial devido ao clampeamento adrtico e a
parada circulatéria. Posteriormente, durante a fase de desclampeamento adrtico,
ocorre a lesdo gerada pela reperfusdo e concomitante disparo da cascata
inflamatdria, onde se agrega a SRIS, de modo que o resultado final consiste em
morte celular e disfungcdo miocardica (BRIX-CHISTENSEN, 2001). Assim, tem
sido um grande desafio nas ultimas décadas encontrar mecanismos de bloquear
ou reduzir a IIR ou a resposta inflamatéria. Atualmente, os pesquisadores tém
buscado minimizar o comprometimento celular e ndo somente diminuir a
mortalidade.

Em relacdo a isquemia induzida pela CEC, sua duragdo e gravidade sao
determinantes para a morte celular. Portanto, formas de diminuir este periodo foram
propostas, como diminuicdo do tempo de isquemia ou utilizagdo de técnicas que
reduzam o comprometimento causado por ela, como a hipotermia e a cardioplegia.
Apoés o conceito de lesdo causada pela reperfusdo, diversas estratégias tentando
reduzir ou modificar seus mecanismos entraram em pauta, como o uso de
perfusatos alcaléticos, com baixo teor de calcio e adjuntos metabdlicos (ex.: piruvato,
glicose-insulina, etc), reperfusdo gradual, uso de agentes antioxidantes, deplecao de
neutréfilos e bloqueio da resposta inflamatoria com uso de corticoides ou inibidores
da resposta inflamatéria em varios niveis (VINTEN-JOHANSEN et al., 2005).

Neste contexto, uma das formas de minimizar o comprometimento miocardico

causado pela CEC, SIRS e IIR, € o chamado pré-condicionamento isquémico (PCI).
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O PCI consiste num mecanismo natural e potente de cardioprotecao aos eventos de
isquemia. Individuos que manifestaram angina no dia precedente a um episédio de
infarto agudo do miocardio apresentaram niveis séricos mais baixos do marcador de
necrose (creatino quinase — CK) e melhor evolugdo, com menos eventos
relacionados ao infarto em trinta dias (p=0,03) do que aqueles em que o infarto era
subito e nao precedido de angina (KLONER et al.,, 1998). Assim, existiria um
mecanismo endogeno de cardioprotegao a isquemia através de episodios prévios de
isquemia miocardica de forma subletal.

Este potente mecanismo de protecdo pode ser ativado por isquemia no
proprio 6rgao que se quer proteger, ou mesmo em outro 6rgao a distancia, como
bragos ou pernas (pré-condicionamento remoto — PClIr) (GHO et al., 1996). E ainda,
esta protecao se potencializa em cerca de 24 horas apds o estimulo do PCIr, numa
fase tardia, chamada “segunda janela” (KONSTANTINOV et al., 2004).

Desta forma, estudos clinicos em humanos vém sendo feitos, objetivando
diminuir a lesdo miocardica causada pela CEC e sua consequente reacao
inflamatoria. Em todos estes estudos, imediatamente antes da cirurgia cardiaca,
aplicando-se breves episédios de isquemia em membros, tem sido evidente a
reducao dos marcadores de necrose miocardica, como a troponina, no grupo em que
o PCilr foi realizado (CHEUNG et al., 2006; HAUSENLOY et al., 2007; VENUGOPAL
et al., 2009; WENWU et al., 2010).

1.1 Hipotese

Nossa hipotese é de que pacientes submetidos ao PCl no dia anterior a
cirurgia cardiaca com circulagéo extracorporea (cerca de 24 horas antes do inicio da
cirurgia) apresentam menor ativagdo da resposta inflamatéria e menor
comprometimento miocardico do que aqueles em que o procedimento nao é

realizado.
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1.2 Relevancia do estudo

A cada ano, sédo operadas aproximadamente 200 criancas com cardiopatia
congénita no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo (HC-FMRP-USP), sendo aproximadamente 60% com
CEC. Em nosso servico, as taxas de mortalidade das criangas submetidas a CEC
sdo extremamente elevadas (chegando a mais que 25% em recém-nascidos e
lactentes jovens com cardiopatias complexas), sendo que o 6bito na grande maioria
das vezes associa-se a sindrome do baixo débito cardiaco pds-operatério e
disfungdo de multiplos 6rgaos e sistemas. Como a etiologia da sindrome do baixo
débito cardiaco é multifatorial, envolvendo a IIR e a ativacdo da resposta
inflamatdria, estudos que investiguem estes mecanismos sao plenamente
justificados e necessarios, visando o desenvolvimento de estratégias que possam
contribuir para a melhora da morbi-mortalidade destas criangas.

Nossa proposta € comparar a ativagado génica e a modulagéo inflamatoéria por
meio da quantificagdo da expressao do gene |-kBa (que € um produto da atividade
do fator de transcricdo nuclear kB (NF-kB), e as concentragdes da citocina pro-
inflamatoria IL-8 e da antiinflamatoria IL-10 no pds-operatério de cirurgia cardiaca
com CEC, em pacientes submetidos ou ndo ao PCI remoto. O comprometimento
miocardico sera avaliado pelas concentragdes da fracdo amino-terminal do fator
natriurético tipo B (NT-pro BNP), que reflete o grau de disfungao ventricular e pelas
concentragdes da troponina | cardiaca (cTnl), que reflete a ocorréncia e gravidade
da lesdo celular miocardica. Além disso, serdo avaliados parametros clinicos,
laboratoriais € de imagem da sindrome de baixo débito cardiaco e a necessidade de
drogas vasoativas no pos-operatorio (pelo escore inotropico). Trata-se de um estudo
intervencionista, mas o custo-beneficio do PCl remoto é muito bom, ja que é
relativamente indcuo e com grande potencial benéfico na evolugdo das criangas

submetidas a cirurgia cardiaca com CEC.



17

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Pré-condicionamento isquémico

O fenbmeno de protecdo do miocardio a um insulto isquémico sustentado
promovido por breves episddios de isquemia nao-letal foi denominado “pré-
condicionamento isquémico” (PRZYKLENK et al., 1998). O termo PCI foi usado pela
primeira vez em 1986 quando Murry et al. publicaram seu estudo em caes, provando
que breves periodos de isquemia transitéria e ndo letal em uma coronaria eram
suficientes para proteger a area irrigada de lesdes maiores, apdés um periodo de
isquemia prolongada na mesma coronaria. Houve redugao da area infartada em até
75% no grupo que recebeu o PCI em relagdo ao grupo controle, demonstrando-se,
portanto, o efeito benéfico do PCI no local onde foi aplicado (MURRY et al., 1986).

A idéia inicial era de que o mecanismo de protecdo conferido pelo PCI se
limitava em efeito mecanico e bioquimico no local de irrigagdo do vaso acometido,
até que Przyklenk et al. demonstraram em cées que a aplicagdo do PCIl em outra
artéria coronaria (no caso a circunflexa), também teve o poder de proteger o
miocardio “virgem” apds isquemia sustentada de outro leito arterial (aplicado a
artéria descendente anterior), com reducédo da area infartada em relagdo ao grupo
controle. Este trabalho sustentava a idéia de que a protecdo seria mediada por
fatores hormonais, com acéo regional. (PRZYKLENK, 1993). A desvantagem destes
procedimentos era a necessidade de gerar estresse direto ao miocardio ou
comprometimento mecéanico aos grandes vasos, de forma que sua aplicabilidade
clinica ficaria reduzida.

Posteriormente, um passo importante foi dado, demonstrando-se que mesmo
fazendo o PCI em vasos mesentéricos ou renais, havia reducdo da area infartada
apos isquemia prolongada em coronaria, de maneira tao eficiente quanto a isquemia
do proprio orgao (GHO et al., 1996). Este novo mecanismo de protegcédo a distancia
recebeu o nome de pré-condicionamento isquémico remoto (PClr). Entretanto, seria
necessario tornar isso mais pratico, para que se pudesse ter aplicabilidade clinica.

Um grupo de pesquisadores se empenhou no estudo do PCIr e em 2002 foi provado
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em porcos que mesmo o PCIr aplicado no membro inferior era capaz de reduzir a
area infartada apds isquemia no coragao. No mesmo trabalho foi estudada a acao
do PCIr no endotélio in vivo, em voluntarios, mostrando que a aplicagdo do PClr em
um membro superior por meio de um manguito de pressdo a 200 mmHg durante
cinco minutos por trés vezes, alterava a agao de drogas que atuavam no endotélio
do membro contralateral, reforcando a hipotese da produgao de fatores hormonais
de protecdo durante o procedimento e demonstrando pela primeira vez a
funcionalidade do PCIr em humanos utilizando-se uma técnica nao invasiva, inécua
e de facil reprodutibilidade clinica (KHARBANDA et al., 2002).

O mecanismo exato de como o PCir oferece protecdo permanece
desconhecido. Um dos conceitos é que substancias produzidas durante o
procedimento, como adenosina e bradicinina, sao liberadas na circulagéao,
protegendo 6rgaos a distancia. Outros mecanismos que vém sendo estudados séo a
ativacao de canais de potassio, da proteino quinase C (PKC) e da proteino quinase
mitogeno-ativada (MAPK). Ainda, ativacdo da eritropoietina, liberagdo de oxido
nitrico, prostaglandinas, HSP (heat shock proteins), opidides e até de radicais livres
(TAPURIA et al., 2008; KLONER, 2009). A teoria humoral foi comprovada em
estudos animais, mostrando que coragdes de coelhos que receberam um dialisado
do plasma de animais doadores ou mesmo de humanos que foram previamente
submetidos ao PCIr também apresentaram reducdo da area de necrose apoés
isquemia (SHIMIZU et al., 2009).

Outra teoria € que o PCl de uma regidao ou 6rgao induz uma liberacao
generalizada de catecolaminas ou uma resposta simpaticomimética que induziria a
cardioprotegcdo. Alguns estudos tém sugerido que certas catecolaminas podem
mimetizar o efeito benéfico do PCIr. J& demonstrado que o bloqueio ganglionar
abole o efeito benéfico do PClr, suportando a idéia de um envolvimento neurogénico
nesta via (GHO et al., 1996).

Além disso, demonstrou-se que o PCIr modifica a expressdo de genes
responsaveis pela modulagdo da resposta inflamatéria em humanos, com ativacao
de fatores de protecado percebidos 15 minutos apds o estimulo e com amplificacéo
desta resposta supressora de vias inflamatorias apos 24 horas, periodo este que foi
denominado de “segunda janela” (second window). Exatamente este periodo tardio
sera avaliado em nosso estudo. A modulagdo ocorre em genes responsaveis pela

codificacdo de proteinas envolvidas na sintese de citocinas, quimiotaxia de
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leucocitos, adesdo e migragao, exocitose, vias de sinalizagdo da resposta inata e
apoptose (KONSTANTINOV et al., 2004).

Inimeros estudos tém sido publicados fazendo referéncia ao uso da técnica
do PCIr com uso do manguito de pressao nos mais diversos cenarios clinicos para
protecao dos rins, figado e cérebro, além de cirurgias vasculares e outros (TAPURIA
et al., 2008). Deteremos-nos na analise do PCIr como forma de diminuir o
comprometimento e a resposta inflamatéria no pds-operatério de cirurgia cardiaca

com uso de CEC.

2.2 PCIr: do laboratorio para o leito

O primeiro estudo de aplicabilidade clinica do PCIr em humanos foi realizado
em 37 criangas submetidas a cirurgia cardiaca no The Hospital for Sick Children,
Toronto, Canada (CHEUNG et al., 2006). Imediatamente antes do inicio da CEC, os
pacientes, ja anestesiados no centro cirurgico foram submetidos a quatro periodos
de isquemia, de 5 minutos cada, por insuflagdo de manguito de pressdo em
membros inferiores, intercalados com periodos de reperfusdo de 5 minutos. Dos 37
pacientes estudados, nenhum apresentou efeitos adversos locais advindos da
técnica. Os autores observaram que os niveis de troponina | no grupo submetido ao
PCIr foram significativamente mais baixos que no grupo controle, indicando menor
lesdo miocardica no grupo de estudo. Além disso, no grupo controle, houve
necessidade de doses mais elevadas de drogas vasoativas no periodo de 3 a 6
horas apdés a cirurgia. No grupo que recebeu o PCIr foi observada queda na
resisténcia das vias aéreas com diferenca significativa 6 horas apds a cirurgia. No
entanto, ndo foram detectadas diferencas significativas nas concentragcbes de
citocinas pro e antiinflamatérias entre os dois grupos, embora tenha sido observado
um aumento da variancia da interleucina 10 e uma reduc¢do na variancia do fator de
necrose tumoral-alfa no grupo submetido ao PClIr. Os autores ressaltam que, como a
“segunda janela” de protegdo fornecida pelo PCl ocorre 24 a 48 horas apos o
estimulo, um maior impacto na resposta inflamatéria induzida pela CEC poderia ser
observado se o PCIr fosse realizado no dia anterior a cirurgia. Portanto, s&o

necessarios estudos que avaliem a aplicabilidade clinica do PClr, mas promovendo
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o estimulo cerca de 24 horas antes da cirurgia, para avaliar os possiveis efeitos
benéficos na “segunda janela”.

Até dezembro de 2009, outros dois estudos controlados foram publicados
relatando o uso do PCIr também em adultos com o uso do manguito de presséo. O
primeiro foi conduzido no London Hospital, em Londres, Reino Unido (HAUSENLOY
et al.,, 2007). Um total de 57 pacientes submetidos ao bypass coronario foram
aleatoriamente divididos em dois grupos: o primeiro recebeu o PCIr por meio da
insuflagdo do manguito de pressédo a 200 mmHg no membro superior no momento
da anestesia por 3 vezes durante 5 minutos, intercalando com o mesmo tempo de
reperfusdao (n=27). O segundo grupo chamado controle (n=30) ndo recebeu o
procedimento. Os niveis séricos de troponina T foram dosados antes do
procedimento e 6, 12, 24, 48 e 78 horas apos a cirurgia. Houve uma redugao
significativa das concentragdes de troponina com 6, 12, 24 e 48 horas no grupo
controle com reducéo de 43% em suas concentragées quando se utilizava a area
sob a curva.

Outro estudo bem conduzido pelo mesmo grupo (VENUGOPAL et al., 2009),
incluiu 45 pacientes que seriam submetidos eletivamente ao bypass coronario (com
ou sem corregao de estenose adrtica associada). Destes, um grupo recebeu o PCIr
semelhante ao trabalho anterior (n=23) e o restante ficou como grupo controle
(n=22). A troponina T foi dosada nos mesmos periodos antes e apds a cirurgia e
novamente apresentou uma redugéo de 42% nas concentragdes da troponina ao se
utilizar a area sob a curva.

Em janeiro de 2010, apos a conclusdo do nosso estudo, foi publicado outro
estudo controlado em criangas com uso de CEC, sendo o primeiro em que o PClr foi
realizado 24 horas e também 1 hora antes da cirurgia cardiaca. Participaram 60
criangas, sendo 30 no grupo PCIr e 30 no grupo controle. O estimulo foi feito
também com manguito de pressdo em membro superior por 3 ciclos de 5 minutos
alternando isquemia e reperfusdo, com uma pressao fixa de 240 mmHg para todos
os envolvidos. Foram incluidas apenas criangas com menos de 7 quilos (81 a 270
dias de vida). A funcao pulmonar foi avaliada por medidas de complacéncia estatica
e dindmica do pulmao no pés-operatério, que se mostraram inferiores no grupo PClIr.
O comprometimento miocardico foi mensurado por quantificacdo de marcadores de
lesdo miocardica (troponina I, CK, CK-MB e LDH), sendo que estes marcadores se

apresentaram mais elevados antes da cirurgia no grupo PClr e posteriormente, cerca
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de 12 horas apés a CEC apresentaram queda significativa em relagdo ao grupo
controle. Este mesmo comportamento foi observado ao se mensurar marcadores de
atividade inflamatoria (IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a) (WENWU et al., 2010).

2.3 Mensurando a SRIS

2.3.1 Interleucinas

A SRIS constitui-se numa complexa resposta a agentes agressores ao
organismo. Foi bem descrita e estudada no paciente séptico, mas € suscitada em
inumeros cenarios clinicos, como a resposta inflamatéria que ocorre apds a cirurgia
cardiaca pediatrica. A associagao entre anestesia, estresse cirurgico e a CEC elicita
uma cascata de liberacdo de fatores humorais e celulares, que geram em um
primeiro momento um efeito pré-inflamatdério que faz parte do mecanismo de defesa
e tende a ser benéfico, mas se houver hiperestimulagao desta primeira resposta, o
efeito pode trazer maleficios, gerando disfungdo em multiplos 6rgdos. Entre estes, e
de nosso interesse, a disfungdo do miocardio.

A avaliagdo da SRIS é geralmente feita por meio de quantificagdo de
mediadores inflamatérios na circulagao periférica, como citocinas, proteinas de fase
aguda e estudo de componentes do conteudo de granuldcitos com atividade
imunoldgica (BRIX-CHISTENSEN, 2001).

As citocinas ou interleucinas sado produzidas por células relacionadas a
defesa em resposta a varios estimulos, sendo grande parte de sua producao
regulada pelo NF-kB (fator nuclear de transcricdo de RNA) e dependendo do tipo, do
nivel sérico e da sua inter-relacdo com outros fatores pode desempenhar papel
benéfico ou mesmo trazer maleficios ao organismo.

ApoOs cirurgia cardiaca, a liberacdo de citocinas parece ser desencadeada
principalmente pela IIR e sua elevagédo se correlaciona bem com o tempo de CEC
(WAN et al., 1997). As principais citocinas com efeito pro-inflamatorio no cenario da
cirurgia cardiaca sao o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6) e a
IL-8.
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A producgao do TNF-a é estimulada in loco no miocardio apos lesao tecidual.
Os niveis séricos do TNF-a apresentam resultados conflitantes em alguns estudos,
ora elevados apdés o desclampeamento adrtico e ora indetectaveis. Apesar de
demonstrado que o TNF-a contribui para disfuncdo miocardica e instabilidade
hemodinamica apés CEC (WAN, 1999), este ndo se mostrou um bom marcador,
assim como a IL-6, para diferenciar pacientes com e sem disfuncdo cardiaca em
trabalho anterior do grupo (CARMONA et al., 2008).

Ainda em relacdo a IL-6, esta tem participacdo na ativacado de neutrofilos,
assim como a IL-8, desencadeando o estresse oxidativo e também estimulando a
expressao de moléculas de adesao leucocitaria nas células endoteliais com aumento
da permeabilidade. (KAWAMURA et al.,, 1993). Seus niveis estdo relacionados a
extensdo da leséo tecidual (BRIX-CHRISTENSEN, 2001). Pacientes submetidos a
cirurgia cardiaca, com ou sem CEC, ndo apresentaram diferenga entre os seus
niveis séricos, de forma a nao ser um marcador especifico de lesdo pela CEC
(TARNOK et al, 1999).

Optamos entédo por fazer a quantificagcdo da IL-8, que se mostrou um bom
marcador, ajudando a diferenciar criangas com e sem disfungdo miocardica no
mesmo estudo anteriormente citado (CARMONA et al, 2008).

A IL-8 € um potente quimiotatico de polimorfonucleares e seu nivel sérico
geralmente aumenta no pés-operatério, proporcionalmente ao tempo de CEC e de
injuria isquemia-reperfusao (FINN et al., 1993).

Por outro lado, as citocinas que tém efeito predominantemente
antiinflamatorio sdo a IL-10 e o inibidor do receptor da interleucina 1 (IL-1ra). A IL-10
reduz a produgao in vitro de citocinas pré-inflamatérias (CASSATELA et al., 1993). A
sua ativagdo € muito individual e dependente do grau da resposta pré-inflamatéria
inicial (BRIX-CHRISTENSEN, 2001). Concentracbes elevadas de IL-10 tém sido
associadas a um melhor indice cardiaco no periodo pds-operatério de criangas
submetidas a CEC (GROSEK S et al., 2006). A avaliagéo da citocina individualmente
pode nao trazer informagao, por isso a relagao entre citocinas pré e antiinflamatérias
também podem ser utilizadas para comparagao.

As concentragdes séricas de citocinas e o0 momento do pico de sua liberagao
no pos-operatorio de cirurgia cardiaca tém sido muito variaveis e ha controvérsias na
literatura. Razdes que poderiam explicar esta disparidade podem incluir diferenca

nos estudos, numero de casos e populacédo estudada, com consequente variagdo no



23

peso e idade dos pacientes, complexidade da cardiopatia, técnica de CEC e
equipamentos, anestesia, técnica de cardioplegia e prote¢gao miocardica e o uso de
corticoides durante a cirurgia (BRIX-CHRISTENSEN, 2001).

2.3.2 Fator de Transcrigao (NFkB)

Ainda no inicio do disparo da cascata inflamatdria, sob estimulo de ativadores
de diversas naturezas, como componentes dos agentes agressores, citocinas,
oxidantes, condigdes de estresse e outros, comegam a agir os fatores de
transcricdo. Estes sédo proteinas capazes de modular a transcricdo do RNA e a
expressao de genes que codificam moléculas e mediadores proé-inflamatérios, tais
como moléculas de adesao, proteinas de fase aguda, citocinas (IL-6, IL-8) e
moduladores da apoptose. Portanto, o NF-kB é considerado o pivd da resposta
inflamataria.

Em células ndo estimuladas, o NF-kB é armazenado no citoplasma, sob a
forma de complexos com proteinas inibitérias (I-kB). Quando a célula é exposta a
estimulos (endotoxinas, virus, TNF-a e IL-1), as proteinas-quinase sdo ativadas e
promovem a fosforilagdo e degradagédo do I-kB, liberando o NF-kB, que se move
para o nucleo, onde se liga a seqUéncias especificas de genes-alvo. Entre estes
genes alvo incluem-se os genes ativadores da resposta proé-inflamatéria. A
transcricdo de RNA mensageiro de um destes genes, aquele que codifica o |-kB,
também é estimulada, de forma que a producédo do inibidor do NF-kB acaba por inibir
a propria transcricdo do gene, gerando um feedback negativo. Desta forma, o |-kB
produzido entra no nucleo e se liga ao NF-kB, causando a dissociacdo de sua
ligacdo no DNA e seu retorno ao citoplasma como complexo inativo. Logo, o NF-kB
termina sua propria atividade (SENFTLEBEN; KARIN, 2002). Existem dois tipos
principais de inibidores: o I-kBa e o |-kBB. No nosso estudo trabalhamos com o
primeiro.

Porém, esta liberacéo e translocacao do NF-kB do citoplasma para o nucleo
nao é suficiente e ndo € o unico determinante da ativacdo do mesmo. Existe uma via

nao candnica de ativagcao do NF-kB, que envolve a fosforilagdo do NF-kB liberado e
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esta porcao fosforilada amplifica a atividade final do NF-kB (KARIN; BEN-NERIAH,
2000).

Tem sido sugerido que a ativagcdo exagerada de NF-kB leva a ativagao
descontrolada de genes que codificam mediadores pro-inflamatorios, contribuindo
para a patogénese da SIRS e da disfungcdo de multiplos érgéos e sistemas.
Pacientes com choque séptico apresentam atividade de ligagdo de NF-kB
aumentada em células mononucleares do sangue periférico (ZHANG; GHOSH,
2000). Ha evidéncias de maior ativagédo do NF-kB em pacientes gravemente doentes
que morrem comparados com aqueles que sobrevivem (PATERSON et al., 2000).
Desta forma, como a disfuncdo miocardica € mediada por citocinas e pela
intensidade da resposta inflamatoria, a inibicdo desta resposta poderia ser benéfica
nos pos-operatorios de cirurgia cardiaca. Estudos em animais mostram que a
inibicdo do NF-kB previne o infarto apds a ligagao da coronaria (MORISHITA et al.,
1997). Além disso, ha evidéncias de que concentragcbes aumentadas de I-kBa,
inibindo a acdo do NF-kB, contribuem para o aumento da contratilidade (SHAMES et
al., 1998). Ratos com superexpressao de |-kBa e, portanto, com inibicdo aumentada
do NF-kB, nédo apresentam aumento da producdo de TNF-a e n&do desenvolvem
disfungdo miocardica apods injegao de LPS (HAUDEK et al., 2001).

No pds-operatério de cirurgia cardiaca pediatrica, cerca de 30% das criangas
evoluem com baixo débito, apesar do uso de inotropicos. Um estudo em animais,
mostrou que porcos que receberam um inibidor do NF-kB pré-CEC apresentaram
melhor performance hemodinamica, com melhor funcdo cardiaca (DUFFY et al.,
2009). A inibicdo do NF-kB atenua a inflamacéo e a apoptose relacionados a IIR
(YEH et al., 2005).

A resposta do organismo ao estresse envolve a ativagao do eixo hipotalamo-
hipdfise-adrenal e a produgdo de glicocorticéides, que atuam como
imunomoduladores, aumentando a sintese de proteinas antiinflamatorias e
diminuindo a sintese de proteinas pro-inflamatdrias, pela inibicdo do NF-kB. Por
interagcéo direta proteina-proteina, os glicocorticoides impedem a ligagao do NF-kB
aos genes-alvo. Além disso, induzem a sintese de I-kB, que resulta na retencao de
NF-kB no citoplasma. Apesar da controvérsia que existe no assunto, estudos tém
demonstrado que o uso de corticoide pré-CEC gera um efeito antiinflamatério com
aumento da IL-10, reducdo de citocinas pro-inflamatérias e da liberacido de
endotoxinas (PAPARELLA et al., 2002).
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A ativacado do NF-kB é mais bem avaliada por ensaios em gel que quantificam
a proteina ligada ao DNA (EMSA - electrophoretic mobility shift assay). Devido a
dificuldade técnica e custo destes ensaios, foi proposta a quantificagdo da expressao
relativa do gene do I-kBa por reacdo da polimerase em cadeia em tempo real (RQ-
PCR), como método de avaliagéo indireta da atividade do NF-kB. Este método foi
validado, de forma que a quantidade de RNA mensageiro (RNAm) obtida reflete a
taxa de transcricdo do gene correspondente e o balango entre a estabilizagdo e a
degradagdo do RNAmM. Ha evidéncias de que apds ativagdo do NF-kB por um
determinado estimulo, ocorre concomitantemente o aumento da quantidade de
RNAmM do I-kBa e que apos a remocgao deste estimulo, os niveis de RNAm de [-kBa
retornam a linha de base em cerca de 6 horas (BOTTERO et al., 2003)

2.4 Mensurando o Comprometimento Miocéardico

Como exposto anteriormente, durante a CEC, com o clampeamento adrtico, o
coragao fica hipoperfundido e sofre um processo de isquemia. Durante o processo
de liberagao do clamp o miocardio é reperfundido com sangue ativado pela resposta
inflamatdria sistémica e substéncias oxidantes, gerando a IIR. Esta disfuncdo
miocardica esta bem documentada apés CEC em criangas (BURROWS FA et al,
1987) e aumenta a morbi-mortalidade (TAGGART DP et al, 1996).

A detecgdo precoce de lesdo miocardica constitui um desafio, sobretudo na
faixa etaria pediatrica (KAPLAN, 1997), pois na crianga, os sinais de faléncia
miocardica sdo inespecificos e, quando manifestos, a condigdo freqientemente ja
esta instalada e em estagio avancado. Clinicamente, estados de baixo débito
cardiaco se manifestam por alteragées do estado mental (irritabilidade ou letargia),
diminuicdo da perfusdo periférica, com extremidades frias, tempo de enchimento
capilar prolongado (> 2 segundos) e pulsos periféricos com amplitude diminuida, e
diminui¢cdo do débito urinario. Parametros laboratoriais uteis incluem o aumento do
lactato arterial e a acidose metabdlica, por hipdxia tecidual e metabolismo
anaerobico; a diminuigdo da saturagdo venosa mista ou central (< 65-70%) e o
aumento da extragcdo de oxigénio, com diferenga arteriovenosa de oxigénio maior

que 25 a 30%, devido a baixo fluxo sanguineo tecidual;, e o aumento das
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concentragcdes plasmaticas de uréia, creatinina e potassio, por diminuicdo do fluxo
sanguineo renal e da taxa de filtracdo glomerular. Tem sido demonstrado que a
ecocardiografia pode ser utilizada para estimar o débito cardiaco de maneira precisa,
constituindo dispositivo util para monitorizagdo hemodinamica (BROWN, 2002). A
monitorizacdo invasiva do débito cardiaco pelo uso de cateteres de artéria pulmonar
(Swan-Ganz) pode, em adultos, facilitar o manejo terapéutico. Porém, na populagao
pediatrica, dificuldades técnicas colocam seu uso em segundo plano.

As dificuldades do diagndstico precoce do comprometimento miocardico
levaram a busca de alternativas ao julgamento clinico. Recentemente, as troponinas
cardiacas e os peptideos natriuréticos tém sido utilizados como bons marcadores de
necrose e disfuncdo miocardica e indicadores de mortalidade e prognostico em
pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva, infarto agudo do miocardio, sepse,
choque séptico e no pds-operatorio de cirurgias cardiacas (CARMONA et al., 2008;
CASTILLO et al., 2004; COLLINSON et al., 2007; HORWICH et al., 2003; MEHTA et
al., 2004). Alguns autores recomendam o uso da abordagem “multimarcador”,
utiizando as troponinas cardiacas e os peptideos natriuréticos em conjunto
(MCCULLOUGH; FONAROW, 2003).

As troponinas cardiacas sédo peptideos componentes do mecanismo contratil
das células musculares cardiacas. Existem trés tipos: T, | e C, que participam da
contracdo muscular pela interagdo entre a actina e a miosina, tornando o processo
calcio-dependente. O aumento da concentracdo sérica de troponinas cardiacas
indica lesdo miocardica ou perda da integridade da membrana celular. Fatores
adicionais, como hipotensao, choque ou uso de agentes inotropicos e vasopressores
também podem contribuir para o aumento da cTnl em pacientes com SIRS
(AMMANN et al., 2001).

Em pacientes submetidos a cirurgia cardiaca com CEC, a liberagcdo de cTnl
correlaciona-se com a extensdo da lesdo miocardica isquémica (DEHOUX et al.,
2001). Em criangas submetidas a CEC, estudos prévios ja demonstraram que a cTnl
€ um marcador sensivel e especifico de necrose miocardica e que o aumento das
troponinas nesta populacéo supera o dos adultos em até cinco vezes (TAGGART et
al., 1996). Ha evidéncias de que as concentragdes séricas de troponinas no pos-
operatorio apresentam valor prognostico, de modo que pacientes com
concentracdes mais elevadas, apresentam maior morbidade e aumento do tempo de

internacao (IMMER et al., 1999). Em criangas, apresenta correlagdo com tempo de
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uso de inotropicos, uso de ventilagdo mecanica e tempo de internagdo na unidade
de terapia intensiva (MODI et al., 2003). E ainda, dois estudos demonstram que as
concentracdes de troponina no primeiro dia pods-operatorio constituem potente
marcador independente de mortalidade intra-hospitalar (MILDH LH et al., 2006;
BOTTIO T et al., 2006). Em neonatos submetidos a cirurgia cardiaca com CEC, a
elevagao pos-operatoria da cTnT foi associada a presenca de disfungdo miocardica
e a intensidade da reac&o inflamatdria (HOVELS-GURICH et al., 2002).

A cTnl encontra-se em niveis normais em criangas com cardiopatia congénita
estavel ou em outras condi¢cdes pediatricas gerais. A sua concentragao sérica apos
cirurgia com CEC é o que mais se aproxima, atualmente, do que se poderia chamar
“padrao-ouro” para detecgao de lesdo celular miocardica (HIRSH et al., 1998).

Os peptideos natriuréticos estdo envolvidos na regulagdo da pressao arterial
e da volemia. Sao produzidos no coragao e liberados na circulagdo em resposta ao
aumento da tensdo transmural (estiramento da fibra muscular), refletindo
hipervolemia ou sobrecarga pressoérica (WITTHAUT et al., 2003). Atuam induzindo
vasodilatagao arterial e venosa, aumento da natriurese e diurese, inibigdo do sistema
renina-angiotensina-aldosterona e da atividade nervosa simpatica e relaxamento da
musculatura lisa (AZZAZY; CHRISTENSON, 2003). Nao possuem efeito
cronotropico ou inotrépico (MCCULLOUGH et al., 2004). Existem trés tipos
conhecidos de peptideos natriuréticos: A (ANP), B (BNP) e C (CNP), que atuam
através de receptores especificos, aumentando a produgcdo de guanidina
monofosfato ciclico (GMPc). O ANP é predominantemente liberado nos atrios em
resposta a sobrecarga de volume, o BNP é sintetizado pelos ventriculos cardiacos
em resposta ao estiramento da parede ventricular e o CNP ¢ sintetizado e liberado
pelo endotélio vascular (AZZAZY; CHRISTENSON, 2003). O BNP ¢é produzido a
partir de um precursor, prepro-BNP, que é clivado a pro-BNP e liberado no sangue,
onde é finalmente processado na forma ativa de 32 aminoacidos (BNP) e no
metabdlito inativo amino-terminal pro-BNP (NT-pro BNP) (AZZAZY; CHRISTENSON,
2003; MCCULLOUGH et al., 2004).

Esta bem estabelecido que os niveis circulantes de BNP estdo aumentados
em pacientes com insuficiéncia cardiaca e se correlacionam com a gravidade da
doenga, sendo um bom preditor de internagcdo e mortalidade (COLLINSON et al.,
2007; FONAROW;HORWICH, 2003). A meia-vida do BNP é de 22 minutos, o que o

torna um bom marcador de mudangas agudas nas condigdes hemodinamicas do
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paciente. Porém, a meia-vida curta inviabiliza estudos com congelamento do
sangue, de forma que nestas situagdes, recomenda-se avaliar o NT-pro BNP
(MCCULLOUGH et al., 2004).

Estudos em criangcas demonstram que os niveis séricos de NT-pro BNP mais
elevados no pré-operatério de cirurgia cardiaca sao preditores de pior evolugao no
pos-operatorio, com maior tempo de uso de drogas. Os estudos ndo tém mostrado
diferenca entre as quantificagdes quando se comparam cardiopatias acianosantes
com cianosantes, contrariando algumas correntes que sugeriam que a hipoxemia
estimularia a liberacdo do BNP. Aparentemente, o BNP em criangas parece refletir
mais a gravidade dos sintomas de insuficiéncia cardiaca e a disfuncdo cardiaca
propriamente dita correlacionando-se negativamente com a fracdo de encurtamento
e de ejecao (KOCH A et al., 2006), independentemente da cardiopatia congénita de
base. Correlaciona-se também com o tempo de CEC (COSTELLO et al., 2005). Este
marcador também sofre elevacao diante da isquemia miocardica, mas as troponinas
sao melhores marcadores de necrose celular. No pés-operatério sua elevagao
parece estar associada a gravidade da SIRS (GESSLER P et al., 2006). Em estudo
anterior do nosso grupo, tanto as concentragdes séricas elevadas de NT-pro BNP
antes da CEC, quanto as de cTnl 4 horas apds desclampeamento aodrtico se
mostraram bons marcadores de baixo débito cardiaco em criancas (CARMONA et
al., 2008).



29

3 OBJETIVOS

O estudo teve por objetivos avaliar a ativagao da resposta inflamatéria, a
ocorréncia e a gravidade da disfuncéo e lesdo miocardica, e a morbi-mortalidade no
periodo pos-operatorio de cirurgia cardiaca com circulagdo extracorporea, nos
pacientes submetidos ao pré-condicionamento isquémico remoto no dia anterior a

cirurgia, comparados a um grupo controle.
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4 PACIENTES E METODOS

Trata-se de um estudo intervencionista controlado com alocacgao aleatéria de
pacientes, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HC-FMRP-USP e pela
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (ANEXOS D e E). Apds assinatura do
termo de consentimento livre e esclarecido pelos pais (APENDICE A), foram
incluidos no estudo lactentes de 1 més até 2 anos de idade internados na enfermaria
de cardiologia pediatrica do HC-FMRP-USP no periodo pré-operatorio. Apds serem
submetidos a cirurgia cardiaca com CEC os pacientes foram internados no Centro
de Terapia Intensiva Pediatrica (CTIP) do mesmo servigo. Os critérios de néao-
inclusdo foram: (a) diagndstico clinico e/ou cromossémico de sindromes genéticas;
(b) presenga pré-operatéria de infecgbes ndo controladas; (c) imunodeficiéncias
suspeitas ou confirmadas; (d) uso de medicagbes imunossupressoras; (e) néo
aprovacgao dos pais e (f) pertencer a categoria de risco | de cardiopatias do escore
de risco cirurgico RACHS-1 (JENKINS, 2004) — (ANEXO B), pois estes cursam com
tempo de CEC reduzido e curta internagcdo no CTIP. Foram excluidos aqueles
pacientes em que nao foi possivel a aplicagdo completa do protocolo de pré-
condicionamento isquémico remoto por algum motivo ou quando houve solicitagéo
dos responsaveis em qualquer etapa do estudo.

Os pacientes foram alocados aleatoriamente por meio de programa de
computador e divididos em 2 grupos: o grupo de estudo, que incluiu os pacientes
submetidos ao PCIr cerca de 24 horas antes da cirurgia (grupo PCIr) e o grupo
controle. As equipes de saude responsaveis pelos cuidados intra e pds-operatorios
dos pacientes nao tiveram conhecimento a respeito da aplicacao do PCIr.

O projeto foi cadastrado junto ao registro internacional de pesquisas clinicas
em humanos, chamado Clinical Trials, sob o numero NCT00868101. Este registro foi
feito por meio da internet (www.clinicaltrials.gov) em site desenvolvido pelo Instituto
Nacional de Saude Americano (U.S. National Institutes of Health — NIH) em
colaboragédo com o FDA (Food and Drugs Administration). Consiste em uma base de
dados internacional com experimentos clinicos que estdo sendo feitos ou ja foram

concluidos ao redor do mundo.
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4.1 Protocolo do pré-condicionamento isquémico remoto

Cerca de 24 horas previamente a realizagdo da cirurgia cardiaca, o paciente
alocado para o grupo PCIr recebeu a visita do profissional responsavel pelo estudo,
onde foi esclarecido ao cuidador quanto ao procedimento, expostos os riscos e
beneficios e lido em conjunto e assinado o termo de consentimento. O procedimento foi
realizado na enfermaria de cardiologia pediatrica. Utilizando-se esfigmomandmetro
eletrénico Dixtal Biomédica modelo 2710 com manguito de tamanho apropriado, o
paciente teve sua pressao arterial aferida por duas vezes num dos membros inferiores,
com intervalo de 2 minutos entre as medidas. Um esfigmomandémetro marca Becton
Dickinson com manguito 12 x 6 cm foi entdo insuflado no mesmo membro inferior a
uma pressao 15 mmHg acima da média encontrada para a pressao sistdlica
anteriormente aferida. O membro foi mantido isquémico com insuflagdo do manguito por
4 periodos de 5 minutos cada, sendo que entre os periodos de isquemia foram
intercalados periodos de 5 minutos de reperfusido. Utilizada sedacgéo leve conforme a
necessidade com hidrato de cloral 16% via oral (40 mg/kg) ou midazolam endovenoso
(0,1 a 0,2 mg/kg) em casos de grande ansiedade com o procedimento. Os pais foram

convidados a assistir e a ficar do lado do paciente durante o pré-condicionamento.

4.2 Amostras de sangue e andlise

Foram colhidas amostras de sangue pelo pesquisador por meio de cateteres
intravasculares instalados antes do inicio da cirurgia (pressao arterial invasiva ou
cateter de duplo lumen) nos seguintes momentos: 4, 12, 24 e 48 horas apos o fim da
CEC. Cada amostra com volume médio de 2,5 ml, sendo acondicionada em tubo
com anticoagulante (EDTA), da marca BD Vacutainer Systems®, Belliver Industrial
Estate, Plymouth, UK. As amostras foram imediatamente centrifugadas a 3000 rpm
durante 10 minutos em centrifuga refrigerada a 10 °C. A seguir, o plasma pipetado e
separado em tubos Eppendorf®. A porgdo celular do centrifugado foi entéo

preparada e adicionada ao reagente de armazenamento Trizol LS® (Invitrogen
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Corporation, Carlsbad, CA, USA), conforme protocolo local (ANEXO H) e entédo as
duas partes eram armazenadas a -70°C até a ocasiao do processamento e analise.

As analises foram feitas no Laboratorio de Endocrinologia do HC-FMRP-USP.
As concentragbes séricas de |IL-8, IL-10 foram analisadas pelo método
imunoenzimatico ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay), utilizando-se o kit
comercial BD OptEIA (BD Biosciences Pharmigen, San Diego, CA), conforme
protocolos (ANEXOS F e G). A cTnl foi quantificada pelo método do ensaio
imunoenzimatico de fase sdlida com leitura por quimioluminescéncia utilizando-se o
analisador IMMULITE 1000 (Siemens Medical Solutions Diagnostics, Los Angeles,
CA), com controle de qualidade do ensaio (APENDICE D). O NT-pro BNP foi
quantificado pelo método de ensaio imunoenzimatico com leitura por
eletroquimioluminescéncia por meio do analisador Cobas E 411 (Roche Diagnostics,
2006), também com controle de qualidade (APENDICE E).

Procedeu-se a extracdo do RNA das amostras armazenadas em Trizol LS®,
conforme protocolo (ANEXO [). O RNA extraido foi quantificado (Tabela 22 —
Apéndice F) por espectofotometria a 260 nm (Eppendorf® BioPhotometer Plus,
Eppendorf AG, Hamburg, Germany) e posteriormente verificada sua qualidade por
meio de corrida em gel de agarose a 1.2% (APENDICE F e ANEXO J).
Posteriormente foi produzido o DNA complementar (cDNA) utilizando-se o protocolo
da transcriptase reversa e este foi diluido para a utilizagdo no aparelho de RQ-PCR
(ANEXO L). A ativagdo do NF-kB nas células mononucleares e neutréfilos do
sangue periférico foi avaliada indiretamente pela quantificacdo da expressao do RNA
mensageiro do gene IkB-a por PCR em tempo real (Applied Biosystems 7500 RT-
PCR System, Sdo Paulo, SP) e posteriormente devera ser validada por meio da
analise da proteina IkB-a por Western Blotting, conforme técnicas previamente
descritas (BOTTERO et al., 2003).

Para o RQ-PCR, utilizou-se a sonda Tagman® para I-kBa humano [referéncia:
Hs_ 00153283 _m1, Reporter: FAM] (Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA) e
controle endégeno Beta-actina [Reporter: FAM] (Applied Biosystems®, Foster City,
CA, USA) (ANEXO L). Todas as analises foram feitas em duplicata. O calculo da
expressao génica do |-kBa foi feito pelo método 224°T descrito previamente (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001). O calibrador foi escolhido de cDNA sintetizado a partir de
RNA extraido de amostras de sangue de 12 criangas saudaveis em salas de coleta

de exames ambulatoriais de rotina, apds autorizagdo do responsavel e assinatura do
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido especifico (APENDICE B). O resultado
€ expresso em unidades arbitrarias, devendo ser interpretado como a quantidade de
vezes que o gene de interesse (I-kBa) encontra-se expresso em relagdo ao controle
endogeno e em relagéo a individuos saudaveis. O controle endogeno (beta-actina) é
um gene cuja expressao permanece constante na presenga de estados morbidos.
Tentou-se utilizar dois controles enddgenos, entretanto, o Gus-beta [Reporter: VIC]
(Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA) ndo apresentou expressao génica

adequada nas amostras utilizadas.

4.3 Cirurgia

Os pacientes foram operados segundo rotina ja estabelecida no servigo de
anestesia e cirurgia toracica do HC-FMRP-USP. Normalmente, os pacientes sao
submetidos a CEC utilizando-se o aparelho Edwards Lifescience® modelo BM-6,
com oxigenadores de membrana e de prime coldide (concentrado de hemacias
irradiado e filtrado e plasma fresco congelado), com manitol 1g/kg. A solugao
cardioplégica normalmente utilizada é do tipo cristaldide com potassio a 27 mEq/L.
Durante a hipotermia utiliza-se a técnica alpha-stat para manutencado do equilibrio
acido-basico. No final da CEC é utilizada ultrafiltragdo modificada. Corticéide é
utilizado rotineiramente em todos os pacientes, em dose Uunica na inducao
anestésica (30 mg/kg de metilprednisolona). A anestesia € normalmente feita com
midazolam, fentanil e vecurénio em doses habituais. Ao final da cirurgia os pacientes
sdo assistidos no Centro de Terapia Intensiva Pediatrico do HC-FMRP-USP,

conforme rotinas previamente estabelecidas (CARLOTTI, 2005).

4.4 Coleta de Dados

Os dados referentes aos parametros clinicos, laboratoriais e uso de

inotropicos foram coletados em ficha prépria (APENDICE C), juntamente com as
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coletas das amostras de sangue: 4, 12, 24 e 48 horas ap6s o fim da CEC. Estes
dados incluem:

(a) caracteristicas clinicas do paciente: idade, peso, estatura, area de superficie
corporea, etnia, saturagéo arterial por pulso oximetro e diagndstico no momento da
cirurgia, além do escore clinico de gravidade PRISM - Pediatric Risk of Mortality
(ANEXO A), avaliado nas primeiras 24 horas da admissao no CTIP (POLLACK;
RUTTIMANN; GETSON, 1988);

(b) dados referentes a hemodindmica do paciente, devidamente anotados pela
equipe de enfermagem a cada hora no periodo pés-operatério:

- frequéncia cardiaca e frequéncia respiratoria: colhidas da monitorizagdo néao
invasiva e posteriormente ajustada (dividindo-se a frequéncia observada pela
freqUéncia esperada para a mediana da idade — percentil 50);

- pressao arterial sistélica e pressdo venosa central: colhidas por meio de cateteres
invasivos, sendo que a pressao arterial sistdlica foi ajustada (dividindo-se o valor
observado pela presséo sistolica esperada para a mediana da idade e do sexo);

- volume de liquidos infundido, colhido da folha de balango hidrico da enfermagem e
diurese, colhida por sonda vesical de demora ou pesagem de fraldas, ambos
calculados em mL/kg/hora;

(c) gravidade da sindrome de baixo débito cardiaco, estimada por meio de um
escore adaptado referente ao uso de inotropicos, assim calculado: dose de
dopamina + dose de dobutamina + dose de milrinona x 10 + dose de epinefrina x
100 + dose de nor-epinefrina x 100 (WERNOVSKY et al, 1995), além da presenca
de disfuncdo de multiplos 6rgdos através do escore PELOD - Paediatric Logistic
Organ Dysfunction (ANEXO C), feito diariamente (LETEURTRE et al, 2003);

(d) exames laboratoriais colhidos na rotina do CTIP: uréia e creatinina, que avaliam a
funcdo renal; contagem de leucdcitos e plaquetas para avaliagcdo de imunidade e
infeccbes; a saturagdo arterial de oxigénio e a saturacdo venosa de oxigénio,
utilizadas para o calculo da extragdo de oxigénio (saturagcédo arterial menos a
venosa) e o lactato, que séo indicadores indiretos do débito cardiaco e oferta de
oxigénio aos tecidos; calculado a relagcéo entre a pressao parcial de oxigénio e a
fracdo inspirada de oxigénio, que reflete o comprometimento pulmonar a nivel

alveolar;
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(e) caracteristicas do ato operatério: tipo e duragao da cirurgia, duragcado da CEC e
tempo de parada andxica ou parada circulatéria total, tempo de clampeamento
aortico e técnica de protecdo miocardica;

(f) complexidade do procedimento cirurgico, classificada de acordo com a escala
RACHS-1 - Risk Adjustment for Congenital Heart Surgery, (ANEXO B) (JENKINS,
2004);

(g) dados referentes ao pré-condicionamento, como suas complicagbes, uso de
sedativos e possiveis intercorréncias;

(h) presenca de disfuncédo e lesdo miocardica por meio da concentragao sérica de
NT-pro BNP e cTnl, e resultados do ecocardiograma (fracdo de ejecédo pelo método
de Teichholz) e eletrocardiograma feitos no pos-operatorio imediato, juntamente com
a descrigao cirurgica de areas de isquemia visiveis durante o procedimento;

(i) atividade inflamatéria, pela concentragdo das citocinas IL-8 e IL-10, juntamente
com a atividade do NFkB;

(j) evolugdo pos-operatoria: tempo de internagcdo no CTIP, tempo de ventilagao
pulmonar mecanica, infecgbes, arritmias, mortalidade e desfecho até a alta

hospitalar.

4.5 Analise estatistica

O tamanho amostral foi calculado utilizando-se a concentragéo sérica de IL-8
como variavel independente, com poder do teste de 80% e um erro tipo | (a) de 0,05.
Foi utilizado o nivel sérico de IL-8 (em pg/mL) 4 horas apds a cirurgia para calculo do
tamanho amostral, pois este se mostrou um bom marcador da gravidade da resposta
inflamatdria e bom preditor de disfuncdo miocardica em trabalho prévio produzido
pela mesma equipe (CARMONA, 2008). Desta forma, uma diferengca entre as
médias apos transformacdo logaritmica dos dados entre os pacientes que
apresentaram ou nao a sindrome do baixo débito cardiaco foi de 0,8, com desvio-
padrdo aproximado de 0,6 (o). Assim, foi encontrado um n=20, sendo 10 pacientes
para o grupo do PCIr e 10 para o grupo controle.

Os resultados das tabelas estdao expressos em média e desvio-padréo ou n

(%). As comparages entre os grupos foram feitas utilizando-se o teste U de Mann-
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Whitney para comparacédo de variaveis continuas, e o teste exato de Fisher para
variaveis categoricas. Para comparar a expressao relativa do gene do |-kBa, esta foi
dividida arbitrariamente em dois grupos, considerados de expressdo baixa e
expressao alta (menor ou igual a mediana e maior que a mediana). Para a analise
dos grupos isoladamente através do tempo, comparando os resultados obtidos em
cada um dos quatro tempos entre si, foi utilizado um modelo linear de efeitos mistos,
que contempla a dependéncia entre os periodos de tempo. Para comparacdo da
area sob a curva entre os grupos foi utilizado um modelo de regresséo linear. Foram
utilizados os programas estatisticos SPSS® 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA),
SAS® 9.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) e Graphpad Prism® 5.0 (Graphpad
Software, La Jolla, CA, USA). Foram considerados significantes os resultados
quando p<0,05.

4.6 Potenciais riscos inerentes ao estudo

Entende-se por pré-condicionamento uma técnica de isquemia nao letal de
um determinado o6rgdo, portanto o risco de lesbes ou danos permanentes é
praticamente inexistente. Em seu primeiro trabalho, Murry (MURRY et al., 1986), ja
utilizava um tempo de isquemia de cinco minutos, sem causar morte de miécitos,
mesmo no miocardio que € bem sensivel a hipéxia. O PClr no projeto é feito em um
membro inferior, que € mais resistente a isquemia. O musculo estriado resiste a até
6 horas de isquemia sem morte celular; o tecido nervoso resiste até 12 horas de
isquemia sem lesdao permanente e a pele até 48 horas (PITTA, 2003). As
complicagbes que podem aparecer decorrentes da compressao do territério venoso,
como o aparecimento de petéquias ou discreto edema, nos pacientes com
fragilidade capilar alterada ou disturbios da hemostasia. Estes sdo triados por meio
da avaliacdo da coagulagcdo nos exames pré-operatorios de rotina (tempo de
protrombina, tempo de tromboplastina parcial ativada e contagem de plaquetas). A
estase venosa é feita rotineiramente na execucgio da prova do lago pelos mesmos 5
minutos, na investigagdo dos pacientes com dengue, sem risco de lesdes graves.

Devido ao tempo diminuto de isquemia, a possibilidade de trombose venosa devido
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ao procedimento € praticamente inexistente, pois esta depende de longo tempo de
estase.

Como exposto, o risco de lesdes permanentes ou incapacitantes devido ao
procedimento sdo exiguos, mas se porventura existirem, os pacientes receberao
assisténcia integral e permanece o direito a indenizagédo, seguindo a Resolugéo

196/96 do Conselho Nacional de Saude nos seus itens 1V.1"" e V.6.

4.7 Financiamento

Foram utilizados resultados dos exames laboratoriais de rotina, ja realizados
normalmente durante a internagdo. Nao foram solicitados exames adicionais a rotina
do hospital. As analises da cTnl, NT-pro BNP, IL-8 e IL-10, assim como a
quantificacdo da expressao do I-kBa e sua validagao foram realizadas em carater de
pesquisa, onde foi solicitado e aprovado um auxilio-pesquisa a Fundacao de Amparo
a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) para estes itens (processo
2008/05067-8).
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5 RESULTADOS

5.1 Dados demogréficos e epidemioldgicos

No periodo de fevereiro de 2008 a fevereiro de 2009 foram alocadas para a
pesquisa 27 criangas, sendo que 5 foram excluidas: duas por ndo consentimento
dos pais, duas por apresentarem idade acima de 2 anos (ambas cirurgia de Glenn) e
uma crianga que foi a 6bito no centro cirurgico por complicagdes inerentes a cirurgia
em si, que pertencia ao grupo controle.

Sendo assim, trabalhamos com 22 criangas que preencheram a todos os
critérios de inclusdo, sendo 12 alocadas no grupo que foi pré-condicionado (grupo
PCIr) e 10 no grupo controle. A idade média destas 22 criangas foi de 7,3 £ 5,7
meses e o peso 5,7 + 2,4 kilogramas. Destes, 13 (59%) eram do sexo masculino e
14 (63,6%) eram brancos. O tempo de CEC médio foi de 98 + 40 minutos. O escore
de gravidade PRISM meédio foi de 8,4 + 5,2 pontos, sendo 50% pertencentes ao
grupo Il da classificagdo de risco cirurgico RACHS-1 e o restante grupos Il (31,8%)
e IV (18,2%).

Os dados de cada paciente, incluindo sexo, idade, o grupo alocado, o

diagndstico e a cirurgia a que foram submetidos estao apresentados na Tabela 1.



Tabela 1: Descrigao geral dos pacientes

INICIAIS | SEXO IDADE GRUPOS DIAGNOSTICO CIRURGIA
(meses)
CEP M 1,4 1 Taussig-Bing Jatene + tunelizagéo
APAL F 1,8 1 CIV + PCA Corregéo CIV
HFGS F 13,9 2 DSAVT Correcdo DSAVT
VHPB M 15,8 1 Atresia tricuspide Ib Glenn
JHS M 13,7 1 Tetralogia Fallot Correcao Fallot
KGOR F 1,4 2 Hipoplasia Arco Ao Correcao hipoplasia
GHSS M 14,3 1 Tetralogia Fallot Correcao Fallot
ACCR F 3,3 2 Hipoplasia Arco Ao + CIV | Corregdo hipoplasia + CIV
RBS M 12,4 2 Tetralogia Fallot Correcao Fallot
SRG M 1,4 2 d-TGA Jatene + CIV
SDB M 21,1 1 Tetralogia Fallot Correcao Fallot
CAS M 5,1 2 CIV + PCA Correcao CIV
MDIQ M 2,1 2 I-TGA + DVSVD Bandagem Artéria Pulmonar
MLGC F 10,3 2 Atresia Mitral + DVSVD Glenn
PHF M 8,9 2 Tetralogia Fallot Correcao Fallot
ASCB F 5,0 1 Coarctagéo + DVSVD Correcdo CoAo + CIV
JJSF M 1,4 1 DATVP Corregdo DATVP
Corregao DSAV + Abertura
MRSV F 6,7 1 DSAV parcial + EP da VSVD
DSL F 4,0 1 CIV + PCA Correcao CIV
Corregao CIV + Abertura da
PACF M 7,2 2 CIV + Estenose Pulmonar | VSVD
Corregao DSAV + Abertura
AHCG F 7,9 1 DSAV parcial + Fallot da VSVD
JAF M 3,0 1 CIV Correcao CIV
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Legenda: 1 — grupo pré-condicionado; 2 — grupo controle; CIV — comunicacéo interventricular; PCA
persisténcia do canal arterial; DSAV — defeito do septo atrioventricular; VSVD - via de saida do ven-
triculo direito; DATVP — drenagem andémala total de veias pulmonares; DVSVD — dupla via de saida de
ventriculo direito

Num primeiro momento, procedemos a uma analise que consistiu em explorar as
caracteristicas gerais das criangas e confrontar as variaveis demograficas entre os dois
grupos (PCIr x Controle) para definir se eles eram comparaveis. Nao foram encontradas
diferengas significativas entre os grupos quando comparamos as variaveis: idade, sexo,
etnia, peso, estatura, area de superficie corpérea, saturacdo de oxigénio em ar
ambiente no periodo pré-operatério, tempo de cirurgia, tempo de CEC, tempo de
parada anoxica, o escore de gravidade PRISM e a classificagdo de risco cirurgico
cardiaco RACHS-1. Quanto ao procedimento cirurgico propriamente dito, ndo houve
diferenga entre os tempos de cirurgia, CEC ou parada andxica, como mostrado acima.
Todos os pacientes receberam corticoterapia com metilprednisolona 30 mg/kg na
indugdo e nenhum recebeu aprotitina. Apenas um paciente do grupo controle havia feito
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cirurgia anterior, sendo esta o Blalock-Taussig. O numero de complicagbes ocorridas no
centro cirurgico também foram semelhantes, sendo que estas incluiam crises de

hipertensao pulmonar, sangramentos, arritmias, bloqueios fasciculares, etc (Tabela 2).

Tabela 2: Comparacgao entre as variaveis que conferem homogeneidade aos grupos

GRUPO 1 | GRUPO 2
(PClr) (Controle) | Valor dep
Sexo (Masculino) 7 6 1,00
Etnia (Brancos) 6 8 0,32
Idade no dia cirurgia (meses) 7,9+6,6 6,6 4,6 0,64
Peso (Kg) 6,3 £ 3,1 49+1,2 0,59
Estatura (cm) 64 +12 61+6 0,64
ASC (m2) 0,32+0,1 | 0,28+0,5 0,59
Saturagao Pré-Op (%) 89 + 11 897 0,84
Tempo de Cirurgia (min) 213 £ 55 211 £ 53 0,91
Tempo de CEC (min) 98 + 38 97 £ 44 0,97
Tempo de Parada (min) 65+ 34 53 + 41 0,42
PRISM (valor médio) 6,7+4 10,56 0,11
RACHS-1 (grupos Il +1V) 5 6 0,26

Legenda: valores apresentados em numero absoluto de individuos ou média e desvio -

padrao. Foi considerado significativo um p<0,05.

Com relacao ao procedimento de PClr, nos 12 pacientes pré-condicionados, o

manguito foi mantido insuflado por quatro periodos de cinco minutos cada,
intercalados por cinco minutos de reperfuséo e isto foi feito cerca de 23,3 + 3 horas
antes da saida de CEC. Em todos os casos a mae ou o responsavel legal pela
criangca esteve presente, sendo que na maioria dos casos, o PCIr foi feito com a
crianga no colo do cuidador. As criangas aceitaram bem o procedimento, desde que
distraidas, de forma que apenas duas precisaram de sedacdo com hidrato de cloral
16% 40 mg/kg, sendo que uma destas precisou também de uma dose de midazolan
0,1 mg/kg endovenoso, sendo monitorizadas e nédo apresentaram complicagbes

devido a sedagdo. Nenhuma crianga apresentou complicagdes nos membros
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inferiores que pudessem ser atribuidas a técnica, como edema, equimoses,

trombose ou mesmo petéquias, antes ou apos a cirurgia.

5.2 Andlise das variaveis relativas a hemodinamica dos pacientes

Foram colhidas no pés-operatério as variaveis clinicas abaixo descritas. Os
graficos utilizam-se de box-plots para comparagao entre as distribuicbes (mediana e
variacao) entre os grupos PCIr e Controle nos quatro tempos de observagao. As
tabelas utilizam a média e desvio-padrao dos valores obtidos em cada tempo
separados por grupo de estudo e mostram os valores de p encontrados na
comparagao entre os dois grupos entre si em cada tempo especifico e também a
comparacgao separada por grupo entre os diversos tempos do estudo.

Quanto a frequéncia cardiaca, ndo houve diferenga estatistica entre os grupos

em nenhum dos quatro tempos (figura 1).
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Figura1 - Comparagao dafrequéncia cardiaca entre os grupos

Legenda: Box-plots representando a relagio entre a fre?uéncia cardiaca (FC) encontrada sohre a FC
ajustada para a idade através dos quatro tempos pré-definidos, comparando o grupo pré-condicionado
(FCIr) com o arupo Controle
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Tabela 3: analise temporal da frequencia cardiaca separada por grupo

FC AJUSTADA
Diferencas
significativas entre
4h 12 h 24 h 48h |5 ompos o

mesmo grupo

GRUPO 1 Méd 1,02 1,00 1,02 1,06 | 12x48 | 0,0074

(PREC) DP 0,17 0,17 0,17 0,14 | horas

GRUPO 2 Méd 0,98 0,97 0,99 1,02

(CONT) DP 0,07 0,11 0,14 0,15

Diferencas signifi- Vaordep

cativas entre 0s grupos

Nno mesmo tempo

Legenda: Valores das médias (Méd) e desvio-padrao (DP) da frequéncia cardiaca (FC) ajustada para
a média da idade encontradas nos diferentes tempos de estudo (4 horas, 12 horas, 24 horas e 48
horas apds saida de CEC) separadas por grupo de estudo: grupo pré-condicionado (PREC) e grupo
controle (CONT). O valor de p s6 foi descrito onde houve diferenga estatistica (p < 0,05)

Quando analisamos a evolugao através do tempo (tabela 3), observamos que
0 grupo pré-condicionado apresentou uma frequéncia cardiaca significativamente
maior com 48 horas em relagao aquela mensurada com 12 horas (p=0,007).

A frequéncia respiratoria esteve menor em todo o tempo no grupo pré-
condicionado, sendo que com 48 horas (figura 2), esta diferengca se mostrou
significativa (p=0,004). Na analise temporal, houve uma queda da freqiéncia
respiratoria com 48 horas apenas no grupo PCIr (p=0,04) (tabela 4).
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Figura2 - Comparagao da frequéncia respiratéria entre os grupos

Legenda: Box-plots representando a relagdo entre frequéncia respiratdria (FR) encontrada sobre a FR
ajustada para a idade nos quatro periodos de estudo, comparando o grupo pré-condicionado (PCIR) com o
grupo Controle. Houwve diferenca estatistica em 48 horas (p=0,004)
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Tabela 4: analise temporal da frequencia respiratéria separada por grupo

FR AJUSTADA
Diferencas
significativas entre
4h 12 h 24 h 48h Osgtempos -
mesmo grupo
GRUPO 1 Méd 1,20 1,18 1,24 1,17 | 12x48 0,04
(PREC) DP 0,22 0,17 0,22 0,24 | horas
GRUPO 2 Méd 1,33 1,34 1,45 1,63
(CONT) DP 0,34 0,27 0,34 0,29
Diferencas signifi- 0,004 Vaordep
cativas entre 0s grupos
Nno mesmo tempo

Legenda: Valores das médias (Méd) e desvio-padrao (DP) da frequéncia respiratéria (FR) ajustada
para a média da idade encontradas nos diferentes tempos de estudo (4 horas, 12 horas, 24 horas e
48 horas apds saida de CEC) separadas por grupo de estudo: grupo pré-condicionado (PREC) e
grupo controle (CONT). O valor de p s6 foi descrito onde houve diferenga estatistica (p < 0,05).

A pressao arterial sistdlica, apos ajustada, ndo apresentou diferenga entre os

grupos (figura 3). Quando analisada por grupo através do tempo também nao foi

observada diferenga em nenhum momento (tabela 5).
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Figura3 - Comparagao da pressao arterial entre os grupos

Leghenda: Box-plots representando a relagio entre a pressdo arterial sistdlica invasiva (PAI) encontrada
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Tabela 5: analise temporal da pressao arterial separada por grupo
PAlI AJUSTADA

Diferencas
significativas entre
4h 12 h 24 h 48h Osgtempos -

mesmo grupo

GRUPO 1 Méd 0,98 1,00 0,97 1,01 -

(PREC) DP 0,16 0,15 0,10 0,14

GRUPO 2 Méd 1,00 0,97 0,98 0,99 -

(CONT) DP 0,13 0,12 0,10 0,09

Diferencas signifi- Vaordep

cativas entre 0s grupos

Nno mesmo tempo

Legenda: Valores das médias (Méd) e desvio-padrao (DP) da pressao arterial sistolica invasiva (PAI)
ajustada para a média da idade encontradas nos diferentes tempos de estudo (4 horas, 12 horas, 24 horas e
48 horas apo6s saida de CEC) separadas por grupo de estudo: grupo pré-condicionado (PREC) e grupo
controle (CONT). O valor de p s6 foi descrito onde houve diferenga estatistica (p < 0,05).

Nao houve diferenca quanto as doses de inotropicos utilizadas nos pacientes
dos dois grupos, ao se utilizar o escore inotrépico para a comparagao (figura 4).

Por outro lado, houve queda signficativa do uso de inotrépicos apods 12 horas
da saida de CEC apenas no grupo controle (tabela 6).

Ainda comparamos as médias do maximo valor do escore inotrépico encontrado
nas primeiras 48 horas entre os dois grupos (11,2 = 6,1 no grupo PCIr e 11,9 £ 8,1 no
grupo Controle), sem encontrar diferenca entre estatistica entre tais valores (p=0,08).
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Figura 4 - Comparagéo do escore inotrépico entre os grupos

Legenda: Box-plots representando os escores inotrépicos encontrados nos quatro tempos do
estudo, comparando o grupo pré-condicionado (PCIr) com o grupo Controle



Tabela 6: analise temporal do escore inotropico separada por grupo
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ESCORE INOTROPICO

Diferencas
significativas entre
4h 12 h 24 h 48h Osgtempos -
Mesmo grupo
GRUPO 1 Méd 8,7 10,0 10,1 8,8
(PREC) DP 5,1 5,0 5,8 5,6
GRUPO 2 4x48 0,002
(CONT) 12x24 | 0,045
Méd 9,3 10,5 8,6 7,0 | 12x48 | 0,0003
DP 4.6 7,9 6,5 47 | horas
Diferencas signifi- Valor dep

cativas entre 0s grupos

No mesmo tempo

Legenda: Valores das médias (Méd) e desvio-padrdo (DP) do escore inotrépico encontrado nos
diferentes tempos de estudo (4 horas, 12 horas, 24 horas e 48 horas apos saida de CEC) separadas
por grupo de estudo: grupo pré-condicionado (PREC) e grupo controle (CONT). O valor de p s6 foi

descrito onde houve diferenca estatistica (p < 0,05).

A presséo venosa central se manteve semelhante nos dois grupos (figura 5).

Mesmo quando os grupos foram comparados separadamente através dos tempos

nao houve direrencga (tabela 7).
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Figura5 - Comparacgio da presséo venosa central entre os grupos

Legenda: Box-plots representando os valores da presséo venosa central (FVC) encontrados nos quatro
tempos de estudo, comparando o grupo pré-condicionado (PCIF) com o grupo Controle



46

Tabela 7: analise temporal da pressao venosa central separada por grupo

PvC
Diferencas
significativas entre
4h 12h 24 h 48h | o Stempes o
MEeSMo grupo
GRUPO 1 Méd 10,0 9,5 9,6 10,4 -
(PREC) DP 4,9 3,2 3,6 3,9
GRUPO 2 Méd 8,6 8,2 8,0 8,7 -
(CONT) DP 3,1 3,7 3,4 2,8
Diferencas signifi-
cativas entre 0s grupos
NO Mesmo tempo Valor dep

Legenda: Valores das médias (Méd) e desvio-padrdo (DP) da pressédo venosa central medida nos
diferentes tempos de estudo (4 horas, 12 horas, 24 horas e 48 horas apos saida de CEC) separadas
por grupo de estudo: grupo pré-condicionado (PREC) e grupo controle (CONT). O valor de p s6 foi
descrito onde houve diferenga estatistica (p < 0,05).

N&o apresentaram diferengas significativas entre os grupos a taxa de volume

de liquidos infundida (figura 6). Também ndo mostrou diferenca a analise separada

dos grupos através do tempo (tabela 8).

12,57

10,01

7.5

5,0

VOLUME INFUNDIDO (mL/kgih)

0,0

HORAS POS CEC

GRUPOS

Hrcir

Ocortrole

Figura 6 - Comparagao do volume de liquidos infundido entre os grupos

Legenda: Box-plots representando o volume total de liquidos infundido nos
comparando o grupo pré-condicionado (PCIr) como grupo

Euatrn tempos do estudo,

ontrale
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Tabela 8: analise temporal do volume infundido separada por grupo

VOLUME
Diferencas
significativas entre
4h 12 h 24 h 48h | o Stempes o
mesmo grupo
GRUPO 1 Méd 3,6 2,8 29 29 -
(PREC) DP 3,8 1,1 1,2 1,1
GRUPO 2 Méd 3,9 29 3,2 29 -
(CONT) DP 2,0 0,7 0,9 0,7
Diferencas signifi-
cativas entre 0s grupos Valor dep
no mesmo tempo

Legenda: Valores das médias (Méd) e desvio-padrao (DP) do volume infundido nos diferentes
tempos de estudo (4 horas, 12 horas, 24 horas e 48 horas apos saida de CEC) separadas por grupo
de estudo: grupo pré-condicionado (PREC) e grupo controle (CONT). O valor de p s6 foi descrito
onde houve diferenga estatistica (p < 0,05).
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Figura7 - Comparagéao da diurese entre os grupos

Legenda: Box-plots representando o volume de diurese nos quatro tempos do estudo, comparando o
grupo pré-condicionado (PCIf) com o grupo Controle

Com relacao a diurese, nao houve diferenca ao se comparar os dois grupos nos
diferentes tempos (figura 7), mas ao se comparar a diurese entre os tempos por grupo
separadamente, notamos que houve um aumento significativo da diurese (tabela 9) com

48 horas em relacao ao tempo 24 horas apenas no grupo pré-condicionado (p=0,0009).



Tabela 9: analise temporal do volume de diurese separada por grupo
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DIURESE
Diferencas
significativas entre
4h 12 h 24 h 48h | o Stempes o
mesmo grupo
GRUPO 1 Méd 3,2 29 2,5 3,4 | 24x48 | 0,0009
(PREC) DP 1,2 1,6 1,3 1,6 | horas
GRUPO 2 Méd 4,1 4,2 2,2 3,5
(CONT) DP 2,5 2,6 1,2 1,6
Diferencas signifi-
cativas entre 0s grupos Valor dep
no mesmo tempo

Legenda: Valores das médias (Méd) e desvio-padrao (DP) do volume da diurese nos diferentes
tempos de estudo (4 horas, 12 horas, 24 horas e 48 horas apos saida de CEC) separadas por grupo
de estudo: grupo pré-condicionado (PREC) e grupo controle (CONT). O valor de p s6 foi descrito
onde houve diferenga estatistica (p < 0,05).

5.3 Analise dos exames laboratoriais dosados na rotina do CTIP

As concentragdes de creatinina e uréia, quando comparadas entre os dois
grupos, nao apresentaram diferencas estatisticamente significativas (figuras 8 e 9).
Isto foi verdadeiro também quando comparamos as concentragdes através do tempo
por grupo separadamente (tabelas 10 e 11).
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Figura8 - Comparacgéo da creatinina entre os grupos

Legenda: Box-plots representando as concentracdes sericas de creatinina nos quatro tempos do
estudo, comparando o grupo pré-condicionado (PCIr) com o grupo Controle



Tabela 10: analise temporal da creatinina sérica separada por grupo
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CREATININA
Diferencas
significativas entre
4h 12 h 24 h 48h | Jtemmosno

mMesmo grupo

GRUPO 1 Méd 0,4 0,4 0,3 0,3 -

(PREC) DP 0,1 0,1 0,1 0,1

GRUPO 2 Méd 0,4 0,4 0,4 0,4 -

(CONT) DP 0,1 0,1 0,2 0,2

Diferencas signifi-

cativas entre 0s grupos Vaor dep

no mesmo tempo

Legenda: Valores das médias (Méd) e desvio-padrdo (DP) da concentragdo sérica de creatinina nos
diferentes tempos de estudo (4 horas, 12 horas, 24 horas e 48 horas ap6s saida de CEC) separadas
por grupo de estudo: grupo pré-condicionado (PREC) e grupo controle (CONT). O valor de p s6 foi
descrito onde houve diferenga estatistica (p < 0,05).
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Figura9 - Comparagéo da uréia entre os grupos
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Box-plots representando as concentragdes séricas de uréia nos quatro tempos do estudo,

comparando o grupo pré-condicionado (PCIY) com o grupo

ontrole
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Tabela 11: analise temporal da uréia sérica separada por grupo

UREIA
Diferencas
significativas entre
4h 12 h 24 h 48h | o Stempes o
mesmo grupo
GRUPO 1 Méd 31,7 35,9 41,4 42,6 -
(PREC) DP 11,0 14,1 19,4 23,9
GRUPO 2 Méd 27,8 33,5 29,7 40,8 -
(CONT) DP 10,7 2,6 53 19,4
Diferencas signifi-
cativas entre 0s grupos Valor dep
Nno Mesmo tempo

Legenda: Valores das médias (Méd) e desvio-padréo (DP) da concentragdo sérica de uréia nos
diferentes tempos de estudo (4 horas, 12 horas, 24 horas e 48 horas ap6s saida de CEC) separadas
por grupo de estudo: grupo pré-condicionado (PREC) e grupo controle (CONT). O valor de p s6 foi
descrito onde houve diferenga estatistica (p < 0,05).

O nivel sérico de lactato (em mmol/L) apresentou-se semelhante nos dois

grupos em todos os tempos de coleta (figura 10). Houve uma queda significativa

semelhante entre os dois grupos através do tempo (tabela 12).
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Figura 10 - Comparagao do lactato entre os grupos

Legenda: Box-plots representando as concentragdes séricas do lactato nos quatro tempos do estudo,
comparando o grupo pré-condionado (PCIr) com o grupo Caontrole
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Tabela 12: analise temporal do lactato separada por grupo

LACTATO
Diferencas
significativas entre
4h 12 h 24 h 48h | S tempes o
mesmo grupo
GRUPO 1 Méd 25 1,4 1,2 1,2 | 4x12 | 0,0001
(PREC) 4x24 | <0,0001
4x48 | <0,0001
DP 1,1 0,2 0,2 0,5 | horas
GRUPO 2 4x12 0,04
(CONT) ax24 0,003
4x48 | <0,0001
Méd 2,3 1,7 1,4 1,1 | 12x48 | 0,019
DP 0,7 0,8 0,4 0,6 | horas
Diferencas signifi-
cativas entre 0s grupos Vaor dep
no Mmesmo tempo

Legenda: Valores das médias (Méd) e desvio-padrdo (DP) da concentragéo sérica de lactato nos
diferentes tempos de estudo (4 horas, 12 horas, 24 horas e 48 horas ap0s saida de CEC) separadas
por grupo de estudo: grupo pré-condicionado (PREC) e grupo controle (CONT). O valor de p so6 foi
descrito onde houve diferenga estatistica (p < 0,05).

A saturacdo venosa de oxigénio, se mostrou com valores significativamente
mais baixos com 12 horas (p=0,042) e 48 horas (p=0,018) apds saida de CEC no
grupo pré-condicionado (figura11). Isso se confirma no calculo da extracdo de
oxigénio (figura 12), que se mostrou mais alta neste grupo nos mesmos periodos de
12 horas (p=0,021) e 48 horas (p=0,008). Quando analisamos a extracdo de
oxigénio entre os grupos isoladamente através do tempo (tabela 13), percebemos
uma reducao da extracdo apds 12 horas apenas no grupo controle (p=0,044).
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Figura 11 - Comparagéo da saturagdo venosa de oxigénio entre os grupos

Legenda: Box-plots representando a saturagdo venosa de oxigénio nos quatro tempos do estudo,
comparando o grupo pré-condicionado (PCIr) com o grupo Controle. Houve diferenga estatistica com 12
(p=0,042) & com 48 horas (p=0,018).
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Figura 12 - Comparag¢ao da extragdo de oxigénio entre os grupos

Legenda: Box-plots representando a extragdo de oxigénio (saturagdo arterial - venosa) nos quatro
tempos de estudo, comparando o grupo pré-condicionado (F'Ch% com o grupo Contrale. Houve
diferenca estatistica com 12 (p=0021) & com 48

oras (p=0,008).

Tabela 13: analise temporal da extragdo de oxigénio separada por grupo
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EXTRACAO
Diferencas
significativas entre
4h 12 h 24 h 48N | Ssemposno
Mesmo grupo
GRUPO 1 Méed 22,8 32,4 25,3 28,4
(PREC) DP 13,3 10,0 10,6 7,9
GRUPO 2 Méed 30,5 22,5 23,3 216 | 4x12 0,044
(CONT) DP 18,6 15,0 10,1 10,7 | horas
Diferencas signifi-
cativas entre 0s grupos 0,021 0,008 Valor dep
Nno mesmo tempo

Legenda: Valores das médias (Méd) e desvio-padrao (DP) da extragdo de oxigénio nos diferentes
tempos de estudo (4 horas, 12 horas, 24 horas e 48 horas apds saida de CEC) separadas por grupo
de estudo: grupo pré-condicionado (PREC) e grupo controle (CONT). O valor de p s6 foi descrito

onde houve diferenga estatistica (p < 0,05).

Em relacdo ao hemograma, ao se comparar o numero de glébulos brancos

(figura 13) e contagem de plaquetas (figura 14) também n&o encontramos diferencgas

ao se comparar os grupos entre si em cada tempo.

Ao se comparar cada grupo isoladamente percebemos que o numero de

glébulos brancos aumenta semelhantemente através do tempo (tabela 14). Porém, a
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quantidade de plaquetas, apesar de mostrar aumento semelhante através do tempo

nos dois grupos, s6 houve diferenca estatisticamente significativa no grupo pré-

condicionado (tabela 15).
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Figura 13 - Comparagao da contagem de leucécitos entre os grupos

Legenda: Box-plots representando a contagem de g_lujbulns brancos {leucdcitos) nos quatro tempos do
-condi

estudo, comparando o grupo pré

cionado (PCIY) com o grupo Controle.

Tabela 14: analise temporal da contagem de glébulos brancos separada por grupo

GLOBULOSBRANCOS
Diferencas
significativas entre
4h 12h 24 h 48N | oeremposno
Mesmo grupo
GRUPO 1 4x12 0,009
(PREC) Méd 13,1 16,5 18,0 16,4 | 4x24 | 0,0018
4x48 0,013
DP 54 4.4 4,4 5,4 | horas
GRUPO 2 Méd 12,7 17,0 19,9 18,4 | 4x24 | 0,0049
(CONT) 4x48 0,04
DP 6,2 3,9 4,6 9,7 | horas
Diferencas signifi-
cativas entre 0s grupos Vaor dep
Nno Mesmo tempo

Legenda: Valores das médias (Méd) e desvio-padrao (DP) da contagem de glébulos brancos nos
diferentes tempos de estudo (4 horas, 12 horas, 24 horas e 48 horas ap6s saida de CEC) separadas
por grupo de estudo: grupo pré-condicionado (PREC) e grupo controle (CONT). O valor de p s6 foi
descrito onde houve diferenca estatistica (p < 0,05).
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aﬂuetas nos quatro tempos do estudo,
CIr) com o grupo Controle.

Tabela 15: analise temporal da contagem de plaquetas separada por grupo

PLAQUETAS
Diferencas sig-
nificativas entre os
4h 12h 24 h 48 h tempos No mesmo
grupo
GRUPO 1 4x12 0,001
(PREC) Méd 131,5 168,8 151,6 167,3 | 4x24 | <0,0001
4x48 0,003
DP 57,7 441 43,0 67,3 | horas
GRUPO 2 Méd 142,2 165,2 1921 182,7
(CONT) DP 38,5 39,5 441 67,4
Diferencas signifi-
cativas entre 0s grupos Vaor dep
no Mesmo tempo

Legenda: Valores das médias (Méd) e desvio-padrao (DP) da contagem de plaquetas nos diferentes
tempos de estudo (4 horas, 12 horas, 24 horas e 48 horas apods saida de CEC) separadas por grupo
de estudo: grupo pré-condicionado (PREC) e grupo controle (CONT). O valor de p s6 foi descrito
onde houve diferenga estatistica (p < 0,05).

A relacdo da pressao parcial arterial de oxigénio pela fragcdo inspirada de

oxigénio, foi semelhante na comparacéao (figura 15). Nenhum paciente necessitou de

oxido nitrico inalatério para hipertensdo pulmonar no pds-operatorio.
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Figura 15 - Comparagao da PaO2/FiO2 entre os grupos
Legenda: Box-plots representando a relagdo entre a presséo arterial parcial de oxigénio sobre fragdo

inspirada de oxigénio (PaO2/Fi02) nos quatro tempos dos estuod, comparando o grupo pré-
condicionado (PCIN com o arupo Controle,

Outras variaveis foram tomadas para mensurar a gravidade dos casos e
disfuncao de multiplos 6rgaos (PRISM e PELOD) e seus valores foram expostos no
item 5.6.

5.4 Analise das quantificacdes referentes a resposta inflamatoria

Foram analisadas inicialmente as interleucinas. Mas a distribuicdo da
liberagao tanto da IL-8 (figura 16) quanto da IL-10 (figura 17) foi semelhante entre os
grupos. Mesmo quando se utilizou a relagao IL-8/IL-10 ndo houve diferencga.

Quando analisados os grupos separadamente através do tempo, nota-se uma
queda significativa das concentragdes tanto de IL-8 (tabela 16) quanto de IL-10
(tabela 17).
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Figura 16 - Comparacéao da Interleucina 8 entre os grupos

Legenda: Box-plots representando a concentragdo sérica da Interleucina 8 (IL-8) nos quatro termpos do
estudo, comparando o grupo pré-condiconado (FCIF com o grupo Controle.

Tabela 16: analise temporal da interleucina 8 separada por grupo

IL 8
Diferencas
significativas entre
4h 12h 24 h 48 h 0 tempos o
mesmo grupo
GRUPO 1 4x12 | 0,0021
(PREC) Méd 49,2 27,0 20,8 21,5 | 4x24 | <0,0001
4x48 | <0,0001
12x24 0,03
DP 37,9 20,7 17,2 18,2 | horas
GRUPO 2 4x12 0,013
(CONT) Méd 54,0 32,8 32,2 30,9 | 4x24 0,006
4x48 | 0,0012
DP 27,9 12,0 19,4 32,8 | horas
Diferencas signifi-
cativas entre 0s grupos Vaor dep
no mesmo tempo

Legenda: Valores das médias (Méd) e desvio-padrao (DP) da concentragdo da Interleucina 8 nos
diferentes tempos de estudo (4 horas, 12 horas, 24 horas e 48 horas ap6és saida de CEC) separadas
por grupo de estudo: grupo pré-condicionado (PREC) e grupo controle (CONT). O valor de p s6 foi
descrito onde houve diferencga estatistica (p < 0,05).
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Figura 17 - Comparagéo da Interleucina 10 entre os grupos
Legenda: Box-plots representando as concentrages séricas de Interleucina 10 nos quatro tempos do

estudo, comparando o grupo pré-condicionado (FCIr) & o grupo Gontrole.
Ohs.: a escala foi transformada em logaritmica para melhor visualizagio dos dados

Tabela 17: analise temporal da interleucina 10 separada por grupo

IL 10
Diferencas sig-
nificativas entre os
4h 12h 24 h 48 h tempos No mesmo
grupo
(valor de p)
GRUPO 1 4x12 | 0,0003
(PREC) Méd 75,0 59 51 7,1 | 4x24 | <0,0001
4x48 | 0,0003
DP 144,6 8,8 8,0 12,1 | horas
GRUPO 2 4x12 | 0,0003
(CONT) Méd 53,8 7,3 37,5 12,4 | 4x24 0,011
4x48 0,008
DP 80,7 4,6 109,9 19,6 | horas
Diferencas signifi-
cativas entre 0s grupos Valor dep
Nno Mesmo tempo

Legenda: Valores das médias (Méd) e desvio-padréo (DP) da concentragdo da Interleucina 10 nos
diferentes tempos de estudo (4 horas, 12 horas, 24 horas e 48 horas ap6s saida de CEC) separadas
por grupo de estudo: grupo pré-condicionado (PREC) e grupo controle (CONT). O valor de p s6 foi
descrito onde houve diferenga estatistica (p < 0,05).
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A quantificacdo da expressdo do gene I-kBa também nao apresentou
diferenga entre os grupos (figura 18), usando os valores absolutos e mesmo quando
se comparava a expressdo em relagdo a mediana (acima da mediana e abaixo da
mediana, como sendo respectivamente, alta e baixa expressdo). Mesmo a
comparagao entre os tempos separado por grupo de estudo nao apresentou

diferengas entre os resultados encontrados (tabela 18).
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Figura 18 - Comparagao da expressao do |-KB alfa entre os grupos

Legenda: Box-plots representando a ﬂuantiﬂcagén relativa da expressdo génica do -kB alfa nos quatro
tempos do estudo, comparando o grupo pré-condicionado (PCIr) com o grupo Contraole.
Obs.:a escala foi transformada em logaritmica para melhor visualizacao dos dados

Tabela 18: analise temporal da expresséo do I-kB alfa separada por grupo

IKB alfa
Diferencas
significativas entre
4h 12h 24 h 48N | osremposno
Mesmo grupo
GRUPO 1 Méd 6,9 3,7 4,1 14,7 -
(PREC) DP 52 2,0 3,7 27,8
GRUPO 2 Méd 57 53 3,6 55 -
(CONT) DP 3,4 3,9 1,7 4,4
Diferencas signifi-
cativas entre 0s grupos Vaor dep
no mesmo tempo

Legenda: Valores das médias (Méd) e desvio-padrao (DP) da expressao do I-kB alfa nos diferentes
tempos de estudo (4 horas, 12 horas, 24 horas e 48 horas apos saida de CEC) separadas por grupo
de estudo: grupo pré-condicionado (PREC) e grupo controle (CONT). O valor de p s6 foi descrito
onde houve diferenga estatistica (p < 0,05).
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5.5 Analise das quantificagfes referentes ao comprometimento miocéardico

A quantificacdo da cTnl que reflete a necrose celular miocardica se mostrou
sempre com concentragdes mais elevadas no grupo PCIr, mas sem diferenca
estatisticamente significante em nenhum dos tempos (figura 19). Ainda para a
comparagao entre os grupos foi calculada a diferenca estatistica entre a area sob a
curva dos valores da cTnl, reafirmando a auséncia de diferenca estatistica entre as
concentragdes encontradas nos dois grupos (p=0,26). Mesmo ao se comparar as
médias e os desvios padrées em pg/L dos valores de pico da cTnl nos dois grupos
(33,7 £ 21,5 no grupo PClIr e (22,3 £ 19,3) ndo houve diferenga estatistica (p=0,21).

Quando se compara cada grupo separadamente através do tempo,
percebemos uma redugao dos niveis da troponina que ocorre independentemente

do grupo estudado (tabela 19).
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Figura 19 - Comparagao datroponinal entre 0os grupos

Legenda: Box-plots representando a concentragdo sérica da Troponina | cardiaca (cTnl) nos quatros
tempos de estudo, comparando o grupo pré-condicionade (PCIr) & o grupo Controle.
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Tabela 19: analise temporal da concentragcao de troponina separada por grupo

TROPONINA
Diferencas
significativas entre
4h 12 h 24 h 48h | S tempes o
mesmo grupo
GRUPO 1 4x48 | 0,0001
(PREC) Méd 26,5 27,8 24.9 12,2 | 12x48 | 0,0001
24x48 | <0,0001
DP 18,1 20,0 19,1 11,3 | horas
GRUPO 2 ax24 0,006
(CONT) 4x48 | <0,0001
Méd 22,1 20,5 18,8 11,4 | 12x24 | 0,002
12x48 | <0,0001
24x48 | 0,0001
DP 18,9 11,9 12,6 10,6 | horas
Diferencas signifi-
cativas entre 0s grupos Valor dep
no mesmo tempo

Legenda: Valores das médias (Méd) e desvio-padrao (DP) da concentracao sérica de troponina | nos
diferentes tempos de estudo (4 horas, 12 horas, 24 horas e 48 horas ap0s saida de CEC) separadas
por grupo de estudo: grupo pré-condicionado (PREC) e grupo controle (CONT). O valor de p so6 foi
descrito onde houve diferenga estatistica (p < 0,05).

O NT-pro BNP,

concentracbes mais baixas em todos os tempos, sendo que esta diferenca se

um marcador de disfungdo miocardica, apresentou
mostrou significativa (figura 20) nos tempos 12 horas (p=0,035) e 24 horas
(p=0,035). Esta diferenga foi reforgcada ao se calcular a diferenca estatistica da area
sob a curva (figura 21) entre os dois grupos (p=0,02). Quando avaliamos as
concentragcbes do NT-pro BNP por grupo separadamente através do tempo,
percebemos um comportamento semelhante com aumento significativo em 12 e 24
horas e posterior reducao (tabela 20).

Ao se comparar as médias e desvio-padrdao das concentragcbes maximas (de
pico) em pg/mL do NT-pro BNP, encontramos uma diferenga estatistica favorecendo
o grupo PCIr (11.546 *+ 6.599) comparativamente ao grupo controle (19.853 + 9.767)

e esta diferenca foi estatisticamente significante (p=0,02).
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Figura 20 - Comparagéo do NT-pro BNP entre os grupos

Legenda: Box-plots representando a.s.c:nncentra%ﬁes séricas do NT-pro BMNP nos guatro tempos do
estudo, comparando o grupo pré-condicionado (PCI) com o grupo Controle. Houve diferenca estatistica
com 12 (p=0035) e 24 horas (p=0,035).

Tabela 20: analise temporal da concentracdo de NT-pro BNP separada por grupo

NT-proBNP
Diferencas
significativas entre
4h 12h 24 h 48N | Ssemposno
mesmo grupo
GRUPO 1 4x12 | <0,0001
(PREC) Méd 3150,8 | 10303,3 8565,5 8904,2 | 4x24 | <0,0001
4x48 | <0,0001
DP 4603,5 7122,8 5155,0 6435,0 | horas
GRUPO 2 4x12 | <0,0001
(CONT) Méd 5044,9 | 16022,6 12681,6 11331,8 | 4x24 | <0,0001
4x48 | 0,0003
DP 6316,4 91071 5822,9 8077,5 | horas
Diferencas signifi-
cativas entre 0s grupos 0,035 0,035 Vaor dep
Nno mesmo tempo

Legenda: Valores das médias (Méd) e desvio-padrdo (DP) da concentragéo sérica de NT-pro BNP
nos diferentes tempos de estudo (4 horas, 12 horas, 24 horas e 48 horas apdés saida de CEC)
separadas por grupo de estudo: grupo pré-condicionado (PREC) e grupo controle (CONT). O valor de
p so foi descrito onde houve diferenga estatistica (p < 0,05).
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Figura21 - Comparagao entre as areas sob a curva do NT-pro BNP entre os
grupos

Legenda: Grafico de linha com as médias das concentragdes séricas do MT-pro BMNP, permitindo
comparar as areas sob a curva do grupo pré-condicionada (1) com a do grupo controle (2). Houve
diferenga estatisticamente significativa (p=0,02).

O ecocardiograma foi feito em todos os pacientes entre o terceiro e o décimo
terceiro dia apds a cirurgia (média 6 + 3 dias), e ndo pode ser usado para correlagao
com nenhuma das variaveis que foram colhidas até 48 horas do pds-operatério. Nao
houve diferenca entre a fragdo de ejecéo entre os grupos (figura 22), mesmo quando
se comparava em pacientes com valores acima e abaixo de 55%, sendo que s6 um
paciente apresentou fragao de ejecao menor que 50% pelo método de Teichholz, no
grupo controle, mas este paciente ja vinha com uma fungdo diminuida no pré-
operatorio. O cirurgido ndo descreveu em nenhum dos casos area de infarto ou

isquemia visivel durante a cirurgia.
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Figura 22 - Comparacao entre a fracdo de ejecdo nos dois grupos

Também nenhum dos eletrocardiogramas feitos de rotina no primeiro dia do
pos-operatorio apresentou lesdo compativel com isquemia ou necrose de miocardio,

consideradas alteragdes do seguimento ST e onda T, assim como onda Q profunda.

5.6 Avaliacdo da morbi-mortalidade intra-hospitalar

As criangas foram seguidas durante a internacdo até a alta hospitalar para
analisar os desfechos dos casos. Nos pacientes seguidos ndo houve nenhum 6bito
até a saida do hospital.

O tempo médio de internacdo hospitalar foi de 12,2 + 8,7 dias para as
criangas do estudo, mas nao houve diferenca quando se comparavam os dois

grupos.
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O tempo geral de internagao no CTIP foi de 6,7 + 6,2 dias e o de ventilagao
mecéanica foi de 1,9 + 1,9 dias. Outra vez, estes tempos foram semelhantes quando
se comparavam 0s grupos separadamente.

O escore de disfuncédo de multiplos 6rgaos PELOD diario foi avaliado e se
mostrou semelhante entre os grupos. Todos estes dados estdo expostos na tabela
21.

Tabela 21: Comparacgao entre variaveis de morbi-mortalidade entre os dois grupos

GRUPO 1 | GRUPO 2
(PClr) (Controle) | Valor de p

Tempo de Hospitalizagao (dias) 13+ 10 11+ 6 0,86
Tempo de CTIP (dias) 727 6,5+6 0,76
Tempo de Ventilagéo (dias) 212 1,7+1,2 0,66
Infec¢des Hospitalares (n°) 6 3 0,41
Arritmias 4 3 1,00
Obitos até a alta hospitalar 0 0 1,00
Escore PELOD em 24 horas 927 11,727 0,16
(média do maior valor)

Escore PELOD no segundo dia 25145 0,1+0,3 0,30
(média do maior valor)

Legenda: valores apresentados em numero absoluto de eventos ou média e desvio-padrao
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6 DISCUSSAO

Este trabalho é o primeiro estudo clinico em humanos na linha de avaliacio
do PCIr que explora o efeito do pré-condicionamento exclusivamente na segunda
janela, também chamado de efeito tardio, que ocorre quando o estimulo é aplicado
cerca de 24 horas antes do evento isquémico (SAXENA et al., 2009). Até o momento
da conclusao do trabalho, s6 existiam na literatura trés estudos prévios em que o
evento isquémico secundario é constituido pela cirurgia cardiaca com uso de CEC, e
em todos, o PClr foi realizado promovendo a isquemia de membro com manguito de
pressdo, imediatamente antes da cirurgia, com os pacientes ja anestesiados
(CHEUNG et al., 2006; HAUSENLOQY et al., 2007; VENUGOPAL et al., 2009).

O nosso estudo confirmou, mais uma vez, que o PCIr com uso do manguito
de pressao € indcuo para o0 membro do paciente que recebe o procedimento. Neste
estudo, acrescentamos a informacido de que é possivel, na pratica, a execucédo da
técnica em lactentes, em grande parte, sem sedagdo (em menos de 1% dos casos
esta foi usada).

Devido a aleatorizacdo dos pacientes foi possivel obter uma amostra mais
homogénea em relagdo as variaveis clinicas, principalmente idade e area de
superficie corpdérea que sdo importantes na resposta do paciente a CEC, o que nao
foi alcangado no unico estudo prévio com criangas (CHEUNG et al., 2006).

Avaliando os dados relativos a hemodinamica do paciente, encontramos um
aumento significativo da frequéncia cardiaca no grupo PCIr com 48 horas (ao se
comparar com o valor encontrado com 12 horas apdés a saida de CEC). Este
aumento pode ser um indicador de efeito benéfico do PClr, visto que em lactentes o
débito cardiaco é diretamente dependente da frequéncia cardiaca. Por outro lado, a
variagdo da frequéncia cardiaca € também dependente de outros fatores, como o
uso de inotrépicos, a concentragdo de hemoglobina, o estado da volemia do
paciente, a presenca de choque, dor ou ansiedade e uso de sedativos e
curarizantes. Porém, nem todos estes fatores de confusdo foram explorados e,
portanto, ndo é possivel afirmar que haja relagao direta entre o PClIr e a alteragao

encontrada.
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A avaliagdo do uso de drogas vasoativas feita por meio do escore inotrépico
mostrou uma queda significativa na analise temporal apenas no grupo controle a
partir de 24 horas pdés-CEC). Isto poderia ser entendido como uma melhora
hemodindmica neste grupo especifico. No unico estudo de avaliagdo do escore
inotropico como marcador progndéstico em criangas pos cirurgia cardiaca (GAIES et
al., 2010) foi encontrado que o valor maximo do escore nas primeiras 48 horas e nao
o estudo separado destes indices é que apresenta relacido com a morbidade
(duragdo da ventilagdo mecanica e da internagcado na UTI) e a mortalidade. E neste
caso, usando este critério, ndo encontramos diferenga entre os grupos.

Outro fator que corrobora o efeito benéfico do PCIr ¢ o fato de termos
encontrado uma menor frequéncia respiratoria neste grupo em comparagao ao grupo
controle com 48 horas apds a CEC. Este achado pode indicar uma menor disfungao
pulmonar como ja havia sido demonstrado em trabalhos anteriores (CHEUNG et al.,
2006). Além disso, em nosso estudo, houve uma queda na freqliéncia respiratéria
encontrada no grupo PCIr com o tempo, o que valida ainda mais este achado,
inclusive porque esperariamos um aumento da frequéncia respiratéria com o tempo,
visto que geralmente no primeiro dia a crianga permanece intubada e sedada. Por
outro lado, a relagado PaO2/FiO2, que € um indice que reflete a fungao de oxigenacéao
dos pulmdbes, foi semelhante em ambos os grupos em todos os tempos estudados.

A diurese que € um importante marcador de perfusdo renal adequada se
mostrou semelhante nos dois grupos. Houve um aumento da diurese 48 horas pos-
CEC em comparacado com a diurese aferida com 24 horas, apenas no grupo PCIr.
Esse dado poderia sugerir um efeito benéfico do PClr, mas ao analisarmos os
valores numeéricos, percebemos uma menor diurese no tempo de 24 horas que em
outros periodos. Portanto, o aumento significativo da diurese 48 horas apds a saida
de CEC em relagado ao tempo 24 horas pode apenas refletir a queda da mesma 24
horas pos-CEC, ja que ndo houve diferenga significativa entre os valores em 48
horas em relacdo aos tempos de 4 e 12 horas. Na verdade, no pés-operatorio de
cirurgia cardiaca com CEC, apds o periodo inicial de 2 a 4 horas em que o paciente
apresenta frequentemente diurese aumentada (devido a administracdo de volume no
intra-operatoério e diurese osmaética por hiperglicemia ou uso de manitol durante a
CEC), usualmente ocorre diminuicdo da diurese por até 48 horas, devido ao

aumento da liberacdo do hormédnio antidiurético. Em nosso estudo, o aumento da
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diurese 48 horas apds a saida de CEC no grupo PCIr poderia também estar
associado ao uso de diuréticos: porém, este dado nao foi avaliado.

Além da mensuragao do débito urinario, que se manteve acima de 1 mL/kg/h
em todos os tempos de estudo, em ambos os grupos, a avaliagdo da fungéo renal foi
feita pela medida das concentragdes séricas de uréia e creatinina. Nao houve
diferengca nas concentragbes de uréia e de creatinina na comparacdo entre os
grupos ou na analise temporal. Ressalta-se que as concentragdes de creatinina, que
melhor refletem a fungdo renal em comparagdo com a uréia (cujas concentragoes
podem ser influenciadas por outros fatores, como o hipercatabolismo)
permaneceram dentro da faixa de variagao normal para a idade (SCHWARTZ et al.,
1976) em todas as criangas do estudo. Portanto, ndo houve critérios para
insuficiéncia renal na populacdo estudada por nenhum dos critérios atualmente
utilizados (AKCAN-ARIKAN et al., 2007; BELLOMO et al., 2004).

No presente estudo, foi quantificada também a concentragcdo sérica do
lactato, que € um marcador importante de metabolismo anaerdbico (hipdxia tissular
prolongada) e tem relagcdo com prognostico em cirurgia cardiaca. Nao houve
diferengca na concentragdo sérica de lactato entre os dois grupos em todos os
tempos estudados. No pds-operatorio de cirurgia cardiaca pediatrica com uso de
CEC, além de ser um marcador de baixa perfusdo tecidual, o lactato pode ser
considerado um marcador prognéstico de mortalidade e do tempo de ventilagéo
mecanica (KALYANARAMAN et al., 2008). Entretanto, seu valor isolado ou de pico
tem baixa correlacdo com o progndstico, mas sim o tempo em que o lactato
permanece elevado (concentragbes > 2 mmol/L por tempo maior que 48 horas tem
forte correlagdo com mortalidade; p=0,03). Na nossa populagdo, o lactato se
mostrou elevado com 4 horas pds-CEC, mas na analise temporal houve uma queda
para valores abaixo de 2 mmol/L rapidamente, de maneira semelhante nos dois
grupos.

Encontramos uma menor saturagdo venosa de oxigénio em dois momentos
no grupo PCIr, quando comparamos os dois grupos. Além disso, houve uma queda
estatisticamente significativa na extracdo de oxigénio com a analise temporal apenas
no grupo controle. Estes dados falam a favor de um melhor desempenho
hemodindmico no grupo controle, 0 que n&o estava sendo esperado na analise dos

dados. Portanto, faremos uma discussao mais aprofundada sobre estes parametros.
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A avaliagdo do débito cardiaco baseada apenas em parametros clinicos tem
se mostrado falha. Desta forma, outros parametros invasivos que ajudem na
identificacdo dos pacientes com baixo débito vém sendo utilizados. Por meio de
féormulas matematicas, sabe-se que existe uma relacdo entre o débito cardiaco e a
saturagao venosa mista de oxigénio (medida na artéria pulmonar, onde se misturam
os fluxos de sangue vindos da veia cava superior, da veia cava inferior e do seio
coronariano). Uma baixa saturacdo venosa mista de oxigénio teria uma boa
correlagdo com baixo débito cardiaco. Como esta saturagcdo venosa mista € de
dificil obtencao devido a necessidade de cateter implantado na artéria pulmonar para
este fim, pode ser utilizada para avaliacdo indireta da saturacdo venosa mista a
saturagao venosa central de oxigénio, geralmente obtida por coleta de sangue de
cateter posicionado na desembocadura da veia cava superior no atrio direito (MARX;
REINHART, 2006).

Esta medida pode ser feita por coleta intermitente, como no nosso estudo ou
pode ser feita a afericdo continua em tempo real por meio de um sensor posicionado
em acesso venoso central para este fim. Isto é bastante valido para o choque
séptico, ja tendo sido bem documentado em adultos e animais onde as variaveis que
interferem na confiabilidade desta mensuragcdo sdo mais constantes. Mas nao
existem muitos estudos validando estes dados em criangas, quanto menos no pés-
operatorio de cirurgia cardiaca (MARTIN; SHEKERDEMIAN, 2009).

Neste interim, alguns questionamentos sao levantados relativos a aceitagao
da saturagcdo venosa central como indicador de baixo débito cardiaco no pdés-
operatorio de criangas com uso de CEC: a) esta afericdo s6 tem valor se as
concentragbes de hemoglobina permanecerem constantes no pés-operatoério, o que
nem sempre ocorre, devido as constantes perdas por drenos, sangramentos internos
e hemodiluigdes por infusbes de volume usadas para tratamento do choque; b) outra
prerrogativa necessaria € de que o consumo de oxigénio permanega constante, o
que nao é verdade visto que o consumo ¢é variavel, dependendo do uso de
inotrépicos, sedativos, variacdo da temperatura e da manipulacdo da crianca no
periodo pds-operatério; c) a correlagao entre a saturacdo venosa mista e o débito
cardiaco nao é linear, mesmo considerando uma saturagdo arterial de oxigénio
constante; d) em circunstancias em que a concentragdo de oxigénio é mais baixa,
como no comprometimento pulmonar e na presenca de shunts residuais deve-se

levar em conta esta redugcdo em detrimento da avaliagéo isolada da saturagao
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venosa mista (MARTIN; SHEKERDEMIAN, 2009); e) a saturagao venosa central ndo
tem boa correlagdo com a saturagcdo venosa mista no paciente com choque
cardiogénico, devido as flutuagbes constantes do balango regional e local de
oxigénio (YAZIGI, 2008); f) a aceitacdo dos valores para analise depende de um
posicionamento ideal de cateteres que ndo devem estar inseridos dentro do atrio
direito, que também recebe o0 sangue do seio coronariano e este controle radiolégico
a cada coleta ndo foi realizado; g) as coletas geralmente foram feitas pela
enfermagem sem um controle adequado da possibilidade de diluicdo das amostras,
vistos que o cateter também era usado para infusdo de diversas drogas; h) no
quadro de choque, a saturacdo na cava superior supera a saturagao venosa mista
em até 5 a 18%; i) em cardiopatias congénitas univentriculares a verdadeira
saturagcdo venosa mista € mascarada pela mistura do sangue sistémico com o
pulmonar em nivel atrial; a interpretacdo também deve ser feita com cautela,
podendo as baixas saturagdes indicar tanto uma baixo débito, como redistribuicdo
do fluxo com aumento do fluxo pulmonar em detrimento do fluxo sistémico (MARTIN;
SHEKERDEMIAN, 2009); j) os estudos tem demonstrado que a afericdo continua da
saturagdo por meio de sensores apresentam um real beneficio no manejo do
paciente, analisando tendéncias em detrimento da avaliagc&o isolada de valores num
determinado momento (MARX; REINHART, 2006). Devido a todos estes fatores
protocolados entendemos que este achado n&o invalida outros marcadores mais
relevantes de real beneficio do PClr.

Ainda, a significancia estatistica nem sempre equivale a significancia clinica.
E neste contexto, sabemos que o aumento da extragdo de oxigénio faz parte da
compensacao natural do choque. A respiragao anaerobica sé se inicia quando a
saturacdo cai a valores inferiores a 50% (MARX; REINHART, 2006), e utilizando
este parametro para comparagado, percebemos apenas duas medidas em cada
grupo abaixo deste valor, de forma que o comportamento em relagdo a choque
descompensado foi semelhante entre os dois grupos.

Em relagdo aos gldbulos brancos e plaquetas, ndo houve diferenga ao se
comparar suas contagens nos dois grupos. A contagem de glébulos brancos
apresentou um comportamento semelhante, com um aumento semelhante nos dois
grupos ao longo do tempo. A contagem de plaquetas também apresentou o mesmo
comportamento, mas houve uma diferenga significativa apenas no grupo PCIr ao se

comparar o periodo de 4 horas com os tempos restantes. Isto aconteceu porque com
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4 horas o grupo PClIr apresentou uma contagem de plaquetas menor, sendo que
trombocitopenia (contagem de plaquetas < 100.000 Ul/mm?3) aconteceu em quatro
pacientes no grupo PCIr com 4 horas e em dois no grupo controle. Os fatores de
confusdo que envolvem a queda na contagem de plaquetas ndo puderam ser
excluidos em nosso estudo, como a técnica de coleta, sem a formacéo de trombos e
0 uso de medicagdes ou condigdes que induzem a trombocitopenia como uso de
heparina ou milrinona e o grau de hipotermia (RANUTTI et al., 2009).

A avaliagdo da fungado respiratéria nos dois grupos foi semelhante com os
parametros que utilizamos. Talvez uma avaliacdo mais precisa pudesse oferecer
resultados diferentes, como aconteceu no estudo de Cheung et al., onde foi feito o
calculo da resisténcia e complacéncia pulmonares (CHEUNG et al., 2006).

A avaliagao da resposta inflamatéria foi realizada utilizando-se a concentragéo
sérica da IL-8 e IL-10. Nao foi encontrada diferenga na comparacido entre os dois
grupos em relacdo a estas variaveis. Os valores encontrados em nosso estudo,
principalmente da IL-8 sdo inferiores aos encontrados em estudos anteriores em
criangas pos-CEC sem o uso de corticosterdides (CHEUNG et al., 2006; CARMONA
et al., 2008). O que pode justificar esta diferenca foi o uso de metilprednisolona em
altas doses no presente estudo (30 mg/kg na indugdo anestésica), o que é
concordante com outros estudos que avaliaram a funcéo inflamatéria em CEC com
uso de corticosteroides (WEIS et al., 2009; LIAKOPOULOQS et al., 2007).

Quantificamos a expressao do gene IkB-a por PCR em tempo real, que em
estudos anteriores mostrava uma boa correlagio com a ativagdo do NF-kB
(BOTTERO et al, 2003). Nao houve diferenga entre os grupos. Esperava-se que no
grupo PCIr a expressao estivesse alterada, visto que a fisiologia do PClIr inclui a
modulacao da ativacdo do NF-kB e reducao da atividade inflamatéria.

Entretanto, ao avaliarmos as quantificagdes in vivo, percebemos que a
relagdo entre estes € bem complexa e a simplificacdo da relacado direta entre um e
outro ndo deve ser aplicada desta forma. Uma limitacdo desta avaliacédo é que a
quantificacdo do IkB-a ndo necessariamente reflete a ativagao do NF-kB, visto que
nao basta apenas a degradacgao do IkB-a para que haja a ativagao do NF-kB. Uma
etapa posterior que consiste na fosforilacdo do NF-kB liberado, é essencial neste
processo, pois esta porcao fosforilada do NF-kB é capaz de promover amplificacéo
da atividade de transcrigdo génica (KARIN; BEN-NERIAH, 2000). Por isso, em outro

momento do nosso estudo iremos mensurar por meio da técnica de Western-
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Blotting, tanto as quantidades relativas de IkB-a fosforilado sobre o IkB-a total, assim
como do NF-kB fosforilado e total, normalizando para a quantidade de uma proteina
constitucional (beta-actina).

Outra controvérsia que aumenta a complexidade da interdependéncia entre
os dois parametros em estudo € que tanto a redugdo do IkB-a (por diminui¢cdo da
sua degradagao com protedlise do complexo IkB-a + NF-kB inativado) quanto sua
hiperexpressao (por meio de um mecanismo de feed-back negativo) podem diminuir
a atividade do NF-kB, gerando efeitos benéficos.

Sao exemplos, estudos que tém demonstrado que uma redugéo ponderada (e
nao a abolicdo) da ativacdo do NF-kB tem efeito benéfico na fungdo miocardica
(DUFFY et al., 2009; XIYUAN et al., 2009). Ainda outros estudos mostrando que a
hiperexpressdo do IkB-a também diminui a atividade do NF-kB e exerce efeito
benéfico sobre a fungdo miocardica (HAUDEK et al., 2001; SHAMES et al., 1998).

Portanto, a ativacdo do NF-kB pode ter um papel deletério ou de protecao,
dependendo de quanto e quando ocorre esta ativagcao. Estudos mais aprofundados
na fisiopatogia do processo ainda sdo necessarios antes de interpretagdes clinicas
definitivas.

Com relacao a avaliagao do comprometimento miocardico, encontramos uma
reducdo ao longo do tempo nas concentragbes seéricas de cTnl, sem diferengas
significativas nas comparagdes entre os grupos de estudo. Como se trata de um
marcador bem validado de lesao e isquemia miocardica como exposto anteriormente
na revisao bibliografica, concluimos que nao houve lesdo miocardica substancial em
nenhum dos grupos estudados, o que se confirma pela avaliagdo subjetiva visual do
cirurgido no momento operatério e pelos eletrocardiogramas que nao se
encontravam alterados apos a cirurgia. Apesar de nao haver diferenga estatistica os
niveis sericos se mantiveram em meédia um pouco mais elevados no grupo em que
se realizou o PCIr em todos os tempos do estudo, o que difere de outros estudos
realizados também com criancas (CHEUNG et al., 2006; WENWU et al., 2010).

Como a lesdao miocardica € um evento tardio dentro do processo de
comprometimento do 6rgao, torna-se importante a avaliagdo da fungao do miocardio
que pode estar prejudicada, mesmo sem o processo de isquemia instalado.
Utilizamos para isso a quantificacdo dos niveis séricos do NT-pro BNP, que se eleva
devido ao estiramento da parede ventricular, apresentando boa correlacdo com a

funcao ventricular (CANTINOTTI, 2008). Comparando o grupo PCIr com o grupo
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controle encontramos uma diferenca estatisticamente significativa com 12 e 24
horas, favorecendo o grupo PCIr, que apresentou os menores valores do horménio.
Isto se confirma ao avaliar a liberacao total do NT-pro BNP nas 48 horas por meio da
comparagao da area sob a curva nos dois grupos. Uma ferramenta que poderia ter
ajudado na confirmagao desta disfungdo seria a avaliagdo ecocardiografica do
paciente nos diferentes tempos, mas devido a dificuldades para a realizagao do
exame por problemas logisticos do hospital onde se realizou o estudo, o
ecocardiograma so foi realizado apds o terceiro dia em todos os pacientes, néo
permitindo comparacdo nenhuma das variaveis nas primeiras 48 horas.

Na analise temporal, percebemos que os valores do hormdnio ndo aumentam
imediatamente apds saida de CEC, apresentando aumento progressivo com pico 12
horas pés-CEC, o que ja foi relatado em estudo prévio (WALSH et al., 2008), e que
coincide com o nadir do débito cardiaco no pdés-operatério (WERNOVSKY et al.,
1995). Quando comparamos os valores de pico da liberagdo do NT-pro BNP,
percebemos que houve maior liberagdo no grupo controle (p=0,02). Este achado se
torna importante porque no estudo de Walsh et al.,, houve correlacdo entre os
valores de pico de liberacdo do NT-pro BNP com a intensidade dos cuidados pos-
operatdrios, ou seja, ele possui valor prognéstico em termos de morbidade precoce.

Em relagdo aos desfechos, n&do houve nenhum Oobito até o dia da alta
hospitalar em ambos os grupos. O achado ndo surpreende visto que o ébito é um
evento raro e exige um numero grande de pacientes para conclusdes a respeito de
mortalidade. Além disso, selecionamos pacientes estaveis em enfermaria no pré-
operatdrio e excluimos pacientes neonatais e internados previamente na UTI, que
sao os com maior risco de mortalidade. Da mesma forma, a avaliagcdo do tempo de
internacao, de ventilagdo mecanica ou escore de disfungdo de multiplos 6rgaos foi
bem semelhante entre os grupos. Um dos fatores que diminuem ou impedem a agao
do PCIr é o tempo em que o 6rgédo é submetido ao insulto isquémico definitivo. No
primeiro artigo publicado sobre o tema, Murry et al. ja atentavam para a atenuagao
do efeito do PCI apés 3 horas de isquemia do érgéo a ser protegido (MURRY et al.,
1986). Portanto o longo tempo de isquemia promovido pela cirurgia cardiaca e o uso
da CEC podem ser fatores limitantes da acao efetiva do PCIr.

Nosso trabalho vem acrescentar a uma série de estudos sobre o PCIr seu
potencial como mecanismo de protegcdo contra a disfuncdo miocardica no pos-

operatorio de cirurgia cardiaca em criangas. O PClIr resultou em menor liberagao de
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NT-pro BNP, mas aqui cabe uma ultima discussao sobre o significado clinico destes
achados. Outros autores também encontraram em seus trabalhos alteracdo em
marcadores bioquimicos de disfungdo de 6rgaos, mas nao houve correlagdo entre
estes achados e a evolucéo clinica e os marcadores de morbi-mortalidade. Para que
o procedimento venha fazer parte da pratica diaria, como mais uma ferramenta
efetiva de protecdo miocardica, deve-se provar que além das modificagdes a nivel
bioquimico, existem também beneficios na fungao cardiaca, lesdo miocardica, baixo
débito e recuperacdo do o6rgao apoés a cirurgia. (RAHMAN; BONSER, 2009).
Grandes estudos multicéntricos com poder para analisar variaveis clinicas relevantes
sdo necessarios para definichko do seu real valor (KHARBANDA; NIELSEN;
REDINGTON, 2009). Portanto, no ponto em que estamos atualmente, ainda n&o se
justifica a aplicagédo do PCIr na pratica diaria, mas aponta para um caminho a ser
trilhado, inspirando novas investigacbes de procedimentos e farmacos que
amenizem a resposta inflamatéria promovida pela CEC e suas consequéncias nos

orgaos-alvo no pés-operatoério de cirurgia cardiaca em criangas.
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7 CONCLUSAO

O estudo mostra que o PCIr € um procedimento indcuo. Os pacientes que
receberam o PCIr antes da cirurgia cardiaca com uso de CEC apresentaram menor
liberagdo do horménio NT-pro BNP, que indica uma menor disfungdo celular
cardiaca, e um papel protetor do comprometimento miocardico. Nao houve diferenca

em relacido a outros eventos e morte.
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8 LIMITACOES DO ESTUDO

Foram consideradas limitagbes do estudo: a) ndo coletamos sangue dos
participantes no periodo pré-operatério para comparacao posterior, por considerar
que as quantificacbes estariam proximas ao valor normal para idade, como foi
mostrado no estudo feito anteriormente na instituigdo (CARMONA et al, 2006); b) o
numero de pacientes envolvidos ndo tem poder para avaliar variaveis de importancia
clinica como mortalidade; c) ndo foram discriminadas doses de agentes anestésicos
inalatorios halogenados, como sevoflurano ou isoflurano que vém sendo estudados
como agentes capazes de promover o pré-condicionamento farmacolégico
(LANDONI et al., 2009); d) todos os pacientes receberam corticosterdides em altas
doses no periodo pré-operatorio, o que dificulta a analise dos dados relativos a

resposta inflamatdria p6s-CEC.
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APENDICES

Apéndice A — Termo de consentimento livre e esclarecido dos pacientes

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome da Pesquisa: Avaliagdo do uso do pré-condicionamento isquémico remoto no
dia precedente a cirurgia em criangas submetidas a circulagdo extracorporea
Pesquisador responsadvel:

Marcos Alves Pavione - médico pediatra, com formagdo em terapia
intensiva pedidtrica (UTT), estagidrio da cardiologia infantil e mestrando

Prezado paciente,
O senhor(a), como responsdvel perante a lei pelo paciente menor de idade

estd sendo convidado a participar de um estudo clinico que serd feito pelo
pesquisador acima, Dr. Marcos Alves Pavione.

Antes de decidir se quer participar, é importante que o senhor(a) entenda
a razdo deste estudo e os possiveis beneficios, riscos e desconfortos.

Por favor, leia atentamente todas as informagdes fornecidas. Por favor,
faga perguntas ao seu médico se tiver qualquer ddvida.

QUAL O OBJETIVO DESTE ESTUDO?

Seu filho nasceu com um defeito no coragdo e vai hecessitar de uma
cirurgia para corrigir este defeito. Esta serd uma cirurgia grande, em que o
sangue do seu filho vai ficar passando por uma mdquina para receber oxigénio
enquanto o cirurgido opera o coragdo. Quando o sangue passa por essa mdquina
ele sofre uma inflamagdo, que pode diminuir a forga dos batimentos do coragdo e
aumentar as chances de complicagées apds a cirurgia.

Existem trabalhos de pesquisa mostrando que a diminui¢do da passagem de
sangue por uma das pernas, durante alguns minutos, antes da cirurgia pode fazer
com que o organismo fique mais preparado para enfrentar a cirurgia, aumentando
as chances de recuperagdo mais rdpida apés a operagdo. O objetivo do hosso
estudo é verificar se o procedimento de apertar uma das pernas da crianga com
um aparelho usado para medir pressdo, durante alguns minutos, um dia antes da
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cirurgia, pode ajudar a diminuir as chances de complicagdo e melhorar a
recuperagdo ho pés-operatério.

COMO VAT SER O ESTUDO?

Serd feito um sorteio em dois grupos: caso seu filho(a) seja sorteado para
o grupo 1, um dia antes da cirurgia ele(a) serd levado até uma sala para ter a
pressdo medida e depois o aparelho de pressdo vai ficar apertando a perna da
crianga por um tempo de 5 minutos, por quatro vezes seguidas. Entre um
procedimento e outro haverd um periodo de 5 minutos de descanso. O senhor(a)
poderd ficar na sala durante todo o tempo. Se for sorteado para o grupo 2, ele
receberd os cuidados normais de rotina que sdo dados as criangas antes da
cirurgia cardiaca, sem nenhum prejuizo.

QUAIS 0S POSSIVEIS DESCONFORTOS e RISCOS?

A crianga poderd ficar nervosa ou chorar durante o procedimento e neste
caso serd dado um remédio para que ela possa se trangiiilizar, pela boca ou até
pela veia. Se for preciso pegar a veia, ela ja servird para receber soro e
medicagdes durante a cirurgia.

Isto jd foi feito antes em outro hospital no exterior e ndo trouxe nenhum
problema para as pernas das criangas, mas existe uma chance de ocorrer um
inchago nas pernas ou pequenas manchinhas arroxeadas depois de apertar com o
aparelho de pressdo.

Se porventura, quaisquer danos ou complicagdes resultantes da
participagdo do seu filho no estudo acontecerem, o mesmo receberd assisténcia
integral e terd direito a indenizagdo, seguindo as recomendagdes da Resolugdo
196/96 do Conselho Nacional de Salde, nos seus itens IV.1"|" e V.6.

Nos dois primeiros dias depois da cirurgia, serd colhido cerca de 1,5 ml
(pouco mais de um conta-gotas) de sangue da crianga, junto com o sangue que se
colhe de rotina depois da cirurgia. O sangue serd colhido por meio de tubos, que
normalmente sdo colocados em veias durante a cirurgia, com a crianga ja
anestesiada. Portanto, seu (sua) filho (a) ndo sentird dor durante a coleta destes
exames.

PRECISO PARTICIPAR?

A participagdo do seu(sua) filho(a) no estudo ndo € obrigatéria. Se decidir
participar, o senhor deverd assinar este documento, chamado de Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Se ndo for participar do estudo, é importante
que saiba que isso ndo afetard em nada o atendimento prestado ao seu (sua)
filho(a) que continuard recebendo o melhor tratamento que este hospital pode
oferecer. Mas mesmo se decidir participar, poderd desistir a qualquer momento,
sem prejuizo ao tfratamento da crianga.
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QUAIS 0S POSSIVEIS BENEFicIOS?

A realizagdo do procedimento pode ajudar a diminuir as complicagdes
depois da cirurgia e fambém diminuir o fempo de internagdo na UTI. Além disso,
no futuro, pode permitir que outras criangas também se beneficiem, melhorando
a recuperacgdo depois da cirurgia do coragdo.

HAVERA ALGUMA REMUNERACAO?
NAO serd oferecida nenhuma remuneracdo em dinheiro para os
participantes da pesquisa.

AS INFORMACOES SERAO CONFIDENCIAIS?

As informagdes colhidas sobre as condi¢des de saide do seu filho antes e
depois da cirurgia serdo arquivadas e utilizadas para fazer o estudo, mas em
momento nenhum o nome da crianga sera divulgado.

O resultado deste estudo poderd ser publicado em revistas médicas
nacionais ou internacionais. Reforgo que a identidade do seu filho serd sempre
preservada.

Se o senhor(a) tiver alguma ddvida durante o estudo ou quiser sair do
estudo a qualquer momento, poderad ligar diretamente para o pesquisador pelos
telefones: Oxx16 8111 1595 ou Oxx16 3963 3244.

() md ( ) pai ( ) vresponsivel legal pelo  menor

declaro que |li e entendi foda a informagdo que me foi fornecida sobre a
participagdo de minha crianga no presente estudo e tive a oportunidade de
discutir e tirar minhas dividas. Todas as minhas perguntas foram
satisfatoriamente respondidas e concordo voluntariamente que meu (minha)
filho(a) participe do estudo. Entendo que receberei uma cépia deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Autorizo também a divulgagdo dos resultados do estudo em revistas
médicas nacionais e/ou internacionais. Entendi que todas as informagdes serdo
colhidas e processadas de maneira confidencial.

Assinatura do responsdvel legal

Assinatura do pesquisador responsdvel

Ribeirdo Preto, de de
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Apéndice B — Termo de consentimento livre e esclarecido dos controles

normais

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome da Pesquisa: Avaliagdo do uso do pré-condicionamento isquémico remoto no
dia precedente a cirurgia em criangas submetidas a circulagdo extracorporea
Pesquisador responsdvel:

Marcos Alves Pavione - médico pediatra, com formagdo em terapia
intensiva pedidtrica (UTT), cardiologia infantil e mestrando

Prezado paciente,
O senhor(a), como responsdvel perante a lei pelo paciente menor de idade
estd

sendo convidado a participar de um estudo clinico que serd feito pelo pesquisador acima,
Dr. Marcos Alves Pavione.

Antes de decidir se quer participar, € importante que o senhor(a) entenda a razdo
deste estudo e os possiveis beneficios, riscos e desconfortos.

Por favor, leia atentamente todas as informagdes fornecidas. Por favor, faga
perguntas ao seu médico se tiver qualquer divida.

DE QUE SE TRATA ESTE ESTUDO?

Criangas com defeito no coragdo e que foram operadas estdo sendo estudadas. O
objetivo do nosso estudo é verificar se o procedimento de apertar uma das pernas da
crianga com um aparelho usado para medir pressdo, durante alguns minutos, um dia antes
da cirurgia, pode ajudar a diminuir as chances de complicagdo e melhorar a recuperagdo
no pés-operatério.

COMO MEU FILHO PODE COLABORAR?

O sangue das criangas estudadas sofre uma inflamagdo durante a cirurgia e
precisaremos saber se a inflamagdo diminui com o novo procedimento. Precisamos
também comparar com o sangue de criangas normais, ainda ndo operadas. Para isso seria
colhido 1,5 ml de sangue (pouco mais que um conta-gotas) do seu filho para comparagdo.

QUAIS OS POSSIVEIS DESCONFORTOS e RISCOS?

O sangue serd colhido uma dnica vez juntamente com o aquele que é colhido na
rotina do hospital, portanto, a crianga ndo serd picada sé para a pesquisa.

Se porventura, quaisquer danos ou complicagdes resultantes da participagdo do
seu filho no estudo acontecerem, o mesmo receberd assisténcia integral e terd direito a
indenizagdo, seguindo as recomendagdes da Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de
Salde, nos seus itens IV.1"" e V.6.
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PRECISO PARTICIPAR?

A participagdo do seu(sua) filho(a) no estudo ndo € obrigatéria. Se decidir participar,
o senhor deverd assinar este documento, chamado de Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Se ndo for participar do estudo, é importante que saiba que isso nhdo afetard
em nada o atendimento prestado ao seu (sua) filho(a) que continuard recebendo o melhor
tratamento que este hospital pode oferecer. Mas mesmo se decidir participar, poderd
desistir a qualquer momento, sem prejuizo ao tratamento da crianga.

QUALS 0S POSSIVEILS BENEFICIOS?

A realizagdo do procedimento pode ajudar a diminuir as complicagdes depois da
cirurgia e fambém diminuir o tempo de internagdo na UTI. Além disso, no futuro, pode
permitir que outras criangas também se beneficiem, melhorando a recuperagdo depois
da cirurgia do coragdo.

HAVERA ALGUMA REMUNERACAO?
NAO serd oferecida nenhuma remuneragdo em dinheiro para os participantes da
pesquisa.

AS INFORMAGOES SERAO CONFIDENCIAIS?

As informagdes colhidas sobre as condi¢des de salide do seu filho antes e depois
da cirurgia serdo arquivadas e utilizadas para fazer o estudo, mas em momento nenhum o
nome da crianga serd divulgado.

O resultado deste estudo poderd ser publicado em revistas médicas nacionais ou
internacionais. Reforgo que a identidade do seu filho serd sempre preservada.

Se o senhor(a) tiver alguma divida durante o estudo ou quiser sair do estudo a
qualquer momento, poderd ligar diretamente para o pesquisador pelos telefones: Oxx16
8111 1595 ou Oxx16 3963 3244.

Eu, , ()
mde ( ) pai ( ) responsdvel legal pelo menor

declaro que li e entendi toda a informagdo que me foi fornecida sobre a participagdo de
minha crianga no presente estudo e tive a oportunidade de discutir e tirar minhas
dividas. Todas as minhas perguntas foram satisfatoriamente respondidas e concordo
voluntariamente que meu (minha) filho(a) participe do estudo. Entendo que receberei
uma cépia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Autorizo também a divulgagdo dos resultados do estudo em revistas médicas
nacionais e/ou internacionais. Entendi que todas as informagdes serdo colhidas e
processadas de maneira confidencial.

Assinatura do responsdvel legal

Assinatura do pesquisador responsadvel

Ribeirdo Preto, de de




Apéndice C - Ficha para coleta dos dados

FICHA PARA COLETA DOS DADOS

INICIAIS REGISTRO

SEXO Masculino ETNIA Branco
Feminino Negro

DATA NASCIM 200 Pardo

IDADE M/D Amarelo

PESO KG ESTATURA CM

ASC KG/IM2

SATURACAO PRE % FIO2 %

DIAGNOSTICO

HISTORIA:

RAIO-X PRE-OP:;

ECG:

ECO:

CAT:
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PRE-CONDICIONAMENTO

HORA

INTERC

DROGAS

HIDRATO 16%

MIDAZOLAN

MEDIA PAS

NUMERO MANGUITO

COMPLICACAO

CIRURGIA

DATA

/

/ 200

SAIDA CEC

TIPO

TEMPO CIRURGIA

TEMPO P. ANOX.

TEMPO CEC

TEMPO CLAMP.

CORTICOIDE

APROTININA

AREASISQUEMIA

SIM

NAO

DESC:

COMPLICACAO

UTI

PRISM

RACHS- 1

4 HORAS

12 HORAS

24 HORAS

48 HORAS

DOPAMINA

DOBUTAMINA

ADRENALINA

NORADRENALINA

MILRINONA

NITROPRUSSIATO

NO (ppm)

VOLUME deinfusdo
(ml/kg/h)

DIURESE
média no periodo anterior
(ml/kg/h)

FC

FR

PASinvasiva

PAS ndo-invasiva




90

PVC

PAO2/FIO2

LACTATO

GB TOTAL

PLAQUETAS

CREATININA

UREIA

SAT VEN O2

SAT ART O2

EXTRACAO

PELOD

ECO
(di Sfuncao/FEY)

ECG

PROGNOSTICO

TEMPO VM

DIAS

TEMPO UTI

DIAS

INFECCAO

DESFECHO

ALTA

OBITO

DIAS PO

CAUSA OBITO

NECROPSIA
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APENDICE D — Método do ensaio imunoenzimatico (ELISA) para determinac&o
das concentracdes séricas de troponina cardiaca | (cTnl)

Método que utiliza o aparelho IMMULITE® (DPC Diagnostic Products
Corporation, Los Angeles, CA). Trata-se de um ensaio imunoenzimatico de fase
solida, onde a leitura é feita por método da quimioluminescéncia.

Em resumo, a amostrar do paciente é incubada com o reagente durante 30
minutos. Durante este periodo, a troponina | forma um sandwich com o anticorpo
monoclonal de murino anti troponina (preso a uma microesfera) e com o anticorpo
policlonal de cabra anti-troponina | do reagente. Posteriormente um substrato
quimioluminescente é adicionado, gerando um sinal proporcional ao numero de
enzimas ligadas.

Pipeta-se 150ul ou mais de soro em cada cuvete (cup) e o restante do método
€ totalmente automatizado, fornecendo o resultado em ng/ml. Tempo total para o

primeiro resultado de 42 minutos. Valor de referéncia: < 1ng/ml.

CONTROLE DE QUALIDADE:

Durante a dosagem em uniplicata foram feitas varias dosagens de controle
interno do método utilizando um calibrador proprio (Cardiac Marker Control Module).
Este moédulo auxilia na monitorizagdo do desempenho do ensaio. E constituido por
dois frascos contendo valores conhecidos de cTnl, um com niveis baixos e outro
com niveis altos.

Para o aparelho utilizado, os valores ideais e seu desvio padrdo (em ng/mL),

juntamente com os valores encontrados em nossos controles sdo dados abaixo.

NIVEL BAIXO: 1,09+ 0,10 NIVEL ALTO: 18,8 + 1,41
Controle 1 1,0 18,7
Controle 2 1,0 18,3
Controle 3 1,0 18,4
Controle 4 1,0 18,5
Controle 5 1,0 18,2
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APENDICE E — Método do ensaio imunoenzimético (ELISA) para determinacgo
das concentracdes séricas de NT-pro BNP

Método que utiliza o analisador Cobas E 411 (Roche Diagnostics, 2006).
Trata-se de um ensaio imunoenzimatico de fase sélida, onde a leitura é feita por
meétodo da eletroquimioluminescéncia.

Em resumo, a amostrar do paciente € incubada com o reagente durante 18
minutos. Durante este periodo, o NT-pro BNP forma um sandwich com o anticorpo
monoclonal biotinilado especifico anti NT-pro BNP e com o anticorpo monoclonal anti
NT-pro BNP marcado com ruténio. Este complexo se liga a fase solida da
estreptavidina deste com a biotina do complexo. Posteriormente, a aplicagdo de uma
corrente elétrica ao eletrodo induz uma emissao quimioluminescente que é medida
por um fotomultiplicador. Os resultados sdo determinados com base Numa curva de
calibragdo gerada no analisador por uma calibracdo de dois pontos e uma curva
principal incluida no cédigo de barras do reagente.

Pipeta-se 150ul ou mais de soro em cada cuvete (cup) e o restante do método
€ totalmente automatizado, fornecendo o resultado em ng/ml. Tempo total para o

primeiro resultado de 18 minutos.

CALIBRACAO:

Antes de iniciar a quantificacdo, o aparelho foi calibrado utilizando-se o kit
apropriado proBNP II CalSet. Este consiste huma matriz de soro equino liofilizada
com adicdo de NT-pro BNP sintético em dois niveis de concentragao e fornece um
valor para cada nivel sérico que deve estar dentro dos valores estipulados numa

tabela.

CONTROLE DE QUALIDADE:
Durante a dosagem em duplicata foram feitas varias dosagens de controle
interno do método utilizando um calibrador préprio (PreciControl Cardiac Il). Este

mddulo auxilia na monitorizacdo do desempenho do ensaio. E constituido por dois
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frascos contendo valores conhecidos de NT-pro BNP, um com niveis baixos e outro
com niveis altos.

Para o aparelho utilizado, os valores ideais e seu desvio padrdo (em pg/mL),
juntamente com os valores encontrados em nossos controles no inicio, no meio e no

final das dosagens sao dados abaixo.

NIVEL BAIXO: 137 £ 25 NIVEL ALTO: 4.920 + 885
Controle 1 123,8 4.264
Controle 2 129,4 4.362

Controle 3 123,8 4.208
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Apéndice F - Resultados da quantificacdo e da qualidade do RNA

Protocolo de quantificacdo do RNA:

1. Diluir 1 yl da amostra contendo RNA em 500 pl de agua contendo DEPC,;

2. Fazer aleitura por espectrofotometria a 260 nm (Eppendorf® BioPhotometer
Plus, Eppendorf AG, Hamburg, Germany).
Fazer a corregao, lembrando que 1 unidade A260 = 40 pg/mL
Logo, deve-se multiplicar a unidade de leitura por 40 e pelo fator de diluigdo

(no caso 500). Dividir entao este valor por 1000 para obter a quantificagao em

Mg/uL.

Tabela 22 — Quantificacdo do RNA

PACIENTE 4h 12 h 24 h 48 h
1 - 62 96 52
2 88 44 116 50
3 52 76 98 124
4 68 64 106 106
5 90 138 96 16
6 70 90 124 92
7 82 128 126 52
8 58 76 100 92
9 36 70 62 66

10 46 36 76 94
11 54 46 52 48
12 48 62 60 64
13 44 48 88 82
14 68 70 96 62
15 82 156 200 156
16 54 52 72 84
17 30 26 30 30
18 42 54 88 90
19 52 108 50 40
20 24 40 72 70
21 22 54 44 44
22 32 54 84 26

Legenda : quantificagao por paciente em cada horario de coleta dada em ug/mL
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Resultados da avaliacdo da qualidade do RNA por eletroforese

A maioria das amostras estudadas exibiu as duas bandas classicas do RNA
ribossémico: 28S e 18S. Em algumas amostras, pode-se observar degradagdo do
RNA (ex: 1.1, 10.4,etc), por isso foram repetidas de uma segunda aliquota
armazenada separada e usada a melhor amostra. Apenas a amostra 1.1
(corresponde ao primeiro paciente no tempo 4 horas) néo pode ser utilizada pois s6
aparece a banda correspondente ao DNA com degradacao total do RNA. Também
houve amostras com contaminagcdo por DNA (ex: 18.4), que precisaram receber
tratamento com DNAse. A qualidade das amostras pode ser vista nas figuras abaixo,
de maneira ilustrativa. O primeiro niumero corresponde ao numero do paciente
alocado (total de 22) e o segundo corresponde ao horario de coleta, sendo 1,2,3 e 4
correspondentes respectivamente aos tempos 4, 12, 24 e 48 horas da coleta. Mais
abaixo estdo mostrados de 1 a 12 os pacientes colhidos como controles normais na

populacao pediatrica.

53 54

[
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ANEXOS

ANEXO A — Pediatric Risk of Mortality (POLLACK; RUTTIMANN; GETSON,

1988)
Variaveis Variacao por idade Pontos
Lactentes Maiores
PA sistdélica (mmHg) 130-160 150-200 2
55-65 65-75 2
>160 >200 6
40-54 50-64 6
<40 <50 7
PA diastélica (mmHg) >110 6
FC (bpm) >160 >150 4
<90 <80 4
FR (ipm) 61-90 51-90 1
>90 5
Apnéia 5
PaO,/FiO,*® 200-300 2
<200 3
PaCO, (mmHg) ® 51-65 1
>65 5
Escala de Coma de Glasgow °© <8 6
Reacéo Pupilar Anisocéricas ou dilatadas 4
Fixas e dilatadas 10
TP/TTPa >1,5 x controle 2
Bilirrubina total (mg/dL) ¢ >3,5 6
Potassio (mEq/L) 3-3,5 1
6,5-7,5 1
<3 5
>7,5 5
Calcio iénico (mmol/L) 0,8-0,85 2
1,3-1,5 2
<0,8 6
>1,5 6
Glicemia (mg/dL) 40-60 4
250-400 4
<40 8
>400 8
Bicarbonato (mmol/L) © <16 3
>32 3

Legenda: (a) ndo deve ser realizado em pacientes com shunt intracardiaco ou
insuficiéncia respiratéria crénica; existe a necessidade de se colher uma amostra
com sangue arterial; (b) pode ser realizado com uma amostra de sangue capilar; (c)
nao pode ser realizado em pacientes com sedacao, paralisia, anestesia ou disfungao
neurologica crénica; (d) somente em criangas acima de 1 més de idade; (e) pode-se
utilizar os valores medidos
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ANEXO B - Classificacdo de complexidade de procedimentos cirdrgicos para
cardiopatias congénitas RACHS-1 (Risk Adjustment for Congenital Heart
Surgery), adaptado de Jenkins, 2004

Categoria de risco |

Corregdo de comunicagao interatrial (inclui os tipos ostium secundum, seio venoso e
forAmen ovale)

Aortopexia

Ligadura de canal arterial em idade >30 dias

Correcao de coarctacao da aorta em idade >30 dias

Correcao de drenagem anémala parcial das veias pulmonares

Categoria de risco Il

Valvotomia ou valvoplastia adrtica em idade >30 dias

Resseccao de estenose sub-adrtica

Valvotomia ou valvoplastia pulmonar

Substitui¢cdo de valva pulmonar

Infundibulectomia ventricular direita

Ampliagcéo da via de saida do ventriculo direito

Correcao de fistula artério-coronaria

Correcao de comunicagao interatrial tipo ostium primum

Correcao de comunicacao interventricular

Correcao de comunicacgao interventricular e valvotomia pulmonar ou resseccéao infundibular
Correcédo de comunicagao interventricular e retirada de bandagem da artéria pulmonar
Correcao de defeito septal ndo especificado

Correcao total de tetralogia de Fallot

Correcao de drenagem andmala total de veias pulmonares em idade >30 dias
Cirurgia de Glenn

Correcao de anel vascular

Corregao de janela aorto-pulmonar

Correcao de coarctacao da aorta em idade <30 dias

Correcao de estenose da artéria pulmonar

Transecg¢ao da artéria pulmonar

Fechamento de atrio comum

Correcao de shunt do ventriculo esquerdo para atrio direito

Categoria de risco lll

Substituicao de valva adrtica

Cirurgia de Ross

Ampliagdo com selo na via de saida do ventriculo esquerdo
Ventriculomiotomia

Aortoplastia

Valvotomia ou valvoplastia mitral

Substituicao da valva mitral

Valvectomia tricuspide

Valvotomia ou valvoplastia tricuspide
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Substituicao da valva tricuspide

Reposicionamento da valva tricuspide para anomalia de Ebstein em idade >30 dias
Corregéo de artéria coronaria anébmala sem tunel intrapulmonar (Takeuchi)
Fechamento de valva semilunar, aértica ou pulmonar

Colocacao de tubo do ventriculo direito para artéria pulmonar

Colocacao de tubo do ventriculo esquerdo para artéria pulmonar

Correcao de dupla via de saida do ventriculo direito com ou sem corregcao de obstrucéo
ventricular direita

Cirurgia de Fontan

Correcao de canal atrioventricular transicional ou completo com ou sem substituicdo de
valva

Bandagem da artéria pulmonar

Correcao da tetralogia de Fallot com atresia pulmonar

Correcao de cor triatriatum

Realizagao de shunt arterial sistémico-pulmonar

Cirurgia de atrial switch

Cirurgia de arterial switch

Reimplante de artéria pulmonar anémala

Anuloplastia

Correcao de coarctacao de aorta e fechamento de comunicacéao interventricular
Excisdo de tumor intracardiaco

Categoria de risco IV

Valvotomia ou valvoplastia aértica em idade < 30 dias

Cirurgia de Konno

Correcdo de anomalia complexa (ventriculo Unico) por ampliagdo de comunicagao
interventricular

Correcao de drenagem andémala total de veias pulmonares em idade < 30 dias

Septectomia atrial

Correcgao de transposigao, comunicagao interventricular e estenose subpulmonar (Rastelli)
Cirurgia de atrial ou arterial switch com fechamento de comunicacéo interventricular
Cirurgia de atrial ou arterial switch com correcao da estenose subpulmonar

Cirugia de arterial switch com retirada de bandagem da artéria pulmonar

Correcao de truncus arteriosus communis

Correcao de hipoplasia ou interrupgdo do arco aodrtico com ou sem fechamento de
comunicacao interventricular

Enxertia no arco adrtico transverso

Unifocalizagao para tetralogia de Fallot e atresia pulmonar

Double switch

Categoria de risco V

Reposicionamento da valvula tricuspide para anomalia de Ebstein em idade < 30 dias
Correcao de truncus e interrupgéo do arco aértico

Categoria de risco VI

Estagio | de corregcao da sindrome do coracao esquerdo hipoplasico (cirurgia de Norwood)
Estagio | de corregéo de condigdes da sindrome do coragao esquerdo néo-hipoplasico
Cirurgia de Damus-Kaye-Stansel
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Anexo C — Escore PELOD (Paediatric Logistic Organ Dysfunction)

DISFUNCAO PONTUACAO
0 1 10 20
1- NEUROLOGICO*
Escala Glasgow 12-15 7-11 4-6 3
e ou
Reacgao Pupilar Ambas reativas NA Ambas fixas NA

2- CARDIOVASCULAR §

Frequéncia Cardiaca(bpm)

<12 anos <195 NA >195 NA
= 12 anos <150 NA >150 NA
e ou
Pressao Arterial Sistélica (mmHg)
<1 més >65 NA 35-65 <35
1 més — 1 ano~ >75 NA 35-75 <35
1 ano — 12 anos~ >85 NA 45-85 <45
2 12 anos >95 NA 55-95 <55
3- RENAL
Creatinina (umol/L)
<7 dias <140 NA =140 NA
7 dias — 1 ano~ <55 NA =255 NA
1 ano — 12 anos~ <100 NA 2100 NA
2 12 anos <140 NA 2140 NA
4 - RESPIRATORIOE
Relagao PaO,(kPa)/FiO, >9,3 NA <9,3 NA
e ou
PaCO,(KPa) <11,7 NA 211,7 NA
e
Ventilagdo mecanica Nao Sim NA NA
5 - HEMATOLOGICO
Leucocitos (x10”/L) 24,5 1,5-4,4 <1,5 NA
Plaquetas (x10%L) >35 <35 NA NA
6- HEPATICO
Aspartato transaminase (UI/L) <950 2950 NA NA
INR <1,4 21,4 NA NA

Adaptado de LETEURTRE et al, 2003
Legenda: PaO, = pressao parcial arterial de oxigénio; FiO, = fragcao inspirada de oxigénio;
PaCO, = presséao parcial arterial de gas carbénico; INR = International normalized ratio
* Escala de coma de Glasgow: usar o menor valor. Se o paciente estiver sedado, usar o
escore anterior a sedacéo.

Avaliar somente pacientes com doenga aguda do sistema nervoso central conhecida
ou suspeitada.

Reacédo pupilar: pupilas arreagentes devem ter didmetro > 3 mm. N&o avaliar apos
dilatagao pupilar iatrogénica.
§ Frequéncia cardiaca e pressao arterial sistélica: ndo avaliar durante o choro ou agitagcao
iatrdgenica.
« Estritamente menor que.
£ Pa0O,: usar somente medida arterial.

A relacdo PaO,/FiO,, que nao pode ser avaliada em pacientes com shunt
intracardiaco, é considerada como normal em criangas com cardiopatia cianosante.

A PaCO, pode ser medida no sangue arterial, capilar ou venoso.

Ventilagdo mecanica: o uso de ventilagdo com mascara ndao deve ser considerado
ventilacdo mecanica.
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ANEXO D — Termo de aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
HC-FMRP-USP

USP - RIBEIRAD

téncia - ensino - pe

Mem. n° 1087/2008
GS-3.3/AES
Ribeirdo Preto, 03 de setembro de 2008

llustrissimos Senhores

MARCOS ALVES PAVIONE

PROF? DR? ANA PAULA DE CARVALHO PANZERI CARLOTTI (Orientadora)
Depto. de Puericultura e Pediatria

Prezados Senhores,

Atendendo solicitagio do Coordenador do Comité de Etica em
Pesquisa do HCRP e FMRP-USP, Prof. Dr. Sérgio Pereira da Cunha, encaminho a
Vossa Senhoria Parecer n° 559/2008, referente ao Projeto de Pesquisa intitulado
“AVALIAGAO DO USO DO PRE-CONDICIONAMENTO ISQUEMICO REMOTO NO
DIA PRECEDENTE A CIRURGIA EM CRIANGAS SUBMETIDAS A CIRCULAGAO
EXTRACORPOREA (EFEITOS NA “SEGUNDA JANELA”)”, de acordo com o
Processo HCRP n° 8966/2007.

O parecer informa que seu projeto encontra-se APROVADO.

Atenciosamente. '

if
ANTONIA EVANGELISTA DA SILVA
Encarregada do Setor de Comissées
R.F. n° 8241

Comité de Etica em Pesquisa HC e FMRP-USP - Campus Universitario
Fone (16) 3602-2228 - E-mail : cep@hcrp.fmrp.usp.br
Monte Alegre 14048-900 Ribeirdo Preto  SP
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ANEXO E — Termo de aprovac&o da Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa

(CONEP)

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA
DE RIBEIRAD PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAQ PAULD a.’

www.hcrpfmrp.usp.br

USP - RIBEIRAC

assisténcia - ensino - pesauiss

Ribeirdo Preto, 12 de junho de 2008.

Oficio N°. 2080/2008.
CEP/MGV

PROCESSO HCRP N°. 8966/2007

Prezado Professor,

O Comité de Etica em Pesquisa analisou e aprovou “AD
REFERENDUM” as respostas dos Investigadores as recomendacédes
apresentadas pela CONEP, referente & pesquisa “AVALIACAO DO USO DO
PRE-CONDICIONAMENTO ISQUEMICO REMOTO NO DIA PRECEDENTE A
CIRURGIA EM CRIANCAS SUBMETIDAS A CIRCULACAO EXTRACORPOREA
(EFEITOS NA “SEGUNDA JANELA”).

Atenciosamente,

% CIA GUIMARAES VILLANOVA

Vice-Coordenadora do Comité de Etica em
Pesquisa do HCRP e da FMRP-USP

Hustrissimo Senhor

MARCOS ALVES PAVIONE

PROF*.DR".ANA PAULA DE CARVALHO P. CARLOTTI (Orientadora)
Departamento de Puericultura e Pediatria

Comité de Etica em Pesquisa HCRP e FMRP-USP - Campus Univefsitari
- FWA - 0000 2733, IRB - 0000 2186 — Registro CONEP/SISNEP 1°. 4
Fone (16) 3602-2228 - E-mail : cep@hcrp. fmrp.usp.br
Monte Alegre 14048-900 Ribeirdo Preto  SP
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ANEXO F — Método do ensaio imunoenzimatico (ELISA) para determinacéo das

concentragdes séricas de IL-8

PRIMEIRO DIA

- todos os reagentes devem estar em temperatura ambiente

- diluir o anticorpo de captura:

pegar 50ul do anticorpo de captura

adicionar 12,45ml do coating buffer

volume final 12,5ml, dilui¢do final 1:250
- pipetar 100ul do anticorpo de captura diluido em cada pogo
- selar e incubar overnight a 4 graus

- reconstituir o standard:
reconstituir o frasco com 1ml de AD, esperar 15min e misturar suavemente
(a solugédo estoque tera 100ng/ml)
aliquotar a solugao estoque em 20 frascos de polipropileno, de 50ul cada, e
armazenar a -80 graus por até 6 meses ou a 2-8 graus por até 8 horas

SEGUNDO DIA

- aspirar e lavar 3x com >=300ul de wash buffer, bater no papel

- colocar >=200ul de assay diluent em cada pogo

- incubar em TA por 1h

- pegar uma aliquota da solugao estoque e diluir para 800pg/ml (fator de diluicao
1:125)

- pegar 20l da solugéo estoque e adicionar 2,48ml de assay diluent

- vortexar

- fazer dilui¢des seriadas do standard: diluir ao meio nas seguintes concentragoes:
800, 400, 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.3 e 3.1pg/ml

- ao todo sao 10 tubos (estoque puro, 8 diluicdes e o zero=assay diluent)

- aspirar e lavar 3x

- colocar 100ul de standard ou amostra ou controle em cada poco

- selar e incubar em TA por 2h

- preparar o working detector para 1 placa (12ml):
diluir o anticorpo de detecgdo em assay diluent na proporgéo de 1:500
pegar 25l do anticorpo de deteccao
adicionar 11,97ml de assay diluent
15 minutos antes de usar, adicionar 50ul de reagente enzimatico (1:250) no
anticorpo de deteccao diluido

- vortex

- aspirar e lavar 5x

- colocar 100ul de working detector em cada pogo

- selar e incubar em TA por 1h

- aspirar e lavar 7x, deixando o wash buffer 30s-1min cada vez
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- preparar a solugao substrato 15min antes de usar:
colocar os reagentes 30min em TA
misturar 6ml de reagente substrato A com 6ml de reagente B

- colocar 100ul de solugao substrato em cada poco

- incubar sem selar em TA e escuro por 30min

- colocar 50ul solugao stop em cada pocgo

- ler absorbéancia a 450nm dentro de 30min com corregao para 570nm
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Anexo G — Método do ensaio imunoenzimatico (ELISA) para determinacéo das
concentragdes séricas de IL-10

PRIMEIRO DIA

- todos os reagentes devem estar em temperatura ambiente

- diluir o anticorpo de captura:

pegar 50ul do anticorpo de captura

adicionar 12,45ml do coating buffer

volume final 12,5ml, dilui¢ao final 1:250
- pipetar 100l do anticorpo de captura diluido em cada pogo
- selar e incubar overnight a 4 graus

- reconstituir o standard:
reconstituir o frasco com 1ml de AD, esperar 15min e misturar suavemente
(a solugéo estoque tera 100ng/ml)
aliquotar a solugao estoque em 20 frascos de polipropileno, de 50ul cada, e
armazenar a -80 graus por até 6 meses ou a 2-8 graus por até 8 horas

SEGUNDO DIA

- aspirar e lavar 3x com >=300ul de wash buffer, bater no papel

- colocar >=200ul de assay diluent em cada pogo

- incubar em TA por 1h

- pegar uma aliquota da solugao estoque e diluir para 2000pg/ml (fator de diluicao
1:50)

- pegar 50pl da solugéo estoque e adicionar 2,45ml de assay diluent

- vortex

- fazer dilui¢des seriadas do standard: diluir ao meio nas seguintes concentragoes:
2000, 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.2, 15.6 e 7.8pg/m|

- ao todo sao 10 tubos (estoque puro, 8 diluicdes e o zero=assay diluent)

- aspirar e lavar 3x

- colocar 100ul de standard ou amostra ou controle em cada poco

- selar e incubar em TA por 2h

- preparar o working detector para 1 placa (12ml):
diluir o anticorpo de detecgdo em assay diluent na proporgéo de 1:500
pegar 25ul do anticorpo de detecgcao
adicionar 11,97ml de assay diluent
15 minutos antes de usar, adicionar 50ul de reagente enzimatico (1:250) no
anticorpo de deteccgao diluido

- vortex

- aspirar e lavar 5x

- colocar 100ul de working detector em cada pogo
- selar e incubar em TA por 1h
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- aspirar e lavar 7x, deixando o wash buffer 30s-1min cada vez

- preparar a solugao substrato 15min antes de usar:
colocar os reagentes 30min em TA
misturar 6ml de reagente substrato A com 6ml de reagente B

- colocar 100ul de solugao substrato em cada poco

- incubar sem selar em TA e escuro por 30min

- colocar 50ul solugao stop em cada pocgo

- ler absorbéancia a 450nm dentro de 30min com corregao para 570nm

Receitas das solucdes utilizadas nas reacdes ELISA paraIL-8 e IL-10

1. Coating Buffer

0,1 M carbonato de sédio, pH 9.5
8,4g NaHCO3;
3,56g Na,COs3, q.s. 1litro, pH 9,5

Usar logo que preparar ou usar dentro de 7 dias, refrigerado em temperatura de 2 a
8°C.

2. Assay Diluent

PBS (phosphate-buffered saline) com 10% FBS (fetal bovine serum), pH 7.0
Para 2 placas: preparar 100ml = 90ml PBS + 10ml FBS

3. PBS (phosphate-buffered saline)

80g NaCl

11,6g Na;HPO4

2g KH,PO4

2g KClI

g.s. 10 litros, pH 7.0

Usar logo apds o preparo ou usar dentro de 3 dias, refrigerado em temperatura de 2
a 8°C. Para 2 placas, preparar 2 litros.

4. Wash Buffer

PBS com 0,05% de Tween 20
Para 2 placas: 0,6ml Tween 20 + PBS gsp 1200ml

Usar logo apds o preparo ou usar dentro de 3 dias, refrigerado em temperatura de 2
a8°C

5. Solugcao Stop
1M H3PO4 ou2N H2804
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Anexo H - Protocolo para separagédo do plasma e conservagédo do RNA

1. Limpeza da bancada de trabalho, das pipetas, caixas e demais materiais com
solugdo RNAse Away® (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA). Utilizar
pipetas exclusivas para RNA.

2. Centrifugacéo imediata do sangue coletado (3 ml em tubo com EDTA) a 3000
rpm, por 10 minutos, em centrifuga refrigerada a 4 °C.

3. Separar o plasma com uma pipeta, armazenando em tubos Eppendorf®
(Eppendorf AG, Hamburg, Germany) e armazenar congelado a -70 °C.

4. Técnica para preservacado do RNA:

- Colocar em um tubo Falcon® 25 ml de tampéao de lise (2,5 ml de bicarbonato de

amoénio e 22,5 ml de cloreto de amdnio) (ver receitas na préxima pagina);

- Pipetar o pellet de células que sobrou do tubo com EDTA para o tubo o Falcon®,

e misture por agitagao;

- Deixar descansando no gelo por 10 minutos;

- Centrifugar a 3000 rpm por 15 minutos em centrifuga refrigerada a 4 °C;

- Desprezar o sobrenadante por inversao;

- Lavagem rapida do pellet:

- Aspirar 500 pl de PBS (phosphate-buffered saline — ver receita na préxima

pagina);

- Encostar a ponteira na parede do tubo e liberar o PBS lentamente para nao

dissolver o pellet;

- Desprezar o PBS por inversao cuidadosamente;

- Repetir até retirar o excesso de coloragao vermelha.

- Adicionar 500 pl de PBS e 1500 pl de Trizol LS® (Invitrogen Corporation,

Carlsbad, CA, USA);

- Misturar bem a solugao passando varias vezes pela pipeta (up and down) para

dissociagdo de complexos nucleoprotéicos. Se achar muito viscoso adicionar mais

500 pl de PBS e 1500 pl de Trizol LS®;

- Deixar descansar por 5 minutos em temperatura ambiente, transferir a solucéo

para tubos Eppendorf® e congelar imediatamente a -70 °C.
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Receita do tampéo de lise
- Misturar 9 partes (22,5 ml) de cloreto de aménio com 1 parte (2,5 ml) de

bicarbonato de amonio:
- Cloreto de amonio — 0,144 M em agua contendo DEPC (dietilpirocarbonato).

- Bicarbonato de aménio — 0,01 M em agua contendo DEPC.

Receita de Agua DEPC:

A cada 1 litro de agua bidestilada acrescentar 1 mL de DEPC

(dietilpirocarbamato). Misturar bem e autoclavar antes do uso.

Receita do PBS (phosphate-buffered saline)
- Ingredientes para 1000 ml de solugéo:

- Agua destilada — 800 ml

-NaCl-8g

-KCI-0,2¢g

- Na;HPO4s - 1,44 g

- KH,PO4 - 0,24 g

- Adicionar agua destilada para completar 1000 ml;

- Ajustar o pH para 7,40 usando HCI.
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Anexo |- Protocolo de extragdo do RNA

- Descongelar no gelo os tubos contendo o pellet de leucdcitos e Trizol LS®
armazenados na etapa anterior;

- Adicionar 200 pl de cloroférmio aos tubos;

- Adicionar 20 pl de glicogénio (20 mg/ml) e misturar por inversao durante 15
segundos, deixando descansar em temperatura ambiente por 10 minutos;

- Centrifugar a 14000 rpm por 15 minutos a 4 °C;

- O resultado sera a separagao em 3 fases:

o

Fase superior (incolor): RNA

b. Fase intermédiaria (branca): DNA

c. Fase inferior (vermelha): proteinas

- Com o auxilio de uma pipeta, transferir cuidadosamente a fase superior
(sobrenadante) contendo RNA para outros tubos Eppendorf® previamente
identificados;

- Armazenar as fases restantes para posterior extracdo de DNA e proteinas em
freezer a -70 °C;

- Adicionar ao sobrenadante transferido 500 ul de isopropanol a 100% gelado;

- Agitar manualmente por inversao e incubar overnight a -70 °C;

- No dia seguinte, descongelar as amostras em gelo;

- Centrifugar a 14000 rpm por 15 minutos a 4 °C;

- Verter o tubo, desprezando o sobrenadante (isopropanol), com cuidado para nao
desprezar o pequeno pellet branco (RNA);

- Adicionar 1000 pl de etanol a 75% gelado;

- Centrifugar a 14000 rpm por 15 minutos a 4 °C;

- Verter o tubo, desprezando o sobrenadante (etanol), com cuidado para nao
desprezar o pequeno pellet branco (RNA);

- Deixar secar o pellet lentamente, deixando o tubo meio invertido sobre papel
toalha, em temperatura ambiente, até que o pellet figue quase invisivel
(transparente);

- Ressuspender o pellet em 15 pl de agua contendo DEPC,;

- Incubar por 10 minutos a 60 °C e armazenar a - 70°C.
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Anexo J - Protocolo de avaliagcao da qualidade do RNA por eletroforese

- Diluir 1 pl de cada amostra contendo RNA em 5 pl de agua contendo DEPC e
adicionar 1 pl de corante Dye;

- Pipetar as amostras nos interior dos pogos do gel de agarose a 1,2%
cuidadosamente;

- Submeter a eletroforese com 70 volts por 45 minutos;

- Fotografar a placa em camara escura com camera digital (Kodak EDAS 290,
Kodak Scientific Imaging Systems, Eastman Kodak Company, New Jersey, USA) e
software apropriado (Kodak 1D Software v.3.6.2, Eastman Kodak Company, New
Jersey, USA).

- Os resultados contendo duas bandas de RNA foram considerados satisfatorios.
Quando houve contaminacdo com DNA, a amostra foi submetida a tratamento com
DNAse. Quando houve degradacdo do RNA, a amostra foi submetida a nova

extracao.

Preparacédo do gel de agarose a 1,2%
1. Misturar 1,2 g de agarose com 100 ml de tamp&o TBE (receita abaixo)

2. Aquecer no microondas por 1 minuto e 40 segundos;
3.  Quando cessar a fervura, adicionar 2 ul de brometo de etidio;
4. Colocar sobre a placa de eletroforese preparada com o marcador de pocos e

deixar esfriar em temperatura ambiente.

Tampéo TBE (Tris, Borato, EDTA)
e  Tris (2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol) 107,81 g/l (0,89 M)

. EDTA (acido etileno-diamino-tetra-acético) 5,8 g/l (0,02 M)
e Acido bérico 55 g/l (0,89 M)
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Anexo L - Protocolo de sintese do DNA complementar

A sintese do DNA complementar (cDNA) foi realizada com a utilizagao de kit
comercialmente disponivel (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit,
Applied Biosystems®), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Para
cada reacao foram utilizados 2 uyl de cada RNA extraido nos passos
anteriores, adicionando-se:

o Buffer, 2,5 ul

e dNTP, 1yl

° Random Primers, 2,5 pl

o Multiscribe, 1,25 pl

e RNAse OUT, 0,63 pl

e  Aguacom DEPC, 15,12 pl
O volume final da reacéo foi de 25 pl. A seguir, as amostras foram submetidas
ao termociclador, com ciclos de PCR a 25 °C por 10 minutos, e a 37 °C por
120 minutos. As amostras de cDNA foram armazenadas em freezer a -20 °C

até a realizagdo do RQ-PCR.

Protocolo do RQ-PCR (PCR quantitativo em tempo real)

- Diluir o cDNA 1:50 (1 yl de cDNA + 49 ul de agua DEPC);
- Em uma placa de PCR, adicionar em cada poco:

7,5 yl de Mastermix (Tagman® Universal PCR Master Mix);

0,75 ul da sonda especifica (I-kBa ou B-actina);

5 ul de cDNA diluido a 1:50 ou 5 pl de agua DEPC (para o controle
branco), completando cada pogo para o volume final de 15 pl
- Centrifugar a 2000 rpm por 2 minutos a 4 °C;
- Inserir no aparelho de PCR (7500 Realtime PCR System, Applied Biosystems®):
- Modo “Standard 7500” com 40 ciclos
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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