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RESUMO

Introdugéo: a cirurgia cardiaca necessita, freqiientemente, da circulagdo extracorpdrea
(CEC) para sua realizagdo. Quando se faz a combinagédo de CEC e estresse
cirrgico tem-se o inicio de resposta inflamatéria sistémica. Desta forma, ativa tanto
a cascata humoral como a celular, as quais se somam periodos de isquemia-
reperfusdo ocasionados pela CEC, gerando assim, condicdo favoravel para a
formagao de radicais livres, também conhecidos como substancias reativas do acido
tiobarbitdrico (TBARS), bem como a liberagéo de proteinas de fase aguda como a
proteina C reativa (PCR). Estes radicais livres induzem situagdes de desequilibrio
descritas como estresse oxidativo. Objetivo: avaliar 0s niveis de TBARS e PCR
circulantes em pacientes submetidos as cirurgias de revascularizagdo miocardica
com CEC. Casuistica e Método: foram pré-selecionados 276 pacientes portadores
de doenca arterial coronariana grave comprovada por cineangiocoronariografia, com
plano de cirurgia de revascularizacdo miocardica com CEC. Foram aplicados
critérios de inclusao e exclusdo e a amostra final foi constituida de 25 pacientes com
idade média de 61,16 + 9,73 anos e predominio do sexo masculino (65%). Foram
coletadas amostras de sangue e separou-se o soro para as dosagens de TBARS e
PCR em trés momentos: Ty antes da CEC, T4, no décimo minuto da CEC e T30 nO
trigésimo minuto. Foram aplicados os métodos estatisticos de analise de variancia
com medidas repetidas e o teste de t-Student. Valores de p<0,05 indicaram
significancia estatistica. Resultado: houve aumento nas dosagens de TBARS apos
a CEC (p=0,001), com valores médios em T¢=1,503 + 0,074, em T+,=5,538 + 0,353 &
T30=3,358 * 0,289 mmoles/mg de proteina sérica. As dosagens de PCR nas
amostras iniciais(To) foram negativas em todas as amostras, em Ty, apresentaram
media de 0,956 + 0,67 mg/dl e em T3, média de 0,999 + 0,76 mg/dl. Nao houve
diferenga significante entre as dosagens em Tio € Tag (p=0,8301). Conclusao: os
niveis de TBARS e PCR apresentaram elevagdo progressiva nos dois tempos da
CEC, com valor maximo no trigésimo minuto.

Palavras-chave: Estresse oxidativo. Cascata inflamatéria. Circulacdo extracorpérea.
Oxido nitrico. Revascularizacdo miocardica .



ABSTRACT

Introduction: Frequently, heart surgery requires extracorporeal circulation (ECC).
The combination of ECC and surgical stress starts a systemic inflammatory response.
As a consequence, it activates both the humoral and cellular cascades, and in
addition it happens periods of ischemia-reperfusion caused by the ECC thus creating
an environment favorable to free radical formation, also known as thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS), and to the liberation of acute phase protein such as the
C-reactive protein (CRP). Those free radicals induce unbalanced situations described
as oxidizing stresses. Objective: Assessing the circulating TBARS and CRP levels in
patients subjected to myocardium revascularization surgery with ECC. Casuistry and
Method: Analysis of 276 patients with severe coronary disease diagnosed through
cineangiocardiography and planned to have a myocardium revascularization surgery
with ECC. Inclusion-exclusion criteria determined a final sample of 25 patients. There
was a predominance of male patients (65%) over female patients and the average
age was 61,16 + 9,73 years. After collecting blood samples, serum was separated
from blood to prepare the dosages of the thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS) in three different moments: T, before ECC; T in the ECC tenth minute and
T2 in the ECC thirtieth minute. The study used statistic variance analysis with
repeated measurements, and the t-Student test. The p<0,05 values indicated
statistical significance. Results: The TBARS dosages increased after ECC (p=0.001),
with average values in Tp=1.503 + 0.074, in T1,=5.538 + 0.353 and T,=3.358 + 0,289
mmoles/mg of serum protein. The PCR dosages in the initial samples (Tg) were
negative in all samples, in Ty average was 0.956 + 0.67 mg/dl and in Tz, with an
average of 0.999 + 0.76 mg/dl. There was no significant differences between the
dosages in T1p and T3g ( p=0,8301). Conclusion: the TBARS and CRP levels showed
progressive increase in the ECC two moments, with maximum vaiue in the thirtieth
minute.

Key-words: Oxidizing stress; inflammatory cascade; extracorporeal circulation; nitric
acid; myocardium revascularization .
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1 INTRODUCAO

A cirurgia cardiaca é uma especialidade que evoluiu por meio de
conhecimentos acumulados desde meados do século XX, aliados aos progressos
tecnolégicos incorporados & pratica médica, contribuindo para significativa redugao
nos indices de morbidade e mortalidade”.

A moderna era da cirurgia cardiaca teve seu inicio quando a técnica para
circulagado extracorpérea (CEC) foi introduzida nos primérdios da década de 1950.
Foi 0 emprego da CEC o grande responsavel pelo alcance de significativa reducio na
mortalidade, uma vez que com ela, as cirurgias cardiacas tornaram-se mais seguras e
cardiopatias mais complexas puderam ser abordadas, com grande protecdo cardiaca e
cerebral com técnicas cirlrgicas per se aliadas aos cuidados peri € pos-operatérios >
3,4

O emprego da técnica cirtrgica com CEC, trouxe conceitos novos como a
"sindrome pos-perfuso”, que é.uma complicag&o decorrente de varios fatores. Entre
eles, os principais s&o °:

a) Contato do sangue com a superficie ndo endotelizada do circuito de CEC;

b) Reagbes leucocitarias pulmonares apés o clampeamento da aorta:

c) Translocagédo de endotoxinas bacterianas para a area cardiaca isquémica

em consequéncia da reperfusao;

d) Ativagdo da coagulagao, fibrindlise, calicreinas e sistema de complemento.

Mesmo com os avangos alcangados, o eventual insucesso de uma cirurgia
cardiaca é decorrente da grande complexidade desta e também por haver uma
gama de cardiopatias encontradas. Havendo distintos mecanismos fisiopatolégicos
podem ocorrer falhas no reconhecimento rapido da falta de perfusdo miocardica. As
manifesta¢des clinicas na sindrome pos-perfusdo sdo resultantes do sinergismo de
alteragbes, como os disturbios de coagulacéo, as alteragdes neuroldgicas e em casos
extremos, a faléncia de muiltiplos 6rgsos. Acredita-se que o controle da sindrome
poés-perfusdo possa interferir na redugao da mortalidade pés- operatéria®.



Entre as causas das alteragdes organicas associadas a sindrome pos-perfusio
podemos ter reagbes induzidas por espécies reativas de oxigénio (EROS), produzidas
apos o processo de isquemia e reperfusao tecidual. Ha ainda o blogueio de mecanismos
biogquimicos para a eliminagao dos EROS, induzindo assim o estresse oxidativo®.

Lorrain-Smith em 1899, citado por Lima et al., ja& havia mencionado os possiveis
efeitos toxicos do oxigénio sobre componentes celulares. Atualmente, sabe-se que
estes efeitos s&o resultantes das reagdes de oxidagdo causadas por EROS, conhecidas
genericamente como radicais livres, com os acidos graxos poliinsaturados presentes
em compartimentos celulares® ’.

A formagao de EROS ocorre naturalmente durante a respiracdo celular através
redugé@o do oxigénio. Na normalidade s&o neutralizadas pelos antioxidantes, porém em
algumas situagdes, pode ocorrer desequilibrio entre formas oxidantes e antioxidantes.
O estresse oxidativo pode afetar todos os componentes celulares, porém a membrana é
um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidac&o lipidica, que acarreta alteracdes
na sua estrutura e permeabilidade” 8.

Entre os produtos da peroxidag&o lipidica, figuram as substancias reativas do
ao acido tiobarbitirico (TBARS), que sado utilizados como indicadores da acao dos
radicais livres no organismo®'®. A sua quantificagdo € um parametro importante para
avaliagdo do estresse oxidativo celular’’. O TBARS tem agdo citotoxica e genotdxica,
encontrando-se em niveis elevados em algumas doencas associadas ao estresse
oxidativo, com destaque aos quadros inflamatorias 21314,

As reagbes inflamatérias sdo respostas do organismo aos diferentes tipos de
agressdes teciduais, como as infecgbes virais, bacterianas, parasitarias ou fungicas, e
as agressoes fisicas, imunoldgicas e quimicas. Um dos marcadores séricos da resposta
inflamatéria é a proteina C reativa (PCR) e sua presenca € um sinal significativo de
processo patolédgico. Trata-se de uma proteina imunologicamente andmala, caracterizada
pela capacidade de precipitar-se frente ao polissacarideo C somatico isolado do
pneumococo. Diante da reagédo inflamatoria, os monécitos secretam substancias
como interleucinas 1 (IL-1), interleucinas 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral (TNF), que
levam o hepatécito a informag&o da necessidade de sintese das denominadas proteinas
de fase aguda. A determinagéo da concentracdo plasmatica dessas proteinas auxilia a
avaliagao clinica da presenga, da extens&o e da atividade do processo inflamatorio e

também a monitorar a evolucéo e a resposta terapéutica '> 1°.
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2 OBJETIVOS

Avaliag&o do estresse oxidativo e da reagao inflamatéria em pacientes submetidos

a cirurgia de revascularizagado miocardica com o auxilio de CEC, pelas dosagens de
TBARS e PCR.



16

3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 HISTORICO DA CIRURGIA CARDIACA

Os estudos a respeito do coragéo s&o encontrados ainda no Antigo Egito onde
manuscritos de Medicina ja descreviam a anatomia e fisiologia deste 6rgéo. Entre varios
povos o coragao também foi utilizado para sacrificios em rituais pagaos o que demonstra
o misticismo que envolve este 6rgao. Na Idade Média, também conhecida como Idade
das Trevas, houve escassa evolugido na medicina, impedindo maiores conhecimentos”.

Com o Renascimento, tratados anatdmicos foram editados a partir da invencao da
imprensa e cientistas contribuiram de forma significativa para a evolugdo da Medicina'.

A histdria da cirurgia cardiaca remonta ao ano de 1810 com Romero, na Espanha,
que foi quem realizou uma drenagem cirirgica do pericardio. Em 1896, Rehn
procedeu, com sucesso, sutura em uma laceragdo cardiaca. Paget et al., em 1896,
rejeitaram os relatos descritos de cirurgias cardiacas e afirmaram ainda, contrapondo-se
a esses, que os procedimentos deveriam ser realizados apenas em animais, reforcando
assim o mito na abordagem do coragso?.

~ No decorrer da década de 1930, buscavam-se abordagens cirtrgicas para a
corre¢ao do canal arterial persistente, mas nao havia seguranca no procedimento,
pois os estudos disponiveis embasavam-se apenas em achados de necropsias®.

O marco inicial da era moderna da cirurgia cardiaca deu-se em 1939, em
Boston, com Gross et al., que realizaram a ligadura do canal arterial em uma
crianga.O segundo grande evento da cirurgia cardiaca ocorreu em 1944 com Blalock
et al., que iniciaram o tratamento cirtrgico para os casos de Tetralogia de Fallot® °.

O numero de &bitos observado em cirurgias cardiacas era elevado, o que fez
com que Dr.George Geckekeler manifestar-se de forma incisiva "[...| E meu dever
de Cristdo n&o permitir mais que estas operagdes homicidas sejam realizadas [...]".
Contudo, n&o impediu que Bailey realizasse, em junho de 1948, a primeira
comissurotomia mitral, com sucesso. Foi este um momento histérico para a cirurgia
cardiaca e muitos seguiram seus passos em varios centros de referéncia do mundo

para que se pudesse chegar aos dias atuais com cirurgias complexas e seguras®.
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Juntamente com as evolugdes das técnicas cirurgicas, avancaram os métodos
diagnosticos, as técnicas de hipotermia e de CEC®.

Gibbon et al., em 1953, foram os primeiros a realizar, com sucesso, o
fechamento de defeito de septo interatrial com o emprego de CEC. Suas pesquisas
em busca de um oxigenador j& ocorriam desde 1937. Apos o inicio do uso da CEC e
com a progressao das cirurgias para corregéo de cardiopatias congénitas, passou-se
a pensar em préteses para os problemas vaivares®® 4.

Em maio de 1967, sob a orientagdo de Favaloro et al., ocorreu a primeira
cirurgia para tratamento das obstrugdes coronarianas sob CEC e assim, deu-se inicio

a utilizag&o das pontes de safena®.

3.2 A CIRCULACAO EXTRACORPOREA

A CEC & um conjunto de equipamentos composto por circuitos, bombas
propulsoras, oxigenadores de membrana e outros elementos os quais substituem
temporariamente, durante o ato cirlrgico, as fungdes do coragdo e dos pulmdes,
enquanto esses érgaos ficam excluidos da circulagao®.

Atraves da CEC, o bombeamento cardiaco é desempenhado por uma bomba
mecanica e as trocas gasosas no sangue é feita por um equipamento capaz de

realizar a fungéo pulmonar (figura 1)**,



__Sitio de
pingcamento

Figura 1 - Esquema representativo do circuito basico da circulagio extracorpdrea com oxigenador de membranas

Nota: 1) reservatério de cardiotomia integral; 2) compartimento das membranas; 3) linha venosa; 4) linha arterial:
5) expurgo do filtro da linha arterial; 6) filtro arterial; 7) bomba arterial; 8) bombas aspiracioras; 9) bomba de
descompresséo ventricular; 10) bomba de cardioplegia; 11) cardioplegia; 12) linha de entrada de agua;
13) linha de saida de agua; 14) linha de gas.

A evolugéo da CEC, ocorreu a partir do trabalho de Gibbon na década de 1950,
de forma gradual, até chegar aos dias atuais com um sistema seguro, rotineiro,
dotado de mintcias e acessibilidade para todos os centros de cirurgia cardiaca, mas
ainda pesquisa-se o material ideal para execugao deste aparelho. MacQuiston et al.,
contribuiram, na mesma década, com pesquisas sobre a hipotermia para a reducéo
da taxa metabdlica. A hipotermia é capaz de reduzir em até trés vezes a velocidade
das reagdes quimicas do organismo, porém, também traz danos celulares aos quais
o organismo tenta defender-se % * 4,

A escolha dos materiais utilizados para a CEC deve seguir parametros de
seguranca quanto a biocompatibilidade e causar o menor indice de agressao tecidual.
Atualmente existem dois tipos de oxigenadores: o de bolhas e o de membrana, sendo
o de membrana o mais usado por causar menor traumatismo as células do sangue.

O mesmo desenvolvimento ocorreu com as bombas propulsoras, sendo atualmente

utilizadas as de roletes e as centrifugas. A bomba centrifuga tem, no seu principio de
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agao, um meio mais benéfico e € a mais frequentemente empregada. Sao também
usados filtros de linha arterial, filtros bacterianos e filtros para lavagem, na tentativa
de reduzir complicagdes durante o procedimento cirtrgico com CEC. Atualmente o
circuito da CEC ¢ feito de material biocompativel, atoxico, flexivel, transparente,
elastico, repelente a 4gua, com dureza e rigidez aceitaveis.Para tanto os tubos de
PVC, silicone e circuitos heparinizados sdo os mais biocompativeis e reduzem a
resposta inflamatéria do organismo > “ 7.

As grandes expectativas que vieram com a CEC foram logo associadas também
a complicagbes decorrentes da mesma. Surgiu, entdo, o conceito da "sindrome de

pos-perfusao”.

3.3 A SINDROME POS-PERFUSAO

Esta comprovado que a CEC pode desencadear Sindrome de Resposta
Inflamatdria Sistémica (SIRS) sendo denominada, nesta situacdo, de Sindrome Pos-
Perfusdo. Nos pacientes que foram submetidos a cirurgias com CEC observou-se
maior incidéncia de leucocitose, aumento da permeabilidade vascular levando ao
acumulo de liquido intersticial, associada a leses organicas, principalmente no
coragao e pulmées, contribuindo com o aumento da morbidade pos-operatéria® 8 7.

Westaby et al. definiram que o desencadeamento da sindrome pos-
reperfuséo inclui as ativagdes dos sistemas complemento, calicreina, coagulagéo e
fibrindlise pelo circuito de CEC, a adesao de leucdcitos nos pulmdes e a liberacao de
radicais livres do metabolismo do oxigénio. Posteriormente este mesmo autor em
1987 sugeriu o edema intersticial generalizado, a febre e a leucocitose secundarios
a CEC se assemelhava a resposta inflamatoria aguda por lesdo local. A pirexia
observada em alguns pos-operatorios com dois a trés dias de duracdo era uma
ocorréncia comum apods a cirurgia com CEC, ndo sendo observada nenhuma
evidéncia de que o processo fosse de natureza infecciosa. Desta forma criou-se o
conceito de resposta inflamatéria generalizada em funcéo dos materiais dos circuitos

da CEC e também, pela primeira vez foi sugerido que seria a ativagdo, mais que a
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desnaturagdo de varios sistemas humorais com geracao de alteragGes celulares, os
desencadeadores daqueles quadros clinicos®.

Considerando os efeitos adversos da CEC, ja documentados na literatura,
particularmente sobre os sistemas neurolégico, respiratério e renal alguns autores
compararam cirurgias cardiacas com e sem o uso da CEC. Um estudo comparativo e
retrospectivo de 303 pacientes sendo 122 sem CEC e 181 com CEC concluiu que a
prote¢do miocardica, morbidade e mortalidade obtidas com as duas técnicas de
revascularizagdo estudadas foram semelhantes®.

A analise de 2.495 pacientes operados sem CEC, demonstrou que a revascula-
rizacdo do miocardio nestas condicbes € uma alternativa segura de tratamento da
insuficiéncia coronaria com baixa mortalidade hospitalar e menor incidéncia de
complicagbes pés-operatérias'®,

A real fisiopatologia da Sindrome Pés-Perfusio permanece obscura e pouco
compreendida, podendo ser delineada uma seqléncia de acontecimentos: estimulo
pré-inflamatorio e/ou inflamatorio, com ativagao do sistema de complemento, liberaggo
de citocinas (ILs, TNF e fator de ativacio plaquetaria, etc.), ativacdo da forma induzivel
da 6xido nitrico-sintase (iINOS), producéo de éxido nitrico (NO), ativagdo da guanilato-
ciclase com aumento do GMP ciclico, que leva & vasoplegia refrataria mesmo ao uso de
altas doses de aminas adrenérgicas. Observa-se, também, tendéncia a sangramento
difuso pelas atividades antiplaquetarias do NO® .

Entretanto, os mecanismos responsaveis pela produgdo da sindrome completa
ou de alguns de seus componentes sdo de dificil analise porque a resposta de
cada organismo é variavel e poucos pacientes apresentam respostas clinicamente
identificadas. Além da sua ampla abrangéncia sistémica, o grau de comprometimento
depende da debilidade do préprio individuo quanto a doengas associadas, do tempo
de clampeamento da aorta, do controle anestésico, de cuidados com a utilizagédo da
heparina e varios outros fatores ainda nao identificados®. Ha que se considerar ainda
como outro fator que traz dificuldades para fazer-se a identificacdo clinica da
sindrome, o fato de ndo haver testes diagndsticos especificos. A representagao

esquematica desta resposta inflamatéria pode ser observada na figura 2.
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Figura 2 - Diagrama demonstrativo das possiveis alteragdes sistémicas ocasionadas pela CEC

Em relagdo a participagdo do NO, Mejia et al., relataram a experiéncia no
manuseio da crise hipertensiva pulmonar (CHP) refrataria, com o uso do 6xido nitrico
inalatorio (NOi) no pds-operatério imediato do transplante cardiaco (TC) ortotopico.
Apés o periodo de CEC foram utilizadas dobutamina, dopamina e milrinona,
entretanto, frente a auséncia de resposta adequada e CHP, administrou-se NOi em
doses crescentes de 20 a 40ppm. Foram utilizados registros das pressdes através
de cateter no atrio esquerdo e no tronco pulmonar, gasometria arterial seriada e
ecocardiograma transtoracico (ETT). Concluiram que o tempo de CEC superior a 120
minutos e tempo de ME do doador superior a 20 horas sugerem fatores de risco para
CHP no periodo pos-operatério imediato do TC. E também que o NOi é ferramenta
util no manuseio desta complicacgéo, refrataria ao tratamento convencional no POI de
pacientes submetidos ao TC 2.

Brasil et al., em estudo clinico, avaliaram o efeito da metilprednisolona em
pacientes submetidos a revascularizagdo do miocardio com CEC. Nos pacientes tratados
com a metilprednisolona observaram que os efeitos sistémicos adversos decorrentes

da reacgéo inflamatoria pés-CEC foram atenuados pois o TNF alfa n&o foi detectado e
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a IL-6 variou de 8,6 a 101,8 pg/ml, havendo pressao arterial média mais elevada
e menor necessidade de drogas vasoativas. Evoluiram com menos taquicardia,
temperatura menos elevada, menor sangramento pds-operatério, menor tempo de
intubagao orotraqueal e leucocitose menos acentuada. No grupo nao tratado pelo
corticoide o TNFalfa foi detectado em 13 pacientes, com niveis entre 5,4 e 231,0 pa/mil.
A IL-6 neste grupo foi detectada nos 15 pacientes, sendo seus niveis mais elevados,
variando entre 5,5 e 2.569 pg/mi. Concluiram que a metilprednisolona inibiu signifi-
cantemente a liberagao de citocinas pro-inflamatorias principalmente o TNF alfa. Os
efeitos sistémicos adversos decorrentes da reagéo inflamatéria pos-CEC foram
atenuados com o uso do corticoide .

Clinicamente essa sindrome se caracteriza pelo comprometimento das fungdes
pulmonares, renais, cerebrais, cardiacas, presenga de febre, taquicardia, hipotensao
arterial, leucocitose, coagulopatia, suscetibilidade as infecgdes, alteragio da permeabi-
lidade vascular levando ao actimulo de liquido intersticial, vasoplegia e hemélise™ 2,

Deve-se lembrar que a cirurgia cardiaca, embora necessaria para alguns
pacientes, é também um agress&o para o organismo e, como tal, gera toda uma resposta
inflamatoria por parte do paciente, cuja etiologia ndo esté necessariamente ligada a
infeccao e sim a um desequilibrio fisioldgico. Geralmente, a combinagao do estresse
cirargico e da CEC gera a resposta sistémica inflamatéria multifatorial, na qual ha
ativagao das cascatas inflamatérias humoral e celular. Quando ocorre desequilibrio
nestas respostas, o organismo hiperativa células imunocompetentes, complemento e
sistema de coagulagéo, altera também a produgéo de citocinas e interfere no endotélio.
As hemorragias desencadeadas pela CEC ocorrem porque ha diluigdo nos fatores de
coagulagdo e diminuicdo nas concentragdes do fator V e fator VI, também ocorre
inadequada neutralizagdo da heparina e microémbolos podem formar-se® ' 13,

Tambem é descrito o sequestro de leuctcitos por adesdo dos mesmos ao circuito
da CEC e destruigdo de parte dos glébulos brancos com liberagdo de substancias
indesejaveis no plasma. Ocorre ainda inibigdo das propriedades fagocitarias gerando
reducdo nas defesas do paciente. A populagdo leucocitaria varia no pés-operatério
decorrente das alteragbes mencionadas acima. A gravidade maior ocorre com

faléncia pulmonar e renal, aumentando a morbidade e mortalidade .



23

A resposta inflamatéria da CEC resulta da complexa interag&o entre imunidade
humoral e celular. O inicio do processo decorre pelo contato do sangue com superficies
nao endoteliais e, mais tarde, a resposta & reperfusdo. Os varios mecanismos
desencadeados pela CEC estdo diretamente ligados as cininas, calicreinas, produgao
de radicais derivados do anion superéxido, enzimas granulociticas e metabélicos do
acido aracddnico, além do aumento de cininas, fator ativador de plaquetas e NO™ '°.

Associadas ao uso da CEC, s&o observadas também as reagbes desencadeadas
pela anestesia, que ocorrem principalmente pela liberacéo de ILs, sendo esta uma
area vasta para pesquisas e com muito para evoluir'’.

As ILs s&o classificadas em dois grandes grupos, sendo ditas inflamatérias e
nao inflamatorias, havendo acéo diferente das mesmas em cada parte do organismo
desencadeando também diferentes reacdes na cascata inflamatéria®’.

E importante ressaltar no distress respiratorio do adulto a IL-8, j em situacdes
que envolvam isquemia/reperfusdo este processo é mediado pela IL-8 e IL-13 respecti-
vamente e na isquemia intestinal ha reagbes ligadas a IL-6 e IL-1. O TNF também
esta envolvido nesta cadeia de reagoes e tem papel importante quando as pesquisas
voltam-se para endotélio microvascular, podendo o TNF gerar uma reacao que modifica
os cardiomiocitos. Nesse campo de pesquisas uma revisdo importante foi feita por
Moura et al. onde foram levantados mais de 50 trabalhos e demonstraram que em
um tempo curto de CEC ja existem varias reagdes imunolégicas desencadeadas, estando
ligadas aos fatores acima referidos, dando maior destaque para o papel das ILs'"

N&o existem no momento terapias satisfatérias na abordagem das complicagdes
advindas da CEC, mas investigagdes animadoras com o uso de indometacina, esterdides,
intervegbes com mediadores da inflamacéo e descontaminagdo digestiva devero
proporcionar resultados promissores no tratamento destes pacientes, como tenta provar
Dhalla et al. com suas pesquisas voltadas para o uso de antioxidantes nos pacientes
sob injuria-reperfuséo. Houve progresso quanto ao uso de N-acetilcisteina que aumenta
0s mecanismos antioxidantes para cardioprotecdo mas ainda é necessario estabelecer
quais sdo as doses efetivas para a prescri¢ao clinica rotineira™,

O uso de alopurinol também est4 sendo explorado com boas expectativas
como antioxidante em cirurgias com o uso de CEC, como foi demonstrado por
Belbou et al. em trinta e quatro pacientes submetidos a cirurgia de RM. Neste estudo

0 TBARS teve aumento significativo ap6s trinta minutos de CEC, e sofreu novo



aumento apés o clampeamento da aorta. A sindrome pés-perfusdo foi menos

evidente no quando se utilizou o alopurinol para combater os radicais livres?°.
Equilibrar defesa e agressédo € uma tarefa dificil e isso torna-se mais complexo

quando se somam patologias em um mesmo paciente, havendo maiores chances de

complicagdes no per e pds-operatoério.

3.4 ISQUEMIA-REPERFUSAO, ESTRESSE OXIDATIVO E CEC

Somada a resposta inflamatéria, a CEC gera periodos de isquemia-reperfus&o
durante o pingamento aértico e posterior remog&o da pinga, 0 que promove condi¢des
que sdo favoraveis a formacéo de radicais livres. Ocorre, em conseqliéncia, um
situacao de desequilibrio, denominada de estresse oxidativo. Varias doencas reumaticas,
colites e diabetes, entre outras, induzem cronicamente desequilibrio na producdo de
radicais livres com conseqiiente dano constante ao organismo” ' '€,

Ha um grau de tolerancia por parte das células em relagdo ao estresse oxidativo

de baixa a moderada intensidade, porém, quando n&o se consegue reestabelecer
o equilibrio, iniciam-se alteragdes no metabolismo celular que podem ievar & morte
celular'" 6.
Ha formac&o de radicais livres durante a isquemia tecidual, mas a formacao mais
intensa destes radicais da-se durante a reperfus&o tecidual. Estes radicais sao espécies
quimicas instaveis e muito reativas, sem um alvo especifico, reagindo sem discriminagao
com o sarcolema, com o reticulo sarcoplasmatico, proteinas e membrana lipidica'®,

Quando o oxigénio entra no tecido isquémico cardiaco, induz a lesdo de
reperfusao. Passa entdo a existir uma reacdo entre os radicais livres e os acidos
gordurosos poliinsaturados da membrana celular, iniciando-se uma cadeia de
peroxidagéo lipidica. Com isso héa alteragbes na permeabilidade da membrana, leséo
da membrana celular e pode ocorrer até a ruptura celular. Tudo isso contribui para o
prejuizo funcional organico da CEC” *" ™,

Os principais radicais livres s&o o superéxido (O%) e o radical hidroxila (OH),
mas ha também os ditos ndo-radicais que séo o peroxido de hidrogénio (H°0%) e o

acido hipocloroso (HOCI)®. Ferrari et al, demonstrou alteragcbes antes e apds o
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clampeamento da aorta, em 20 pacientes. Procederam o estudo nos tempos de um,
cinco, dez e vinte minutos apés a remocao do clampeamento e em dez e vinte
minutos apos a revascularizagio?'.

Observa-se na literatura divergéncias entre os autores, ndo se chegando a um
total esclarecimento sobre alteragdes oxidativas, capacidade antioxidante total e NO.

Novos elementos surgiram na década de oitenta, quando se passou a melhor
investigar o NO, interessando-se por suas fungdes biolégicas e nio apenas o conside-
rando uma familia de poluentes ambientais indesejaveis e carcinégenos potenciais” 1.

O NO constitui uma das menores moléculas biossintetizadas, sendo o mesmo
um radical livre, gasoso, incolor, inorgénico e que possui sete elétrons do nitrogénio
e oito do oxigénio, além de um elétron desemparelhado " 1°.

Existiam, naquela ocasido, trés linhas de pesquisa independentes que culminaram
com importantes descobertas cientificas e colocaram o NO como um grande mediador
de processos intracelulares. Atualmente, varias linhas de pesquisa tentam elucidar
as correlagbes existentes entre o NO, macréfagos, linfécitos T, midcitos, hepatdcitos,
condrécitos, neutrofilos, plaquetas e morte celular 1 1" 19,

Sabe-se que o efeito do tempo de isquemia sobre as alteragdes oxidativas, a
capacidade antioxidante total e o NO, no musculo, no rim e no plasma s&o relevantes
e influenciam expressivamente na morte celular. O NO exerce funcao dubia, dependendo
do processo ao qual a célula esta exposta. Sua agao benéfica pode ser confirmada
pelo relaxamento vascular, por sua mediagdo em reagdes imunolégicas e capacidade
de destruir patégenos. No entanto, sua ag&o contraria também deve ser referida quando
se torna toxico nas reagGes de estresse oxidativo, como nas situagdes de disfungao
endotelial que se caracterizam pela marcada redugio na liberacdo de NO apés a
reperfuséo, que é seguida pelo aumento da aderéncia de leucécitos ao endotélio
perfundido, tornando-se significante 20 minutos apos a reperfusao’® ' 192223,

Francisco Neto et al. avaliaram o efeito do tempo de isquemia sobre as
alteracbes oxidativas, a capacidade antioxidante total e o éxido nitrico, no musculo,
posteriores. Relataram alteragbes estatisticamente significantes do malondialdeido
no rim. A capacidade antioxidante total apresentou alteracdes significantes no rim,
no musculo e no plasma enquanto que, o éxido nitrico, alterou apenas no plasma.
Concluiram que a variagéo do tempo de isquemia provocou alteragdes significantes

do malondialdeido, da capacidade antioxidante total e do NO%,



26

Milei et al. afirmaram que a investigagdo de estresse oxidativo em cirurgia
cardiaca oferece oportunidade de conseguir observagdes em condicdes clinicas
relevantes, que até o momento s&do obtidas em modelos experimentais. Enalteceram
ainda que aquelas observagdes teriam implicagdes terapéuticas importantes, porque
prevenir o fendmeno do estresse oxidativo poderia melhorar a protegao miocardica e o
pbs-operatorio. Em seu estudo, correlacionaram a liberagéo de glutation que é a etapa
inicial de estresse oxidativo, com marcadores de progressio de lestes oxidativas,
como peroxidacao de lipides de membrana e o desenvolvimento de alteragdes ultra-
estruturais. Avaliaram 24 pacientes submetidos a cirurgia de ponte aortocoronaria
com CEC e investigaram o comportamento de varios marcadores de estresse
oxidativo e les&o tissular durante a reperfusdo pos-isquémica. Os autores avaliaram
amostras de sangue e biopsias cardiacas, antes e ap6s a reperfusio. Observaram que
a liberagdo basal de glutation foi insignificante, mas aumentou aos quinze minutos
da reperfusdo e diminuiram os niveis tissulares de ubiquinol. Apesar destes dados
documentarem e caracterizarem o estresse oxidativo cardiaco, ndc ocorreram
alteragbes bioquimicas indicativas de lesdo tissular. Estes autores concluiram que
mesmo tendo sido registrado o estresse oxidativo em pacientes submetidos a
cirurgia cardiaca com CEC, ndo ocorreram lesbes progressivas das membranas
celulares e nem lesdes celulares irreversiveis®,

Quando a produgéo fisiologica de radical livre aumenta em excesso, o organismo
se defende com enzimas especificas na tentativa de diminuir sua concentragéo neste
local. Sao estas enzimas (scavengers) que reagem com o intermediario na reducdo
do oxigénio. Elas agem principalmente evitando a formacdo de O? (de H0O; para
que estes ndo formem o radical OH), cuja inativagdo enzimatica é impossivel. As
principais enzimas que tém esta fungdo sdo: superoxido-dismutase (SOD), catalase e
glutation-peroxidase’'! 14 19. 26

A superoxido-dismutase catalisa a reagdo de dois anions superéxidos com a
formag&o de perdxido, que é menos reativo e pode ser degradado por outra enzima.
A SOD pode ser encontrada no citoplasma, na matriz mitocondrial, no liquido
extracelular e nas bactérias” '* 26,

A enzima glutation-peroxidase tem uma agéo mais geral, catalisando a redugéo

de muitos perdxidos. Esta presente no citoplasma e na mitocéndria das células” '*
26
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3.5 OTBARS

ReagGes na cadeia respiratéria celular pode gerar EROS que sdo neutralizados
por antioxidantes, porém, quando ha um desequilibrio neste processo passamos a
ter o estresse oxidativo. Os EROS lesam os componentes celulares, mas, de forma
mais evidente, a agress&o ocorre na membrana celular por peroxidagao lipidica,
acarrentando alteracdes na estrutura e permeabilidade celular® .

O TBARs e produto da peroxidagdo lipidica e pode ser utilizado como
indicador da acg&o de radicais livres no organismo, por ser detectado em amostras
biologicas. E um dialdeido formado como produto secundario durante a oxidacao de
acidos graxos poliinsaturados por ciséo beta dos AGPI peroxidados, principaimente o
acido araquiddnico (figura 3). E volatil, possui peso molecular de 72,07, tem uma cadeia
curta 1,3-dicarbonil e & um acido moderadamente fraco com pKa=4,46 & 1.

Produz acéo citotéxica e genotoxica, encontrando-se em niveis elevados em
algumas doengas associadas ao estresse oxidativo.A sua quantificagdo €& um

parametro importante para avaliagio do estresse oxidativo celular®?” 28,
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Figura 3 - Estrutura quimica do TBA

O TBARS pode ser avaliado por varios métodos como espectrofotometria,
cromatografia liquida de alta eficiéncia com a detecgéo de diodos, por sua detecgdo
na urina e por espectrometria de massas, porém, um dos métodos de menor custo, &
a reagao com o acido tiobarbitirico (TBA), sendo o produto detectado através de
leitura espectrofotométrica na regiéo visivel. E um método amplamente utilizado porem
nao € especifico para todos os produtos da peroxidacéo lipidica, pois quantifica a soma

das diferentes substancias reativas ao &cido tiobarbittrico, denominadas TBARS®,
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3.6 PROTEINA C REATIVA

As proteinas de fase aguda sdo produzidas na sua grande maioria pelos
hepatdcitos e possuem um mecanismo de regulacdo positiva ligada a ativagao
transcrisional. Nesta ativagdo estdo envolvidas as citocinas como TNF, IL-1 e a IL-
6.

A PCR é nos mamiferos o principal reagente de fase aguda e tem como valor
normal 1 micrograma por mililitro e pode aumentar ate o nivel de 1 miligrama por mililitro
durante a resposta da fase aguda. Em sinergismo com outras proteinas, ela atua na
depuracao do material nuclear liberado por microorganismos mortos e também em
células mortas do hospedeiro durante a inflamacgao, através de sua ligagdo ao DNA, &
cromatina e as histonas. Atua também na ativagéo da via classica do complemento®.

A PCR pode ser detectada pelo método da precipitacao em tubo capilar ou,
mais comumente, pela técnica da aglutinacado com latex PCR. Esta ultima utiliza
particulas de latex poliestireno sensibilizadas com globulinas purificadas anti-PCR e
é realizada em lAmina. O método qualitativo indica a presenca ou auséncia de PCR
pela presengca ou auséncia de aglutinagdo, que pode ser graduada em cruzes.
Os casos positivos podem ser submetidos ao método semi-quantitativo pela diluigao
progressiva do soro. O titulo obtido pode ser transformado em mg/dL. No adulto, um
valor de 0,3 mg/dL ja pode ser considerado anormal. Entretanto, apenas métodos
ultra-sensiveis sd8o capazes de detectar esses valores. A dosagem da proteina C
reativa € uma forma importante de avaliar o risco para doencas cardiovascular, bem
como acompanhar a evolugéo da doenga. Porém, ainda & pouco utilizada na clinica
devido a necessidade de técnicas ultra-sensiveis®.

E usada rotineiramente para monitorar a resposta de fase aguda, sendo
considerada uma das mais sensiveis, por apresentar algumas caracteristicas, como
meia-vida curta (entre 8 a 12 horas) e valores normais muito baixos (<0,5 mg/dL), que,
em resposta a estimulos inflamatérios, podem atingir valores até 100 vezes o normal
em menos de 24 horas. Além de elevar-se rapidamente apos o estimulo inflamatério

(4 a 6 horas), na auséncia de estimulo crénico, normaliza-se em 3 a 4 dias™.
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3.7 ALTERAGCOES ENDOCRINAS OCASIONADAS PELA CEC

As alteragdes endbcrinas decorrentes da CEC se devem, principalmente, ao fluxo
hao pulsatil que ela ocasiona. O que se observa durante a CEC é uma manutengao
do débito cardiaco por uma bomba propulsora de sangue, que produz um fluxo arterial
continuo ou linear, ndo pulsatil, sem ondas de pressao. Todas estas alteragées geram
respostas hormonais importantes como a estimulagdo do sistema nervoso auténomo
(SNA) e liberagdo de vasopressina, baixa viscosidade sanguinea produzida por
hemodilui¢do e distribui¢do alterada do fluxo nos diversos érgaos’.

Ha uma alteragdo significativa do fluxo sanglineo tanto no periodo de
normotermia quanto na hipotermia, podendo haver um desequilibrio entre oferta e
consumo, que gera uma resposta inflamatéria com liberagéo de citocinas e alteragées
hormonais referentes a vasopressina, hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH), horménio
do crescimento (GH), insulina, aldosterona, catecolaminas®. A vasopressina, nos
primeiros 30 minutos de CEC, pode ter aumento de até 20 vezes no valor do ADH, o que
ocasiona retencéo de sodio e adgua, aumento da resisténcia periférica, vasoconstrigao
renal e, com isso, diminuigéo do débito urinario” ™.

O ADH, por alteragbes decorrentes da hemodiluicdo nas taxas deste horménio,
tém-se estimulos a supra renal para produzir cortisol, o que afeta o metabolismo das
gorduras, proteinas e carboidratos. Também acarreta alteracdes no sistema imune'®.

Nas taxas de GH pode ocorrer aumento significativo nos seus niveis assim, que
se inicia a cirurgia, o que tem como conseqiiéncia a diminuicdo no catabolismo e
também alteragées na sintese protéica. A insulina pode ter a producéo alterada
durante a CEC e esta ligada a hipotermia e ao fluxo pulsatil. Seus danos sio
variaveis e piores no paciente sabidamente diabético. Quanto a aldosterona, esta é
responsavel pela indugdo de alteragbes nos ions sodio e potassio, dificultando o
controle destes no per e pés-operatério”'®.

As catecolaminas apresentam elevagdo significativa durante a CEC, o que

pode gerar alteragdes pressoricas, renais e também no trabalho cardiaco.
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4 CASUISTICA E METODO

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Este estudo foi realizado no Hospital e Maternidade Angelina Caron em Campina
Grande do Sul, Parana. Foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos (CEP) do referido hospital, conforme Protocolo n.° 02/2006 em conjunto
com o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo A) dos pacientes para
realizagéo do mesmo, conforme a resolugéo 196/96, artigo 1V da Comiss&o Nacional
de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CONEP).

Dos 276 pacientes coronariopatas, submetidos a cirurgias cardiacas no
periodo de setembro de 2006 a setembro de 2007, 25 preencheram os critérios de
inclus&o do protocolo proposto para o estudo, considerados:

- Coronariopatia comprovada por cineangiocoronariografia;

- Indicagao de cirurgia de revascularizagdo com uso de CEC;

- Auséncia de Diabete melito;

- Auséncia de infarto do miocardio nos ultimos seis meses;

- Fracao de eje¢do maior que 50%:

- Creatinina sérica menor que 1,2 mg/dl;

- Néao tabagistas.

4.2 PRE-OPERATORIO

Os dados de histéria e exame fisico foram registrados no prontuario de internacao
de cada paciente, conforme o que vigente no hospital onde foi executado o presente
estudo. Apds, era realizado um cadastro especifico de cada paciente que poderiam

ser relacionados para o estudo, por preencherem os critérios de inclusio.
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4.3 INTRA-OPERATORIO

A cirurgia de revascularizagao do miocardio foi realizada mediante esternotomia
mediana, havendo, em alguns casos, o uso de enxerto de artéria toracica interna
esquerda e pontes adicionais de veia de safena.

A técnica anestésica seguiu a rotina do servigco de anestesiologia e todos os
pacientes receberam ventilagdo mecanica com FIO, de 100%. A instalacio da circulacdo
extracorporea foi feita com introdugdo na aorta ascendente e drenagem venosa através
da cava Unica atrial, com heparinizacao sistémica. Foi utilizado o equipamento ECOBEC®
Braile Biomédica, codigo 35.824, composto por uma bomba de cabeca arterial, trés

aspiradores, um trocador de calor de agua, tais como termémetros e crondmetros.

Figura 4 - Maquina de CEC modelo ECOBEC-Braile Biomédica, cédigo 35824.

As coletas de sangue de cada paciente ocorreram em trés momentos. A coleta
do tempo zero (T0) ocorreu imediatamente apds a inducédo anestésica e antes do ato
operatorio. A segunda amostra (T10) ocorreu a dez minutos apos a instalacdo da CEC e

terceira amostra com trinta minutos da instalagdo da CEC (T30). Apds a cirurgia,
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todos os pacientes foram encaminhados para a unidade de terapia intensiva (UTI)

cardiaca. Na UTI, seguiu-se a rotina pos-operatoria do servico.

4.4 ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS DE SANGUE

As amostras de sangue foram coletadas em tubos de ensaio de silicone esteri-
lizados, heparinizados e identificados. Durante o periodo de coleta eram mantidos
em caixa térmica com gelo. A seguir eram submetidos a centrifugagéo e separagao do
plasma em trés aliquotas, em frascos de vidro com tampas de silicone esterilizados
armazenados a temperatura de -70°C até a oportunidade do processamento destas
amostras. Uma das aliquotas de cada amostra sera armazenada por cinco anos,
como é requerido em qualquer material de pesquisa e, passado este periodo, serdo

encaminhadas para incineragéo, sendo isso responsabilidade do pesquisador.

45 METODO DA DOSAGEM DE SUBSTANCIAS REDUTORAS DO ACIDO
TIOBARBITURICO (TBARS)

As amostras de soro dos pacientes foram submetidas a dosagem de proteinas
totais pelo método colorimétrico. Este procedimento foi utilizado para referir os niveis
de TBARS circulantes em mmoles/mg de proteina sérica.

Apoés serem obtidos os resultados das dosagens de proteinas totais, as amostras
foram submetidas a dosagem de TBARS, conforme metodologia proposta por Buege
e Aust segundo a qual a lipoperoxidagao ou peroxidagéo lipidica é indicada pela
formacé&o de radicais livres, que reagem com o acido tiobarbitdrico, sendo seu valor
expresso em nanomoles por miligrama de proteina no soro avaliado (nmol/mg de
proteina)®. Estas dosagens foram feitas em triplicatas, em dias diferentes e os
valores finais foram dados pela média das trés dosagens (amostras A1, A2 e A3

para TO; amostras B1, B2 e B3 para T10 e amostras C1, C2 e C3 para T30 — Anexo
C).



4.51 Reagentes

- Soluggo de Cloreto de Potassio (REAGEN®) a 1,15%:
- Solugéo de Acido Tiobarbiturico (SIGMA®) a 0,6%:

- Solugéo de Acido Fosférico (REAGEN®) a 1%

- N-butanol (REAGEN®).

4.5.2 Procedimentos

- Incubados 0,5 ml de soro (amostras 1, 2 e 3 de cada paciente) com 1 ml
de acido tiobarbiturico e 3 ml de acido fosférico entre 95 e 100 graus Celsius
durante 45 minutos;

- Adicionados 4 ml de N-butanol e agitados por 2 minutos em agitador
automatico;

- Centrifugado por 10 minutos a 3.000 rpm;

- Feita leitura de um pigmento rosa em espectrofotdmetro a 535 nm;

- A concentragao de TBARS foi calculada através do coeficiente de extingéo

molar de 1,56 x 10° M cm™.

46 METODO DE DOSAGEM DA PROTEINA C REATIVA

Para as dosagens quantitativas de PCR nas amostras de plasma humano
utilizaram-se os reativos comerciais da marca Bioclin®, Proteina C Reativa Ultrasensivel
KO79. Esta dosagem fundamenta-se na quantificagéo imunoturbidimétrica da reacao
antigeno-anticorpo pelo método do ponto final. Utilizou-se também soro padrao
calibrado pela Federag&o Internacional de Quimica Clinica (IFCC), a qual determina
como valores normais para PCR de 0 a 1mg/dl. A execucgdo dos testes foi feita em

equipamento automatizado da marca Selectra®.
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4.6.1 Reagentes

- Solugdo Tamp&o HEPES 10 mmol/L pH 7.2, polietilenoglicol (PEG), NaCl,
azida sodica 15,38 mmol/L, detergentes e estabilizantes.

- Antisoro em solug&o tampéao borato 3,2 mmol/L, anticorpos monoclonais e
policlonais anti-PCR humano ligados a particulas de poliestireno, polietile-
noglicol (PEG), NaCl, azida sodica 15,38 mmol/L, detergentes e estabilizantes.

4.6.2 Procedimentos

- Marcar 3 tubos de ensaio como C (Calibrador), A (Amostra), B (Branco), e

proceder como a seguir:

REAGENTES CALIBRADOR AMOSTRA BRANCO
Reagente de trabalho 500ul 500ul 500!
Amostra 254l
Catibrador 25ul

- Homogeneizar e incubar por 5 minutos, a 37°C. Ler a 505 nm imediatamente.

- Areacédo é linear até 20 mg/dL. Para amostras com valores superiores a
este, ou absorbancia maior que 0,8, recomenda-se diluir a amostra com
solugéo de NaCl 9,0 g/dL, repetir a dosagem e multiplicar o resultado obtido
pelo fator de diluigdo apds o tempo recomendado, contra o branco.

- Resultados: Valores inferiores a 1mg/dl sdo considerados negativos.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Para a descrigéo dos resultados, foram calculadas médias aritméticas e os
respectivos desvios padroes, sendo que os resultados individuais estdo disponiveis

NOS anexos.
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As comparagbes dos resultados obtidos nas dosagens entre os momentos de
coletas (TO, T10 e T30) em triplicatas (A, B e C) foram feiras pelo programa
GraphPad InStat, através do teste de ANOVA (One-way Analysis of Variance) e pelo
testeT de Student.

O nivel de significancia utilizado para rejeitar a hipétese nuia (HO), de que nao
houvesse diferenga entre as dosagens nos trés momentos foi de 5%, isto é, para um
nivel de significancia menor que 0,05, considerou-se que ocorreram diferencas
estatisticas entre as dosagens de TBARS e PCR antes da instalagio da CEC e nos

dez e trinta minutos apds a instalacao.
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5 RESULTADOS

5.1 A POPULAGCAO AVALIADA

Entre os 276 pacientes submetidos a cirurgias cardiacas no periodo de
setembro de 2006 a setembro de 2007, 25 preencheram os critérios de inclusdo do
protocolo proposto para o estudo, correspondentes a 9,025% da amostra avaliada.
Conforme descricdo no anexo 2, entre os pacientes selecionados nove eram do
sexo feminino e dezesseis do sexo masculino.

A idade média foi de 61,16 £+ 9,73 anos, a fragéo de ejecdo média foi de 62,32
+ 7,32%, as dosagens de creatinina foram de 1,07 + 0,11mg/d| e o tempo médio de
CEC foi de 63,88 + 20,75 minutos, variando entre 20 a 95 minutos, sendo que 13
tiveram tempo de CEC menores que 70 minutos e 12 pacientes acima de 70 minutos.

O tempo meédio de pingamento foi de 47,64 + 20,07 minutos e o0 nimero médio
de enxertos vasculares foi de 3 + 0,82 pontes. Em nenhum dos pacientes incluidos
ocorreu complicagbes como sangramento significante, reintervencdes cirdrgicas, SARA
ou 6bitos.

Todos os pacientes incluidos apresentavam doenga arterial coronariana
comprovada por cineangiocoronariografia, com indicagéo de cirurgia de revascularizagao
miocardica com uso de CEC, glicemias entre os pardmetros normais, ndo ocorréncia

de infarto do miocardio nos ultimos seis meses e ndo eram tabagistas.

2.2 DOSAGENS DE TBARS

As dosagens de TBARS nos trés momentos de avaliagdo TO, T10 e T30 estio
individualmente descritas no anexo C. Diferiram significantemente (p<0,0001) e
estdo demonstrados no grafico 1. Observou-se aumento destas dosagens apds a
CEC, tendo como valores médios em T0= 1,503+0,074, em T10= 5,538+0,353 e
T30= 3,05810,289 mmoles/mg de proteina sérica.
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Grafico 1 - Médias e desvios-padrao das dosagens de TBARS (mmoles/mg de proteina sérica) nas
25 amostras de sangue coletadas em T0, T10 e T30

5.3 AVALIACAO DAS DOSAGENS DE PCR

As dosagens de PCR estdo demonstradas no grafico 2, nas amostras iniciais
(TO) foram negativas para todos os pacientes. Aos dez minutos apés o inicio da
CEC, houve aumento destas dosagens e apresentaram média de 0,956+0,67 mg/d|
(T10) e apods trinta minutos média de 0,999+0,76 mg/dl (T30). Nao houve diferenca
significante entre as dosagens em T10 e T30 com p=0,8301. Os resultados destas

avaliagbes estéo disponiveis no anexo 4.



38

p=0,8301

2 0,999+0,76

0,95610,67
2 T
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Grafico 2 - Médias e desvios-padrdc das dosagens de PCR {mg/dl) nas 25 amostras de sangue
coletadas em TO, T10 e T30

5.4 ANALISE SIMULTANEA ENTRE AS DOSAGENS DE PCR E TBARS

Conforme demonstrado no grafico 3, as médias das dosagens de TBARS e
PCR apresentaram tendéncia crescente quando comparados o TO e o T10. Quando
analisadas as médias entre T10 e T30, para o TBARS houve diminuicao significativa
(p<0,0001) contudo, ainda manteve-se maior que em TO (p<0,0001). Para as médias
de PCR entre T10 e T30 ndo houve diferenga significante, porém, ao serem
confrontadas as médias entre TO e T30 observou-se que em T30 foram maiores que
em TO.

Em ambas as dosagens, houve aumento entre TO, T10 e T30, como demons-

tradas pelas linhas de tendéncia no grafico 3.
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Grafico 3 - Demonstrativo simultdneo entre as médias e desvios padrées das dosagens de MDA e PCR em
TO, T10e T30
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6 DISCUSSAO

6.1 A PADRONIZACAO DA AMOSTRA E PROCEDIMENTOS

No presente estudo foram pre-selecionados 276 pacientes a serem submetidos a
cirurgias de revascularizagdes miocardicas, no periodo de setembro de 2006 a
setembro de 2007. A fonte de recrutamento dos pacientes foi 0 acesso direto destes ao
hospital onde foram submetidos a cirurgia de RM. Foram selecionados para incluso
no estudo 25 pacientes, representando 9,05% do total de pacientes, mediante os
critérios de inclusédo do protocolo proposto.

Os pacientes apos serem avaliados, considerando-se as indicacbes propriamente
ditas do procedimento cirtrgico cardiaco, sendo desta forma incluidos pacientes com
doenga arterial coronariana comprovada por cineangiocoronariografia, indicagdo de
cirurgia de RM com CEC, com fragéo de ejecdo maior que 50%, nao portadores de
DM, nao tabagistas e com niveis de creatinina até 1,2mg/dl.

Em relag&o ao procedimento cirurgico e as condutas pré e pds-operatorias, as
variaveis foram minimizadas pelo fato dos 25 pacientes passarem pela RM sob uma
mesma equipe cirdrgica, com procedimentos padronizados, inclusive para a coleta
das amostras.

Referindo-se aos pacientes n&o incluidos na amostra, que somaram 251 pacientes,
ressaltamos a nao incluséo dos infartados, dos diabéticos e dos tabagistas uma vez
que varios estudos demonstram niveis séricos de TBARS e PCR elevados de forma
constante e por longo tempo nestes pacientes®® 31 32 33.34.35

A nao inclusao de pacientes diabéticos é sedimentada por varios estudos mas
devemos ressaltar o de Kakkar et al. que demonstra haver varias complicagbes que
afetam distintos 6rgdos e EROS podem estar envolvidos na patogénese dessa
endocrinopatia®®.

Matsubara et al., ao analisarem o estresse oxidativo em pacientes idosos
portadores de Diabetes melito tipo 1l descreveram maior nivel GSH e maior atividade

de GSHd e GSH-Px, em relagéo ao grupo controle, composto por idosos sadios®’.
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No presente estudo o valor de corte para os niveis de creatinina foi de 1,2
mg/dl. Neste contexto observa-se que pacientes com insuficiéncia renal apresentam
peroxidag&o lipidica elevada. Lucchi et al. observaram que pacientes com reduzida
depuragdo de creatinina apresentaram maiores niveis de dienos conjugados no
plasma e tecido adiposo, mostrando que ha aumento do estresse oxidativo com a
progress&o da doenca®®,

A adogao destes critérios de inclusdo promoveu a limitagdo da amostra, porém,
com isso evitou-se que pacientes possivelmente portadores de niveis séricos de TBARS

por outras causas que nao a CEC pudessem trazer dados incorretos nestas dosagens.

6.2 AS DOSAGENS DE TBARS

As determinagtes laboratoriais seguiram metodologia ja consagrada na literatura
e aplicadas em diversos estudos clinicos e experimentais. Segundo Buege e Aust
(1978), a detecgdo direta das "espécies reativas do metabolismo do oxigénio" em
amostras bioldgicos € dificultada por suas concentracdes extremamente baixas, na
ordem de 10"'M e por suas elevadas reatividades, chegando ao ponto de as taxas de
produgdo serem iguais as taxas de reacdo com biomoléculas®®.

Os métodos mais utilizados para aferi¢éo indireta das "espécies reativas do
metabolismo do oxigénio" e, conseqlientemente, das lesdes oxidativas s&o os espectrofo-
tométricos e cromatomeétricos, que medem a atividade enzimatica (SOD, catalase, GSH-Px
e GSH-gd) e/ou a concentragéo de tripeptideos (GSH, GSHSS) e aldeidos (TBARS).
Estas medidas podem ser realizadas em tecidos, sangue e outros fluidos?,

No presente estudo, para as dosagens de TBARS adotou-se a metodologia
proposta por Buege e Aust., descrita em 1978, a qual apresenta reprodutibilidade e
sensibilidade. As dosagens foram feitas em triplicatas e em diferentes momentos.
A seguir foram calculadas as médias de cada grupo de dosagens e verificado estatis-
ticamente se ocorreram diferencas. Como nao ocorreram diferengas significantes
entre as dosagens em triplicatas, foram entdo calculadas as médias das trés dosagens

para a representacdo do resultado final®®.
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Antunes et al., destacaram a ampla variabilidade de valores de referéncia
relatados na literatura quanto ao TBARS em amostras bioldgicas. Inferiram que as
diferengas nos indices basais de TBARS podem ser justificadas pelas diferencas étnicas
e culturais das populagdes estudadas, incluindo habitos alimentares dos individuos.
Entretanto, aqueles autores mencionam a necessidade de estudos interlaboratoriais,
com as mesmas amostras, como forma de identificar possiveis erros sistematicos nas
diferentes técnicas utilizadas e conseqiientemente obter consenso quanto aos niveis
basais do malondialdeido (MDA) em individuos adultos saudaveis. No presente estudo
os valores basais de MDA (T0) foram de 1,503+0,074 mmoles/mg de proteina sérica®.

Lima et al., em um estudo que revisou os principais mecanismos indutores de
peroxidagao lipidica, assim como as principais metodologias utilizadas para sua
mensuragao em sistemas bioldgicos, afirmaram que um método considerado ideal na
mensuragao da lipoperoxidacao lipidica (LPO) deve cumprir os seguintes aspectos:
1) identificar e quantificar produtos derivados especificamente do processo de
peroxidagao; 2) ter um baixo coeficiente de variagdo, quando analisadas amostras
diferentes de um mesmo individuo; 3) ndo estar sujeito a interferéncias de outras
biomoléculas; 4) ndo sofrer interferéncia direta da dieta e 5) ter sensibilidade para
mensurar niveis basais dos produtos?.

A metodologia para a dosagem de TBARS no presente estudo cumpriu o primeiro
aspecto mencionado por Lima et al., pois tem como fundamente o fato de que a
lipoperoxidacéo ou peroxidagao lipidica é indicada pela formagéao de radicais livres,
que reagem com o acido tiobarbiturico em condi¢gdes apropriadas de incubagao (meio
acido e aquecimento), reagindo eficientemente para a produgédo de um cromoégeno
com alta absortividade molar no espectro visivel. O método ora empregado também
cumpriu o segundo aspecto anteriormente mencionado, pois ndo apresentou variagéo
significante, quando analisadas amostras diferentes de um mesmo individuo®°.

Quanto aos demais aspectos citados por Lima et al., de ndo estar sujeito a
interferéncias de outras biomoléculas, o método ora utilizado em meio acido e alta
temperatura, permite elevada seletividade molecular. Os autores mencionam ainda
que nao deve sofrer interferéncia direta da dieta, por este motivo optou-se a coleta
em TO em jejum minimo de dez horas e as demais ocorreram em trans-operatorio.
Recomendaram também que o método deve apresentar sensibilidade para mensurar

niveis basais, como foi procedido em T0*.
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Quanto as médias das dosagens de TBARS nos trés momentos deste estudo,
apresentaram diferencga significante com p<0,001. Observou-se aumento significante
entre o basal (TO) com 1,503+0,074, em T10 com 5,538+0,353 e em T30=
3,058+0,289 mmoles/mg de proteina sérica (grafico 2 e Anexo C).

Para explicar o aumento de TBARS entre TO e T10, pode-se mencionar as
afericbes de Zanoni et al., em 2008, ao demonstrarem que durante a cirurgia cardiaca
com CEC ocorre uma série de alteragdes imunologicas e inflamatérias desencadeando
estresse oxidativo. Nas condigoes nao-fisiologicas durante a CEC e em razio de
alteracGes relacionadas a isquemia-reperfuséo, forma-se uma grande quantidade de
radicais livres. S&o responsaveis pela inflamacdo sistémica e consideravel lesao
celular estrutural e funcional®',

A diminui¢ao dos niveis de TBARS observada entre T10 e T30 pode ser justificada
pela liberagao de antioxidantes endbgenos frente ao estimulo ocorrido em T10. Esta
possivel justificativa tem embasamento nas afirmagbes de Barreiros et al., que o
excesso de radicais livres no organismo é combatido por antioxidantes produzidos pelo
corpo ou absorvidos da dieta. Pode-se acrescentar também a citacdo de Halliwell et
al. de que "antioxidante & qualquer substancia que, quando presente em baixa
concentragdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne
significativamente a oxidagcdo do mesmo". Os antioxidantes produzidos pelo corpo
agem enzimaticamente, a exemplo da GPx, CAT e SOD2 ou, ndo enzimaticamente a
exemplo de GSH, peptideos de histidina, proteinas ligadas ao ferro (transferrina e
ferritina), acido diidrolipéico e CoQH2. Além dos antioxidantes produzidos pelo corpo, o
organismo utiliza agueles provenientes da dieta como a vitamina E, B-caroteno, vitamina-C

e compostos fendlicos onde se destacam os flavonéides e poliflavonoides®®.

6.3 AS DOSAGENS DE PROTEINA C REATIVA

Quanto a utilizagdo da PCR, como marcador de processo inflamatério agudo,
as amostras iniciais (T0) foram negativas, o que demonstra ser a amostra avaliada

no presente estudo, isenta de fatores indutores de processo inflamatério.
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A PCR é o prototipo das proteinas de resposta de fase aguda e foi a primeira a
ser descrita, tem estrutura pentamérica pertencente a familia das pentraxinas, composta
E produzida pelo hepatdcito, sob estimulo e controle de citocinas pré-inflamatérias,
especialmente a IL-6, que é a principal indutora do gene da PCR e também da IL1, o
TNF alfa e os produtos da ativagdo do complemento. Sua variabilidade na populagéo
€ grande, refletindo mais sensivelmente variagdes no estado inflamatério, mesmo
que este seja transitorio. Entre as varias fungdes da PCR citam-se o reconhecimento
de patégenos e células danificadas do hospedeiro, incluindo antigenos celulares,
lipoproteinas e células apoptéticas, bem como a mediacdo de sua eliminagao por
recrutamento do sistema complemento e células fagociticas® % 41,

No que se refere as determinagtes laboratoriais da PCR, estas podem ser
realizadas por soroaglutinagdo em particulas de latex em lamina, sendo o resultado
expresso semiquantitativamente em cruzes, a partir de uma interpretacso subjetiva.

Atualmente tornou-se possivel a determinagdo quantitativa da concentragao
sérica da PCR através de imunonefelometria, expressando-se os resultados em
mg/dL. No presente estudo empregou-se a imunonefelometria hipersensivel, também
denominada de alta sensibilidade ou ultra-sensivel, que & o método de escolha para
determinacéo de baixas concentragdes séricas da PCR e a interpretacédo do resultado
requer cuidadosa correlagdo com a histéria clinica e exame fisico do paciente, uma
vez que processos inflamatorios elevam os niveis basais de PCR*.

Tendo-se com base os estudos de Pepys et al. e de Volanakis et al., pode-se
melhor compreender a elevagédo dos valores de PCR em T10 no presente estudo e
também a sua manutengéo até T30, pois estes autores comprovaram que apdés um
estimulo inflamatério, a PCR se eleva rapidamente em no maximo 6 a 12 horas e
intensamente (100 a 1000 vezes), e sua meia vida é de 19 horas o que possibilita
afirmar que uma vez desencadeado o processo inflamatério ele se mantém ativo no
paciente sob CEC**,

Houve concordancia entre os maiores e menores valores de PCR em relagéo
aos maiores e menores tempos de CEC, demonstrando assim gue quanto maior
o tempo de CEC maior é o estresse oxidativo gerado, o que pode favorecer um
desequilibrio no controle das respostas organicas a inflamacao.
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6.4 O TEMPO DE CEC

A circulag@o extracorporea foi o suporte para o desenvolvimento das cirurgias
intracardiacas e para a realizagdo de procedimentos de maior complexidade, nos quais
se necessita de um campo exangue e estatico. Desta forma, a CEC foi o instrumento
que permitiu os maiores avangos na cirurgia cardiovascular. Porém, sua inocuidade
€ questionada devido aos problemas relacionados ao seu uso, principalmente quando
se refere a um tempo de perfuséo prolongado *.

Contudo a CEC desencadeia importante resposta inflamatoria em cirurgia
cardiaca, sendo observado que é significativamente menor quando o tempo de CEC
é inferior a 70 minutos®.No presente estudo o tempo médio de CEC foi de 60,3 +
22,13 minutos, sendo que entre os 25 pacientes avaliados, treze tiveram tempo de
CEC menores que 70 minutos e doze pacientes acima de 70 minutos com tempo
maximo de 95 minutos e n&o ocorreram intercorréncias per e pds-operatérias em
nenhum dos pacientes.

Quando os resultados das dosagens de TBARS e PCR, analisadas em dois grupos
conforme o tempo de CEC (abaixo e acima de 70 minutos), ndo foram observadas
diferengas significantes entre as médias nos trés momentos de coletas de amostras.

O tempo de perfusdo esta relacionado com ativagio de uma resposta inflamatéria
sistémica que leva a alteragdes em niveis celular e humoral, como ativacdo do sistema
complemento e da cascata da coagulagédo, causando alteragées de permeabilidade
e reatividade vascular. Disfungées neurologicas estédo relacionadas ao uso da CEC
na RM, especialmente em tempo prolongado 5 '°.

As complicagbes trombéticas nas cirurgias de RM se apresentam como as
principais causas de mortalidade nessa populacédo. Dentre elas, destaca-se o infarto
do miocardio (IAM) em razdo de sua elevada incidéncia, que varia de 5% a 15%,
conforme dados da literatura. As consequiéncias do IAM perioperatorio podem transitar
desde pequenas elevagdes enzimaticas sem relevancia clinica até quadros de baixo
débito cardiaco ou taquiarritmias malignas, seguidos de 6bito ou com reducdo de
sobrevida em longo prazo, o que explica os esforcos realizados na tentativa de evitar

tal complicagao ' 1°.



47

nos pacientes diabéticos, o que justificativa nosso critério de exclusdo dos pacientes
com esta doenca de base®".

Quando foram iniciadas as dosagens do TBARS em trés momentos da CEC
observamos uma diferenga entre as amostras, sendo que em T10, que representa
os dez primeiros minutos de CEC, houve uma elevagao significativa em relacdo aos
valores basais e vai de encontro com a literatura que demonstra haver nos primeiros
minutos de CEC o inicio do estresse oxidativo.

Ao se correlacionar TBARS com PCR em T10 h& uma regressao linear, que néo
se mantém no T30, demonstrando assim que o TBARS n&o pode ser correlacionado
diretamente com o PCR ou funcionar como um substituto do mesmo.

Por haver uma elevagéo significativa do PCR nos pacientes sob CEC podemos
afirmar que ha um processo inflamatério desencadeado, porém, como ele se mantém
elevado durante toda a CEC, ha uma dificuldade para usa-lo como marcador isolado em
pos-operatorio. Marcadores como a procalcitonina podem favorecer o diagnostico de
complicagdes no pés-operatério e ja sdo muito utilizados nas cirurgias cardiacas
pediatricas, porém, seu alto custa impossibilita a utilizagdo em centros menores.
A procalcitonina é alvo de varios estudos e demonstra maior especificidade em
comparagao a PCR no diagnostico de infecgdo pés-operatoria e também no
acompanhamento do tratamento instituido®,

Marty et al. afirmam que o material utilizado para a realizacdo da CEC ativa
varios niveis de resposta inflamatéria sistémica, este processo ocorre tanto no per
quanto no pos-operatorio. Em contrapartida defensores da cirurgia cardiaca sem CEC
demonstram haver uma evolugio mais favoravel do paciente com menos complicacdes®.

Também ha a possibilidade de se utilizar N-acetilcisteina (NAC) como um
protetor nos pacientes submetidos a CEC mas as amostras deveram ser maiores
para que se passe a usar rotineiramente nos pacientes cirirgicos*®.

Ha ainda pesquisadores que buscam novas formas de anestesia para os
pacientes submetidos a RM sob CEC e isso pode ser mais uma forma de amenizar
os danos ocasionados pelo procedimento®’,

Devemos lembrar que todas estas dosagens sanguineas honeram os
procedimentos realizados e devemos buscar marcadores seguros e de baixo custo

para tornarmos acessiveis em todos os centros de cirurgia cardiaca® .



48

7 CONCLUSOES

Os niveis de TBARS e PCR apresentaram elevagdo progressiva nos dois
tempos de CEC, com valor maximo no trigésimo minuto, demonstrando que esta
diferenga sugere haver uma resposta de estresse oxidativo e resposta inflamatoria

na evolugdo da CEC.
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ANEXO A
PARECER DA COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA EM
SERES HUMANOS DO HOSPITAL ANGELINA CARON

HOSPITAL ANGELINA CARON
COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS

PARECER CONSUBSTANCIADO N.° 02/2006
(CONEP 196/96 - VII.13.b)

Protocolo

- Projeto Pesquisador Principal
numero

“AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO NA
001/06 CIRCULAGAO EXTRACORPOREA EM Dr.? Flora E. Melek
20/01/06 PACIENTES SUBMETIDOS A CIRURGIAS DE Servico de Cardiologia
REVASCULARIZAGOES MIOCARDICAS”

Comentarios:

1. O referido projeto ndo prevé a aplicagdo de métodos invasivos ou terapéuticos, sendo
apenas voltado a coleta de amostras de sangue de pacientes, nas oportunidades das
coletas de sangue previstas para os exames rotineiros de pos-operatério cardiaco.

2. Projeto de pesquisa — adequado com revisdo de literatura, objetivos, metodologia e
cronograma

3. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) — adequado com terminologia clara
e acessivel aos pacientes (em anexo).

4. Foi apresentado orgamento detalhado do projeto de pesquisa (recursos, fontes e
destino) e evidenciou-se que ndo ocorrerd nenhuma forma de remuneragdo dos
pesquisadores envolvidos.

Parecer Final

( X ) aprovado ( )yaprovado com ( ) pendente () naoc aprovado
recomendagao
Quesitos a serem Né&o significa aprovado, Pode ser reapresentado
atendidos ndo impedem devem ser atendidas as com adequagbes
sua realizacédo pendéncias metodoldgicas e éticas
Quesitos a serem atendidos:
Nao se aplica

Campina Grande do Sul, 23 de janeiro de 2006

i / #
i ; e
: / S Y "
Cto b i leg o
Dr.Pedro Ernesto Caron
Presidente
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , RG , abaixo qualificado,

DECLARO para fins de participagdo em pesquisa, na condigdo de sujeito da pesquisa, que
fui devidamente esclarecido do projeto de pesquisa intitulado “AVALIAGAO DO ESTRESSE
OXIDATIVO NA CIRCULAGAO EXTRACORPOREA EM PACIENTES SUBMETIDOS A
CIRURGIAS DE REVASCULARIZAGOES MIOCARDICAS” desenvolvido pela Dr? Flora E.
Melek do Servigo de Cardiologia, quanto aos seguintes aspectos:
1. Justificativa, objetivos e procedimentos que ser3o utilizados na pesquisa:
2. Desconfortos e riscos possiveis e os beneficios esperados;
3. Liberdade de se recusar a participar ou retirar seu consentimento, em qualquer
fase da pesquisa, sem penalizagéo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado:;
4. Garantia de sigilo quanto aos dados confidenciais envolvidos na pesquisa,
assegurando-me absoluta privacidade;
Formas de indenizagéo diante dos eventuais danos decorrentes da pesquisa;

Formas de ressarcimento das despesas decorrentes da participagdo na pesquisa.

DECLARO, outrossim, que apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter

entendido o que me (nos) foi explicado, consinto voluntariamente desta pesquisa.

Campina Grande do Sul, de de 200

DECLARAGAO DO PESQUISADOR

DECLARO, para fins de realizagdo de pesquisa, ter elaborado este Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), cumprindo todas as exigéncias contidas nas

alineas acima elencadas e que obtive, de forma apropriada e voluntaria, o consentimento

livre e esclarecido do declarante acima qualificado para a realizacdo desta pesquisa.
Aracaju, de de 200

Assinatura do Pesquisador
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ANEXO B
RELACAO DE PACIENTES INCLUIDOS

Critérios de Inclusédo

N.° Idade Sexo E;:g:: (f,’/oe) Creatinina Ten;;gg o PT:;'::eﬂ:o ng::::sde
(mg/dl) (minutos) {minutos)
1 71 M 56 1,17 20 17 1
2 60 M 64 1,06 35 25 3
3 63 M 59 1,06 73 64 3
4 56 M 55 1,17 77 72 3
5 55 M 74 1,15 955 32 2
6 63 M 63 1,10 44 20 3
7 56 M 77 1,17 82 75 4
8 82 M 69 1,04 95 84 4
9 49 M 50 117 52 50 4
10 58 F 60 0,95 76 68 3
11 57 M 62 1,08 86 73 4
12 48 M 68 1,12 88 54 3
13 54 M 65 0,92 82 30 4
14 62 F 61 1,12 76 40 2
15 64 F 61 112 70 64 4
16 72 M 64 1,16 62 45 3
17 67 F 79 0,82 82 40 2
18 59 s 65 0,98 45 40 3
19 68 F 60 0,88 38 18 2
20 44 M 56 1,15 26 24 3
21 47 F 60 1,19 56 55 3
22 74 F 56 0,90 56 51 3
23 74 F 71 1,12 56 34 3
24 53 M 50 1,14 83 74 4
25 73 M 53 1,10 82 42 2
Mx 61,16 62,32 1,07 63,88 47,64 3
Dp 9,73 7,63 0,11 20,75 20,07 0,82

Nota: Mx - Média aritmética; DP - Desvio padro.
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(1) — Avaliacao estatistica dos resultados em triplicatas das amostras obtidas
em TO - One-way Analysis of Variance (ANOVA)

The P value is 0.9105, considered not significant.
Variation among column means is not significantly greater than expected
by chance.

Post tests
Post tests were not calculated because the P value was greater
than 0,05,

Assumption test: Are the standard deviations of the groups equal?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations with identical
SDs. This assumption is tested using the method of Bartlett.

Bartlett statistic (corrected) = 0.3110

The P value is 0.8560.

Bartlett's test suggests that the differences among the SDs is
not significant.

Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations that follow
Gaussian distributions. This assumption is tested using the method
Kolmogorov and Smirnov:

Al 0.2458 0.0974 Yes
A2 0.2623 0.0641 Yes
A3 0.2471 0.0944 Yes

Intermediate calculations. ANOVA table

Source of Degrees of Sum of Mean

variation freedom squares square
Treatments (between columns) 2 0.03658 0.01829
Residuals (within columns) 72 14.030 0.1949
Total 74 14.067

F = 0.09385 =(MStreatment/MSresidual)
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(2) - Avaliacao estatistica dos resultados em triplicatas das amostras obtidas
em T10 - One-way Analysis of Variance (ANOVA)

The P value is 0.8809, considered not significant.
Variation among column means is not significantly greater than expected
by chance.

Post tests

Post tests were not calculated because the P value was greater
than 0.05.

Assumption test: Are the standard deviations of the groups egqual?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations with identical
SDs. This assumption is tested using the method of Bartlett.

Bartlett statistic (corrected) = 1.207

The P value is 0.5468.

Bartlett's test suggests that the differences among the SDs is
not significant.

Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?
ANOVA assumes that the data are sampled from populations that follow

Gaussian distributions. This assumption is tested using the method
Kolmogorov and Smirnov:

Group KS P Value Passed normality test?
Bl 0.1006 >0.10 Yes
B2 0.08577 >0.10 Yes
B3 0.09031 >0.10 Yes

Intermediate calculations. ANOVA table

Source of Degrees of Sum of Mean

variation freedom sguares sguare
Treatments (between columns) 2 0.6993 0.3496
Residuals (within columns) 72 198.09 z.751
Total 74 198.79

F = 0.1271 =(MStreatment/MSresidual)
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(3) - Avaliagao estatistica dos resultados em triplicatas das amostras obtidas
em T30 - One-way Analysis of Variance (ANOVA)

The P value is 0.9274, considered not significant.
Variation among column means is not significantly greater than expected
by chance.

Post tests
Post tests were not calculated because the P value was greater
than 0.05.

Assumption test: Are the standard deviations of the groups equal?

ANOVA assumes that the data are sampled from populations with identical
SDs. This assumption is tested using the method of Bartlett.

Bartlett statistic (corrected) = 1.416

The P value is 0.4927.

Bartlett's test suggests that the differences among the SDs 1is
not significant.

Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?
ANOVA assumes that the data are sampled from populations that follow

Gaussian distributions. This assumption is tested using the method
Kolmogorov and Smirnov:

Group Ks P Value Passed normality test?
Cl 0.1460 >0.10 Yes
Cc2 0.1411 »0.10 Yes
C3 0.1110 >0.10 Yes

Intermediate calculations. ANOVA table

Source of Degrees of Sum of Mean

variation freedom squares square
Treatments (between columns) 2 0.1926 0.08¢32
Residuals {(within columns) 72 91.920 1.277
Total 74 92.112

F = 0.07545 =(MStreatment/MSresidual)
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(PCR) EM MG/DL, MEDIAS, DESVIOS PADROES E AVALIAGAO ESTATISTICA
PELO TESTE DE T-STUDENT

=
o]

> o T30
1 > o :
2 - : 0
; - o 0,74
: 0 1,25 5o
: : 0,58 1,23
6 5 : :
; : i 0,98
; : Al 3,08
: : =L 0,78
T : 0,96 0,85
11 5 L s
: - 221 2,12
: : e 0,85
14 - i 0,91
15 ; 1,07 0,98
16 5 L ot
s : 212 2,06
L 0 0,66 T
19 ; : :
20 ; 0 o -
21 5 = CA
- 0 0,98 e
. v 0,72 1
. g 1,26 1.39
- g 0,52 VTR
= 0 0,9556 0.0992
- 0 0,6684 o756
p 0,8301

Nota:

A1, A2, A3, B1, B2, B3, C1, C2 e C3: amostras em triplicatas
de cada momento de avaliago; Mx: Média aritmética; DP; Desvio
padrao; p: significancia estatistica (T-Student)*
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*Unpaired t test
Do the means of T10 and T30 differ significantly?

P value
The two-tailed P value is 0.8301, considered not significant.

t = 0.2158 with 48 degrees of freedom.

95% confidence interval
Mean difference = 0.04360 (Mean of T30 minus mean of T10)
The 95% confidence interval of the difference: -0.3627 to 0.4499

Assumption test: Are the standard deviations equal?
The t test assumes that the columns come from populations with equal SDs,
The following calculations test that assumption.

F 1.285

The P value is 0.2721.

This test suggests that the difference between the two SDs is
not significant.

Assumption test: Are the data sampled from Gaussian distributions?

The t test assumes that the data are sampled from populations that follow
Gaussian distributions. This assumption is tested using the method
Kolmogorov and Smirnov:

Group KS P Value Passed normality test?
T10 0.1236 >0.10 Yes
T30 0.1101 >0.10 Yes

Summary of Data

Parameter: T10 T30

. Mean: 0.9556 0.9992

# of points: 25 25
Std deviation: 0.6684 0.7576
Std error: 0.1337 00,1515
Minimum: 0.000 0.000
Maximum: 2.210 3.080
Median: 0.9600 0.9100

Lower 95% CI: 0.6797 0.0864

Upper 95% CI: 1.232 1:312



