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INTRODUCAO

A cirurgia cardiaca (CC) com circulagdo extracorporea (CEC), usualmente provoca
uma resposta imunoinflamatoria autolimitada, denominada Sindrome da Resposta
Inflamatéria Sistémica (SIRS), que pode ser responsavel por complicagdes graves no pos-
operatorio, principalmente por casos de infecgao.

A resposta inicial da imunidade inata (inespecifica) e posteriormente da imunidade
adaptativa (especifica) ¢ atribuida, principalmente ao estresse cirurgico ¢ ao contato do
sangue com a superficie ndo endotelial da CEC.

Foram estudadas estratégias farmacologicas e tecnoldgicas para evitar essas
complicac¢des, mas com pouco sucesso. Uma alternativa seria evitar, a0 maximo, o contato
do sangue com os componentes do circuito da CEC. Como o oxigenador ¢ responsavel por,
aproximadamente, 70% de toda a superficie ndo endotelial da CEC, uma idéia a ser testada
seria utilizar um curto circuito veno-arterial que desviasse parte do sangue venoso
diretamente para a linha arterial, sem passar pelo oxigenador.

No pods-operatério imediato da CC com CEC, constata-se uma linfopenia, talvez
como parte do processo da SIRS, principalmente dos linfocitos T (imunidade adaptativa), a
qual se especula ser por apoptose. Testar essa hipotese, por meio do estudo da expressao de
anexina V, uma proteina ligada a um fosfolipidio dependente de calcio, que identifica a
apoptose mais precocemente do que os métodos baseados nas altera¢des nucleares como a
fragmentacdo do DNA, pode contribuir para o conhecimento atual da fisiopatologia da
imunidade adaptativa neste contexto.

A revisdo a seguir tem por objetivo atualizar o conhecimento da inter-relagdo entre a

imunidade adquirida e o uso da CEC.



REVISAO DA LITERATURA

““Seria ingenuidade imaginar, que o nosso corpo tolerasse a exposi¢ao de todo o
volume sanguineo ao material estranho do circuito da circulagdo extracorpérea
sem alguma espécie de reagdo defensiva”

Westaby S, 1983

A CEC apesar do avanco da CC, evitando seu uso, ainda tem ampla utilizagao.
Entender a fisiopatologia da interacdo do sangue com os componentes da CEC ¢
fundamental para o desenvolvimento de estratégias de prevencdo e tratamento das
complicagdes pos-operatorias proporcionadas pelo seu uso.

O objetivo desta revisao ¢ atualizar o conhecimento da interagdo da CC com CEC
com a imunidade adquirida (especifica), considerando que a resposta da imunidade inata

(inespecifica) tem sido amplamente estudada.

A Circulacgdo extracorpoérea e os oxigenadores

A CEC foi utilizada pela primeira vez em cirurgia cardiaca para corre¢do de defeitos
intracardiacos em 1951, sem sucesso, no Hospital da Universidade de Minessota,

Minneapolis, Estados Unidos [1].

A 1idéia original do Dr. John H. Gibbon, em 1930, de criar a condigdo para tratar
cirurgicamente pacientes com embolia pulmonar macica, promoveu o desenvolvimento da

primeira maquina de CEC, utilizada por ele em 1952 em cirurgia cardiaca em seres



humanos, também sem sucesso [2]. O primeiro paciente que sobreviveu a cirurgia cardiaca
com CEC foi encaminhado para corre¢do de defeito septal atrial em maio de 1953, tendo
como cirurgides os Drs. J. Gibbon e F. Abritten, sendo a doutora Mary Gibbon Jr, esposa
do cirurgido, a primeira perfusionista da historia. Na época, o procedimento apresentava

altas taxas de mortalidade.

Até 1954, utilizava-se, a hipotermia e a circulacdo cruzada para corre¢ao de defeitos
cardiacos e somente dois centros realizavam essas cirurgias, a Universidade de Minesotta e
a Clinica Mayo [3].

Em 1955, resultados experimentais da Clinica Mayo descreveram o uso de um
oxigenador, originalmente construido pela IBM e modificado pela Clinica Mayo, utilizando
o desenho de Gibbon [4].

Até a criagdo do oxigenador de bolhas, em 1955, haviam sido realizadas
aproximadamente 140 cirurgias cardiacas, no periodo de 1952 a 1956. Nos dez anos
seguintes realizaram-se 2581 cirurgias cardiacas [5-7]. A utilizagdo da CEC generalizou-se
e, em 1976, cerca de 90% das cirurgias cardiacas eram realizadas, utilizando oxigenador de
bolhas [8], o que foi responsavel pelo crescimento da cirurgia cardiaca em todo o mundo.

Em 1956, foi lancado, experimentalmente, o oxigenador de membrana. Os
resultados mostravam que este apresentava beneficio somente em cirurgias mais
prolongadas, podendo reduzir o sangramento, a ativacdo inflamatoria e os fendmenos
embolicos [9]. Em 1967, o primeiro oxigenador de membrana para uso clinico foi
utilizado, e a partir da década de 60, foram empregadas solugdes salinas em substitui¢ao ao

sangue como volume inicial da bomba de circulacdo extracorporea, melhorando as



condi¢des da perfusdo, como menor viscosidade, evitando-se o uso de sangue e suas
complicacdes [10]. Atualmente, os oxigenadores de bolhas e os de membrana sdo os mais
utilizados e desde 1995 preferentemente os oxigenadores de membrana.

Os componentes do circuito da CEC compreendem toda a superficie ndo endotelial
que entra em contato com o sangue, ¢ foi considerada responsavel, desde o inicio, pelas
alteracdes que ocorrem durante e apds a CC, provocando alteragcdes importantes na
homeostase do paciente.

Estes circuitos variam de acordo com o oxigenador utilizado, mas, genericamente,
compreendem os seguintes componentes: o oxigenador de membrana ou de bolhas, os
tubos de PVC (poly vinyl chloride), que conduzem o sangue vindo da canulagdo das veias
cavas para um reservatério venoso, a bomba de CEC, o filtro arterial e o retorno pela linha
arterial ao paciente. Apesar do avancgo tecnologico, a morbidade e a mortalidade da
cirurgia cardiaca continuaram sendo atribuidas a CEC [3, 11-16]. As manifestagdes
clinicas apresentadas se caracterizam por alteracdes nas fungdes pulmonares, renais, na
diatese hemorragica, acimulo de liquido no espago intersticial, febre, leucocitose,
vasoconstricao e aumento da susceptibilidade a infecgdes. O oxigenador € o componente
da perfusdo responsavel pela fungdo pulmonar durante o periodo da CEC. Ele permite a
troca de gases, como didéxido de carbono e anestésicos, troca calor e serve como
reservatorio e filtro para o sangue que retorna do paciente pelos aspiradores. Os
oxigenadores apenas niao contemplam a fun¢do enddcrina dos pulmdes, o que pode ser

sustado por algum tempo sem prejuizo para o paciente [17].



Prevencéo dos problemas gerados pela circulacéo extracorporea

Os efeitos prejudiciais da CEC poderiam ser minimizados com o desenvolvimento
de trés areas: desenvolvimento de material biocompativel (minima ativagdo dos elementos
do sangue), modificagdo do circuito usado para perfusdo e desenvolvimento de farmacos
que pudessem neutralizar os efeitos danosos conseqiientes da exposicdo do sangue ao
circuito da CEC [18].

Para esse fim, foram desenvolvidas diferentes estratégias, tanto na d4rea
farmacolodgica [19, 20], como através de técnicas cirirgicas sem circulagdo extracorporea,
na qual o Brasil ¢ um dos pioneiros [21-27], de novos componentes e circuitos da CEC [28-
30], da ndo utilizagdo de oxigenadores ou diminui¢do do tempo de contato do sangue com a
superficie ndo endotelial da CEC [31, 32]. O sucesso dessas iniciativas, porém, foi limitado
em relagao aos desfechos clinicos.

Os esfor¢os desenvolvidos na area da biocompatilidade de materiais para a CEC
com os circuitos recobertos com heparina [29, 30, 33-36] e na area de modificacdo do
circuito da CEC, para evitar ou diminuir o tempo total de contato do sangue com a
superficie ndo endotelial, tém produzido alternativas tecnoldgicas que ainda nao
comprovaram seu beneficio. Constituem, entretanto, motivos de pesquisas recentes, como
as alteracdes proporcionadas por um curto circuito veno-arterial no oxigenador, diminuindo
o tempo total de exposi¢do do sangue ao circuito da CEC. Até 40-50% do sangue venoso ¢
desviado pelo curto circuito veno-arterial, podendo influenciar na diminuicdo da resposta
imunoinflamatdria e de micro-€mbolos [18, 37]. Oxigenadores recobertos com silicone,

biocompativeis, que preveniriam a disfun¢do de 6rgdos no pds-operatorio [38] e a exclusdo



do oxigenador do circuito da CEC, pela técnica de Drew-Anderson, vém sendo
testados[31]. Estes demonstram beneficios em desfechos substitutos, mas nao esta
comprovado o beneficio clinico e ndo foram integrados na rotina da CC atual.

Na area dos farmacos, os corticéides tém sido testados desde a década de 70.
Reduzem a liberagdo do fator de necrose tumoral-a. (TNF-a)[19], interleucina (IL)-1f3
pelos macréfagos, IL-6 e IL-8 [39], provocam aumento de IL-10 (antiinflamatodria) [40] e
na imunidade adquirida, diminuindo o ntimero de linfocitos B e T, sem demonstrar um
beneficio na morbidade e da mortalidade [41]. A aprotinina, um inibidor da protease,
diminui o sangramento, as transfusdes e niveis de D-dimeros, reduz os niveis das citoquinas
e das moléculas de adesdo, integrinas ¢ do TNF-o [42], mas ndo impede a ativagao
endotelial e ainda tem seu uso restrito.

Os pequenos avangos obtidos, até agora, nesta area, demonstram nosso ainda pouco

conhecimento da complexa fisiopatologia da resposta imunoinflamatéria provocada pela

CC.

Sindrome da resposta inflamatoria sistémica

A SIRS ¢ definida como uma resposta pro-inflamatoria do organismo a varios tipos
de agressao inicial, como infecc¢do, endotoxemia, trauma cirirgico, isquemia/necrose ou
déficit de perfusdo. Deve apresentar duas ou mais das seguintes condigdes: temperatura

corporal maior que 38° C, freqiiéncia cardiaca maior de 90 batimentos por minuto,



freqiiéncia respiratdria maior que 20 movimentos respiratorios por minuto, pressdao de
diéxido de carbono menor de 32 mmHg, leucocitose maior do que 12.000/mm’ ou menor
de que 4.000/mm’ ou ainda uma taxa de mais de 10% de bastonados em relagio aos
neutrofilos [43]. E o inicio de uma alteragdo da homeostase, que pode ser autolimitada ou
evoluir para uma faléncia de multiplos 6rgaos (Multiple Organs Disfunction Syndrome -
MODS), com alta mortalidade. Ocorre em poucos dias e, seqiiencialmente, evolui com
insuficiéncia respiratoria, intestinal, hepatica, renal, hematologica e cardiaca.

A CEC ¢ um dos estimulos iniciais de desencadeamento da SIRS pelo contato direto
do sangue com sua superficie ndo endotelial [44]. O estresse cirargico por si so
desencadeia a mesma resposta, porém mais atenuada [45]. Contribui, também, a
endotoxemia, através da liberacdo de lipopolisacarideo de bactéria gram-negativo, por

translocag@o do intestino, durante a fase de isquemia [46].

Imunidade inata e adquirida

A resposta imunoinflamatéria provocada pela CC estimula os dois componentes do
sistema imune. A imunidade inata (inespecifica) reage rapidamente ao antigeno, sempre da
mesma forma a repetidas agressdes, ndo tem memoria ¢ € composta por elementos
celulares, granulocitos polimorfonucleares, monocitos, macrofagos e  células
exterminadoras naturais (natural killer, NK); e humorais, citoquinas, radicais livres de

oxigénio, complemento, proteinas de fase aguda como a proteina C reativa (PCR). A

imunidade adquirida reage mais lentamente, ¢ qualitativa, especifica a um antigeno, tem



regulacdo, memoria, ¢ ¢ composta pelos linfocitos T, linfocitos B, pelas células
apresentadoras de antigeno e pelos fatores humorais, citoquinas e anticorpos [47].

A resposta imune inata na CC com CEC foi a primeira a ser reconhecida e estudada
nos anos 80. Constatou-se, entdo, ocorrer uma ativagdo precoce, principalmente do
complemento e das IL-1, IL-6 [48, 49], IL-8 (FRERING B, 1994) e TNF-a [50, 51].

A resposta imune adquirida ¢ menos conhecida e s6 recentemente, na década de 90,
vem sendo investigada com métodos adequados. Constata-se uma linfopenia pods-
operatoria, principalmente dos linfécitos B e T no sub grupo dos linfocitos T auxiliares (T
helper, Th). Sua importancia deve-se ao fato que as complicagdes infecciosas e a MODS,
pos-operatorias, sendo as infeccdes geralmente provocadas por germes oportunistas, € com
alta mortalidade se comparadas a outras cirurgias ndo cardiacas, apontam para a depressao
da resposta imune adquirida [52, 53].

Importante identificar que as células apresentadoras de antigeno estimulam os
linfocitos T através da citoquina IL-1 e que a IL-2 produzida pelos linfocitos T, estimula e
amplia a resposta celular adquirida. A IL-6 ¢ produzida pelos linfocitos T e ndo so ativa
como media a resposta da fase aguda, junto com a IL-1 e o TNF-a..

O conhecimento da fisiopatologia da imunidade adquirida deve trazer informagdes
adicionais do complexo mecanismo da resposta imunoinflamatéria provocada pela CEC,

que propiciem prevencao e tratamento dessa sindrome.



Marcadores de identificacao e ativacéo das células do sistema imune

As células do sistema imune expressam moléculas na sua superficie, identificadas
através de anticorpos monoclonais que se ligam especifica e seletivamente com estas
moléculas. As subpopulacdes linfocitarias podem ser identificadas através da diferente
expressdo destes antigenos em sua superficie. Estes antigenos foram uniformizados em
uma nomenclatura chamada de grupo de diferenciagdo ou CD (“cluster of differentiation”).
Assim, a presenga de determinados antigenos na membrana de um linfocito serve para
caracterizar ndo s6 o tipo celular, como também seu estagio de maturagdo e de atividade.
Graficamente é expresso pelo sinal +, quando estiver presente na superficie ou —, quando
nao estiver expresso na superficie da célula [54]

Das células tronco originadas na medula éssea derivam os linfocitos T e B. Os
linfocitos T ainda imaturos migram para o timo (origem do seu nome) e neste local
adquirem sua identidade de linfocitos Th ou de T citotoxicos (Tc). Os Th sdo
caracterizados pela presenca dos marcadores CD3 e CD4 e auséncia de CD8 (CD3+, CD4+,
CDS8-), enquanto que os Tc apresentam CDS ao invés de CD4 (CD3+, CD4-, CD8+) [47].
Os linfocitos Th, iniciam e regulam a resposta imunolégica. Eles reconhecem o antigeno
presente na superficie das células apresentadoras de antigeno em associagdo com as
moléculas de classe II codificado pelo Complexo Principal de Histocompatibilidade. O Tc
por sua vez reconhece os antigenos presentes na superficie de todas as demais células do
organismo em associagdo com as moléculas de classe I codificado pelo Complexo
Principal de Histocompatibilidade. O auxilio dos linfocitos Th da-se através da secrecao de

citoquinas estimulantes para os linfocitos B, linfocitos Tc, células tronco hematopoiéticas e
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na ativacdo dos macrofagos, estimulando a fagocitose e a destruicdo de patogenos
intracelulares [17].

As alteragdes fenotipicas induzidas pela CEC e a apoptose das células do sistema
imune tém sido investigadas através de anticorpos monoclonais com analise por citometria
de fluxo [55]. Ha uma diminui¢do da expressdo do CD3+ (linfocitos T), CD4+ (linfocitos
Th) e CD8+ (linfocito Tc). Essas alteragdes sdo maximas no primeiro dia de pds-operatorio
e permanecem baixas por até uma semana [56-58].

Permanecem relativamente desconhecidos os mecanismos envolvidos na diminuigao
dos linfocitos T no contexto da CEC e CC. As hipoteses, como aumento dos
corticosteroides pelo estresse cirargico, hemodilui¢do, consumo e destruicdo mecanica e
redistribuicdo na medula 6ssea, tecido linféide e sangue periférico, sdo sugeridas [57-59],
mas nao comprovadas. A apoptose e a ativacao da imunidade adquirida na fase precoce da
CEC vém sendo muito estudadas recentemente com marcadores mais precisos na

identificacdo, ativagdo ¢ avaliacao deste fendmeno [55, 60-64].

Apoptose e anexina V

Os marcadores de superficie, além de suas finalidades fisioldgicas, permitem
identificar os tipos de células do sistema imune, se estdo ativadas para desenvolver uma
atividade especifica, saindo assim de seu estado de repouso, ou se ocorreu morte celular.
Ha dois tipos de morte celular, a necrose e a apoptose. A necrose ocorre quando a célula

esta exposta a uma grave agressao fisica ou quimica. J4 a apoptose, chamada de morte
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programada, ¢ um processo fisioldégico em que células desnecessarias ou indesejaveis sao
eliminadas. Existe uma diferenga morfolégica e bioquimica entre ambos os tipos. Na
necrose, ha uma perda da integridade da parede celular, que inicia com uma intumescéncia
do citoplasma e da mitocondria e termina com a lise total da célula e desintegracdo das
organelas, que sdo fagocitadas por macrofagos, provocando uma resposta inflamatoria
importante [65].

Na apoptose, o processo se inicia pelo surgimento de vesiculas na membrana celular
sem perda da sua integridade. Forma-se um agregado de cromatina da membrana nuclear,
iniciando um retraimento do citoplasma e condensacdo do nucleo que termina com a
fragmentacdo da célula em pequenos corpos e formagdo de vesiculas ligadas a8 membrana
(corpos apoptdticos). Nesses casos a mitocondria torna-se fraca devido a formagdo de
poros envolvendo proteinas das chamadas familias BCI-2 (caspases). Uma das principais
alteragdes que ocorre na area de interesse desta revisdo € que, na apoptose, ocorre uma
assimetria da membrana e uma translocacdo do lado citoplasmatico para o lado extracelular
da fosfatidilserina, permitindo a identificacdo da apoptose pela ligagdo com a anexina V
precocemente, pois as alteracdes da membrana plasmatica e superficie celular ocorrem
antes da fragmentacdo do DNA [54, 66].

A anexina V é um membro da familia das proteinas que se liga ao calcio e aos
fosfolipidios com atividade anticoagulante. No caso de apoptose, o método que utiliza
anticorpos monoclonais anti anexina V marcados com FITC (fluorescein Isothiocyanate) ¢
considerado o método mais sensivel, rapido e simples que os demais, como os que medem
a fragmentacdo do DNA e morte celular por necrose. Além disto, esse método, mede

diretamente e individualmente a apoptose celular, enquanto os demais métodos o fazem
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indiretamente. A deteccdo da apoptose pela anexina V ¢, portanto, o0 método mais sensivel

na quantificacdo do niumero de células apoptoticas e o que tem maior exatidao [64, 67].

Os estudos clinicos de apoptose nas células da imunidade inata e adquirida estdo

sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1. Literatura sobre apoptose e imunidade inata e adquirida.

Ano/Autor

Imunidade

Método

1996 - OKA M et al. (Cirurgia geral)[68]

1998 - KETTRITZ R et al. (In vitro) [69]

1998 - SUGIMOTO M et al. (Cirurgia Geral +

Cirurgia Cardiaca) [70]

1998 - SAKAI Y et al. (Cirurgia Cardiaca) [71]

2000 - KAWAHITO K et al. (Cirurgia Cardiaca)

[72]

2000 - AEBERT H et al. (Cirurgia Cardiaca) [73]

2001 — VISHNU R et al. (Cirurgia Cardiaca) [74]

2002 — CHELLO M et al. (Cirurgia Cardiaca) [75]

2002 — SCHMITT JP et al. (Cirurgia Cardiaca)

[76]

Linfocitos T

1 Fas (2 h apds)

Apoptose das células mononucleares
periféricas

IL8 retarda a apoptose dos Neutrofilos,
independente da BCL 2 (Caspase)
Fas-L / Fas

Aumento da Apoptose (PMN)

Supressao da Apoptose dos Neutrofilos
Prolonga vida dos neutrofilos

sFas — Reflete a gravidade da cirurgia

Apoptose do endotélio vascular- 5,6 vezes
maior

Supressao da Apoptose dos Neutrofilos
Prolonga a vida dos neutréfilos

Via Fas

Supressdo da Apoptose dos Neutrofilos
Prolonga vida dos neutréfilos

Fas e FasL — Normal

Atividade das Caspases - Reduzidas
Apoptose do Midcito

Depressao da Contratilidade

Fragmentagdo do DNA
Expressdo de Fas
Citometria de Fluxo

Fragmentagdo do DNA
Citometria de Fluxo
Microscopia por fluorescéncia

Microscopia por fluorescéncia
Sandwich ELISA

Microscopia por fluorescéncia
e Contraste de fase.
Citometria de Fluxo

Microscopia Optica
anexina V

Fragmentagdo do DNA
Liberagao do Citocromo ¢

Resumindo, dos estudos revisados sobre imunidade adquirida somente um,
analisando pacientes de cirurgia geral mostrou uma inducdo da apoptose dos linfocitos T
pela expressao do Fas/FasL na superficie celular e pela fragmentacdo do DNA. Todos os
demais estudos relacionados com a apoptose e CEC estudaram a repercussdo sobre a
imunidade inata [68]. Até onde sabemos, ndo ha estudo sobre apoptose e imunidade
adquirida (linfoécitos) em cirurgia cardiaca, utilizando a anexina V como expressdo de

apoptose.
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A inter-relacdo da resposta imune e circulacéo extracorpdrea

Estudos Clinicos da Imunidade Inata - Os efeitos da CEC, gerando uma resposta
inflamatoria exacerbada, foram inicialmente descritos por Kirklin em 1983, que atribuiu
sua causa a exposicao do sangue com a superficie ndo endotelial do circuito da CEC [5].
Foram descritas, a partir dai, a ativacdo da cascata da coagulacdo, do sistema calicreina, da
fibrindlise, do complemento [77, 78] e das citoquinas liberadas pelos monocitos,
macrofagos e neutrofilos [16, 17, 44], provocando a adesdo dos neutrofilos, ativagdo das
células endoteliais e sua inibigdo por apoptose [75]. O processo se desencadeia por um
aumento do complemento C3a, seguido por uma cascata de alteragdes dos complementos
C4, C5ae C5b [79]. A resposta da imunidade inata inicial ja é bem estabelecida, ocorrendo
elevagdo das interleucinas (IL), principalmente: IL1, IL6, IL8 e TNFa (pré-inflamatorias) e
IL-10 (antiinflamatoria).

A imunidade adaptativa (especifica) nos seus componentes humoral e celular
também se altera, tanto em nimero, como em fun¢do na CC com CEC. Ha uma diminui¢ao
dos linfécitos B e T, principalmente dos linfécitos Th e imunoglobulinas que seriam
responsaveis pela morbidade e mortalidade pds-operatoria, principalmente a infec¢do ou
Disfungdo de Multiplos Orgdos (MODS) [80]. O grau da imunodepressio parece estar
diretamente ligado ao porte e duracdo do ato cirtirgico e foi descrito em cirurgias nao
cardiacas, podendo ser extrapolado para a CC [81-83]. Ha ainda evidéncias de que o tempo

de cirurgia e da CEC estdo correlacionados a uma maior incidéncia de infecgdo [84]. A
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anestesia, aparentemente, nao influencia na resposta imunologica, no tempo usual de
duracdo da CC, em intensidade para provocar a SIRS [85- 88].

A depressdo imunoldgica caracteriza-se por uma reducdo significativa das
imunoglobulinas e do complemento [89, 90]. Os leucocitos diminuem no inicio da CEC e
ha um seqiiestro nos tecidos apds a sua ativagao pelos complementos C3a e C5a. A
suscetibilidade a infeccdo estd também aumentada pelo comprometimento da capacidade
quimiotaxica dos granuldcitos [91- 93]. Da mesma forma, a hemodilui¢do também provoca
um consumo aumentado do complemento e de todos os componentes da imunidade
humoral [94]. Ocorre ainda uma diminuicdo do nimero e da fungdo das células
exterminadoras naturais [95, 96].

Portanto, a CEC deprime a resposta imunoldgica, deixando os pacientes mais

suscetiveis a complicagdes com alta mortalidade [52, 53].

Estudos clinicos da imunidade adquirida

A ativacdo e proliferacdo da fun¢ao linfocitaria foi estudada, anteriormente, por métodos de
analises in vitro, que avaliaram somente a fase tardia de sua ativagdo. Hoje, podemos
estudar a fase precoce de ativagdo, devido aos avangos da imunologia atual. Intmeros
estudos foram publicados sobre o assunto e estdo resumidos na Tabela 2, que compreende o

autor, o ano da publicac¢do, o método utilizado e as conclusdes obtidas.
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Tabela 2. Literatura sobre a influéncia da CEC na imunidade adquirida.

ANO/ AUTOR RESULTADOS METODO
1971 - PARK KS et al. [82] | Ativacao Linfécitos Phytohemagglutinin
1975 - CULLEN BF et al. [81] | Linfocitos Phytohemagglutinin

1978 - SALO M et al [86]

1979 - RYHANEN P et al [95]

1981 - ROTH JA et al [59]

1981 - PETRI I et al. [97]

1984 - ESKOLA J et al [87]

1985 - Van VELZEN BLAD et al.
[89]

1987 - BRODY JI et al. [57]

1989 - HISATOMI K et al. [98]

1991 - DE PALMA L et al. [99]

1991 - SANTA URSULA TOLOSA
JA et al. [100]

1992 - NGUYEN DM et al. [96]

1993 - MARKEWITZ A et al. [53]

1993 - DE ANGELI S et al. [101]

1997 - MISOPH M et al. [61]

1998 - DIEGELER A et al. [102]

1998 - SHIMAOKA M et al. [62]

1998 - MISOPH M et al. [63]

2002 - BLACHER C etal. [105]

2002 - SANO T et al. [103]

2002 - ANKERSMIT HJ et al. [104]

| Linfocitos T

| Linfocitos T

| Linfocitos T

| Linfocitos

| Ativagao Linfécitos

| Linfocitos T

| Proliferacdo dos Linfocitos T

| Linfocitos T
1 T helper (CD4) (1°)
| Linfocitos T citotdxicos
| Linfocitos T Helper
| Linfécitos T (24 h)
| Linfocitos T
| Linfocitos B
| Linfocitos TC
1 CD 25, HLA-DR
Leucocitose
1 Neutrofilos
| Linfocitos
| Linfocitos
| Funcdo Linfécitos NK
1 TC (CD8+)
LT helper
| Neutrofilos
1 Mondcitos (IL 1 e IL 6)
| Linfocitos T (IL 2 e IL 6)
JIL2
1 CD3
| CD4
CD8
CD 8 +CD 57+
1 Leucocitos
| Linfécitos
| Linfocitos Tc
| Linfécitos B
| Linfocitos T helper
CD69
| Linfocitos
| Linfocitos T helper
-Linf6citos CD4, CD8 PO até 7° dia
1 CD 69
- CD4>CDS8
-LT
-CD71
-CD126
| Linfocitos T helper
1 CD69
| Proliferagdo de LT
| CAA

-CD95 (TNF-aR1)
-Apoptose

Phytohemagglutinin, Concavalin A
Phytohemagglutinin, PWN
Phytohemagglutinin, Concavalin A,
Phytohemagglutinin (Mitose)

Pokeweed
Phytohemagglutinin

Imunofluorescéncia

Phytohemagglutinin.

Citometria de Fluxo

Citometria de Fluxo

Microscopia Fluorescente

Citometria de Fluxo
Concavalin A
Phytohemagglutinin
Microscopio Eletronico
Citometria de Fluxo

Pela primeira vez usa CD 69

Citometria de Fluxo

Citometria de Fluxo

Citometria de Fluxo

Citometria de Fluxo

CROSS REACTION SYSTEM
PPD (antigeno derivado de proteina
purificada)

Citometria de Fluxo
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Resumindo, esses estudos estabeleceram a repercussao da CEC sobre a imunidade
adquirida. Ocorre uma alteragdo quantitativa dos linfocitos, levando a uma linfocitopenia
dos linfocitos T e B, principalmente dos linfocitos Th e, qualitativamente, ha uma
diminui¢do da ativacdo e proliferacdo dos linfécitos T. Especula-se nos estudos mais
recentes do final da década de 90 e inicio desta década, que a causa da linfopenia possa ser
por apoptose [62, 104, 105].

O CD69 ¢ um dos mais precoces antigenos de superficie celular, expresso pelas
células T, depois de ativadas e pode ser detectado até uma hora da ligagdo da célula T e o
complexo CD3. Este age como uma molécula co-estimuladora de ativagao e proliferacio e
tem sido usado para esclarecer a fungao linfocitaria na sua fase mais precoce [60].

O estudo de Shimaoka [62] foi dos primeiros a demonstrar a ativagdo dos linfocitos
T, utilizando o CD69. Foram estudados oito pacientes com neoplasia de esdfago e seis com
patologias cardiacas, mostrando uma ativa¢ao precoce dos linfocitos, principalmente dos
linfocitos Th (CD4+). Este achado foi contrario a estudos anteriores que demonstravam
uma diminuic¢do da ativacao dos linfécitos T. A discrepancia entre os dados da literatura
seria devida ao método utilizado, que seria mais precoce, ¢ porque o CD69 precede a
proliferacdo dos linfocitos, ndo refletindo os achados com o método que avalia a sintese do
DNA, utilizado anteriormente. Outra informagdo importante ¢ que a expressao do CD69
seria um precursor de apoptose, pois apresenta este comportamento em areas como auto-
imunidade, imunodeficiéncia e choque séptico. Na revisdo realizada, a principal
especulagdo foi a de que a ativagcdo pelo CD69 induz a apoptose o que explicaria a

linfopenia pos-operatoria, sugerindo que estudos posteriores utilizem um painel de
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marcadores com a medida da expressdao do receptor Fas/FasL que seria uma das vias de
indugdo de apoptose.

Os resultados de um ensaio clinico randomizado realizado em vinte e oito pacientes,
comparando a RM com CEC e sem CEC, mostraram, usando o marcador de superficie de
ativacao CD69, que nao ha diferencga na resposta imuno-inflamatdria entre as duas técnicas
cirirgicas quanto a ativacdo dos mesmos, considerando o percentual dos linfocitos T
(CD3+). Esse estudo conclui que aquelas alteragdes independem do uso da CEC. No
entanto, analisando a resposta dos marcadores ao trauma cirurgico, reunindo os dois
grupos, foi demonstrado um comportamento distinto entre os linfécitos B (CD19+) e T
(CD3+). Ha evidéncia de ativacdo precoce de linfocitos T (CD3+), demonstrada pela
elevagdo percentual de ativagdo do CD69, que se inicia logo apos a inducdo anestésica e
ascende até o fim das anastomoses (ou saida de perfusdo) [105]. Esse comportamento
sugere existir uma ativacdo linfocitaria inicial, relacionada ao comprometimento
imunoldgico existente apds as grandes cirurgias, ¢ que poderia estar relacionada a um
processo ativo, possivelmente apoptose. Essa hipotese é também especulada por outros
autores [68, 70]. Outros estudos recentes, também analisando a imunidade celular
constatam a linfopenia p6s-operatoria, mas nao esclarecem sua causa [61].

Markewitz e colaboradores, em ampla revisdo sobre a interagdo da CEC com a imunidade
adquirida, indicam serem necessarias mais informagdes sobre como reage a resposta imune,
efetora e reguladora, a estimulos antigénicos. Isso permitiria o desenvolvimento de
estratégias para tratamento das alteracdes do sistema imune. Estes autores recomendam
para esse proposito que seja utilizado, especificamente, a anexina V, como marcador de

apoptose [80].
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Conclusoes

1. As alteragdes provocadas pela CEC na imunidade inata e adquirida sdo complexas e sua
fisiopatologia ainda ndo ¢ bem compreendida, mas € crescente o nimero de pesquisas para

o0 seu esclarecimento, prevencao e tratamento.

2. Tentativas de se atenuar a resposta imunoinflamatoria através de processos ou farmacos

que modifiquem sua ativagdo, vém sendo testadas, mas com beneficios parciais.

3. A linfopenia pos CEC pode ser causada por um processo ativo, precoce, no qual o CD69

teria participacdo na inducao de apoptose dos linfocitos.

4. A pesquisa da indugdo de apoptose dos linfocitos T no pos-operatdrio de CC, através da
expressdo da anexina V, poderia contribuir para o melhor conhecimento da sua

fisiopatologia.
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RESUMO

Introducao

A cirurgia cardiaca (CC) com circulagdo extracorpérea (CEC) induz uma resposta imune.
Oxigenadores com novas tecnologias propdem-se a atenuar essa resposta. Por outro lado,
diversos estudos especulam que a linfopenia pos-CEC poderia ser provocada por apoptose.
O presente trabalho avaliou o efeito da CEC na resposta imune adquirida, comparando os
efeitos de um oxigenador convencional (OxC) e um oxigenador com curto-circuito veno-
arterial (OxCCVA) sobre a ativagdo e inducdo de apoptose precoce dos linfocitos e sua

implicagdo na linfopenia pos-operatoria.

Pacientes e métodos

Foram colhidas amostras seriadas de sangue, para analise por citometria de fluxo, na
inducdo anestésica e inicio, término, 6, 12 ¢ 24 horas apds-CEC em pacientes submetidos a
cirurgia de revascularizagdo miocardica (CRM), randomizados para utilizarem OxC ou
OxCCVA. Avaliou-se a expressdo de marcadores de superficie de linfocitos (CD3, CD25,

CD26, CD69) e de apoptose (anexina V).
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Resultados

Dos vinte pacientes estudados (58+8,7 anos), dez utilizaram OxC e dez, OXCCVA. Foram
semelhantes, o aumento da expressdo do CD69 (P=0,055) ¢ a queda da expressdo da
anexina V (P=0,271) dos linfocitos. Houve alteragdes significativas entre os diversos
pontos no tempo, da linfopenia (P<0,001), da redugdo da expressdo do CD3+ (P<0,001) e

da anexina V (P<0,004) e do aumento da expressao do CD69+ (P<0,001).

Conclusodes

A resposta imune adquirida, caracterizada pela ativagdo precoce (expressao de CD69) e

pela apoptose (expressdo de anexina V) dos linfécitos, parece ndo ser influenciada pelos

tipos de oxigenadores estudados. A linfopenia observada ndo parece ser secundaria a

apoptose.

Palavras Chave: Apoptose, linfocitos, oxigenadores, circulagdo extracorporea.
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INTRODUCAO

A CC com CEC desencadeia uma resposta imunoinflamatoria, provavelmente pelo
contato do sangue com sua superficie ndo endotelial ou, por lesdes de isquemia/reperfusao
e de endotoxinas ou pelo trauma cirirgico. Esta resposta ¢ conhecida como Sindrome da
Resposta Inflamatoria Sistémica (SIRS), responsavel por complicagdes no periodo pos-
operatorio[1-11].  Desde o inicio da CC, a CEC foi considerada o principal fator
desencadeante desse processo. Estudos recentes, no entanto, demonstram que a resposta
imunoinflamatéria ocorre também na CC sem CEC mas com menor intensidade [12-15].
Essa resposta na CC sem CEC pode estar ausente, como na produ¢do de interleucinas
especificas, por exemplo, o fator de necrose tumoral -a, ou pode ser parcialmente
controlada na CC com CEC com o uso de farmacos [8, 44], diminuindo as complica¢des
pos-operatorias [16], mas conclui-se que o estresse cirurgico, também participa do seu
desencadeamento. O processo inflamatorio inicial se caracteriza pela ativacdo de diferentes
cascatas bioquimicas como a da coagulacdo, da calicreina, da fibrindlise e do complemento
[17-19], seguindo-se uma resposta imune inata pelos granuldcitos e adquirida, através da
ativacdo dos linfocitos [20-22]. A essa ativacdo e resposta atribui-se uma das principais
causas da morbidade e mortalidade da RM no pds-operatorio, principalmente de natureza
infecciosa [23]. O conhecimento ainda incompleto do processo fisiopatologico da SIRS
nesse contexto dificulta o desenvolvimento de tratamento adequado para seu controle.

Novas tecnologias tém surgido com o objetivo de minimizar as complicagcdes

decorrentes da CEC [24-26]. Um oxigenador de membrana com menor area de contato
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com o sangue, reduzido volume inicial € com um curto-circuito veno-arterial propiciaria
um menor tempo de exposi¢do total do sangue com a superficie ndo endotelial, mas os
estudos com esses oxigenadores, até 0 momento descritos na literatura, ndo avaliaram sua
capacidade de influenciar a resposta imune [27].

Outra hipdtese sugere que a ativagdo dos linfocitos pelo estresse cirurgico, parece
provocar uma linfopenia pos-operatéria [21, 22]. Essa linfopenia poderia ser uma resposta
protetora do sistema imunoldgico, evitando uma exacerbagdo desnecessaria da resposta
inflamatoria temporaria inicial, porém seu mecanismo ainda ndo estd esclarecido. A
apoptose ou a necrose sdo hipdteses sugeridas e ainda ndo testadas para explicar esse
fendmeno [28; 29].

O objetivo do presente estudo foi analisar a resposta imune nas primeiras 24 h pos-
CEC, através da ativagdo e desenvolvimento de apoptose dos linfocitos em pacientes
submetidos a CRM com CEC, comparando um OxC a um OxCCVA e a participagdo da

apoptose na linfopenia pos-operatoria.
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PACIENTES E METODOS

Amostra estudada

Todos os pacientes com indicagcdo de revascularizagdo cirurgica do miocardio no
Hospital Sao Francisco de Cardiologia, de mar¢o de 2002 a outubro de 2002, foram
considerados para participar neste ensaio clinico randomizado comparando dois tipos de
oxigenadores durante a CEC. Foram excluidos os pacientes com: idade maior de 70 anos,
cirurgia prévia com CEC, histéria de infarto agudo do miocéardio ha menos de dois meses
ou procedimento cardiaco concomitante (troca de valvula, corre¢dao de defeitos congénitos,
etc.). Também ndo foram excluidos, portadores de insuficiéncia renal definida como
creatinina sérica maior que 2 mg%, portadores de sindrome de imunodeficiéncia adquirida,
corticoterapia cronica ou perioperatoria, fragdo de ejecdo menor que 40%, infeccio ativa,
angina instavel, insuficiéncia cardiaca classe III e IV da NYHA. No poés-operatorio foram
critérios de exclusdo: reoperacao durante o periodo do estudo (primeiras 24 horas), infarto
do miocardio, sinais de baixo débito cardiaco com oligoaniria e arritmias que
necessitassem de cardioversdo elétrica nas 24 horas de pos-operatorio. O estudo foi
aprovado pelo comité de ética da instituicdo e os pacientes elegiveis assinaram termo de

consentimento livre e esclarecido, previamente a inclusdo no protocolo de pesquisa.
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Logistica do estudo e desfechos estudados

Dez minutos apds a indugdo anestésica, foi realizada a primeira colheita de sangue
para dosagem dos marcadores de interesse (amostra zero). Colheitas posteriores foram
realizadas nos seguintes momentos: 10 minutos ap6s a instalacdo da CEC, no seu término ¢
6, 12 e 24 horas apds. Os desfechos principais deste estudo foram marcadores de ativacao e

de apoptose expressos em linfocitos.

Técnica anestésica e cuidados trans-operatorios

Os pacientes receberam lorazepan VO na dose de 0,02-0,04 mg/kg na noite anterior
a cirurgia e 90 minutos antes da inducao anestésica. Previamente a esta, foram puncionadas
sob anestesia local com lidocaina a 1%, uma veia periférica (Insyte 16) e a artéria radial
esquerda (Insyte 18). A monitorizacdo trans-operatdria constou de: 1) Medida continua e
invasiva das pressdes intra-arteriais; 2) Eletrocardiograma nas derivagdes DIl ¢ V5 com
analise continua de ST em 7 derivagdes; 3) Pressdes arteriais e capilar pulmonar além da
PVC (cateter de Swan-Ganz posicionado através da veia jugular interna direita apds a
inducdo anestésica); 4) Fracao expirada de COy; 5) Fragdo inspirada de O,; 6) Oximetria de
pulso; 7) Andlise dos gases ins e expirados; 8) Temperatura nasal e do polegar. Estes
parametros foram medidos pelo Sistema de Monitorizagdo Multiparamétrico Marquette
Modelo Solar 8000; 9) Diurese horaria; 10) Analise laboratorial periddica dos gases

arteriais, eletrolitos, hematdcrito, hemoglobina e glicemia.
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A indugdo anestésica foi realizada com midazolan (50-100 pg/kg) e propofol 1 a 2
mg/kg e o relaxamento muscular produzido por brometo de pancurénio (0,008 mg/kg). A
ventilacdo mecanica foi conduzida com volume corrente de 10 a 12 ml/kg, freqiiéncia
respiratdria de 11-12 mpm, posteriormente alterada segundo resultados de amostras de
gases arteriais e fragdo inspiratoria de oxigénio (FiO,) de 30%. A manutengdo da anestesia
foi realizada com infusdo continua de midazolan (0,5 a 2 pg/kg/min) e fentanil (0,04 a 0,16
pg/kg/min). Doses adicionais de midazolan (1 a 3 mg) e/ou fentanil (50 a 200 pg) foram
administradas na incisdo da pele, na esternotomia, no manuseio da aorta ou sempre que era
suspeitada superficializacdo da anestesia. Apds terminada a CEC, eram usadas as menores
doses de infusdo de ambas as drogas. A nenhum dos pacientes foram administradas drogas
com agdes sobre a resposta inflamatéria descritas na literatura (aprotinina, acido
tranexamico, acido epsilon aminocapréico, anti-inflamatérios nao esterdides ou qualquer
glicocorticoide).
A heparinizacdo foi feita na dose de 5 mg/kg de heparina bovina ndo fracionada ¢ a sua
neutralizagdo com sulfato de protamina na relagdo de 1 mg por 1 mg. A monitorizacdo do
efeito da heparina e da efetividade da sua posterior neutralizagdo foi realizada pela medida
do Tempo de Coagulagao Ativada (TCA) pelo sistema Hemochron Jr. O TCA foi mantido
em niveis superiores a 480 segundos apds a heparinizagdo. Nos periodos pré e pos
perfusdo, a pressdo arterial sistolica foi mantida em valores os mais proximos possiveis de
100 a 120 mmHg com auxilio de drogas vasodilatadoras (nitroglicerina e/ou nitroprussiato
de sodio) ou vasopressora (noradrenalina) em infusdes continuas, associada a ajustes no
plano anestésico, conforme citado acima. A freqiiéncia cardiaca foi mantida entre 60 e 80

bpm com betabloqueador (metoprolol) ou marcapasso, sempre que possivel, com
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estimulador atrial. A isquemia miocardica, suspeitada através da analise continua do
segmento de ST, pelo surgimento de arritmias persistentes associadas a manipulagdo do
coragdo ou pela perda regional da contratilidade, foi tratada pela eliminagdo dos fatores
etioldgicos envolvidos (taquicardia, modificacdes da pré e pds carga) e nitroglicerina. As
quedas do débito cardiaco foram tratadas de acordo com a analise dos seus determinantes
(pré-carga, resisténcia vascular periférica ou pulmonar, freqiiéncia cardiaca, ritmo e
contratilidade). Foi utilizada para este fim a infusdo de dopamina (2 a 5 pg/kg/mim). A
reposi¢do hidrica foi realizada com solu¢ao fisioldgica, em volume suficiente para, ao fim
da cirurgia, somando-se os volumes contidos no circuito de circulagdo extracorporea,
totalmente devolvidos ao paciente, fossem atingidos cerca de 7 ml/kg/h. A reposi¢ao do
sangue perdido foi realizada com concentrado de hemacias, sempre que o hematdcrito fosse
menor que 25%, a hemoglobina menor que 8%, ou houvessem evidéncias clinicas ou

hemodinamicas de hipovolemia com comprometimento circulatdrio.

Circulacéo extracorporea

Os seguintes equipamentos foram utilizados para o estabelecimento da CEC:
oxigenador de membrana adulto convencional sem curto-circuito e outro com curto-circuito
veno-arterial (DMG-Equipamentos Médicos Ltda), ambos com membrana de polipropileno
méaquina de CEC Sarns 8000 com bomba de roletes e misturador Sechrist” de gases. A
por¢do arterial do circuito da CEC era composta por tubos de PVC de 3/8 com

aproximadamente 1,5m de comprimento (DMG — Equipamentos Médicos Ltda) e
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interposicao de filtro “cata bolhas” de 40 micra. Na por¢ao venosa, foram utilizados tubo
de PVC de %2 polegada e 1,5 m de comprimento. Utilizaram-se trés aspiradores de campo,
compostos de linhas de PVC de "4 de polegada por 2 m de comprimento, rolete arterial de
% polegada e reservatorio venoso de até 4 litros. O sistema de cardioplegia constou de
reservatorio rigido de 1000 ml com tubos de PVC de % de polegada. Para as modificacdes
de temperatura, foram utilizados termo permutador, incluido no corpo do oxigenador, e
agua circulante pela bomba termo permutadora SARNS 8000. Além da monitorizacao
usualmente empregada em qualquer perfusdo extracorporea: pressao arterial média, volume
inicial, temperatura nasal e periférica, saturagdo venosa de oxigénio (Sv0,), diurese, etc,
foram monitoradas as saturagdes arterial e venosa da hemoglobina em Oxigénio e a propria
concentragdo de hemoglobina, de maneira continua, através de sensores especificos
interpostos nas porgdes arterial e venosa do circuito. No OxCCVA também foi interposto
um medidor continuo de fluxo sangiiineo. O enchimento do sistema extracorpdreo foi
realizado com solugdo de ringer com lactato, num volume de 1750 ml. A adig¢do de
concentrado de hemadcias ao volume de enchimento ou, posteriormente, durante a propria
perfusdo extracorpdrea, obedeceu a necessidade de manutengdo de hematocrito nao inferior
a 25% ou hemoglobina menor que 8 g%. A perfusdo foi realizada com fluxo arterial de 2,4
1/min/m” para temperaturas nasais superiores a 32 ° C e 2,0 /min/m’ para temperaturas entre
32 e 28° C. Nos pacientes pertencentes ao grupo em que foi utilizado o CCVA, apés a
estabilizacdo da perfusdo, o clamp regulador era aberto permitindo entdo que uma porcao
do retorno venoso do paciente para a maquina passasse diretamente para a linha arterial, e
retornasse ao paciente, apds misturar-se com a por¢do de sangue que passou pelo

oxigenador. O fluxo medido através do CCVA era regulado para que a Sa0, ndo caisse a
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valores abaixo de 90%.

Técnica Cirargica

Todos os pacientes foram submetidos a esternotomia mediana e, ap6s a dissec¢do da
artéria tordcica interna esquerda e da safena magna de melhor qualidade, foi realizada a
canulacdo adrtica e a introdugdo da canula tnica de duplo estagio em atrio direito.
Estabelecida a CEC, foi realizado o clampeamento adrtico que se seguiu pela administracao
de solugdo cardioplégica (Sistema Braile Biomédica com uma inducdo e doses de
manutengdo a cada 10 minutos). Foram realizadas, inicialmente, as anastomoses distais
com prolene 7-0 (sutura continua) e, posteriormente, as anastomoses proximais com
prolene 6-0. Os pacientes foram transferidos para a Unidade de Tratamento Intensivo com
pressdo arterial média entre 60-70mmHg, recebendo volume ou drogas vasoativas
conforme avaliagdes clinicas, laboratoriais ¢ hemodinamicas realizadas freqiientemente (até

a cada 10 minutos).

Colheita e armazenamento das amostras e mensuracdo dos marcadores

As amostras de sangue foram colhidas em tubos Vacutainer, sem anticoagulante,
marca BD (Becton Dickinson UK Ltd, Plymouth, England) imediatamente centrifugadas e
os soros armazenados a —20°C para posterior analise bioquimica de CK MB Massa e

Troponina I. As dosagens das troponinas foram realizadas por quimioluminescéncia, em
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equipamentos Immulite (DPC - Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, USA). As
dosagens de creatinafosfoquinase fragio MB (CK-MB) massa foram realizadas por método
cinético automatizado, em equipamento Integra 700 (Roche Diagnostic Systems, Besel,
Switzerland).

A amostra destinada a avaliagdo dos linfocitos foi colhida ¢ mantida em tubos

Vacutainer contendo K;EDTA (acido etileno diamino tetra-acético tripotassico), a
temperatura ambiente, até o processamento ser realizado em periodo inferior a 24 horas.
Foi empregada a técnica de imunofluorescéncia direta, utilizando FITC, PE ¢ PErCP com
fluorocromos, em um painel com os seguintes marcadores de superficie: CD3, CD25,
CD45, CD26, CD69. As amostras foram incubadas com anticorpos monoclonais
fluorescentes, lisadas (FACS Lysing Solution), lavadas e ressuspensas em paraformaldeido
0,1% para posterior analise no citdmetro de fluxo (BD FACS Calibur, San Jose, USA) e os
dados analisados através do programa Cell Quest.

Para a analise da expressdo da anexina V empregou-se o conjunto de detec¢ao de
apoptose pela FITC (fluorescein isothiocyanate), contendo os seguintes componentes,
anexin V-FITC, solucdo de coloracdo de iodeto de propidio (PI) e tampao de ligagdo a
anexina V, concentrado 10 vezes. A colorag¢do seguiu o seguinte método: as células foram
lavadas duas vezes com PBS (phosphate buffered saline) gelado e entdo ressuspendidas
uma vez em tampao de fixa¢do na concentracio de 1x10? células/ml, transferiram-se 100
microlitros da solugdo (1 x 10° células) para um tubo de cultura de 5 ml. Acrescentou-se 5
microlitros de anexina V-FITC e 5 microlitros de PI. Agitaram-se suavemente as células

que foram incubadas por 15 minutos em tubo refrigerado a 25° C no escuro, acrescentando
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400 microlitros de tampao, diluido uma vez para cada tubo. A analise por citometra de

fluxo dentro de uma hora.

Andlise estatistica

As variaveis continuas foram descritas pela média = desvio padrdo ou mediana
(amplitude interquartil: P25 - P75). As varidveis categéricas foram descritas por
freqiiéncias e percentuais. A comparacao entre os grupos OxC e OxCCVA no momento
basal foi inicialmente realizada utilizando o teste do qui-quadrado para variaveis
categoricas e o teste t de Student para populacdes independentes nas varidveis continuas.
Para avaliar a evolucdo das varidveis continuas de interesse ao longo do tempo e comparar
os grupos OxC e OxCCVA foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) para medidas
repetidas com duplo fator de classificagdo (between subjects factor). Variaveis com
distribuicdo assimétrica receberam transformagdo logaritmica antes da realizagdo da
ANOVA. A localizagdo de diferencas estatisticamente significativas foi realizada por teste
de comparagdes multiplas baseado em procedimento de contrastes ortogonais. O nivel de
significancia adotado foi de a =0,05. Os dados foram processados e analisados com o
auxilio do programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versao 11.0 ¢

SigmaPlot v2.0.
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RESULTADOS

Caracteristicas Clinicas e Cirurgicas

Vinte individuos, 10 utilizando OxC e 10 utilizando OxCCVA, participaram do
estudo tendo idade média de 58+8,8 anos, sendo 15 homens (75%) e 19 brancos (95%) com
IMC de 27,3+£2,8 e de baixo risco cirurgico [46]. Os dois grupos foram semelhantes em

relacdo as variaveis estudadas nos periodos analisados, conforme ilustra a Tabela 1

Tabela 1. Caracteristicas demograficas e variaveis pré, trans e pos-operatorias.

CEC com OxC CEC com OxCCVA

Variavel - -~ P
n=10 n=10
Idade (média + DP) 59,8+£9,1 56,1 8,4 0,359
Sexo Masculino (%) 8 (80%) 7 (70%) 0,605
Cor Branca n (%) 10 (100%) 9 (90%) 0,340
Infarto do Miocardio Prévio n (%) 6 (54,5) 4 (40) 0,653
Insuficiéncia Cardiaca Congestiva I-II n (%) 0 (0) 2 (20) 0,470
Hipertensdo Arterial Sistémica n (%) 5(50) 6 (60) 0,653
DBPOC? n (%) 1(10) 2 (20) 0,531
Diabete Melito n (%) 4 (40) 6 (60) 0,371
Doenca Péptica n (%) 3(30) 2 (20) 0,605
Doenga Arterial Periférica n (%) 2 (20) 2 (20) 1,000
Outras Patologias (%) 6 (60) 4 (40( 0,470
Indice de Massa Corporal (média+DP) 27,8 +3,0 26,9 + 2,64 0,475
Risco de Mortalidade® (%) 0,8+0,44 0,9+0,4 0,601
Variaveis Transoperatdrias
Tempo de Cirurgia (média + DP) (min) 309,5 + 44 289,5+38 0,290
Tempo de CEC* (média = DP) (min) 72,1 +£243 64,7+11,8 0,398
Tempo de Isquemia (média = DP) (min) 55,7+23,6 45,6 +10,5 0,232
Sangramento (média + DP) (ml) 665+436 656+290 0,957
Transfusdo (média+DP) (ml) 184+320 280+299 0,498
Variaveis Pésoperatorias
Tempo de UTI® (média+DP) 60,5+38,1 50,3+8,2 0,420
Vasos Revascularizados (média + DP) (n) 3,4+0,8 3,3+0,7 0,354
Sangramento (média + DP) (ml) 626+389 820+478 0,333
Transfusdo (média = DP) (ml) 182 +246,5 167,9+284 0,905
Pico CK-MB massa (mediana+ 1Q°) (ng/ml) 12,5 (8,9-33,3) 14,5 (8,8-26,4) 0,815
Pico de Troponina I (mediana+ IQ°) (ng/ml) 1,3 (0,88-9,75) 1,9 (0,98-6,85) 0,820

* DBPOC-Doenga Broncopulmonar Obstrutiva Créonica; "Northern New England Cardiovascular Disease

Study Group [46]; € Circulagdo Extra corporea; ‘Unidade de Tratamento Intensivo ; °IQ — Intervalo
Inter Quartis 25 75%).
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Parametros analisados dos dois oxigenadores no periodo transoperatorio

Os parametros da gasometria arterial, glicemia e potdssio nao foram
significativamente diferentes entre os dois tipos de oxigenadores. O fluxo total da CEC nos
dois grupos foi também semelhante; o percentual do fluxo de sangue desviado pelo curto-
circuito veno-arterial do oxigenador foi de 30,9+8,5%. A saturacdo venosa de O, foi
significativamente menor na CEC com OxCCVA (P=0,001), assim como a saturagdo
arterial de oxigénio (P<0,001) (Tabela 2).

Tabela 2. Variaveis da circulagdo extracorporea, comparando os dois
tipos de oxigenadores

Variaveis oxC* OxCCVAP P
Fluxo Total da CEC (1) 4266+376 4363277 0,52
Fluxo Total pelo Curto Circuito (1) 0 1346+269 -
Fluxo pelo Curto Circuito (%) 0 30,9+6,0 -
Saturacdo Venosa de O,° (%) 75,23+2,87 67,25+2,1 0,001
Saturagao Arterial de O, (%) 99+0,6 95,5+1,5 <0,001

*Oxigenador convencional; bOxigenador com Curto-Circuito veno-arterial; © Oxigénio

Marcadores de Injuria Miocardica

CK MB Massa e Troponina | — As concentragdes basais ficaram dentro dos niveis normais.
Vinte e quatro horas apos a CEC, a CK-MB massa e troponina I ndo foram
significativamente diferentes entre os dois grupos de oxigenadores (P=0,909). Os picos dos

valores observados nos marcadores de injuria CK-MB massa e troponina I vinte e quatro
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horas p6s-CEC, ndo indicaram a presenca de infarto do miocardio transoperatério (Tabela

1) [30].

Marcadores de Identificacdo, Ativacao e Apoptose em Linfdcitos T
A evolucdo dos marcadores de identificagdo, ativacdo e de apoptose dos linfocitos esta

descrita na Tabela 2.

Tabela 2. Dados evolutivos dos marcadores de identificacdo, ativacao e de apoptose dos linfocitos
por tipo de oxigenador (OXx).

Marcadores Tipo de Inducéo Inicio Término da 6h 12h 24 h P P
(%) Cirurgia  Anestésica Perfusdo Perfusdo Pos Perfusdo  Pos Perfusdo  Pés-Perfusdao Tempo Ox
média + DP
CD3 OxC 77,2+6,1 76,1+7,1 73,2+9,2 55,1x13,6 55,5+12,3 62,53+13,2 <0,001 0,589
OxCCVA 73,7+6,4 79,353 73,8493 54,0+11,4 53,1+13,5 64,1+10,8
CD26 OxC 35,0472 32,9+6,4 27,548,0 2110,7 20,0+9,3 26,6+11,7 <0,001 0,925
OxCCVA 36,0488 35,7+13,6 30,8+14,5 23,9473 22,2+6,6 28,5+7,9
CD69 OxC 10,4+8,18 10,0+3,58 13,6+7,5 25,5+10,1 16,32+6,3 15,8+10,41 <0,001 0,055
OxCCVA 7,1¢4,1 6,3£3,0 6,5+3,1 14,04,9 12,545,1 7,4+2.8
Mediana 1Q)*
CD25 0xC 7,2 (4,2-10,3) 6,6 (5,4-8,6)) 6,3 (4,3-7,6) 5,2(2,8-10,0) 7,6 (3,6-11,6) 10,7 (4,7-13,3) 0,027 0,763
OxCCVA 14,7 (7,2-18,6) 8,7 (3,7-13,6) 7,9 (3,2-11,3) 6,5 (4,0-10,0) 8,3 (5,4-10,1) 10,75 (5.9-16,5)
ANEXINAV ~ OxC 3,7(2,7-10,2) 3,3(1,7-6,5) 4,4 (1,0-6,9) 2,8 (0,7-5,0) 2,8(0,8-3,5) 1,2 (0,8-2,7) <0,001 0,271
OxCCVA 6,9 (3,7-13,5) 3,7 (1,2-15,3) 6,2 (1,8-8.4) 2,3 (0,8-6,4) 2,6 (0,4-6,1) 4,8 (1,6-9,1)

Dados com distribuicdo normal expressos como média = DP e ndo-paramétricos como
mediana *(Intervalo Inter Quartis 25% 75%). As unidades dos marcadores sdo expressas
em percentual (%).

Marcadores de Identificacéo

Expressdo de CD3 - Houve uma diminui¢do significativa no tempo (P<0,001) do
percentual de expressdao do marcador de superficie CD3+ ao longo do tempo (P<0,001),
mas sem diferenga significativa entre os grupos com OxC ou OxCCVA (P=0,589).

Comparadas com as medidas basais da inducdo anestésica, houve uma diminui¢cdo da
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expressao deste marcador até a hora 12 pds-CEC em ambos os grupos. Nas horas 6, 12 e
24 do periodo p6s-CEC, considerando a média dos valores do grupo de pacientes como um
todo, houve reducdo com significancia estatistica dos respectivos pontos comparados com
os dados basais, analisado pelo teste de comparagdes multiplas baseado em procedimento

de contrastes ortogonais (P<0,001) (Figura 1).
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Figura 1. Perfil da variagdo da expressdo de CD3+ nos linfocitos T em ambos
os grupos, no tempo (P < 0,001, ANOVA, tempo) e entre os grupos (P=0,589,
ANOVA, inter-relagdo).
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Expressdo de CD45 - Através da analise deste marcador pan-leucocitario, observou-se que
praticamente 100% da amostra foi constituida de linfocitos (dados ndo apresentados). Na
evolucdo temporal, houve uma queda percentual deste marcador apds o inicio da CEC com
uma recuperagdo na hora 12, de forma semelhante nos dois grupos de oxigenadores

(P=0,522).

Marcadores de Ativacéo

Expressdo de CD25 - Houve uma pequena queda percentual na sexta hora pé6s CEC com
retorno aos niveis basais 24 horas ap6s a CEC nao havendo, entretanto, diferenca no tempo

ou entre os dois grupos de oxigenadores (P=0,763). Dados ndo apresentados.

Expressdo de CD26 - Observou-se uma queda da expressdo inicial deste marcador até 12
horas apdés a CEC, retornando, praticamente, aos niveis basais 24 horas apods, com
comportamento similar ao longo do tempo e nos dois grupos de oxigenadores (P=0,925).

Dados nao apresentados.

Expressdo de CD69 - Em ambos os grupos houve uma variagdo significativa ao longo do
tempo na expressao deste marcador, ocorrendo um aumento do percentual de linfocitos
ativados até a décima segunda hora do pos-operatdrio, comparativamente aos valores basais
(P <0,001) e reducdo na vigésima quarta hora, havendo uma maior inibi¢ao da ativagdo com

0 uso do OxCCVA, em valores absolutos, porém sem significancia estatistica (P=0,055).
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Nas horas 6 e 24 apo6s CEC houve uma variagdo significativa, considerando a média dos
valores do grupo de pacientes como um todo P<0,01 e P=0,03, respectivamente, em relacao
aos niveis basais (Teste de comparagdes multiplas baseado em procedimento de contrastes

ortogonais) (Figura 2).
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Figura 2. Perfil da variacdo da expressio do marcador de ativagdo
linfocitaria CD69+ ao longo do tempo (P <0,001, ANOVA, tempo) e
comparando-se os dois grupos de oxigenadores (P=0,055, ANOVA
Inter-relagao).
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Marcador de Apoptose

Expressdo de Anexina V - Na comparagdo entre os dois grupos de oxigenadores, a
expressao de anexina V foi semelhante (P = 0,271). No entanto, ao longo do tempo houve
uma diminui¢do significativa da expressdo deste marcador em ambos os grupos (P<0,001).
Houve uma variacao significativa nas horas 6 12 e 24 ap6s a CEC (P=0,002) considerando
a média dos valores do grupo de pacientes como um todo em relagdo aos niveis basais

(Procedimento de contrastes ortogonais) (Figura 3).
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Figura 3. Perfil da variagdo da expressdo da anexina V em linfocitos, comparando
os dois grupos de oxigenadores (P<0,001, ANOVA, tempo), ¢ a sua variacdo entre
os grupos (P=0,271, ANOVA, inter-relacdo).

Leucdcitos e linfdcitos

Houve uma significativa elevacdo do numero de leucdcitos no tempo nos dois
grupos de oxigenadores (P<0,001), atingindo o pico na sexta hora p6s-CEC nos dois grupos
de oxigenadores OxC e OxCCVA, 16363+5005 e 1385742954 leucdcitos/mm’,
respectivamente, em relagio ao basal 694842248 e 6269+2377 leucécitos/mm’,

respectivamente. Houve uma tendéncia a queda na vigésima quarta hora apés a CEC, ainda
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que sem diferenca entre os grupos (P=0,778). Os linfocitos apresentaram redugao
progressiva e significativa do seu numero absoluto através do tempo em ambos os grupos
de oxigenadores, 2110+611 (OxC) e 2010+1118 (OxCCVA) leucdcitos/mm’, em relagio
aos valores basais. Esta redugdo ocorreu até a vigésima quarta hora apés a CEC, 11324418
(OxC) e 1015+446 (OxCCVA) linfocitos/mm’, sem diferenca estatistica entre os grupos
(P=0,745). A Figura 4 ilustra o perfil da variacdo dos linfocitos assim como a expressao de
anexina V, no grupo de pacientes estudado como um todo, pois ndo houve diferenca entre

os dois tipos de oxigenadores.
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Figura 4 - Perfil da variacdo da média dos linfécitos e da expressao de

anexina V em toda a amostra (P < 0,001, ANOVA, tempo).
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DISCUSSAO

Este ensaio clinico mostrou ndo haver diferenca na ativacdo precoce do sistema
imune adquirido e da apoptose dos linfocitos no pos-operatéorio de CRM com CEC na
comparagdo entre os dois grupos estudados, um destes, utilizando oxigenador de membrana
convencional e outro com curto circuito veno-arterial. A linfopenia que ocorreu no periodo

pOs-operatorio nao pareceu estar relacionada a apoptose.

Caracteristicas clinicas dos pacientes

Os pacientes de ambos os grupos foram semelhantes em todas as variaveis
estudadas como co-morbidades, disfuncao sistolica ou injlria miocardica, tempo de CEC e
isquemia, duragdo da cirurgia, volume de sangramento e transfusdo e tipo de anestesia.
Nao foram usados glicocorticoides, aprotinina ou outros fArmacos que poderiam influenciar
na ativacdo imunoldgica [31-33]. O grupo estudado apresentou caracteristicas de baixo
risco cirurgico, o que, apesar de aumentar a validade interna, poderia atenuar a magnitude
da resposta imune. Se pacientes mais grave fossem incluidos, poderia haver prejuizo na

analise mais isenta de fatores potencialmente implicados neste processo fisiopatologico.
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Parametros do transoperatorio

Parametros, como o fluxo total e a saturagdo venosa e arterial de oxigénio, aferidos
diretamente e pela gasometria arterial e o percentual de sangue desviado pelo curto circuito
veno-arterial foram analisados, pois poderiam influenciar na resposta imune. Houve
diferenca significativa no volume de sangue desviado do oxigenador e na saturagdo arterial
e venosa de oxigénio. O OxCCVA pode promover um desvio de até¢ 50% do sangue
venoso para o arterial, diminuindo o tempo total de exposi¢cao do sangue a superficie ndo-
endotelial da CEC [34]. No nosso estudo, o percentual médio do fluxo desviado foi de
30,9%. No oxigenador convencional o fluxo total passa pelo oxigenador. Com o uso do
curto-circuito veno-arterial, a saturagdo arterial de oxigénio e venosa foram
significativamente menor do que a do convencional. Em dois estudos prévios, os
percentuais de saturagdo arterial de oxigénio foram semelhantes aqueles observados no
nosso estudo [34, 35]. O percentual de sangue desviado pelo curto-circuito nestes dois
estudos prévios foi de 40 a 50%, sendo menor no atual estudo (30,9%), o que poderia ter
influenciado nos resultados de maneira diferente. Esses dois estudos observacionais, no
entanto, estudaram somente as modificagdes fisiologicas e os desfechos clinicos [34, 35].
Até onde pesquisamos ndo encontramos estudos que relacionassem esta tecnologia de

oxigenadores com a resposta imune.
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Marcadores de identificacdo linfocitaria

Para identificar as células da imunidade adquirida investigadas, foram analisados
dois marcadores de superficie: CD45 ¢ CD3. O CD45 ¢ um marcador de superficie pan-
leucocitario. Neste estudo, o CD45 corresponde a populagdo total de linfocitos. O CD3+
identifica os linfocitos T. A andlise por citometria de fluxo demonstra que 85% da amostra
total de linfocitos marcados pelo CD45+ sao de fato linfocitos T (70%), destes 51% sdo
linfocitos Th e 19% linfocitos Tc [21]. Estes dados sdo importantes, pois a analise do
marcador de ativagdo CD69+ e de apoptose anexina V foi realizada com o CD45+, portanto

predominantemente estudando linfocitos T.

Marcadores de ativacao

Expressdo de CD 69

Demonstrou-se uma ativagao precoce dos linfocitos, predominantemente linfocitos
T, a julgar pela expressdo aumentada do CD69+ que atingiu o pico na sexta hora apods a
CEC, normalizando-se na vigésima quarta hora apds a CEC, sendo significativa a elevacao
nas horas 6 e 12. Sugere-se que essa ativagao precoce do CD69+ permite avaliar eventos
precoces da ativagao dos linfocitos, pois € o primeiro marcador de superficie a expressar-se
no processo de ativagdo das células T e é detectavel dentro de uma hora da ligagdo do
receptor do linfocito T e o complexo CD3+. Apds a sua expressdao, o CD69 age como uma

molécula co-estimuladora para a ativagdo e proliferacdo dos linfocitos T [36]. Sugeriu-se
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que esta ativacdo precoce pelo CD69 seria precursora de um processo seqiiencial
imunoinflamatorio, que finalizaria na apoptose dos linfocitos e a conseqiiente linfopenia
pos-operatoria [28]. No estudo de Shimaoka et al. analisando uma populacio de pacientes
com neoplasia de esd6fago e cirurgia cardiaca com acompanhamento até o sétimo dia de
pos-operatorio, houve um aumento da expressdo do CD69+ até o segundo dia, que se
estabilizou até o quinto dia e iniciou a queda de sua expressdao no sétimo dia. Esse foi o
primeiro estudo que, utilizando o CD69, demonstra uma ativag¢do precoce dos linfocitos T,
imediatamente ap6és a CEC. O motivo da discrepancia destes dados, com um estudo
anterior, que mostrou uma diminui¢do da ativagao dos linfocitos apds a cirurgia [37] pode
ser atribuido ao método e ao marcador estudado. A possibilidade de uma analise precoce
do marcador CD69, proporcionada pela citometria de fluxo, reflete, com maior exatiddo a
situacao clinica real. Utiliza sangue total e permite uma analise concomitante a presenca de
citoquinas pro-inflamatdrias, que mantém a ativagdo, justificando esta diferenca. Nossos
resultados, com os mesmos métodos, se sobrepdem aos de Shimaoka e colaboradores pois
demonstramos uma ativagao inicial até 12 horas p6s-CEC. Apos este ponto, observamos
uma redugdo na expressdo do CD69. Em relacdo aos valores basais, houve um aumento da
expressao do CD69+ nas horas 6 ¢ 12 apds a CEC, com pico na hora 6. No estudo
observacional de Shimaoka e colaboradores, a expressao do CD69 € crescente até o quinto
dia de pos-operatdrio em relacdo ao basal. Acreditamos que esta diferenca tenha ocorrido
pelo perfil da amostra desse estudo que incluiu pacientes com cirurgia por cancer de
esofago e cirurgia valvular. Em estudo randomizado com os mesmos critérios de sele¢ao
de pacientes, com perfil de baixo risco cirurgico ¢ mesmo tipo de cirurgia (CRM) a

expressdao do CD69 foi semelhante[29].
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Embora nao houvesse significancia estatistica na comparagao entre os dois tipos de
oxigenadores, constatou-se uma menor ativa¢do do CD69 no grupo que utilizou o
OxCCVA, que foi constante desde o valor basal at¢ a hora 24 po6s-CEC, porém sem

significancia estatistica, sugerindo um erro tipo II.

Expressdo de CD26

No nosso estudo ocorreu uma diminui¢cdo da expressdo deste marcador que € uma
exopeptidase presente na membrana de células T e B ativadas. Este dado demonstra uma
célula nio ativada, ao contrario do observado no perfil do CD69+. Estes resultados
estariam relacionados com o conceito de resposta pro e anti-inflamatéria em um
determinado contexto [38], onde uma resposta pro-inflamatoria seria contrabalangada por
respostas compensatorias anti-inflamatodrias, algumas ja identificadas como as citoquinas
pro-inflamatérias IL-6, IL8 e TNF-a e IL-1f e anti-inflamatérias IL-10, IL-4 e IL-5 [39].
No contexto dos marcadores de superficie o comportamento deste marcador seria anti-

inflamatorio.

Expressdo de CD25
Neste estudo o CD25, um receptor da IL-2, encontrado em células T ativadas,
apresentou uma diminuicdo de sua expressdo no tempo, demonstrando uma auséncia de

ativacdo linfocitaria. A ativagdo precoce dos linfocitos pode ser desencadeada pela IL-2,
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interferon y e fator de estimulacdo dos macréofagos A produgao de IL-2 estd marcadamente
diminuida no pds-operatorio, pois tem a fun¢do de promover a proliferacao dos linfocitos T
e aumentar a produ¢do de imunoglobulinas pelos linfécitos B [40]. Sua depressdo
aumentaria o risco de infec¢do oportunista. Neste estudo ndo medimos a produgao de IL-2,
mas sim seu receptor nas células T. No ambiente imunoinflamatorio a expressdo do
receptor pressupde a existéncia da molécula efetora, permitindo inferir que no contexto do
nosso estudo haveria uma diminui¢cdo da producdo de IL-2 e uma ndo ativacdo do sistema

imune adquirido.

Marcador de apoptose

Os resultados deste estudo mostraram ndo haver diferenca na expressdo da anexina
V nos dois grupos de oxigenadores estudados, demonstrando que a inibi¢do da apoptose
dos linfocitos ndo ¢ influenciada pelos oxigenadores testados. A apoptose na imunidade
inata ¢ um processo conhecido na cirurgia cardiaca com CEC; a imunidade adquirida,
entretanto somente recentemente vem sendo estudada [22, 28].

A ativacdo precoce dos linfécitos T, utilizando a técnica de citometria de fluxo, pela
expressdo do CD69, parece estabelecida no contexto de CEC [28, 29, 41], e alguns autores
sugerem que tal achado esteja associado ao processo de apoptose de linfocitos na CC com
CEC [22, 28]. No entanto, ndo ha dados objetivos que suportem tal conceito, uma vez que

estudos com expressdo de anexina V (marcador sensivel de apoptose) ainda ndo foram
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descritos na literatura para analise dos mecanismos implicados na linfopenia pds-operatoria
da CEC. Finalmente, no presente estudo ndo foi evidenciado, até 24 horas apos a CEC, que
a ativacdo do CD69+ preceda o processo de apoptose dos linfocitos conforme tem sido

especulado.

Linfopenia e apoptose

Este estudo ndo sugere que a linfopenia pos-operatdria ocorra por apoptose como se
especula na literatura [22, 28]. A linfopenia ocorreu desde o inicio da CEC e permaneceu
até a vigésima quarta hora, ultimo momento de nossa observagdo. A expressdo da anexina
V apresentou uma queda de 50% em relacdo ao valor basal a partir do término da CEC até a
vigésima quarta hora. Portanto, neste estudo, demonstramos uma queda da expressdo da
anexina V semelhante a queda dos linfocitos, sugerindo que esta linfopenia observada
possa ser devida a outros mecanismos que ndo apoptose, pois se assim fosse esperar-se-ia

um aumento da expressao de anexina V nos linfocitos em processo de apoptose.

Limitacdes do Estudo

Estas observagdes foram realizadas somente até 24 horas do periodo pds-CEC e em

pacientes sem complicagdes no pds-operatorio em uma populacio de baixo risco € com boa

capacidade funcional (Classes I e II da New York Heart Association) no pré-operatério.
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Poderia-se admitir que um aumento do tempo de observagdo, incluindo pacientes com
maior risco pré-operatério e sem excluir aqueles com complicagdes pos-operatorias, as
respostas de ativacdo e apoptose poderiam ser mais evidentes ou diferentes. Além disto, o
curto tempo de observacdo pode ter excluido fendmenos que ocorreriam mais tardiamente,
pois estudos analisando a resposta imune adquirida no periodo tardio, utilizando um
modelo com coracdo artificial demonstraram uma progressiva alteracdo da imunidade
celular com a ativagdo dos linfocitos T, induzindo a apoptose, avaliada pela expressao da
anexina V ¢ do CD95+, isto associado a um maior nimero de infecgdes sistémicas
oportunistas [42, 43]. Finalmente, este estudo ndo permite o estabelecimento de relagdes
causa-efeito entre os fendmenos estudados, mas sugere associagdes que podem ser testadas

em estudos mecanisticos.
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CONCLUSOES

As observagdes deste estudo demonstraram que a utilizagdo de um oxigenador de
membrana com curto circuito veno-arterial, com um desvio de até 30% do sangue venoso ¢
uso de oxigé€nio puro, se associou a uma ativa¢ao precoce ¢ uma inibigdo da apoptose dos
linfocitos semelhantes ao de um oxigenador convencional.

Além disto, nossos dados, ao ndo demonstrarem evidéncias de apoptose em
linfocitos, sugerem que outros mecanismos estejam implicados na linfopenia pos-operatoria

observada nos dois grupos de oxigenadores.
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ABSTRACT

Background. Cardiac surgery (CS) with cardiopulmonary bypass (CPB) prompts an
immune response. Newer oxygenators with latest technologies are designed to attenuate
such immune reaction. On the other hand, several studies speculate that the post-CPB
lymphopenia could be due to apoptosis. The present work evaluated the effect of CPB over
the acquired immune response, comparing an oxygenator with a veno-arterial shunt and a
conventional oxygenator regarding lymphocyte’s early activation and apoptosis induction

and its implications in the post-CPB lymphopenia.

Methods. Patients undergoing coronary artery bypass graft surgery (CABG) with CPB
using either method of oxygenation (conventional or with a veno-arterial shunt) had blood
samples drawn at anesthetic induction, beginning and end of the CPB, at six, 12 and 24
hours after surgery. Analysis by flow-cytometry was undertaken in order to assess the
expression of lymphocytes surface markers (CD3, CD25, CD26, CD69) and apoptosis

(annexin V).

Results. Twenty patients were studied. Ten patients used with conventional oxygenator and
ten used an oxygenator with veno-arterial shunt. Lymphocytes’ increased expression of
CD69+ and the decrease in expression of annexin V were similar in both groups (P=0.055
and P=0.271 respectively). The post-operatory lymphopenia (P<0.001), the decrease in
CD3+ expression (P<0.001) and annexin V (P<0.004) and the increased expression of

CD69 (P<0.001) were significant over time, similarly in both groups.



80

Conclusions. The acquired immune response, characterized by early activation (expression
of CD69+) and by apoptosis (expression of annexin V) of lymphocytes, seems not to be
influenced by the kinds of oxygenators used in this study. The observed lymphopenia post-

CPB does not seems to be secondary to apoptosis.

Key-Words: Apoptosis, lymphocytes, oxygenators, cardiopulmonary bypass.



81

INTRODUCTION

The cardiac surgery (CS) with cardiopulmonary bypass (CPB) prompts an
inflammatory response. This is probably due to the blood contact with non-endothelial
surfaces or, to ischemia/reperfusion lesions and endotoxins, or due to the surgical trauma
and is known as the Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS) which is
responsible for post-operatory complications [1-11]. Since the beginning of CS, CPB has
been considered the main contributing factor in this process. Recent studies, however, have
shown that the immunoinflammatory response occurs also in CS without CPB, although
less intense. [12-15]. The inflammatory response may be absent in cardiac surgery without
CPB as the production of some specific interleukins such as the tumor necrosis factor
(TNF)-a are abolished in this setting, or even well controlled in the surgery with CPB with
the help of drugs [8,14], diminishing the post-operatory complications. Nevertheless, it is
thought that the surgical stress also contributes significantly in this process. The early
inflammatory response is characterized by the activation of various biochemical cascades
such as the coagulation, kallikrein, fibrinolysis and complement pathways [17-19],
following an innate immune response triggered by granulocytes and an acquired response
triggered through lymphocyte activation. [20-22]. This activation is considered to be one of
the major causes of morbidity and mortality in the post-operatory period of CABG,
particularly in regards to risk of infection [23]. The still incomplete understanding of the
SIRS’ physiopathologic process makes the development of adequate therapy for this

condition difficult.
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New technologies has arisen with the objective of minimize the resulting
complications from the CPB [24-26]. A membrane-oxygenator with lesser blood-
contacting surface, limited initial volume and with a veno-arterial shunt (OxVAS) would
provide a shorter exposition time of the blood with the blood-contacting, non-endothelial
surface, but studies with these oxygenators, as far as we know, have not evaluated their
profile regarding the immune response associated with CBP. [27].

Another hypothesis suggests that the lymphocyte activation by the surgical stress
seems to provoke the post-operatory lymphopenia [21, 22]. Lymphopenia could be a
protective response from the immune system in order to avoid an unnecessary exacerbation
of the early temporary inflammatory response, however its actual mechanism has not been
elucidated yet. Apoptosis or necrosis are suggested hypotheses, although yet not tested, to
explain this phenomenon [28; 29].

The aim of this study was to analyze the immune response in the first 24h post-CPB
looking at activation and development of lymphocyte apoptosis in patients submitted to
CABG with CPB comparing a conventional oxygenator with one using a veno-arterial

shunt. Implication of apoptosis in the post-operatory lymphopenia was also assessed.
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PATIENTS AND METHODS

Study population

Patients referred to CABG surgery at the Hospital Sdo Francisco de Cardiologia,
from March 2002 to October 2002, were considered to participate in this randomized
clinical trial comparing two types of oxygenators — conventional and with a veno-arterial
shunt. All patients who were referred undergo CABG with CPB were consecutively
included in the study. Patients were excluded from the study if they: were older than 70,
had prior surgery with CPB, had history of myocardial infarction less than 2 months prior
to this study, other concomitant cardiac procedure (change of valve, correction of
congenital defects, etc.). Were also not included patients with: renal insufficiency with
creatinine level greater than 2mg/dl, Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS),
chronic or peri-operatory use of corticosteroids, left ventricular ejection fraction less than
40%, active infection, unstable angina, heart failure NYHA class III or IV. In the post-
operatory period, were excluded patients with: reoperation during the period of the study
(first 24 hours), myocardial infarction, signs of low cardiac output with oligoanuria and
life-threatening arrhythmias (that needed electric cardioversion in the first post-operatory
day). The study protocol has been approved by the Research Ethics Committee of the
institution and the patients have signed an informed consent before their inclusion in the

study protocol.
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Study logistic and outcomes

Ten minutes after anesthetic induction, the first blood sample was drawn for later
measurement of markers of interest (sample zero). Subsequent samples were drawn in the
following moments: 10 minutes after starting CPB, in the end of the CPB, six, 12 and 24
hours after the end of the CPB. Main outcomes of this study were activation and apoptosis

of lymphocytes comparing both types of oxygenators.

Anesthesia technique and post-operatory care

All patients received lorazepan PO 0.02-0.04 mg/kg in the night before the
procedure and 90 minutes before the anesthetic induction. Previously to this, a peripheral
vein (Insyte 16) and artery (Insyte 18) were punctured under local anesthesia with lidocaine
1%. The trans-operatory monitorization was comprised of: 1) continuous and invasive
measurement of intra-arterial pressures; 2) electrocardiogram in the leads DII and V5 with
continuous analysis of ST segment in 7 leads; 3) arterial blood pressure, pulmonary
capillary wedge pressure and central venous pressure with a Swan Ganz catheter positioned
through the right internal jugular vein after anesthetic induction); 4) exhaled fraction of
COy; 5) inspired fraction of O,; 6) oxymetry; 7) analysis of inspired and expired gases; 8)
nasal and thumb temperature; (these parameters were measured by the Multiparametric
Monitorization System Marquette Solar Model 8000) 9) hourly diuresis; 10) periodic

analysis of blood gas, electrolytes, hematocrit, hemoglobin and glycemia.
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Anesthetic induction was performed with midazolan (50-100 pg/kg) and propofol 1
-2 mg/kg and muscle relaxation was achieved with pancuronium bromide (0.008mg/kg).
Mechanical ventilation was performed with a tidal volume of 10 — 12 ml/kg, respiratory
rate of 11-12 mpm and oxygen inspiratory fraction (FiO,) of 30%; further adjustments were
performed based on blood gases analyses. Anesthesia maintenance was performed with
continuous infusion of midazolam (0.5 — 2 pg/kg/min) e phentanyl (0.04 — 0.16 pg/kg/min).
Additional doses of midazolan (1-3 mg) and/or phentanyl (50 — 200 pug) were administered
when the skin was incised, during the sternotomy, when the aorta was being manipulated or
whenever a tapering of the anesthetics level was suspected. After the end of CPB, the
lowest infusion possible of both anesthetics was utilized. No patient in the study received
any drug with known effect on inflammatory response such as aprotinin, tranexamic acid,
aminocaproic acid, non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID) or any corticosteroid.

Anticoagulation was performed with bovine non-fractioned heparin (5mg/kg) and
its neutralization performed with protamine sulphate in a 1mg/1mg fashion. The heparin
effect as well as its neutralization with protamine was controlled by means of Activated
Coagulation Time (ACT) with Hemochron Jr. System. The ACT level was kept above 480
seconds after the administration of heparin. During the periods pre and post-CPB, the
systolic blood pressure was aimed to be kept as close as possible to 100 — 120 mmHg with
the help of vasodilators (nitroglycerin and/or sodium nitroprusside) or vasopressors
(norepinephrine) in continuous infusion. These measures were associated with the
adjustments in the anesthetic levels as mentioned above. The heart rate was maintained

between 60 and 80 bpm with beta-blocker (metoprolol) or pacemaker and, whenever
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possible, with atrial stimulation. Myocardial ischemia, suspected through the continuous ST
segment analysis, or by persistent arrhythmias associated with heart manipulation or
regional contractility deficits, was treated by eliminating the etiologic factor involved
(tachycardia, pre and afterload shifts) and nitroglycerin. The cardiac output changes were
treated depending on its causes (preload, systemic or pulmonary vascular resistance, heart
rate, rhythm and contractility). Dopamine (2-5 pg/kg/min) was used if increased
contractility was desired. Volume replenishment was achieved with saline solution 0.9%, in
sufficient volume to achieve a 7 ml/kg/h reposition after all CPB content have been
returned to the patient. The replacement of the blood losses was carried out with packed red
blood cells, whenever the hematocrit went lower than 25%, or hemoglobin lower than 8

mg/dl, or if patients had clinical or hemodynamic evidences of significant hypovolemia.

Cardiopulmonary bypass

The following devices were utilized to achieve a total cardiopulmonary bypass:
conventional membrane oxygenator for adults without veno-arterial shunt and another one
with veno-arterial shunt (DMG - Equipamentos Medicos Ltda), both with polypropylene
membrane and CPB machine Sarns 8000™ with roller-pump and gas mixer Sechrist ™. The
arterial segment of CPB circuit were built with 3/8 PVC tubes with approximately 1.5m in
length. A 40 micra filter was positioned within the system to stop occasional air bubbles.

The venous segment of the CPB was built with 2 inch PVC tubes of 1.5m in length. Three
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field aspirators were used which were built with %4 inch PVC tubes with 2 m in length,
arterial roller of % inch and venous reservoir up to 4 L. The cardioplegy system was
composed of a 1000 ml rigid reservoir with % inch PVC tubes. In order to monitor body
temperature shifts, a circulating-water thermo-exchanger device which was inserted into the
oxygenator body was used. On top of the usual monitoring procedures used in any CPB
(mean arterial pressure, initial volume, nasal and peripheral temperature, venous oxygen
saturation (SvO,), diuresis, etc) venous and arterial oxygen saturation of hemoglobin as
well as the hemoglobin concentration, continuously, were also monitored with the aid of
sensors positioned in the venous and arterial ends of the CPB circuit. In the oxygenator
with veno-arterial shunt (OxVAS) group, a probe to measure blood flow was placed in the
system. Ringer lactate solution (1750 ml) was used to fill the extracorporeal system. The
addition of packed red blood cells to complete the volume of the system during the CPB,
was carried out based on the need of maintenance of hematocrit not lower than 25% or
hemoglobin above 8 g/dl. The CPB perfusion was carried out with arterial flow of 2,4
1/min/m® for nasal temperatures over 32° C and 2,0 1/min/m* for temperatures between 32
and 28° C. In the OXVAS group patients, a regulator clamp was opened to allow that a
portion of the venous return from the patient could bypass directly to the patient’s arterial
line, bypassing the CPB machine. The blood flow measured through the regulator clamp in

the VAS group was regulated in a way to keep patient’s SaO, above 90%.
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Surgical technique

All patients underwent median sternotomy. After dissection of the left internal
mammary artery and saphenous magna vein of best quality, aortic cannulation was
performed and a double-stage cannula was introduced into the right atrium. After CPB was
established, aortic clamping was performed and cardioplegic solution was administered
(Braile Biomédica System with an induction and maintenance doses every ten minutes).
Distal coronary anastomosis were performed first with prolene 7-0 (continuous stitches)
and proximal anastomosis were performed afterwards with prolene 6-0. Patients were
transferred to the Intensive Care Unit with mean arterial pressure between 60 and 70
mmHg, receiving volume infusion and vasoactive drugs as clinically indicated based on

frequent hemodynamic and biochemical assessments (every 10 min.).

Collection and storage of blood samples

Blood samples were collected in Vacutainer tubes (Becton Dickinson UK Ltd,
Plymouth, England) without anticoagulant, were immediately centrifuged and the serum
was stored at — 20° C for further biochemical analysis of CKmb mass and troponin I.
troponin analysis was performed by chemo-luminescence in equipment Immulite (DPC —
Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, USA). The CKmb mass analysis was
performed by automated kinetic method, in equipment Integra 700 (Roche Diagnostic

Systems, Basel, Switzerland).



89

The blood samples for lymphocyte evaluation were collected and stored in
Vacutainer tubes containing KsEDTA (tripotassic ethylene diamino tetra-acetic acid) at
room temperature until it was processed in a period of less than 24h. Direct
immunofluoroscent technique was undertaken, using FITC, PE and PErCP with
fluorochromes in panel with the following surface markers: CD3, CD25, CD45, CD26,
CD69. The samples were incubated with fluorescent monoclonal antibodies, lysed (FACS
Lysing Solution), washed and ressuspended in para-formaldehyde 0.1% for further analysis
in flow cytometry (BD FACS Calibur, San Jose, USA) and data was analyzed in the Cell
Quest software.

For the analysis of the expression of annexin V, a kit for apoptosis detection
through FITC (fluorescein isothiocyanate) was utilized, containing the following
components: annexin V-FITC, a coloring solution of propidium iodide (PI) and a buffer to
bind to annexin V, concentrated 10 times. The process of coloring had the following
approach: cells were washed twice with PBS (phosphate buffered saline) chilled and then
ressuspended once in a fixation buffer in the concentration of 1x10* cells/ml, then 100 uL
from the solution (1 x 10> cells) were transferred for a 5 ml culture tube. Into that tube, 5
uL of of annexin V-FITC and 5 uL of PI were added. The cells were smoothly agitated and
were incubated for 15 minutes in refrigerated tube at 25° C in the dark and 400 pL of buffer
were added, diluted one time for each tube. Flow cytometry analyses were performed

within an hour.
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Statistical analysis

Continuous variables were described by mean + standard deviation or median
(interquartile amplitude: P25-P75). The categorical variables were described by
frequencies and percentages. The comparison between the groups CO and OxVAS in the
baseline was performed using chi-square test for categorical variables and Student t test for
continuous variables. In order to analyze the continuous variables over time and to compare
the groups CO and OxVAS, the analysis of variance (ANOVA) for repeated measures with
double classification factor (between subjects factor) was utilized. Variables with
asymmetrical distribution received logarithmic transformation before ANOVA was
performed. The location of statistically significant differences was carried out by test of
multiple comparisons based in orthogonal contrasts procedure. A significance level of
a=0.05 was adopted. The data were analyzed with the aid of the SPSS Software (Statistical

Package for the Social Sciences) version 11.0 and Sigma Plot v2.0.
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RESULTS

Clinical and surgical characteristics

Twenty individuals, 10 utilizing CO and 10 utilizing OxVAS, participated in the
study. Patients’ mean age was 58 + 8,8 years, 15 were men (75%) and 19 were white (95%)
with body mass index of (BMI) of 27,3 + 2,8. All patients were considered with low
surgical risk [46]. Both groups were similar regarding clinical and surgical variables in the

study period, as seen in Table 1.

Table 1. Demographic characteirstics and pre, trans and post-operatory variables.

CPB with CPB with

Variable CO (n=10) OxVASC (n=10) P
Age (mean £ SD) 59.8+9.1 56.1+8.4 0.359
Males (%) 8 (80%) 7 (70%) 0.605
Caucasians n (%) 10 (100%) 9 (90%) 0.340
Previous Myocardial Infarction n (%) 6 (54.5) 4 (40) 0.653
Congestive Heart Failure I-II n (%) 0(0) 2 (20) 0.470
Hypertension n (%) 5(50) 6 (60) 0.653
COPD n (%) 1(10) 2 (20) 0.531
Diabetes Mellitus n (%) 4 (40) 6 (60) 0.371
Peptic Disease n (%) 3(30) 2 (20) 0.605
Peripheral Vascular Disease n (%) 2 (20) 2 (20) 1.000
Other co-morbidities (%) 6 (60) 4 (40( 0.470
Body Mass Index (mean + SD) 27.8+3.0 26.9+2.64 0.475
Mortality Risk (%) 0.8+0.44 0.9+0.4 0.601
Trans-operatory variables
Surgery duration (mean + SD) (min) 309.5+44 289.5 £ 38 0.290
CPB duration ® (mean = SD) (min) 72.1+243 647+11.8 0.398
Aortic clamping duration (média + DP) (min) 55.7+23.6 45.6+10.5 0.232
Bleeding (mean + SD) (ml) 665+436 656+290 0.957
Transfusion (mean + SD) (ml) 184+320 280+299 0.498
Post-operatory variables
ICU admission duration ¢ (mean = SD) 60.5+38.1 50.3+8.2 0.420
Number of grafts (mean £ SD) (n) 3.4+0.8 3.310.7 0.354
Bleeding (mean + SD) (ml) 626+389 820+478 0.333
Transfusion (mean = SD) (ml) 182 +£246.5 167.9+284 0.905
Peak CK-MB Mass (median = I1%) (ng/ml) 12.5 (8.9-33.3) 14.5 (8.8-26.4) 0.815
Peak Troponina I (median + % (ng/ml) 1.3 (0.88-9.75) 1.9 (0.98-6.85) 0.820

*COPD - chronic obstructive pulmonary disease; °CPB - cardiopulmonary bypass; ° ICU - intensive care unit;
U[I — Interquartile interval 25 - 75%);
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Parameters analyzed from both oxygenators in the trans-operatory period

Arterial blood gases, glycemic control and serum potassium were not different
between the two groups. The CPB total blood flow in both groups were identical despite the
blood flow through the veno-arterial shunt was of 30.9+8,5%. The venous O, saturation
was lower in the CPB with OxVAS although not statistically significant, while the arterial
02 saturation was significantly lower in the OxVAS group (P<0.001) (Table 2).

Table 2. Comparison between both types of oxygenators in regards to
cardiopulmonary bypass variables.

Variables co* VASC" P
CPB total blood flow (1) 4266+376 4363+£277 0.52
Short circuit total blood flow (1) 0 1346+269 -
Short circuit flow (%) 0 30.9+6.0 -
O, venous saturation (%) 75.23+2.87 67.25+2.1 0.001
O, arterial saturation (%) 99+0.6 95.5+1.5 <0.001

“ Conventional oxygenator; > Oxygenator with veno-arterial short circuit; © Oxygen

Myocardial Injury Markers

CK MB Mass and Troponin | — The baseline concentrations were within the normal
limits. Twenty-four hours after CPB, CK MB mass and troponin I were not significantly
different between the groups (P=0.909). The peak values of both injury markers CKmb and
troponin I ruled out the diagnosis of trans-operatory myocardial infarction in the first

twenty-four hours post-CPB [30] Table 1.



Markers of Identification, Activation and Apoptosis of T Lymphocytes

Profile of T lymphocyte markers of identification, activation and apoptosis is described in

Table 3.

Table 3. Follow up data from lymphocyte T markers of identification, activation and
apoptosis distributed by type of oxygenator.

Markers Study  Anesthetic Start End of 6h 12h 24h P P
(%) Group  Induction of CPB CPB Post-CPB Post-CPB Post CPB Time Ox

mean + SD

CD3 [§9) 77.246.1 76.1%7.1 73.249.2 55.1%13.6 55.5+12.3 62.53+13.2 <0.001  0.589
VASC 73.746.4 79.3%5.3 73.849.3 54.0+11.4 53.1%13.5 64.1£10.8

CD26 Co 35.247.2 32.9+6.4 27.5+8.0 2110.7 20.049.3 26.6+11.7 <0.001 0925
VASC 36.0+8.8 35.7£13.6 30.8+14.5 23.9+7.3 22.246.6 28.5+7.9

CD69 (€[¢] 10.4+8.18 10.0+£3.58 13.6£7.5 25.5+10.1 16.32+6.3 15.8£10.41 <0.001 0.055
VASC 7.1%4.1 6.3+3.0 6.5+3.1 14.0+4.9 12.545.1 7.4+2.8

Median (1.1.)*

CD25 Co 7.2(42-103) 6.6 (5.4-8.6)) 6.3 (4.3-7.6) 52(2.8-100)  7.6(3.6-11.6)  10.7(4.7-133)  0.027  0.763
VASC 147(7.2-18.6)  87(3.7-13.6)  7.9(32-113)  6.5(4.0-10.0) 8.3 (54-10.1)  10.75(5.9-16.5)

ANNEXINV  CO 37(2.7-102) 33 (1.7-6.5) 4.4 (1.0-6.9) 2.8 (0.7-5.0) 2.8 (0.8-3.5) 1.2(0.8-2.7) <0.001  0.271
VASC 6.9(3.7-13.5)  37(12-153)  6.2(1.8-84) 2.3 (0.8-6.4) 2.6 (0.4-6.1) 4.8 (1.6-9.1)

Normally distributed data are expressed as mean = SD and non-parametric data as median
*(Inter-quartile Interval 25-75%). The markers’ units are expressed as percentage (%).

Markers of Identification

Expression of CD3+ - There was a significant decrease in the percentage of the surface
marker CD3 expression over time, (P<0.001), but without significant difference between
the groups with CO or OxVAS (P=0.589). Compared with baseline values (at the time of
anesthetic induction), there was a decrease in the expression of this marker up to 12 hours
post CPB in both groups. There was a significant decrease in the expression of CD3 at six,
12 and 24 post CPB, considering mean values from the group of patients as a whole, when
compared with baseline values (P<0.001) (Multiple comparisons test based on orthogonal

contrasts procedure). (Figure 1).
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Figure 1. Variation of Lymphocyte T CD3 expression profile in both groups, over

time (P, 0.001, ANOVA, time) and between groups (P-0.589 ANOVA, interaction).

Expression of CD45+ - The analysis of this pan-leukocitary marker, showed that
nearly 100% of the sample was constituted of lymphocytes (data not shown). On the
temporal evolution there was a decrease of this marker expression after the initiation of
CPB and a slight increase at the twelfth hour, with both groups presenting similar behavior.

(P=0.522).
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Activation Markers

Expression of CD25+ - There was a non-significant decrease in the percentage of
expression of this marker in the sixth hour post-CPB. There was no difference between the
groups over time as well (P=0.763).

Expression of CD26+ - There was a fall in the initial expression of this marker until
the twelfth hour post-CPB, returning to baseline value at 24h post-CPB. Similar profile was
observed throughout the study in both groups. (P=0.925).

Expression of CD69 + - There was a significant change in the expression of this
marker over time in both groups of the study, occurring an increase in the percentage of
activated lymphocytes up to twelfth hour post-CPB. When compared to baseline values at
6™ (P <0.001) and at 24™ (P=0.03) there is a significant decrease in mean values from the
group of patients as a whole according to multiple comparisons test based on orthogonal
contrasts procedure, and a decrease at the 24™ hour. There was a trend towards a greater

inhibition of the lymphocyte activation in the group with OxVAS (P=0.055) (Figure 2).
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Figure 2. Variation of expression of the lymphocyte activation values of CD69
+ over time (P <0.001, ANOVA, time) and comparing the two groups of
oxygenators (P=0.055, ANOVA, interaction).

Marker of apoptosis

Expression of Annexin V — Annexin V expression was similar in both groups (P=
0.271). There was a significant fall in the expression of this marker over time in both
groups (P<0.001). When compared to baseline values there is a significant decrease at 6™,

12™ and 24" hour (P <0.001) and at 24™ (P=0.03) considering mean values of the group of
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patients as a whole according to the multiple comparisons test based on orthogonal

contrasts procedure (Figure 3).
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Figura 3. Variation of the expression of annexin V comparing two groups of
oxygenators (P<0.001, ANOVA, time), and over time (P=0.271), ANOVA,
interaction).
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Leukocytes and lymphocytes

There was a significant elevation in the number of leukocytes over time in both
groups (P<0.001), reaching peak values in the sixth hour post-CPB with either type of
oxygenator CO and OxVAS, 1636345005 Ileukocytes/mm3 and 13857+£2954
leukocytes/mm3, respectively, compared to baseline 6948+2248 and 6269+2377 leukocytes
/mm3, respectively. There was a trend to a lower level in the 24™ hour post-CPB, with no
statistically significant difference between the groups. (P=0.778). The lymphocytes showed
progressive decrease in absolute number throughout the study in both oxygenator groups
when compared to baseline values, 2110+611 and 2010+1118 lymphocytes/mm3 at
baseline and 1132+418 and 1015+446 lymphocytes /mm3 at the 24™ hour post CPB, with
no statistically significant difference between the groups (P=0.745). Figure 4 illustrates the
profile of lymphocytes variation as well as the expression of annexin V, showing a
significant reduction over time in all patients as a whole, since there was no difference

between the two groups of oxygenators.
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DISCUSSION

This clinical trial has shown no difference in the early activation of acquired
immune system and of lymphocyte apoptosis in patients submitted to CABG surgery with
CPB when comparing a CPB machine with conventional membrane-oxygenator and one
with a veno-arterial shunt. The lymphopenia observed in the post-operatory period seemed

not to be related to apoptosis.

Clinical characteristics of the patients

Patients from both groups were similar in all variables of the study such as co-
morbidities, systolic function or myocardial injury, CPB duration, ischemic time and
duration of surgery, amount of bleeding and transfusion and anesthesia technique. Steroids,
aprotinin, or any other drug with potential influence on immune activation were used [31-
33]. The study population comprised a group of low surgical risk, which could have
attenuated the magnitude of the immune response. On the other hand, if higher risk patients
were included, other confounders involved in the pathophysiological process could

jeopardize the study analysis.
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Trans-operatory parameters

Parameters such as total blood flow, venous and arterial oxygen saturation directly
measured through blood gas analysis and oxymetry and the relative shunt through the veno-
arterial shunt were analyzed, since they could potentially alter the immune response. As
expected, there was a difference in the arterial oxygen saturation in the group of patients
using a veno-arterial shunt (OxVAS). The OxVAS promotes a shunt of up to 50% of the
venous blood into the arterial bed, decreasing the blood exposition time to the CPB non-
endothelial surfaces [34]. In our study, the mean percentage of blood shunt was 30.9%. In
the conventional oxygenator, the total blood flow passes through the oxygenator.
Therefore, when using the veno-arterial shunt, the arterial oxygen saturation, was
significantly lower than using the conventional one. In two prior studies, the percentages of
arterial oxygen saturation were similar to those observed in our study [34, 35]. The
percentage of blood diverted through the shunt in these two prior studies were 40 to 50%,
which is higher than in the present study (30.9%). These two observational studies
however, studied exclusively the physiological changes and clinical outcomes [34, 35]. As
far as we know, we could not find any study comparing this particular oxygenator

technology with the conventional one in regards to the immune response.
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Identification markers of lymphocytes

In order to identify the acquired immune response in the investigated cells, two
surface markers were analyzed: CD45+ and CD3+. The CD45+ is a pan-leukocytary
surface marker. In this study, the CD45+ corresponds to the total lymphocyte population.
The CD3+ identifies T lymphocytes. Analysis by flow cytometry shows that 85% of the
total sample of CD45+ labeled lymphocytes are actually T lymphocytes (70%), of these
51% are lymphocytes Th and 19% lymphocytes Tc [21]. These data are important since the
analysis of the activation marker, CD69+, and of apoptosis, annexin V, was carried out with

CD45+ cells, therefore predominantly studying T lymphocytes.

Activation markers

Expression of CD69+ - We demonstrated an early lymphocyte activation,
predominantly of T lymphocytes, judging by the increased expression of CD69+, that
reached its peak in the sixth hour after CPB, and normalizing in the 24™ hour after CPB,
being this elevation significant in the hours 6 and 12. We suggest that this early activation
of CD69+ allows evaluation of early events in the lymphocyte activation, since it is the first
surface marker to be expressed in the T cells activation process and is detectable within an
hour after the T lymphocyte receptor binds to CD3+ complex. As soon as it is expressed,
the CD69+ acts as a co-stimulatory molecule in the activation and proliferation of T

lymphocytes [36]. It is suggested that this early activation of CD69+ would be a precursor
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of a sequential immunoinflammatory process, which would end up in lymphocyte apoptosis
and consequently in post-operatory lymphopenia [28]. Shimaoka et al. analyzing a patient
population with esophagus neoplasia and cardiac surgery within seven day post-op follow-
up, reported an increase in the expression of CD69+ in the second day, that stabilized at the
fifth day and started to decrease in the seventh day. This was the first study that, utilizing
CD69, showed an early activation of T lymphocytes immediately after CPB. The reason for
the discrepancy between these data and the previous study that showed a diminution in the
lymphocytes activation after surgery [37] may be attributed to the approach and to the
marker utilized. The precocity of analysis by flow cytometry with the surface marker
CD69+, which reflects with greater accuracy the real clinical situation and uses whole
blood, allowing the analysis in the presence of other inflammatory cytokines that sustain
the activation, would have accounted for this difference. Our results, using the same
approach as Shimaoka and collaborators overlap their results, demonstrating an early
activation up to 12 hours post CPB. After this point, we observe a decrease in the
expression of the CD69+. In comparison to baseline, there was an increase in the
expression of the CD69+ in the hours 6 and 12 after CPB, with a peak at the sixth hour. In
the study of Shimaoka and collaborators, the expression of the CD69 increased up to the
fifth day post-operatory in comparison to baseline. We believe that this difference occurred
due to the sample profile (patients with esophageal surgery and valvular surgery). In a
study with the same selection criteria, with low-risk profile and same kind of surgery
(CABG) the expression of CD69+ was similar [29].

Although we could not find statistical significance in the comparison between the

two groups of oxygenators, we found a trend towards minor activation of CD69+ in the
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group that used OxVAS, which was constant from baseline up to the 24™ hour post-CPB,

suggesting perhaps a type II error.

Expression of CD26+ - In our study there was a reduction of the expression of this
marker which is an exopeptidase found on the membrane of activated T and B cells. This
data demonstrate a non-activated cell, in contrast to what was observed in the CD69+’s
profile. These results could be related to the concept of pro and anti-inflammatory response
in a given scenario, where a pro-inflammatory response would be counterbalanced by an
anti-inflammatory compensatory response [38]. As part of this process, there are pro-
inflammatory cytokines such as IL-6, IL8 and TNF-a and IL-1f and anti-inflammatory
cytokines such as IL-10, IL-4 and 39 IL-5 [39]. In the context of surface markers, the

behavior of this marker would be anti-inflammatory.

Expression of CD25+ - In this study the expression of CD25+ presented a
reduction over time, characterizing a no lymphocyte activation, since this is a IL-2 receptor
that is found in activated T cells. An early lymphocyte activation would be triggered by IL-
2, interferon-y, and macrophages stimulation factor. It is known that synthesis of IL-2 is
markedly diminished in the post-operative phase, since it has the function to promote the
proliferation of T lymphocytes and to increase the production of immunoglobulins by the B
lymphocytes [40]. Its depression would increase the risk of opportunist infection. In this
study we did not measure the production of IL-2, but its receptor in the T cells. In the

immunoinflammatory environment, the expression of the receptor leads one to estimate the
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existence of the agonist molecule, allowing to infer that in the context of our study there
would have been a reduction of the production of IL-2 acting as down regulation

mechanism of activation of the acquired immune system.

Marker of apoptosis

The results of this study have shown no difference in the expression of annexin V
between the two groups of oxygenators, demonstrating that the inhibition of lymphocyte
apoptosis was not influenced by either type of oxygenators evaluated. Apoptosis of the
innate immunity is a process well known in the cardiac surgery with CPB; while apoptosis
involving the acquired immunity, has been only recently investigated [22, 28]. Early
activation of T lymphocytes characterized by the expression of CD69, seems to be well
established in the CPB context [28, 29, 41], and some authors suggest that such a finding is
associated with the lymphocyte apoptosis process in the cardiac surgery with CPB [22, 28].
However, there is no objective data to support such concept, since some studies with
annexin V expression (a sensitive marker of apoptosis) have not been described yet in the
literature to allow for speculation over the mechanisms implied in the postoperative
lymphopenia. Finally, in the present study there was no evidence, up to 24 hours after the
CPB, that the activation of the CD69+ precedes the process of lymphocyte apoptosis as it

has been speculated.

Lymphopenia and apoptosis
This study does not suggest that the postoperative lymphopenia occurs due to

apoptosis, as it is speculated in the literature [22,28]. Lymphopenia occurred since the
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beginning of the CPB and remained steady until the twentieth fourth hour, last moment of
our assessment. The expression of annexin V showed a reduction of 50% in relation to the
baseline value (at the end of CPB) until the twentieth fourth hour. Therefore, in this study,
we demonstrated a reduction of the expression of annexin V as well as a fall in the number
of lymphocytes, suggesting that the observed lymphopenia could be due to a mechanism
other than apoptosis. Otherwise, we would expect an increase in the annexin V expression

in the lymphocyte population undergoing apoptosis.

Study Limitations

Our study has evaluated only the first 24 hours after CPB and included only low
risk patients, without postoperative complications and with good preoperative functional
capacity (NYHA classes I —II). An increase in the observation time, including higher risk
patients and those with postoperative complications, would increase the chance of detecting
a more prominent activation of apoptosis or the results could be different. Moreover, the
short time of the study could have excluded phenomena that would occur later on. Other
studies analyzing the acquired immune response in the long term, in an artificial heart
model for instance, demonstrated a gradual change in the cellular immunity by T
lymphocyte activation, inducing apoptosis, as expressed by annexin V and CD95+, which
was associated with an increased number of opportunist systemic infections [42, 43].
Finally, the present study does not allow us to establish a cause-effect relationship between
the studied phenomena, but it does suggest associations that can be tested in further

mechanistic studies.
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CONCLUSIONS

This study has demonstrated that the use of a membrane oxygenator with a veno-
arterial shunt, with a shunting flow of up to 30% of the venous blood and use of pure
oxygen, is associated with early activation and an inhibition of lymphocyte apoptosis
identical to what was found with a conventional oxygenator. Moreover, our data suggest
that mechanisms other than apoptosis might be involved in the observed postoperative
lymphopenia in either group of oxygenators, since we could not demonstrate lymphocyte

apoptosis in our subjects.
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ANEXO | - FICHA DE RANDOMIZACAO E AVALIAGAO PRE — OPERATORIA

Nome: Registro:
Sexo: |dade:
Pcte N°:

Grupo
Com CEC convencional ( ) Com CEC + Shunt ( )
FE % pelo Cateterismo: IAM Prévio: ( ) Sim ( ) Nao
Risco Cirurgico: Peso: Altura:

DBPOC () Outros () Quais:
Patologia associadas: DM ()

Doenca Péptica ( )

HAS ()

Doenca Vascular periférica ( )

Critérios de Excluséo Sim Nao

1. Cirurgia previa com CEC () ()
2. Historia de IAM ha menos de 3 meses () ()
3. Procedimento cardiaco concomitante (troca de véalvula, corre¢do
de defeitos congénitos, etc.) () ()
4. Portadores de insuficiéncia renal (creatinina > 2 mg%) () ()
5. Portadores de sindrome de imunodeficiéncia () ()
6. Corticoterapia crénica ou perioperatoria () ()
7. Fracdo de ejecdo menor que 40% (cineangiocoronariografia) () ()
8. Infeccdo ativa () ()
9. Angina Instavel () ()
10. Insuficiéncia cardiaca classe Ill e IV da NYHA () ()

Drogas pré —op.*: AAS( )  Betabloqueador ( ) Antagonista Ca ( )
(Sim-S / Nao-N / Parou-P)

*Instrucdes: Suspender AAS 7 dias antes da cirurgia
manter betabloqueador
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ANEXO Il A- FICHA DE CONTROLE TRANSOPERATORIO

* ATENCAO — SE POSSIVEL NAO USAR
CORTICOIDE OU APROTININA OU INDUTORES
DE ATIVIDADE INFLAMATORIA*

Nome: Registro:
Sexo: |dade: Pcte N°

Tempos (ficha do anestesista):

Inicio Cirurgia* Final cirurgia** Duracéo

T.CEC T. Isquemia

* na inducdo anestesica
** fim da sutura da pele

Vasos Revascularizados Mamaria (M) / Safena (S)

AW

Total

Intercorréncias Transoperatorias:

Coletas de Sangue:

, Tempo Horario Responsavel pelo proces-
Colheita
A na indugdo anestésica samento do sangue:
B junto com P1 - 10"de perfusédo
- — ~ Data: Horario:
C junto com P2 — 5"apds término da perfuséo Nome:
D 6 horas apos término da perfuséo
Telefone:
E 12 horas apés término da perfuséo
F 24 horas ap6s término da perfuséo




ANEXO Il B - FICHA DE CONTROLE TRAN-SOPERATORIO
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CONTROLE DE PERFUSAO Pcte N°:
HORA | FC | PAM | FIO2 | FLUXO 1 | FLUXO 2 | SVO?2 | Sa02
Junto Junto
P1 P2
GASOMETRIAS
Perfuséao Clampeamento | PCR
PH Entrada: Inicio: Inicio:
Saida: Final:
PCO3 Final:
HCO3 Total: Total: Total:
co2T Calculo do % do fluxo Shunt
BE Fluxo Shunt = Fluxo Shunt Medido X 100
Fluxo Total

PaO2
Sat.
Ht
Hb
Na
K
G




Pcte No°:

ANEXO Il - FICHA DE CONTROLE POS — OPERATORIO UTI
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Nome: Registro:
Sexo: Idade:
Chegada na UTI Alta da UTI Tempo de UTI
Dia e hora. Dia e hora: Dia e hora*;
* Registrar horario da prescri¢do da alta.
ComplicagOes na UTI:
1) 1AM CPK-MB H dat
: 5 -MB: ora e data:
()sim () nao Troponina | 12 hrs P.O: Hora e data:
Novas Ondas Q: Localizacéo
ECG / data: ANT( ) INF()
LAT( )
Zonas acinéticas: Localizacdo
ECO / data: ANT () INF( )
LAT ()

2) Choque (Pressdo Sistolica < 80 mmHg; oligo-anuria; ma perfuséo periférica)

()sim

( )ndo

Data / Hora:

3) Arritmias com cardioversdo elétrica

()sim (

) ndo

\_, Tipo, data e hora:

4) Reoperacdo nas primeiras 24 hs do pds-operatorio:

()sim (

) néo

\_, Motivo e hora:
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ANEXO |V - FICHA DE RESULTADOS DOS EXAMES

Nome: Pcte NO:
Grupo:
Com CEC convencional ( ) Com CEC + Shunt ( )
CD3
medida | data/hora de coleta | valor medida data/hora de coleta | valor
TA TD
TB TE
TC TF
CD69
medida | data/hora de coleta | valor medida data/hora de coleta | valor
TA TD
TB TE
TC TF
CD25
medida | data/hora de coleta | valor medida data/hora de coleta | valor
TA TD
TB TE
TC TF
CD26
medida | data/hora de coleta | valor medida data/hora de coleta | valor
TA TD
TB TE
TC TF
CD45
medida | data/hora de coleta | valor medida data/hora de coleta | valor
TA TD
TB TE
TC TF
ANEXINA V
medida | data/hora de coleta | valor medida data/hora de coleta | valor
TA TD
TB TE
TC TF
CK - Massa
medida | data/hora de coleta | valor medida data/hora de coleta | valor
TA TF
Troponina |
medida | data/hora de coleta | valor medida data/hora de coleta | valor
TA TF
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ANEXO V - CONSENTIMENTO INFORMADO
AUTORIZACAO PARA PARTICIPAR DE UM PROJETO DE PESQUISA

Nome do Estudo: Papel de Diferentes Oxigenadores na Cirurgia de RevascularizaGao
Miocérdica com Circulacdo ExtracorpoOrea na Ativacédo e Apoptose Linfocitaria

Responséaveis pelo projeto: Dr Paulo Ledes e Dra. Nadine Clausell

1. Objetivos do estudo
A finalidade deste estudo é entender melhor o efeito da circulagdo extracorpdrea (uma méaquina
usada para manter a circulacdo do sangue durante a cirurgia) sobre o coragdo e 0 resto do
organismo nas cirurgias de revascularizacdo miocérdica (pontes de safena e implante de artéria
mamaria). Para tanto serdo coletadas amostras de sangue durante e apds a cirurgia para dosar
substancias liberadas durante a mesma e que possam estar relacionadas ao uso de circulagdo
extracorporea.

2. Explicacdo dos procedimentos
A cirurgia de revascularizagdo miocardica pode ser realizada com a utilizacdo de circulagdo
extracorporea (sistema que substitui 0 coracdo e pulmdes durante a cirurgia) com oxigenador
usual ou modificado com um curto-circuito que desvia 0 sangue venoso para este ndo passar
pelo oxigenador e possivelmente diminuir a reacdo inflamatéria que a circulacdo extracorpérea
provoca: A escolha do tipo de cirurgia a ser realizado depende de critérios técnicos e da
aceitacdo do paciente.
A sua cirurgia obedecera todas as rotinas de qualquer cirurgia de revascularizacdo realizada
neste hospital. Como parte desta rotina, para acompanhamento da sua pressao arterial, sera
colocado um cateter na arteria do seu pulso (radial). Este cateter serve também para coletar
exames e, através dele serdo coletadas 6 amostras de 5 ml de sangue, durante e até 24 horas
apos a cirurgia.
A sua participacao é voluntaria e as amostras apenas serdo colhidas com o seu consentimento.

3. Possiveis riscos e desconfortos
A presente pesquisa prevé apenas coleta de amostras sangue atraves do cateter intraarterial,
que faz parte da rotina para este tipo de cirurgia, ndo trazendo qualquer desconforto ou risco

acima do habitual.
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4. Possiveis beneficios do estudo
A sua participacdo neste estudo nédo lhe trara qualquer beneficio pessoal mas possibilitara um
melhor conhecimento sobre os efeitos da circulagdo extracorpdrea, podendo melhorar as
condigBes dos pacientes operados no futuro.

5. Exclus&o do estudo
O investigador responsavel podera exclui-lo do estudo, sem 0 sem consentimento, quando julgar
necessario.

6. Direito de desisténcia
O senhor pode desistir de participar do estudo em qualquer momento. Sua decisdo de nao
participar, ou de abandonar o estudo depois de iniciado, ndo afetard de nenhum modo o0 seu
atendimento posterior pela equipe médica.

7. Sigilo
Todas as informac@es obtidas neste estudo, bem como as constantes do prontuério hospitalar do
paciente poderdo ser publicados apenas com finalidade cientifica, mantendo-se o anonimato.

8. Indenizagdes e ressarcimentos
N&o estdo previstos ressarcimento para cobrir despesas inerentes ao estudos por ndo haver
programacao deste tipo de despesa ou indenizagdes por eventuais danos decorrentes a pesquisa
por serem o0s procedimentos da mesma isentos de risco acima do habitual para cirurgias de
revascularizagdo miocardica.

9. Consentimento
Declaro ter lido, ou que me foram lidas, as informacdes acima antes de assinar este formulario.
Foi-me dada ampla oportunidade de fazer perguntas, esclarecendo plenamente minhas dividas.
Estou ciente que, se persistirem quaisquer duvidas, poderei contatar 0s médicos responsaveis
pelo presente projeto, pessoalmente no Centro Médico do Hospital Sdo Francisco/ Santa Casa de
Porto Alegre ou através do telefone 3225-3019.

Por este instrumento, concordo voluntariamente em participar do presente estudo.

Porto Alegre, de de 2002.

Assinatura do paciente Assinatura do pesquisador responsavel
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