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RESUMO

Introducdo — Grande parte da populacdo de criangas portadoras de defeitos cardiacos
congénitos torna-se criticamente doente durante o primeiro ano de vida e necessita
tratamento cirurgico. No entanto, durante cirurgias cardiacas, ocorre uma resposta
inflamatoria intensa desencadeada pelo periodo de circulagdo extracorporea (CEC), o que
provoca disfun¢do de orgdos e tecidos. Os neutréfilos assumem um papel importante e
complexo neste periodo, envolvendo a ligagdo as células endoteliais, ativagdo e liberacao
de mediadores inflamatoérios. Esse processo ¢ iniciado e mantido através de moléculas de
adesdo especificas, como a molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) e a molécula de
adesdo celular-vascular-1 (VCAM-1). Formas soluveis destas moléculas apresentam
variagdes de seus niveis durante cirurgias cardiacas com uso de CEC. Ha poucos dados na
literatura relacionados ao comportamento destas moléculas apds cirurgia cardiaca com uso

de CEC em lactentes, estando seu significado no plasma ainda por ser decifrado.

Objetivos — Mensurar os niveis plasmaticos das moléculas de adesdo soltveis ICAM-1 e
VCAM-1 em condi¢des basais e apds exposicdo ao circuito de CEC em lactentes
submetidos a cirurgia cardiaca para corre¢ao de defeitos cardiacos congénitos. Comparar os

niveis plasmaticos destas moléculas entre pacientes acianodticos e cianéticos.

Métodos — Foram estudados 21 lactentes, durante o periodo de junho de 1998 a marco de
1999, submetidos a cirurgia cardiaca com uso de CEC. Foram analisados os niveis
plasmaticos da ICAM-1 e da VCAM-1 soluveis pelo método de ELISA, na indugdo

anestésica, ao término da CEC e 8 e 26 horas ap6s o término da CEC.



XVII

Resultados — As patologias cardiacas congénitas mais comuns foram defeito do septo
atrioventricular e tetralogia de Fallot. As médias de idade e de peso foram 6,6 meses ¢ 5,8
Kg. As medianas dos tempos de CEC e de clampeamento de aorta foram, respectivamente,
87 e 53 minutos. Todos os lactentes utilizaram inotrépicos. As medianas dos tempos de
intubacdo e de internagdo foram 72 horas e 21 dias. A taxa de mortalidade dos pacientes foi
de 9,5%. Os niveis basais da ICAM-1 e da VCAM-1 foram significativamente mais
elevados do que aqueles considerados normais (P<0,0001). Os niveis da ICAM-1
diminuiram significaticamente ao término da CEC (P<0,001), voltando a aumentar
significativamente 8 horas apds o término deste periodo (P<0,005), sem no entanto,
alcangar os valores basais 26 horas depois. A VCAM-1 apresentou comportamento
semelhante. No entanto, 26 horas ap6és CEC houve diminui¢do significativa de seus niveis
em relacdo ao valor identificado 8 horas apo6s tal periodo (P<0,005). Nao houve diferenga
estatisticamente significativa quanto aos valores das moléculas entre pacientes acianoticos e
ciandticos (P>0,1). Nao houve associacdo entre os valores das moléculas e as variaveis

perioperatodrias e os desfechos clinicos.

Conclusdes — Os niveis plasmaticos das moléculas de adesao soltveis ICAM-1 e VCAM-1
sdo aumentados em lactentes com cardiopatias congénitas aciandticas e ciandticas no seu
estado basal. Os niveis plasmaticos de ICAM-1 e VCAM-1 solliveis variam apds exposi¢ao
ao circuito de CEC em lactentes submetidos a cirurgia cardiaca para corre¢do de
cardiopatias congénitas, apresentando um comportamento caracteristico nestes pacientes.
Nao ha diferencas no comportamento das moléculas entre pacientes aciandticos e

cianoticos.
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ABSTRACT

Introduction — A large number of children presenting with congenital cardiac defects
become critically ill in the first year of life and need definitive surgical treatment.
Nevertheless, there is an intense inflammatory response as a result of cardiac surgery,
triggered by the use of cardiopulmonary bypass (CPB), leading to organ and tissue injury.
Neutrophils have an important and complex role during that period, promoting adherence to
endothelial cells, release and activation of inflammatory mediators. This process is initiated
and mantained by specific adhesion molecules, such as intercellular adhesion molecule-1
(ICAM-1) and vascular-cellular adhesion molecule-1 (VCAM-1). Soluble forms of these
molecules present variable levels throughout cardiac surgeries with CPB. There is few
information about the behaviour of these molecules after cardiac surgeries with CPB in

infants, and the significance of these findings are yet to be unraveled.

Objectives — To measure the soluble ICAM-1 e VCAM-1 plasmatic levels at baseline and
after CPB exposure in infants undergoing cardiac surgery for repair of cardiac defects. To

compare these molecules plasmatic levels in acyanotic and cyanotic patients.

Methods — 21 infants undergoing cardiac surgery with CPB were studied, between June
1998 and March 1999. Soluble ICAM-1 and VCAM-1 plasmatic levels were measured
using ELISA at induction of anesthesia, at the end of the CPB, and 8 hours and 26 hours

after CPB.
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Results — Atrioventricular septal defects and tetralogy of Fallot were the most common
congenital cardiac defects. The age and weight mean values were 6,6 months and 5,8 Kg.
The median values of CPB time and aortic cross-clamping time were 87 minutes and 53
minutes. All infants used inotropic drugs. The median values of intubation time and
hospitalization time were 72 hours and 21 days. The patients mortality rate was 9,5%. The
baseline levels of ICAM-1 and VCAM-1 were higher than normal values (P<0,0001). The
ICAM-1 levels significantly decreased at the end of CPB (P<0,001), significantly
increasing 8 hours after that period (P<0,005), without reaching baseline values 26 hours
after that. VCAM-1 presented a similar behaviour. Nevertheless, its levels decreased
significantly 26 hours after CPB, compared with levels measured 8 hours after that period
(P<0,005). There was no statistically significant difference in molecules levels in acyanotic
and cyanotic patients (P>0,1). There was no significant association between molecules

levels and perioperative variables or clinical endpoints.

Conclusions — The soluble ICAM-1 and VCAM-1 baseline plasmatic levels are higher than
normal in infants presenting acyanotic and cyanotic congenital cardiopathies. The soluble
ICAM-1 and VCAM-1 plasmatic levels vary after CPB exposure in infants undergoing
reparative congenital cardiac surgeries, presenting a characteristic behaviour in these
patients. There are no differences in these molecules behaviour in acyanotic and cyanotic

patients.



INTRODUCAO

Os defeitos cardiacos integram o grupo de malformagdes congénitas maiores e constituem,
neste grupo, as alteragdes mais prevalentes (YAGEL et al., 1997; LeBLANC & RUSSELL,
1998; SRIVASTAVA, 1999). Estao presentes em 0,8 a 1% das criangas nascidas vivas
(CASTANEDA et al., 1989; KIDD et al., 1993; YAGEL et al., 1997; LeBLANC &
RUSSELL, 1998; SMEETON et al., 1999; SRIVASTAVA, 1999), e em 10% dos fetos
espontaneamente abortados (SRIVASTAVA, 1999). Sao responsaveis por mais de 20% das
mortes perinatais que resultam de malformagdes congénitas (KIDD et al., 1993; YAGEL et
al., 1997; SMEETON et al., 1999) e por mais da metade das mortes na infincia causadas
por malformagdes letais (YAGEL et al., 1997). Dados referentes ao censo realizado no Rio
Grande do Sul pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 1991,
indicam um nimero entre 926 a 2000 nascimentos de portadores de cardiopatia congénita
(IBGE, censo 1991). No ano de 1996, para uma populagdo de 9,6 milhdes de habitantes no
Rio Grande do Sul, calcula-se que nasceram cerca de mil criangas cardiopatas (IBGE,

censo 1996).

Grande parte da populagdo de criancas portadoras de defeitos cardiacos congénitos torna-
se criticamente doente durante o primeiro ano de vida e necessita de tratamento cirtirgico.
De acordo com o New England Regional Infant Cardiac Program Study, a mortalidade por
doenga cardiaca congénita ocorre principalmente nos primeiros meses de vida
(CASTANEDA et al., 1989). Nos sobreviventes, doenga cardiaca congénita critica provoca,
progressivamente, um dano organico secundario mais severo e, eventualmente, irreversivel,

principalmente em coragdo, pulmdes, rins e sistema nervoso central (DAVIES et al., 1990;



LANTERI et al., 1995; YAU et al., 1996; DITTRICH et al., 1998). Além dessas seqiiclas
anatomicas ¢ funcionais, existem outras bem mais dificeis de serem analisadas e
quantificadas, como as anormalidades psicomotoras e cognitivas, que podem também
limitar de forma significativa o desenvolvimento de criancas com doengas cardiacas
congénitas (LAANE et al.,, 1997, SAMANGO-SPROUSE & SUDDABY,1997). O
prognostico relacionado ao neurodesenvolvimento de criangas com cardiopatias congénitas
inclui um amplo espectro de desordens do desenvolvimento, desde distirbios de linguagem
e de aprendizado, até retardo mental e do desenvolvimento e paralisia cerebral

(SAMANGO-SPROUSE & SUDDABY,1997).

As cirurgias corretivas primdarias para essas cardiopatias congénitas oferecem a
oportunidade de se produzir um impacto tanto na mortalidade causada pelo defeito
subjacente, quanto nos efeitos secundérios provocados pelas malformagdes cardiacas no
desenvolvimento de outros sistemas organicos e na abordagem cognitiva (CASTANEDA et

al., 1989).

No entanto, durante cirurgias cardiacas, o miocardio estd exposto a muitos danos
traumaticos e metabolicos, principalmente durante o periodo de circulagdo extracorporea
(CECQ). O sistema de CEC ¢ um método de perfusdo corporal no qual as fungdes cardiaca e
pulmonar sdo substituidas por um circuito extracorporeo constituido de um oxigenador
sangiiineo artificial, de bomba(s) sangiiinea(s) e de outros dispositivos associados. O uso de
um circuito extracorpdreo fornece um ambiente controlado para a cirurgia do coragao e dos
grandes vasos (HSU, 1997). No entanto, esta claramente estabelecido que, apds grandes

cirurgias cardiacas, ocorre uma resposta inflamatdria sistémica importante, desencadeada



pela incompatibilidade sangiiinea apds contato com o circuito de CEC (BUTLER et at.,
1993; BOLDT et al., 1993; GILLINOV et al., 1994; PETAEJAE et al., 1995; CREMER et
al., 1996; BOYLE et al., 1996; WAN et al., 1997; HALL et al., 1997; HSU,1997; MILLER
et al., 1997; ROYSTON, 1997; ASIMAKOPOULOS & TAYLOR, 1998; LIEBOLD et al.,

1999; BAUFRETON et al., 1999; HENRIQUES & FORTE, 2000; PARET et al., 2000).

1) CIRCULACAO EXTRACORPOREA

O pai da circulagdo extracorpdrea cirurgica em seres-humanos foi o Dr. John H. Gibbon,
cujo interesse e determinagdo em desenvolver tal sistema surgiu em 1931 (NOLAN et al.,
1997; FOU, 1997). Em 6 de maio de 1953, John Gibbon utilizou, pela primeira vez, seu
aparato para o reparo de um defeito do septo interatrial em uma paciente de 18 anos.
Enquanto isso, o Dr. C. Walton Lillehei iniciou o uso de circulagio cruzada na
Universidade de Minnesota, onde um pai com tipo sangiiineo compativel serviu como
oxigenador de uma crianga portadora de defeito cardiaco congénito. John Kirkland, na
clinica Mayo, iniciou o uso do aparato de circulagdo extracorpérea IBM-Gibbon em margo
de 1955, tendo realizado 8 cirurgias durante os primeiros trés meses, com quatro
sobreviventes. Parecia 6bvio desde o inicio que a circulacdo extracorporea era lesiva e que,
por isso, o cirurgido deveria atuar com a maior facilidade possivel, a fim de minimizar o

tempo de CEC (NOLAN et al., 1997).

Durante a ultima década, o endotélio vascular foi implicado como participante ativo da
manuten¢do da homeostase cardiovascular normal (VERRIER & MORGAN, 1998),

mantendo a fluidez sangiiinea através da inibi¢do da coagulagdo e da resisténcia a adesdo



dos leucocitos sangiiineos (BEVILACQUA, et al., 1994). Essa estrutura bioldgica ndo mais
¢ considerada uma barreira inerte que separa o sangue dos tecidos corporais. Pesquisas
extensas t€m revelado que o endotélio exerce um papel importante na regulagdo da
permeabilidade da membrana, no transporte de lipidios, no tdonus vasomotor, na
coagulagdo, na fibrindlise e na inflamacdo. Essa regulacao ¢ alcangada através da expressao
de proteinas de superficie derivadas do endotélio ou pela secrecdo de fatores soluveis
biologicamente ativos. As células endoteliais sdo extremamente sensiveis aos insultos que
ocorrem durante a CEC. Esses insultos fazem com que as células endoteliais alterem
rapidamente seu fendtipo, gerando uma resposta chamada ativagdo celular endotelial . Essa
ativagdo provoca rompimento na funcdo de barreira, aumento da vasoconstri¢do,
coagulacdo anormal, adesdo de leucocitos e proliferacdo de musculo liso (VERRIER,
1998). Teoricamente, essas mudangas servem como protecao; no entanto, no caso da CEC,
quando os estimulos sdo severos, essa mesma resposta ¢ excessiva (ASIMAKOPOULOS &
TAYLOR, 1998; BAUFRETON et al., 1999), resultando em dano tecidual e resposta
fibroproliferativa anormal (VERRIER, 1998). A representacdo esquematica deste processo
encontra-se na figura 1. A resposta inflamatdria corporal sistémica induzida pela CEC ¢
considerada a principal responsavel pela disfuncdo organica pos-operatdria que ocorre
em cirurgias cardiacas (BUTLER et al., 1993; BOLDT et al., 1993; GILLINOV et al.,
1993, 1994, 1994; ELGEBALY et al., 1994; PETAEJAE et al., 1995; HORNICK &
GEORGE, 1996; CREMER et al., 1996; HSU, 1997; BOYLE et al., 1996, 1997; WAN et
al., 1997; HALL, et al., 1997; MILLER, et al., 1997; WATANABE et al., 1998; LIEBOLD
et al.,, 1999; BAUFRETON et al., 1999; ICHINOSE et al., 1999; HENRIQUES & FORTE,
2000; PARET et al., 2000). Kirklin sugeriu, entdo, que os efeitos deletérios da CEC eram

secundarios a exposi¢do do sangue as superficies anormais da mesma, o que iniciava uma



resposta inflamatdria corporal generalizada, caracterizada pela ativagdo sangiiinea de varios

sistemas do organismo, implicados como mediadores deste processo (KIRKLIN, 1991).

Atualmente, identificam-se duas fontes principais de ativagdo sangiiinea associadas ao
desencadeamento da resposta inflamatoéria durante a CEC: fatores independentes do
material (trauma cirurgico, isquemia-reperfusdo dos 6rgdos, mudangas na temperatura
corporal e liberagdo de endotoxina) (BUTLER et al., 1993; SAWA et al., 1996; WAN et
al., 1997; HALL et al., 1997; BOYLE et al., 1997, BAUFRETON et al., 1999) e fatores
dependentes do material (exposi¢cdo do sangue a superficies e condi¢des ndo fisiologicas)
(BUTLER et al., 1993; HORNICK & GEORGE, 1996; WAN et al., 1997; HALL et al.,
1997, BAUFRETON et al., 1999). Tais fatores tém sido documentados na literatura como
responsaveis pela indu¢do de uma resposta inflamatdria complexa, que inclui ativagdo dos
mediadores humorais e celulares da inflamagao, entre eles: ativacdo do complemento (C),
liberagdo de citocinas, ativagdo dos leucdcitos, expressdo de moléculas de adesdo e
produgdo de varias substancias, incluindo radicais livres de oxigénio, metabolitos do acido
aracdonico, fator ativador de plaquetas (PAF), o6xido nitrico (ON) e endotelinas (ET)
(AMERICAN COLLEGE OF CHEST PHYSICIANS / SOCIETY OF CRITICAL CARE
MEDICINE CONSENSUS CONFERENCE, 1992; BUTLER et al., 1993; FINN et al.,
1993; GILLINOV et al., 1993, 1994, 1994; KILBRIDGE et al., 1994; BOLDT et al., 1995,
1995; WALSH et al., 1995; SEGHAYE et al., 1996; WAN et al., 1997; Hall et al., 1997;

WATANABE et al., 1998).

Tal cascata inflamatdria pode contribuir para o desenvolvimento de complicagdes pOs-

operatorias, entre elas, faléncia respiratoria, disfuncdo renal, distirbios da coagulagdo,



distarbios neurologicos, alteragdes na funcao hepatica, faléncia de multiplos 6rgaos (FMO)
(AMERICAN COLLEGE OF CHEST PHYSICIANS / SOCIETY OF CRITICAL CARE
MEDICINE CONSENSUS CONFERENCE, 1992; BOYLE et al., 1997) e febre de origem
ndo infecciosa, tendo sido coletivamente denominadas de sindrome pés-perfusdao (BOLDT
et al.,, 1995; BOYLE et al., 1997). A magnitude dessa sindrome clinica estd associada a

intensidade da ativagdo da resposta inflamatéria (MILLER & LEVY, 1997).

A ativagdo da resposta inflamatoéria provoca extravasamento capilar, o que resulta em
aumento no conteudo de dgua tecidual, especialmente em lactentes e criancas (NAIK et al.,
1991; ELLIOTT, 1993; WANG ect al., 1996; DRAAISMA et al., 1997, ASHRAF et al.,
1997, WATANABE et al., 1998). Esse processo pode levar a sobrecarga hidrica, impedir a
troca gasosa pulmonar e retardar a separacdo da ventilagdo mecanica. Além disso, a
hemodilui¢do das plaquetas e dos fatores de coagulagdo promove o dano hemostatico que ¢
geralmente observado nessas criangas (JOURNOIS et al., 1994). O uso de CEC em
corre¢do de defeitos cardiacos congénitos tem sido associado a uma resposta inflamatoria
sistémica e a seqiielas clinicas pos-operatdrias muito semelhantes aquelas observadas em
pacientes sépticos, tais como febre, leucocitose, extravasamento capilar, disfun¢do
respiratdria, disfun¢do renal, disfuncdo do sistema nervoso central (SNC) (DUVAL et al.,
1999) e FMO (TARNOK et al., 1999), o que contribui para a morbimortalidade relacionada
ao uso desta técnica (NAIK et al.,, 1991; ELLIOTT, 1993; WANG et al.,, 1996;
DRAAISMA et al., 1997; ASHRAF et al., 1997; MILLER & LEVY, 1997; WATANABE
et al.,, 1998). A representacdo esquemadtica da resposta inflamatéria aos estimulos

traumadticos ou microbianos encontra-se na figura 1.



Duas fases de ativacdo celular endotelial parecem contribuir para a disfungdo de 6rgaos
apos a CEC. Na fase imediata, os produtos de degrada¢do do C circulante iniciam uma
resposta adesiva nos neutrofilos. A segunda fase é mais prolongada, ja que novas proteinas,
como selectina-endotelial (E), molécula de adesdo intercelular (ICAM)-1 e interleucina
(IL)-8 sdo produzidas e expressas por células endoteliais em resposta a exposi¢ao as
citocinas, lipopolissacarideos (LPS) e mediadores inflamatodrios circulantes (BOYLE et al.,

1997).

2) MARCADORES DA RESPOSTA INFLAMATORIA

2.1 Ativacao do Complemento

O sistema C consiste de 20 proteinas plasmaticas e forma parte do mecanismo de defesa do
organismo (ASIMAKOPOULOS & TAYLOR, 1998). E ativado num sistema de cascata
pelas vias classica e alternativa, constituindo seus subprodutos de ativagdo a primeira onda
de mediadores inflamatérios liberados sistemicamente apos o inicio da CEC (GILLINOV
et al., 1994; MILLER & LEVY, 1997; EDMUNDS, 1998). A exposi¢do do sangue aos
circuitos extracorporeos ativa a via alternativa, que parece ser o principal mecanismo de
ativagdo do C durante a CEC, levando a formacdo de C3a e C5a (formas ativadas do C),
enquanto que a reversdo da heparina com protamina ativa a via classica (BUTLER et al.,
1993; BOYLE et al., 1997; MILLER & LEVY, 1997), ocorrendo um aumento associado
nos niveis de C4a e posterior aumento nos niveis de C3a (WAN et al, 1997). As
anafilatoxinas C3a e C5a provocam liberacdo de histamina dos mastdcitos e basofilos,

aumentam a permeabilidade vascular, estimulam os leucécitos a liberar radicais livres de



oxigénio ¢ enzimas lisossomicas (GILLINOV et al., 1994) e estimulam os mondcitos a
transcrever o acido ribonucleico mensageiro (RNAm) que codifica a producao das citocinas
fator de necrose tumoral-a (TNF-a), IL-1 e IL-6 (STEINBERG et al., 1993). O C3a ¢ um
potente estimulador da agregacdo plaquetaria. Muitos autores tém demonstrado niveis
elevados de C3a durante e ap6s a CEC (JANSEN et al., 1992), bem como elevagdo nos
niveis de C5b-9 (STEINBERG et al., 1993). Os niveis de C3a comegam a aumentar dentro
de 10 minutos de exposicao a esta técnica, sendo que os niveis persistem aumentando até
atingir o pico no fim da mesma (MILLER & LEVY, 1997). O C5a ¢ um subproduto soltivel
da ativa¢do do C (BOYLE et al., 1997), tornando-se um marcador deste processo, além de
estimular a agregacdo dos neutrofilos e a aderéncia as células endoteliais
(ASIMAKOPOULOS & TAYLOR, 1998), o extravazamento capilar, a degranulagao de
neutrdfilos e a expressao da molécula de adesdao dos neutrofilos selectina-plaquetaria (P) na
superficie das plaquetas e no endotélio (BOYLE et al., 1997). Estudos realizados em
criancas demonstraram niveis elevados de C5a no final da CEC (SEGHAYE et al., 1993,
1994), bem como a correlacdo entre a ativacdo do C e a duracdo da mesma, sendo incerta
sua relevancia clinica (MILLER & LEVY, 1997). Muitos estudos tém relacionado a

morbidade pos-operatoria a ativacdo do C (WAN et al., 1997).

2.2 Metabélitos do Acido Aracddnico

O acido aracdonico ¢ um acido graxo poliinsaturado presente em grande quantidade nas

membranas celulares. Sua liberacao leva a formacao de prostanoides e leucotrienos (LT).



Os prostandides mais importantes sdo o tromboxano A2 e as prostaglandinas (PG) (WAN
et al., 1997). A fonte primaria ¢ a membrana celular dos neutréfilos, mas o liquido pleural
também pode ser fonte de tromboxano e prostaciclina durante a CEC (SINGH et al., 1995).
O tromboxano A2, que tem fortes propriedades vasoconstritoras, também promove
agregacao plaquetaria. As PG, como a PGE1, a PGE2 e a prostaciclina (PGI2), sdo também
liberadas durante a CEC, podendo seus efeitos vasodilatador e antiagregador plaquetario,
contrabalancar os efeitos do tromboxano A2. Além disso, podem ter efeitos protetores no

coracdo e no pulmao (WAN et al., 1997).

Os LT sdo potentes quimiotaticos produzidos pelos neutrofilos, monocitos e macrofagos
apos estimulacdo por C5a e IL-8 e a sua concentragdo sérica aumenta durante a CEC
(GADALETA & MIHRAN, 1994). A lipooxigenase cataliza a conversao de dacido
aracdonico em LT B, C, D e E. O LTB4 afeta os neutréfilos, induzindo quimiotaxia,
agregacdo, aderéncia as células endoteliais, degranulacdo com liberacdo de enzimas
proteoliticas e geragdo de radicais toxicos do oxigénio. Os LTC4, LTD4 e LTE4 constituem
a entidade conhecida como substancia de reagdo lenta da anafilaxia. Esses LT tém
propriedades vasoconstritoras arteriolares profundas (ao menos tdo potente quanto a
angiotensina) e promovem marcado aumento da permeabilidade vascular (mil vezes maior
que a histamina) (MILLER & LEVY, 1997). Acredita-se que a producao de LT tenha um
papel importante na sindrome da angustia respiratéria do adulto (SARA) e na FMO

(GADALETA & MIHRAN, 1994).
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2.3 Oxido Nitrico

O ON corresponde ao fator relaxante derivado do endotélio, sendo um grande regulador do
tonus vasomotor ¢ do fluxo sangiiineo. Pode prevenir a formagdo de trombos, através da
inibi¢do da adesdao de plaquetas e neutrofilos ao endotélio (WAN et al., 1997). Sob a
influéncia da endotoxina e das citocinas, uma forma induzivel da enzima ON sintetase €
expressa pelo endotélio vascular e pelas células musculares lisas, o que leva a produgio e
liberagdo aumentada de ON (HALL et al.,, 1997). Os efeitos resultantes incluem
relaxamento do musculo liso vascular (levando a hipotensao), depressdo miocardica e
injuria pulmonar, eventos estes observados apos cirurgias cardiacas (FINKEL et al., 1992;
HALL et al., 1997). O ON inibe a adesdo dos neutrofilos as células endoteliais, inibe a
agregacdo plaquetaria e pode ter um papel na injaria por isquemia-reperfusdo (HILL,
1998). A administracdo de heparina (LI et al., 1996), bem como as citocinas pro-
inflamatorias, podem aumentar a liberagdo de ON (WAN et al.,, 1997). Tem sido
demonstrada a geragdo de ON durante cirurgia cardiaca com CEC, permanecendo niveis

elevados apos este periodo (RUVOLO et al., 1994).

2.4 Radicais Livres de Oxigénio

A ativagdo dos leucdcitos resulta na liberacdo de grandes quantidades de radicais livres de
oxigénio, como os radicais superoxido, hidroxil e perhidroxil, que agem nos lipidios da
membrana para aumentar a permeabilidade da mesma. Os radicais livres de oxigénio
podem prejudicar a disponibilidade de ON, provocando vasoespasmo e trombose apods a

reperfusdo do coracdo isquémico, além de estarem implicados na diminuicdo da funcao
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cardiaca e pulmonar (WAN et al., 1997). A atividade dos radicais livres de oxigé€nio esta

aumentada durante e apos a CEC (BUTLER et al., 1993; PESONEN et al., 1995).

2.5 Endotoxina

A endotoxina, potente ativador da cascata inflamatéria, ¢ um LPS associado com
membranas celulares de microorganismos Gram-negativos, cujos niveis circulantes
encontram-se elevados durante e apds a CEC (ROCKE et al., 1987; NILSON et al., 1990;
BUTLER et al., 1993; MILLER & LEVY, 1997; BOYLE et al., 1997). Existem vérias
fontes possiveis de endotoxina durante a CEC, podendo ser resultado da contaminagdo de
circuitos extracorpéreos, cateteres arteriais pulmonares, fluidos intravenosos ou produtos
sangiiineos (MILLER & LEVY, 1997). No entanto, o intestino ¢, provavelmente, uma das
fontes mais importantes (RIDDINGTON et al., 1996). A vasoconstricdo esplancnica
durante a CEC pode resultar em isquemia da mucosa intestinal, que pode levar a mudangas
na permeabilidade intestinal e a conseqiiente liberagdo de endotoxina na circulagdo
(BOYLE et al., 1997). Os niveis de endotoxina estdo correlacionados com o grau de
comprometimento hemodindmico e com o tempo de clampeamento da aorta (ROCKE et al.,
1987). A presenca de endotoxina pode ser, em parte, responsavel pela ativacdo do
complemento, através da via alternativa, pela liberagdo aumentada de citocinas, incluindo
TNF-a, e pela ativagao dos neutréfilos (BOYLE et al., 1997). A presenca de endotoxina na
circulagao sistémica tem sido associada ao desenvolvimento de acidemia latica, baixa

resisténcia vascular sistémica e fun¢ao ventricular deprimida (SUFFREDINI et al., 1989).



12

2.6 Fator Ativador de Plaguetas

O PAF ¢ um fosfolipideo sintetizado por plaquetas, células endoteliais vasculares e,
possivelmente, pelo miocardio. O PAF possui propriedades agregadoras e ativadoras
plaquetarias, estando seus receptores presentes ndo s6 nas plaquetas, como também nos
neutrofilos, mondcitos e células endoteliais. O PAF é um potente quimiotatico, ativador e
agregador dos neutrofilos, apresentando um papel crucial na injaria por isquemia-
reperfusdo do miocardio (WAN et al, 1997). O PAF pode ter efeitos cardiacos e
hemodinamicos deletérios, tendo estudos experimentais descrito o seu papel como

mediador chave da injiria miocérdica e pulmonar apés CEC (ZEHR et al., 1995).

2.7 Endotelinas

A ET-1 é um peptideo com 21 residuos de aminoacidos, liberado pelo endotélio. E o
vasoconstritor enddogeno mais potente ja observado, estando envolvido na regulacdo da
pressdo sangiiinea arterial e do débito cardiaco (DAVIES & HAGEN, 1993; MICHAEL &
MARKEWITZ, 1996). Intervencdes cirurgicas para corre¢do de defeitos cardiacos
congénitos ou lesdes valvulares podem reduzir a pressdo arterial pulmonar, e essas
mudangas vasculares t€ém sido correlacionadas com diminui¢cdo dos niveis plasmaticos de
ET-1 (ISHIKAWA et al., 1995). Os niveis de pico plasméatico de ET-1 ocorrem no fim da
CEC e se correlacionam positivamente com a duragdo da técnica (WAN et al., 1997). O
pulmao ¢ um sitio importante tanto de produ¢do como de metaboliza¢do da ET-1 (DUPUIS

etal., 1996).
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2.8 Citocinas

As citocinas sdo pequenas proteinas geradas nos tecidos sob uma variedade de
circunstancias, tendo multiplas fun¢des fisiolégicas (FINKEL et al, 1992;
ASIMAKOPOULOS & TAYLOR, 1998). Assemelham-se a hormonios pois, apds serem
produzidas e liberadas por suas células de origem, sdo transportadas até lugares distantes do
corpo ¢ afetam a funcdo de certas células nesses locais (MILLER & LEVY, 1997). Em
contraste aos hormonios, no entanto, as citocinas tém multiplos efeitos bioldgicos e sdo
produzidas primariamente em resposta a estimulos externos (ASIMAKOPOULOS &
TAYLOR, 1998). O TNF-a e varias IL exercem papéis significativos na resposta
inflamatéria corporal (BUTLER et al., 1993). As citocinas atuam como mensageiras
intercelulares em resposta a ativagdo celular. Se o estimulo para sua produgao ¢ sustentado,
ou se ¢ de magnitude suficiente, as citocinas podem tornar-se ativas sistemicamente,
exercendo efeitos fisiopatologicos em coragdo, pulmdes, figado, sistema de coagulacdo e
sistema nervoso central (FINKEL et al., 1992). As manifestagcdes clinicas da liberacao
sisttmica de citocinas incluem: febre, nivel reduzido de consciéncia, instabilidade
hemodinamica e depressdo miocardica. A liberagdao de citocinas pro-inflamatorias pode
contribuir para o desenvolvimento de FMO (PARTRICK et al., 1996). Todas essas
alteragdes podem ser verificadas no curso péds-operatério precoce apés CEC (HALL et al.,
1997). A liberagdo de citocinas pode ser estimulada por um nimero de fatores, incluindo
isquemia-reperfusao, ativacdo do C, liberacdo de endotoxina e efeito de outras citocinas
(WAN et al., 1997), podendo ser modulada por anestesia que, por sua vez, possivelmente,

influencie a funcdo endotelial ¢ a concentragdo de moléculas de adesdo circulantes
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(BOLDT et al., 1998). As citocinas liberadas durante e apods a CEC sao: TNF-a, IL-18, IL-
2, 11-6, 11-8 ¢ 11-10 (HALL et al., 1997), tendo as citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-1,

bem como as citocinas inflamatdrias IL-6 e IL-8 particular importancia (BUTLER et al.,

1993; BOYLE et al., 1997; ASIMAKOPOULOS & TAYLOR, 1998).

2.8.1 Fator de necrose tumoral-o

Viérios estudos demonstraram niveis elevados de TNF-o durante e ap6s CEC (BUTLER et
al., 1993; WAN et al., 1997; ASIMAKOPOULOS & TAYLOR, 1998). O TNF-a, também
conhecido como caquectina, tem esse nome devido a sua habilidade em produzir necrose
hemorréagica de tumores e ao seu papel em causar a caquexia da doenca cronica (MILLER
& LEVY, 1997). E um dos mais precoces e importantes mediadores endégenos liberados
na resposta inflamatdria, sendo encontrado em muitas linhas celulares, como mondcitos
sangiliineos, macrofagos peritoneais e alveolares, células de Kupffer, mastocitos, células
endoteliais e linfocitos (HALL et al., 1997). O TNF-a induz a produgdo de outros
mediadores humorais da inflamag¢ao, como IL-1, IL-6, leucotrienos ¢ PAF, induz a sintese
de proteinas hepaticas de fase aguda e estimula os neutrofilos a degranular e a aderir as
células endoteliais. Além disso, tem um importante papel em perpetuar tanto os
componentes humorais, quanto os celulares da resposta inflamatoria corporal & CEC
(MILLER & LEVY, 1997). Os efeitos fisiologicos do TNF-a incluem hipotensao, febre,
producdo aumentada das proteinas de fase aguda e niveis diminuidos de albumina sérica
(HALL et al., 1997), podendo contribuir para a disfungdo miocardica e a instabilidade

hemodinamica apds a CEC (OHKAWA et al., 1995). Niveis plasmaticos desta citocina
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aumentam em associagdo com a CEC, tendo picos bimodais 2 horas e 18-24 horas apds
estabelecimento da mesma. Os seus niveis aumentam mais rapido do que os de qualquer
outra citocina, indicando seu papel como iniciador neste ramo da resposta inflamatoria

humoral (MILLER & LEVY, 1997).

2.8.2 Interleucina-1

A IL-1, previamente conhecida como pirégeno-endégeno, tem propriedades bioldgicas
semelhantes as do TNF-a, incluindo a produgdo de febre (BUTLER et al., 1993),
sonoléncia e hipotensdo, expressdo da 6xido nitrico sintetase, inducdo da sintese de PG,
inibicao da lipase lipoproteina, atividade pro-coagulante e sintese aumentada de proteinas
da fase aguda (HALL et al., 1997). Além disso, promove a ativacao de neutréfilos e células
endoteliais com subseqliente adesdo aumentada entre essas células, o acimulo de
neutréfilos na vasculatura de multiplos 6rgaos, a producao de anticorpos pelos linfocitos e
a produgdo de IL-6 e IL-8. A IL-1 parece ter o papel central no sistema das IL, devido a
sua multiplicidade de agdes em muitas células-alvo e devido a sua habilidade em induzir a
producao de outras IL (MILLER & LEVY, 1997). A IL-1 ¢ produzida por mondcitos e
macrofagos que foram estimulados por TNF-a, C3a e C5a. Niveis plasmaticos da IL-1
aumentam ap6s a CEC, alcancando um pico 24 horas depois (ASIMAKOPOULOS &
TAYLOR, 1998). A IL-1 tem duas isoformas: a IL-la e a IL-1P. A primeira ndo foi
identificada na circulagdo de pacientes com qualquer doenga. Mais de 80% da IL-1f3

detectavel esta localizada intracelularmente, sendo o seu aparecimento na circulagdo,
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praticamente, um reflexo da destruicao celular (HALL et al., 1997). A IL-1B tem sido

descrita como aumentada durante a CEC (MARKEWITZ et al., 1993).

2.8.3 Interleucina-2

A TL-2 ¢é uma citocina envolvida na resposta imune mediada por células. E responsavel por
funcdes imunes, como proliferacao e diferenciagdo de células-T e respostas de pele do tipo
hipersensibilidade retardada (MARKEWITZ et al., 1993). Os receptores da IL-2 estdo
aumentados durante cirurgias cardiacas, podendo representar uma tentativa de modular a

resposta imune (HALL et al., 1997).

A CEC tem sido associada de uma forma ainda mais consistente com a producao de IL-6 e
IL-8 (WAN et al, 1997). Os niveis dessas citocinas pro-inflamatorias t€m sido
correlacionados com a duragao da CEC e com o tempo de clampeamento da aorta (BOYLE
et al., 1997). Niveis elevados de IL-6 e IL-8 apdés CEC estdo associados a disfungao
cardiaca e podem ser utilizados como marcadores do intenso processo inflamatério que

ocorre durante a CEC (TARNOK et al., 1999).

2.8.4 Interleucina-6

A IL-6 ¢ produzida por monocitos, macrofagos, linfocitos, fibroblastos, queratindcitos,
células endoteliais e células musculares lisas em resposta a sua estimulagdo por TNF-a,

endotoxina e , especialmente, IL-1 (HALL et al., 1997; HILL, 1998). A IL-6, em conjunto
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com o TNF-a e a IL-1B3, ¢ um pirdégeno-enddgeno (HALL et al., 1997). Seu efeito mais
significativo ¢ a coordenacdo da reagdo inflamatoria sistémica generalizada, conhecida
como resposta de fase aguda. Essa reacdo consiste de febre, taquicardia, leucocitose,
alteracdo na permeabilidade vascular, catabolismo liquido, sintese diminuida de albumina e
producdo aumentada de proteinas da fase aguda pelos hepatdcitos (BUTLER et al., 1993).
A IL-6 também exerce um papel como depressor miocardico (FINKEL et al., 1992). Os
niveis de IL-6 encontram-se elevados durante cirurgias cardiacas (BUTLER et al., 1992;
MARKEWITZ et al., 1993; MILLAR et al., 1993; JOURNOIS et al., 1994, 1995; SAWA
et al.,, 1996; WANG et al., 1996). Niveis plasmaticos de IL-6 aumentam 2 horas apds o
inicio da CEC, alcangando o pico em 4-12 horas (LIEBOLD et al., 1999), mantendo-se
significativamente elevados 24 horas apos o inicio da mesma (BUTLER et al., 1992;
SAWA et al., 1996; BOYLE et al.,, 1997). Niveis plasmaticos de IL-6 podem se
correlacionar com a severidade do dano tecidual induzido pela cirurgia e com a resposta
inflamatéria a CEC, sendo responsavel por grande parte da morbidade associada a essa

técnica (MILLER & LEVY, 1997).

2.8.5 Interleucina-8

A IL-8 ¢ um potente quimiotatico para os neutrofilos (DAVIES & HAGEN, 1993; BOYLE
et al., 1996). E produzida por mondcitos, células endoteliais, macrofagos alveolares e
fibroblastos, como conseqiiéncia da estimulacdo deles por TNF-a, IL-1 e endotoxina
(MILLER & LEVY, 1997). Niveis plasmaticos de IL-8 comegam a aumentar durante a

CEC no inicio do reaquecimento, com picos ocorrendo 1-3 horas apds, havendo niveis
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detectaveis ainda presentes com 24 horas (BUTLER et al., 1992; SAWA et al., 1996;
BOYLE et al., 1997). E responsavel pela regulagio da quimiotaxia especifica dos
neutrofilos, pela estimulacdo das espécies reativas de oxigénio, pela regulacdo da migragao
transendotelial dos neutrofilos e pelo vazamento plasmatico dependente dos neutrofilos
(HALL et al., 1997). Causa aumento na expressao de moléculas de adesdo nos neutrofilos e
estimula a degranulagdo dos neutréfilos e a geragdo de radicais toxicos de oxigénio,
provocando dano as células endoteliais e aos tecidos circundantes (MILLER & LEVY,
1997). Isso sugere que a IL-8 pode ter um importante papel no direcionamento das células
polimorfonucleares no desenvolvimento da resposta inflamatoria sistémica durante
cirurgias cardiacas, promovendo a unido entre os mediadores humorais e celulares da
inflamacao (FINN et al., 1993). Aumentos nas concentragdes plasmaticas de IL-8 t€m sido
descritos durante cirurgias cardiacas tanto em criancas como em adultos (MILLAR et al.,
1993; JOURNOIS et al., 1994, 1995; BOYLE et al., 1996; SAWA et al., 1996; WANG et

al., 1996).

2.8.6 Interleucina-10

A liberagdo da citocina anti-inflamatdria IL-10 durante a CEC exerce um numero de efeitos
anti-inflamatoérios, incluindo inibicdo da sintese de citocinas inflamatorias, como TNF-a,

IL-1B, IL-6 e IL-8 (WAN et al., 1997; HALL et al., 1997).
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A expressdo e a liberacdo das citocinas constituem um dos principais mecanismos que
regula o proximo passo da resposta inflamatdria, ou seja, a interacdo célula-a-célula

mediada através das moléculas de adesdao (ASIMAKOPOULOS & TAYLOR, 1998).

2.9 Mediadores da Adesao Celular

Hé mais de cem anos os cientistas documentaram o fato de os leucécitos se ligarem ao
endotélio antes de transmigrarem aos sitios de inflamacdo. No entanto, uma compreensao
mais profunda dos mecanismos moleculares envolvidos na adesdo dos leucécitos
desenvolveu-se somente na década passada. Moléculas de adesdo especificas, que sdo
expressas nos leucdcitos, plaquetas, e células endoteliais, participam deste processo

(ASIMAKOPOULOS & TAYLOR, 1998).

O envolvimento dos neutréfilos, dos monocitos e das células endoteliais na reacdo
inflamatoria apos CEC ocorre apods ativagao dessas células (MILLER & LEVY, 1997). A
ativacao tem sido definida como a aquisicdo de novas fungdes por estas células, como a
sintese de niveis elevados de certas proteinas, bem como a habilidade de aderéncia entre si
(POBER & COTRAN, 1990). Subseqiientemente, os neutrofilos e os mondcitos migram
através das células endoteliais, deixando o espago intravascular e liberando toxinas que
provocam lise celular e tecidual. Os mediadores inflamatorios humorais exercem papéis
proeminentes em iniciar e perpetuar essas interagdes dos neutrofilos com as células

endoteliais (MILLER & LEVY, 1997).
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2.9.1 Aderéncia dos neutrofilos e mondcitos as células endoteliais

Um passo inicial no dano tecidual ¢ a aderéncia dos neutrofilos e dos monoécitos ao
endotélio vascular (BOLDT et al.,, 1995), que depende de uma reducdo das forgas
dindmicas e da expressdo de moléculas de adesdo de superficie especificas para cada uma
dessas células. Uma diminui¢do nas for¢as dinamicas que impulsionam os neutrofilos e os
monocitos através dos vasos, secundaria ao extravasamento de liquido, ¢ vista mais
marcadamente nas vénulas pos-capilares e permite aumento do contato dos neutréfilos e
mondcitos com as células endoteliais, facilitando a adesdo entre eles (POBER & COTRAN,
1990). Diferentes altera¢des das células endoteliais produzidas como resultado da resposta
inflamatoria levam ao aumento da permeabilidade vascular. Uma contracdo reversivel e de
curta duracdo das células endoteliais ocorre rapidamente apos o processo inflamatorio ter se
iniciado como resultado das agdes da trombina, da histamina (ambas por ativacdo de
contato e pelas cascatas do C) e dos LT (especialmente LTC4). Subseqiientemente, o
citoesqueleto das células endoteliais € alterado pelas agdes do TNF-a e da IL-1, a nivel de
mensageiros nucleares. Isso produz um espago aumentado na jung¢do das células
endoteliais, acentuando o grau de permeabilidade vascular. Finalmente, as células
endoteliais sdo danificadas por enzimas proteoliticas e radicais téxicos do oxigénio
liberados por neutrofilos ativados (MILLER & LEVY, 1997). Isso leva a retragao
permanente e lise das células endoteliais e, posteriormente, aumenta o extravasamento de

liquido das vénulas (POBER & COTRAN, 1990).
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2.9.2 Moléculas de adesao e seus receptores soluveis

A adesdo real dos neutrofilos e monocitos as células endoteliais ¢ promovida pela
expressdao de moléculas de adesdo especificas nas superficies dessas células (SPRINGER,
1990; BOLDT et al., 1995; ASIMAKOPOULOS & TAYLOR, 1998; KALAWSKI et al.,
1998). Através dessa ligacao, um processo fisiopatologico complexo € ativado, resultando
em dano microvascular importante ¢ conseqiiente dano tecidual (BOLDT et al., 1995;
KALAWSKI et al., 1998). Trés familias de receptores de adesdo foram identificadas: a
familia selectina (expressa tanto nos neutréfilos, quanto nas células endoteliais), a familia
integrina (expressa somente nos leucocitos), e a superfamilia imunoglobulina (expressa nas
células endoteliais ¢ nos leucocitos) (SPRINGER, 1990; ASIMAKOPOULOS &
TAYLOR, 1998; KALAWSKI et al., 1998). Para facilitar a adesdo entre os neutréfilos e as
células endoteliais, cada um desses receptores se liga a um contra-receptor, chamado de

ligante na célula oposta a fim de manter as células unidas (MILLER & LEVY, 1997).

O processo resumido descreve uma série de eventos que agem seqiiencialmente para levar
ao acumulo de leucocitos inflamatodrios: 1) rolar dos leucocitos, mediado pelas selectinas;
2) ativagdo de leucocitos, induzida pelos quimiotaticos; e 3) adesdo firme dos leucdcitos
ativados as células endoteliais e plaquetas estimuladas, mediada pelas integrinas e pelas
proteinas da superfamilia imunoglobulina (GILLILAND et al., 1999). Tal processo esta
representado esquematicamente na figura 2. No entanto, cada um dos passos acima pode
ser individualmente regulado, com diferentes células expressando receptores para diferentes

agonistas. Isso fornece potencial ao sistema para o recrutamento seletivo de leucdcitos
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(CELI et al., 1997). A representacdo esquematica da interacdo dos leucocitos com as

células endoteliais encontra-se na figura 2.

Além das moléculas ligadas a membrana, subformas soluveis e ainda potencialmente ativas
de varias moléculas de adesdao tém sido encontradas (GEARING & NEWMAN, 1993;
BOLDT et al.,, 1995; GEORGE et al.,, 1997, BLUME et al.,, 1997). Mudangas na
concentragdo dessas moléculas de adesdo soluveis circulantes tém sido verificadas como
possiveis marcadores da extensdo do dano vascular (BLUME et al., 1997;
GRUNENFELDER et al., 2000) e da doenca inflamatéria (BOLDT et al., 1995). Tais
moléculas foram previamente medidas em pacientes com uma ampla variedade de doengas
associadas com inflamacgdo sistémica, incluindo sepse, doenca pulmonar aguda e diabete
melito insulino-dependente (BLUME et al., 1997). Em pacientes adultos sépticos foram
descritas como marcadores de prognéstico (GEARING & NEWMAN, 1993; COWLEY et
al.,, 1994). O aumento dos niveis plasmaticos das moléculas de adesdo soluveis pode
resultar tanto de um aumento da expressdo das células endoteliais ativadas e subseqiiente
aumento da liberacdo no sangue circulante, do aumento da quebra proteolitica das formas
ligadas ao endotélio, secundario ao dano celular endotelial, ou de ambas (GEARING &

NEWMAN, 1993; BOLDT et al., 1998; ; GRUNENFELDER et al., 2000).

2.9.2.1 Selectinas

As selectinas sdo um grupo de receptores glicoproteicos expressos tanto nos leucécitos

quanto nas células endoteliais (ASIMAKOPOULOS & TAYLOR, 1998), que auxiliam a

regular a ligagcdo dos leucocitos ao endotélio nos sitios de inflamagdo (SPRINGER, 1990).
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O contato inicial na cascata de adesdo leucocitéria ¢ feito através do chamado rolar inicial
dos leucocitos (CELI et al.,, 1997) e da sua ligacdo frouxa ao endotélio sob fluxo
hemodinamico, realizado pelas selectinas (BOYLE et al., 1996). As selectinas compdem
um grupo de trés moléculas que estdo relacionadas intimamente em estrutura e fun¢do. Sao
elas: selectina-leucocitaria (L) (CD62L) ou molécula de adesdo leucocitaria (LAM)-1,
selectina-E (CD62E) ou molécula de adesdo leucocito-endotelial (ELAM)-1 e selectina-P
(CD62P) (CELI et al., 1997; ASIMAKOPOULOS & TAYLOR, 1998; KAPLANSKI et al.,
1998). Aumentos especificos dos niveis de selectinas e expressdo celular aumentada tém
sido observados de forma varidvel durante cirurgias cardiacas (GILLINOV et al., 1993;

BOLDT et al., 1995; BURNS et al., 1995; OSMER & LINKE, 1996).

2.9.2.1.1 Selectina-L

A selectina-L ¢ encontrada na superficie da maioria dos neutr6filos, monocitos e linfocitos
circulantes humanos (GEARING & NEWMAN, 1993; BEVILACQUA et al., 1994) ¢
participa na iniciagdo da adesdo desses leucocitos ao endotélio ativado (KALAWSKI et al.,
1998). A expressao de selectina-L aumenta transitoriamente apds a ativagao dos leucdcitos
(BEVILACQUA & NELSON, 1993). O grau de expressao de selectina-L no leucécito
serve como um bom marcador de ativacdo. Os estudos mostram que a expressdo de
selectina-L na superficie leucocitdria aumenta ou permanece inalterada durante a CEC (Le
DEIST et al., 1995; GALINANES et al., 1996). Como a expressdo de selectina-L. na
superficie celular aumenta e subseqiientemente diminui durante a ativacdo leucocitéria, é
provavel que diversos investigadores tenham analisado os leucdcitos nos seus estudos, em

diferentes estagios de ativacdo (ASIMAKOPOULOS & TAYLOR, 1998).
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A selectina-L soluvel circula em pelo menos duas isoformas: uma de 62 KDa e outra de
aproximadamente 75-100 KDa. Parecem representar o mesmo fragmento, embora sejam
diferentemente glicosiladas e derivadas de linfocitos e neutrofilos, respectivamente. No
entanto, as formas livres das moléculas sdo bioativas e, quando em grande concentragao,
podem inibir essencialmente toda a adesdo mediada pela selectina-L. Em concentragdes
fisiologicas, a selectina-L soluvel pode causar aproximadamente 15-20% de inibi¢do da

ligacdo do linfocito ao endotélio (GEARING & NEWMAN, 1993).

2.9.2.1.2 Selectina-P

A selectina-P ¢ uma glicoproteina armazenada nas plaquetas e nas células endoteliais que
pode rapidamente alcangar a superficie celular sob ativagdo ap6és uma variedade de
estimulos, entre eles trombina, histamina e componentes terminais do complemento
(GEARING & NEWMAN, 1993; BEVILACQUA et al., 1994; CELI et al., 1997). A
selectina-P sustenta a ligacdo dos leucdcitos as plaquetas e as células endoteliais
(ASIMAKOPOULOS & TAYLOR, 1998), podendo sua expressdo ser induzida pelas
citocinas pro-inflamatérias IL-1 e TNF-a (BEVILACQUA et al., 1994). Ha evidéncias de
que a selectina-P participa no dano tecidual cardiaco mediado pelos neutréfilos causado por
isquemia miocardica e de que a neutralizacao da selectina-P resulta em melhor recuperagao
da funcdo cardiaca apds um periodo de isquemia (ASIMAKOPOULOS & TAYLOR,
1998). Mudangas nas plaquetas, como degranulacao e defeito funcional, ocorrem durante a
CEC, assim como algum grau de ativacao plaquetéria, resultando em expressao aumentada

da selectina-P na superficie das plaquetas. A expressdo de selectina-P aumenta
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precocemente (RINDER et al., 1994), enquanto que as concentragdes plasmaticas de
selectina-P soluveis aumentam perto do fim da CEC em pacientes adultos e pediatricos
(KOMAI & HAWORTH, 1994; PEYNET et al., 1995), podendo estar relacionadas a
evolucdo clinica em criangas (LOTAN et al., 2001). A selectina-P durante a CEC promove

ativacdo plaquetaria (ASIMAKOPOULOS & TAYLOR, 1998).

A selectina-P é encontrada no plasma de individuos normais, e parece ser aproximadamente
3 KDa menor que a selectina-P nativa. Ha, no entanto, sugestdo de um possivel papel anti-

inflamatorio para essa molécula (GEARING & NEWMAN, 1993).

2.9.2.1.3 Selectina-E

A selectina-E ¢ transitoria e precocemente expressa no endotélio ativado e sustenta a
adesdo da maioria dos grupos de leucocitos (neutrofilos, mondcitos, eosindfilos e alguns
linfécitos) (SPRINGER, 1990; BEVILACQUA et al., 1994; KALAWSKI et al., 1998). E
expressa em uma variedade de condigdes inflamatérias agudas e crdnicas, sendo sua
expressdo induzida em resposta a IL-1, ao TNF-a, aos LPS e a endotoxina bacteriana
(KALAWSKI et al., 1998; LAWSON et al., 1999). Ela medeia a adesdo dos neutrofilos de
forma diferente daquela utilizada pelas integrinas e, como a selectina-L, funciona em um
estagio precoce da ligacdo do neutrofilo ao endotélio (SPRINGER, 1990; PARET et al,
2000). Um estudo de pacientes pediatricos revelou que a indugdo do RNAm da selectina-E

ocorre em tecidos cardiacos e nao cardiacos durante a CEC (KILBRIDGE et al., 1994).
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Devido a sua minima expressdo nas células endoteliais em repouso, aumentos de selectina-
E no endotélio e de sua forma soluvel sdo marcadores adequados da ativagdao endotelial
(PARET et al, 2000). A selectina-E solivel no sangue é biologicamente ativa quando
medida pela sua habilidade em mediar adesao dos neutréfilos a uma superficie (GEARING
& NEWMAN, 1993). Niveis de selectina-E soltivel sdo liberados na circulagdo periférica,
obtendo picos de concentragdo entre 6-12 horas apéos CEC (LIEBOLD et al., 1999). O
mecanismo de liberagdo de selectina-E solivel ndo foi estabelecido (GEARING &

NEWMAN, 1993).

Apo6s o seu rolar inicial, os leucocitos aderem firmemente ao endotélio inflamado. Esse
processo envolve interagdes adesivas entre as integrinas e os integrantes da superfamilia

imunoglobulina (CELI et al., 1997).

2.9.2.2 Integrinas

As integrinas constituem o maior grupo de receptores de adesdo e sdo encontradas na
maioria dos tipos celulares, incluindo leucocitos. Elas sdo proteinas de superficie celular,
com uma por¢ao transmembrana, que respondem a sinais de ativagdo celular e medeiam
sua fungdo através da sua unido a ligantes especificos (STEWART et al., 1995). Cada
integrina contém uma subunidade o e [ associada com estrutura caracteristica
(SPRINGER, 1990; STEWART et al., 1995; CELI et al., 1997; MILLER & LEVY,1997).
Esses receptores sdo responsaveis por interagdoes célula-célula e célula-matriz e, como o

nome integrina denota, elas integram o ambiente extracelular com o citoesqueleto
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intracelular (MILLER & LEVY,1997). As integrinas s3o classificadas em subgrupos
baseados na cadeia § (ASIMAKOPOULOS & TAYLOR, 1998), tendo sido identificadas
seis subfamilias de integrinas (f1 a f6) (MILLER & LEVY,1997). Apo6s a ativagdo
leucocitaria e o rolar dos leucéceitos no endotélio por meio da expressdo de selectinas, a
ligacdo das integrinas aos seus ligantes endoteliais regula muitas respostas leucocitarias,
incluindo a adesao firme ao endotélio, a migracao em dire¢do aos tecidos, a degranulacdo e
a fagocitose (ASIMAKOPOULOS & TAYLOR, 1998). Uma vez ativadas, as integrinas se
ligam a integrantes da superfamilia imunoglobulina, cuja sintese pelo endotélio vascular
pode ser estimulada durante o processo inflamatorio (CELI et al.,, 1997). Niveis

aumentados de integrinas t€m sido identificados durante cirurgias cardiacas (GILLINOV et

al., 1993; SAWA et al., 1996).

As integrinas-1, também conhecidas como integrinas do antigeno muito tardio (very late
antigen integrins — VLA), sdo expressas em um amplo nimero de células (SPRINGER,
1990; ASIMAKOPOULOS & TAYLOR, 1998). Elas dividem a mesma cadeia 3 e sao
distinguidas através de diferentes subunidades. Os leucdcitos expressam as integrinas-f31
que contém as subunidades al, a2, a3, a4, a5 e a6 (ASIMAKOPOULOS & TAYLOR,
1998). A integrina a4fB1 (VLA-4 ou CD49d) ¢ de particular importancia na interagao
leucocito-célula endotelial devido a sua habilidade em interagir com o ligante endotelial da
molécula de adesdo celular-vascular (VCAM)-1. A VLA-4 pode mediar o rolar de
linfécitos e eosindfilos independentemente das selectinas, mas ndo ¢ expressa nos

neutréfilos (BEVILACQUA et al., 1994).
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Os receptores na subfamilia B2 sdo chamados de integrinas dos leucdcitos porque eles sdo
expressos somente nos leucdcitos e facilitam a adesdo entre os leucdcitos e outras células
(SPRINGER, 1990; MILLER & LEVY, 1997). O grupo ¢ composto por: LFA-1
(CD11a/CD18 ou alLp2), Mac-1 (CD11b/CD18 ou aMf2), P150,95 (CD11¢/CDI18 ou
aXp2) e aDB2 (CELI et al.,, 1997). Mac-1 e LFA-1 tém um importante papel nos
mecanismos fisiopatologicos associados com a resposta inflamatéria (ASIMAKOPOULOS
& TAYLOR, 1998). A LFA-1 (CD11a/CD18) funciona como um receptor para a [CAM-1
e a I[CAM-2 e a Mac-1 também se liga a ICAM-1 (SPRINGER, 1990). As integrinas-32
sdo o grupo de integrinas mais extensivamente investigado em pacientes submetidos a CEC
(ASIMAKOPOULOS & TAYLOR, 1998), estando sua expressdo pelos neutrofilos
aumentada durante a mesma, alcangando um pico aos 60 minutos (GILLINOV et al., 1993,
1994, 1994; ZEHR et al., 1995). A cadeia aM (CD11b) alcanga seu pico de expressao
dentro de 4 horas apo6s descontinuagdo da CEC nos neutrofilos e apds 24 horas nos
monocitos (RINDER et al., 1992, 1994; Le DEIST et al., 1995; ERNOFSSON et al., 1997).
O Mac-1 foi estabelecido como marcador de ativagdo leucocitaria durante a CEC
(ASIMAKOPOULOS & TAYLOR, 1998). A expressao da cadeia aX estd aumentada nos
neutrofilos e mondcitos durante e logo ap6és a CEC na maioria dos estudos (Le DEIST et
al., 1995; ERNOFSSON et al., 1997), embora tenha permanecido sem modificagdes, ou
mesmo diminuida, em outros estudos (ASIMAKOPOULOS & TAYLOR, 1998). A oL
(CD11a) nao tem expressao aumentada nos neutréfilos durante a CEC (Le DEIST et al.,

1995).
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2.9.2.3 Superfamilia Imunoglobulina

As moléculas de adesdo da superfamilia imunoglobulina s3o glicoproteinas expressas
principalmente pelas células endoteliais, participando na adesdo celular como contra-
receptores para certas integrinas dos leucdcitos (CELI et al., 1997). Sdo também expressas
em células que sdo alvo para linfocitos T ativados. A superfamilia imunoglobulina ¢
constituida pela ICAM-1 (CD54), pela ICAM-2 ¢ pela VCAM-1 (MILLER & LEVY,

1997).

A ICAM-1 e a ICAM-2 sao os dois receptores de imunoglobulina que participam na adesao
dos neutrofilos as células endoteliais e na migracdo extravascular dos neutréfilos
(BEVILACQUA et al.,, 1994). A adesdo dos neutrdfilos as células endoteliais ¢ um
processo dindmico e ¢ promovido, em grande parte, pela estimulacdo dessas células por

produtos das cascatas inflamatorias humorais (MILLER & LEVY, 1997).

2.9.2.3.1 Molécula de adesdo intercelular-1

A ICAM-1 ¢ expressa na superficie de varios tipos celulares, incluindo leucdcitos e células
endoteliais (LAWSON et al., 1999). No endotélio vascular, a ICAM-1 esta presente em
niveis baixos sob condi¢des normais e a sua expressdo ¢ dramaticamente estimulada apds
ativacdo das células endoteliais por TNF-a, IL-1, interferon-y, endotoxina ou LPS
(SPRINGER, 1990; SHIMIZU et al., 1992; DAVIES & HAGEN, 1993; KILBRIDGE et

al., 1994; KAPLANSKI et al., 1998; KALAWSKI et al., 1998; LAWSON et al., 1999),
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tendo seu pico aproximadamente 1-2 horas apds exposicdo a essas substincias e
permanecendo assim por mais de 24 horas (KILBRIDGE et al., 1994; MILLER & LEVY,
1997). No endotélio, a ICAM-1 tem um importante papel na migracdo dos leucécitos aos
sitios de inflamacao, permitindo a adesdo firme e a diapedese dos leucécitos via interagao
com seus ligantes (KALAWSKI et al., 1998; LAWSON et al., 1999). Os ligantes da
ICAM-1 sdo os receptores integrinas ligados a membrana LFA-1 (CD11a,CD18) e Mac-1
(CD11b,CD18) nos leucdcitos, assim como fibrinogénio, hialurénio, P150,95, CDA43,
rinovirus e eritrocitos infectados com Plasmodium falciparum (KILBRIDGE et al., 1994;
CELI et al., 1997; GEORGE et al., 1997; KALAWSKI et al., 1998; LAWSON et al.,
1999). A ligacao da ICAM-1 na superficie de células endoteliais humanas em repouso leva

a expressdo de VCAM-1 (LAWSON et al., 1999).

SETH et al. (1991) foram os primeiros a demonstrar a presenca de ICAM-1 soluvel no soro
humano em 1991, através do uso de método de identificacdo imunoldgica que utiliza
eletroforese em gel (Immunoblotting). Rothlein et al. (1991), no mesmo ano, confirmaram
este achado por meio da utilizacdio do método de ensaio enzimatico imunoabsorvente
quantitativo (enzyme-linked immunosorbent assay — ELISA). Os niveis de ICAM-1 estdo
elevados na inflamagdo, na infeccdo e em canceres, bem como em pacientes com infec¢ao

por HIV (human immunodeficiency virus) (GEARING & NEWMAN, 1993).

Niveis plasmaticos pré-operatorios de ICAM-1 soluvel tém variado muito em pacientes
submetidos a cirurgias cardiacas. Os niveis diminuem imediatamente apds clampeamento
da aorta (BOLDT et al., 1995, 1995), possivelmente devido a sua ligagdo aos leucdcitos

ativados e aumenta significativamente 24 horas apos a cirurgia (ASIMAKOPOULOS &
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TAYLOR, 1998). Alguns investigadores ndo demonstraram qualquer aumento nos niveis
plasmaticos pos-operatorios de ICAM-1 (GILLINOV et al., 1993; BOLDT et al., 1995;
CREMER et al., 1996; LIEBOLD et al., 1999). Revestimento com heparina, hipotermia a
28°C, dose elevada de aprotinina ¢ o uso de oxigenador de membrana ou de bolhas
falharam em influenciar a concentrag¢do plasmatica de ICAM-1 durante a CEC (BOLDT et

al., 1995).

2.9.2.3.2 Molécula de adesdo intercelular-2

A ICAM-2 ¢ uma molécula nio induzivel, expressa por células endoteliais e plaquetas, que
se liga a LFA-1 (SHIMIZU et al., 1992; GEORGE et al., 1997; CELI et al., 1997). A
expressao da ICAM-2 aparentemente ndo se modifica em funcdo das citocinas
inflamatérias (BEVILACQUA et al., 1994). A ICAM-2 parece ndo existir na forma soluvel

(ROTHLEIN et al., 1991).

2.9.2.3.3 Molécula de adesdo celular-vascular-1

C¢lulas endoteliais ndo estimuladas expressam muito pouca VCAM-1 de superficie celular
(SHIMIZU et al., 1992; LI et al., 1993; KALAWSKI et al., 1998). Durante exposi¢ao aos
agentes pro-inflamatorios, no entanto, essa molécula de adesdo torna-se proeminentemente
expressa pelas células endoteliais. Os agonistas que induzem a expressao de VCAM-1 na
superficie endotelial sdo: IL-1p, IL-4, TNF-a (SHIMIZU et al., 1992; LI et al., 1993), LPS

e endotoxina, sustentando a adesdo dos linfocitos, mondcitos e eosinofilos através da
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interagdo com seu contra-receptor, a integrina a4p1 (CD49d/CD29, VLA4) (CRONSTEIN
& WEISSMANN, 1993; BEVILACQUA et al., 1994; CELI et al., 1997; GEORGE et al.,

1997; LAWSON et al., 1999; LEY & HUO, 2001; CYBULSKY et al., 2001).

Embora a VCAM-1 seja estruturalmente semelhante a ICAM-1 e a outras moléculas de
adesdo, o seu padrdo de regulacdo ¢ Unico. Sua expressdo ¢ rapidamente induzida por
condigdes pro-ateroesclerdticas em coelhos, camundongos e humanos (LEY & HUO,
2001). Estudos prévios sugeriram um papel importante da VCAM-1 na inicia¢do do
processo de ateroesclerose (LI et al., 1993; LEY & HUO, 2001; CYBULSKY et al., 2001).
Além da formacdo de lesdes ateroescleroticas, a VCAM-1 provavelmente também seja
importante na formagao da neointima apods dano arterial. Isto porque esta molécula facilita a
infiltracdo dos mondcitos nas artérias danificadas, ou porque ela diretamente aumenta a

proliferagao de células musculares lisas (LEY & HUO, 2001).

Os niveis de VCAM-1 estao elevados no soro de pacientes com cancer ¢ com doencas
inflamatorias (CRONSTEIN & WEISSMANN, 1993; GEARING & NEWMAN, 1993),
bem como em pacientes apresentando rejei¢do a transplantes cardiacos (TAYLOR et al.,
1992). Niveis médios de VCAM-1 correspondem a 431-504 ng/ml em individuos normais
(GEARING & NEWMAN, 1993). A VCAM-1 soluvel mostrou niveis plasmaticos
aumentados 24 horas ap6és CEC em um estudo com pacientes adultos (BOLDT et al., 1995)
e niveis diminuidos intraoperatoriamente em um estudo pediatrico (BOLDT et al., 1995)

realizado pelos mesmos investigadores.



33

3) RACIONALIZACAO DO PRESENTE ESTUDO

Estudos em animais sugerem que, seguindo a expressdo de moléculas de adesdo, os
neutrofilos e monocitos ativados podem ser amplamente responsaveis pelo dano pulmonar
(GILLINOV et al., 1994, 1994), bem como pela injuria miocardica por isquemia-reperfusao
(YOUKER et al., 1994). A ativagdo dos neutrofilos e dos mondécitos durante cirurgias
cardiacas pode, parcialmente, explicar achados como alteracdes na ventilagdo-perfusdo

(TONZ et al., 1995) e dano endotelial apos cirurgia cardiaca (HALL et al., 1997).

Niveis elevados de moléculas de adesdo soluveis, como a ICAM-1, por exemplo, sdo
encontrados em pacientes com vdrias sindromes inflamatdrias, entre elas, choque séptico,
deficiéncia de adesdo dos leucocitos, cancer, transplantes (GEARING et al., 1992), dano
pulmonar agudo e diabete melito insulino-dependente (BLUME et al., 1997). O estudo
realizado por SESSLER et al. (1993), comparou niveis plasmaticos de ICAM-1 solavel em
pacientes com diagnostico de sepse, sepse severa e choque séptico. As concentracdes desta
molécula foram marcadamente mais elevadas em pacientes com sepse fatal, do que em
pacientes com sepse que sobreviveram. Os autores verificaram, assim, uma correlagdo
prognostica positiva entre concentragdes plasmaticas de ICAM-1 soluvel maiores que 1000
ng/ml e taxa de Obitos. Os mesmos autores demonstraram uma correlacdo positiva entre
niveis aumentados de ICAM-1 soluvel e ocorréncia de dano a 6rgdos-alvo em pacientes
com choque séptico (SESSLER, et al., 1995). ENDO et al. (1995), confirmaram o valor

prognostico de niveis plasmaticos elevados de ICAM-1 solavel em pacientes com FMO.
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Estudos mostraram que niveis plasmaticos de ICAM-1 soluvel aumentam nao somente apos
exposicdo aguda das células endoteliais a citocinas pro-inflamatérias, mas também em
muitas doengas cronicas do sistema cardiovascular. TSUTAMOTO et al. (1995)
descreveram que, em pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva cronica, as
concentragdes plasmaticas de ICAM-1 solivel aumentam com a severidade da doenca e

diminuem, posteriormente, ap6s tratamento que apresente melhora dos sintomas.

Niveis plasmaticos de ICAM-1 soluvel tém sido descritos como tendo valor prognostico
apos transplante cardiaco (BALLANTYNE et al., 1992). GEORGE et al. (1997)
verificaram que os valores de VCAM-1 soluveis podem ser marcadores potenciais nao

invasivos para rejeicdo precoce a transplante cardiaco em adultos.

BOLDT et al. (1995) verificaram que pacientes adultos submetidos a cirurgias cardiacas
eletivas apresentavam diminui¢do significativa dos niveis de ICAM-1 ¢ VCAM-1 durante
CEC, com retorno aos valores basais € com valores acima dos basais de ICAM-1 e VCAM-
1, respectivamente, no periodo pds-operatorio. Outros estudos mostraram que pacientes
adultos submetidos a cirurgias cardiacas apresentam niveis plasmaticos aumentados de
moléculas de adesdo soluveis apos CEC (BOLDT et al., 1998; GALEA et al, 1998;
GRUNENFELDER et al., 2000, 2000). KALAWSKI et al. (1998) verificaram que a
reperfusdo do miocardio isquémico durante cirurgia de revascularizacdo miocardica resulta

em aumento significativo dos niveis plasmaticos de ICAM-1 e de VCAM-1.

TARNOK et al. (1999) analisaram os niveis de selectina-E ¢ de ICAM-1 solaveis em

criancas submetidas a cirurgia cardiaca com e sem uso de CEC, tendo verificado
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diminui¢do destes niveis durante a CEC que ndo alcangaram os valores basais
posteriormente. BOLDT et al. (1995) encontraram resultados semelhantes a este estudo em
criangas com menos de 5 anos de idade submetidas a cirurgia cardiaca com uso de CEC.
BLUME et al. (1997) avaliaram os niveis séricos das moléculas de adesdo soluveis durante
e ap6s CEC em criangas e adolescentes cardiopatas submetidos a cirurgias cardiacas e a
associacdo destes niveis com variaveis peri-operatorias. Foi evidenciado um aumento nos
valores de ICAM-1 e VCAM-1 soluveis nas primeiras 6 horas, os quais permaneceram
elevados durante 42 horas. Além disso, os niveis das moléculas de adesdao soluveis apds
CEC modificaram-se mais significativamente em pacientes com o maior potencial para
ocorréncia de dano vascular: jovens, ciandticos, com longos periodos de CEC e de curso

pos-operatorio.

O fato de muitos pacientes se recuperarem com sucesso apoés CEC, apesar da resposta
inflamatoria macica, sugere que as respostas aos estimulos inflamatorios variam
individualmente. Isto demonstra a reserva fisioldgica corporal e as vias inibitorias que
previnem a disseminacdo do dano aos 6rgaos apos cirurgias cardiacas (KIRKLIN, 1991).
Recentemente, no entanto, tem sido verificado um nimero aumentado de pacientes
submetidos a cirurgias cardiacas com uma reserva fisioldgica limitada. Neonatos e
lactentes, assim como idosos e aqueles que requerem longos periodos de CEC, sdo
especialmente suscetiveis aos efeitos sist€émicos do dano celular endotelial (KIRKLIN,
1991; BOYLE et al., 1997). Sendo assim, o entendimento dos mecanismos biologicos
envolvidos ¢ fundamental para a descoberta de novas terapias para modular o efeito

deletério causado pela CEC (BOYLE et al., 1997).
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Ha poucos dados na literatura relacionados ao comportamento das moléculas de adesdo
soluveis apods cirurgia cardiaca com uso de CEC em lactentes, bem como as diferencgas
entre os perfis plasmaticos destas moléculas nos trabalhos identificados. Além disso, o
significado da presenca de moléculas de adesdo endotelial soluveis no plasma ainda ndo ¢
completamente conhecido (ASIMAKOPOULOS & TAYLOR, 1998), podendo suas
variagdes no periodo pds CEC estar relacionadas a variaveis pré-operatdrias, ao manejo
intra-operatorio da técnica de CEC e ao periodo pos-operatdrio, como ja evidenciado em

alguns estudos.
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Figura 1. A resposta inflamatoria e o endotélio



38

Adesgéo
—x Gatllho A

Adesgéo forte
% - ‘ Leucécito
',..

u)

Célula endotelial

Quirmiscinas Membrana
basal
) inflamatoria g Célua ] T
xln amatéria Te GI d 0

Selectinas /CHO Integrinas
Quimiocinas Quimiocinas

CHO/Selectinas ICAM-1/VCAM-1

(Adams et al. — Br J Anaesth 1996;77:17-31)

Figura 2. A resposta inflamatoria e as moléculas de adesao



39

HIPOTESE

Os niveis plasmaticos das moléculas de adesdo soluveis ICAM-1 e VCAM-1 siao
aumentados em lactentes com defeitos cardiacos congénitos e variam apds a sua exposicao

ao circuito de CEC, quando submetidos a cirurgia cardiaca para corre¢ao destes defeitos.
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OBJETIVOS

Mensurar os niveis plasmaticos das moléculas de adesdo soluveis ICAM-1 ¢ VCAM-1
em condigdes basais e apos exposicao ao circuito de CEC em lactentes submetidos a

cirurgia cardiaca para correcao de defeitos cardiacos congénitos.

Comparar os niveis plasmaticos das moléculas de adesdo soluveis [ICAM-1 ¢ VCAM-1
em condic¢des basais e apds exposicao ao circuito de CEC entre lactentes aciandticos e

ciandticos submetidos a cirurgia cardiaca para corre¢do de defeitos cardiacos

congénitos.

Observar os desfechos clinicos dos pacientes incluidos no estudo, relacionando-os com

os niveis das moléculas de adesao soliveis ICAM-1 e VCAM-1.
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PACIENTES E METODOS

1. Populacio em Estudo

A populacdo recrutada para este estudo incluiu lactentes (com mais de 30 dias de vida e
menos de 1 ano de idade) submetidos a cirurgia cardiaca para corre¢do de cardiopatia
congénita no Hospital Sdo Francisco do Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre,

Rio Grande do Sul, Brasil, durante o periodo de junho de 1998 a marco de 1999.

Nao foi realizado célculo de tamanho de amostra, pois ndo ha na literatura dados e estudos
suficientes para estabelecermos tal quantificacdo. Além disso, todos os estudos existentes

incluiram um nimero bastante pequeno de pacientes em suas analises.

2. Delineamento — Estudo de coorte contemporanea.

Em relacdo ao objetivo de comparar a evolucdo das moléculas de adesdo em pacientes
aciandticos e ciandticos, o fator em estudo foi o tipo de cardiopatia, tendo sido os valores

das moléculas considerados desfechos.

Para a andlise da evolucgdo dos pacientes, os niveis plasmaticos das moléculas de adesdo sdo
os fatores em estudo e os desfechos considerados foram mortalidade e complicagdes pos-

operatorias.
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3. Selecio da Amostra

3.1 Critérios de inclusdo

(A) Cirurgia a céu aberto.
(B) Uso de circulagdo extracorporea.

(C) Consentimento informado assinado pelos pais ou responsaveis legais dos pacientes.

3.2 Critérios de exclusao

(A) Obito transoperatorio.
(B) Reoperagdo na mesma internacao.
(C) Presenca de causas pré-existentes conhecidas de dano vascular, tais como parada

cardiaca recente, sepse, historia de vasculite e/ou hipotensao severa recente.

4. Manejo Intra-operatorio

A anestesia foi induzida com fentanil (10pg/Kg), midazolam (100-200ng/Kg) e pancurdnio
(0,08mg/kg). A manutencdo anestésica foi efetuada com estas mesmas medicagdes, em
infusdo continua intravenosa. Cefazolina foi administrada durante a indugao anestésica, na
dose de 40mg/kg. Circulagdo extracorpdrea convencional foi utilizada, com um episodio de
clampeamento aortico e uma unica dose de cardioplegia. Ap6s administracdo de heparina

(5mg/kg), as criancas foram submetidas a8 CEC em uma taxa de fluxo de perfusao de 2,4
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litros/m?/minuto com hipotermia moderada a profunda (28°C e 18°C, respectivamente). O
clampeamento da aorta foi realizado seguido pela infusdo de solugdo cardioplégica
sangiiinea fria. O equipamento de circulagdo extracorpérea consistiu de uma bomba roller
ndo pulsatil, com um oxigenador de membrana Lucchese 0,25 ou 0,50 ¢ um reservatorio de
cardiotomia venosa Braile (Braile Biomédica, Sdo Paulo, SP, Brasil). Durante a CEC, o
hematdcrito do paciente foi mantido em valores entre 19 e 26%. Nitroprussiato de sodio foi
infundido durante o periodo de resfriamento e interrompido no periodo de reaquecimento,
quando a temperatura do paciente estava em 36°C. Durante e apos a cirurgia, todos os
pacientes receberam concentrado de hemaceas e cristaldides ou solugdes coloides para
suplementar o volume de sangue circulante. Os pacientes eram retirados do circuito de CEC
e prontamente se iniciava uma solu¢do de dopamina em infusdo continua na taxa de

Spg/Kg/minuto.

5. Coleta das Amostras

Amostras sangiiineas (volume=Iml) foram coletadas da via arterial de cada paciente e
colocados em frascos contendo etilenodiaminotetraacetato (EDTA) para a dosagem das
moléculas de adesdo soltveis ICAM-1 e VCAM-1. Imediatamente ap6s a coleta, as
amostras foram levadas ao laboratério central do Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto
Alegre, onde foram centrifugadas por 15 minutos a uma velocidade de 2000 rotagdes por
minuto. O plasma foi pipetado e, logo apds, armazenado em duplicata em tubos
eppendorf® (volume=0,3ml/eppendorf®) e congelado a 20°C negativos para posterior

analise. As amostras foram coletadas nos seguintes momentos:
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- Indugdo anestésica.
- Término da CEC.
- 8 horas apos término da CEC.

- 26 horas ap6s término da CEC.

6. Quantificacio das Moléculas de Adesao Soluveis

As amostras foram descongeladas simultaneamente. A dosagem plasmatica das moléculas
de adesdo foi realizada através do método de ELISA em conjuntos produzidos para uso em

pesquisa e comercializados pela R&D Systems, (Minneapolis, MN, EUA).

Os valores esperados em individuos aparentemente higidos fornecidos pelo fabricante dos
conjuntos de dosagem utilizados neste estudo sdo:
e ICAM-1 solavel: 211 ng/ml (115 a 306 ng/ml — 2 desvios-padrdo).

e VCAM-1 soluvel: 553 ng/ml (395 a 714 ng/ml — 1 desvio-padrao).

O método de ELISA consiste de uma reacdo imunoenzimatica que envolve uma reacao
simultanea entre uma substancia ou mediador presente na amostra ou solu¢do padrdo com
anticorpos especificos pré-colocados na superficie das valetas das placas, formando uma
ligacdo entre as duas substincias (conjugado). O material que ndo se liga na reacdo ¢
retirado por aspiragdo e lavagem. A quantidade de substancia ligada em cada valeta ¢
detectada através de uma reacdo com substrato especifico por uma enzima, produzindo
coloragdo proporcional a quantidade de conjugado da amostra ou solu¢do padrdo. O

produto que adquire cor ¢ quantificado por fotometria. A concentracdo presente em cada
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amostra ¢ obtida pela interpolagdo dos resultados da densidade optica da amostra em uma
equagdo polinomial, gerada a partir da curva padrio, realizada com diferentes
concentragdes conhecidas da substancia de interesse. A curva padrdo e as analises das
amostras foram executadas em duplicata para diminuir a variabilidade do método. Os
valores plasmaticos das moléculas analisadas representam a média dos valores das
duplicatas. A execugdo dos ensaios de ELISA para ICAM-1 soluvel e VCAM-1 soluvel foi
realizada no Laboratério de Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre pelo autor,
com a supervisdo técnica do Dr. Jarbas Oliveira, sob mascaramento, ou seja, sem

conhecimento da identidade das amostras ou de sua origem.

As curvas standard, usando moléculas recombinantes purificadas, revelaram sensibilidade
consistente e rigida reprodutibilidade das duplicatas, bem como confiabilidade entre os kits
utilizados para analise de ambas moléculas. Todas as amostras de cada individuo foram
dosadas no mesmo prato (wellplate) de 96 amostras. A sensibilidade da andlise para
VCAM-1 soluvel ¢ menor que 2,0 ng/ml e para ICAM-1 soluvel ¢ menor que 0,35 ng/ml.
Concentracdes inferiores ao limite de deteccdo foram consideradas iguais ao nivel mais

baixo de deteccao.

7. Obtenc¢ao dos Dados dos Pacientes

Os dados dos pacientes foram coletados pelo proprio pesquisador. Dados demograficos,
historia clinica e variaveis objetivas (saturacdo de oxigénio, exames laboratoriais) foram
obtidos pré-operatoriamente. Informagdes adquiridas no transoperatdrio incluem manejo da

perfusdo, tipo de anestésicos, inotropicos, antibidticos e demais farmacos utilizados, bem
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como reparo cirurgico realizado. Dados pds-operatérios, tais como periodo de intubagao,
uso de inotropicos, medidas hemodindmicas, evolugdo clinica e exames laboratoriais, foram

obtidos retrospectivamente através da revisao dos prontuarios médicos destes pacientes.

Os pacientes foram classificados, de acordo com o uso de medicagdes inotropicas em trés
grupos: 1) Usuarios de somente uma droga vasoativa: Dopamina; 2) Usuarios de duas
drogas vasoativas: Dopamina e Milrinone; e 3) Usudrios de trés drogas vasoativas:

Dopamina, Milrinone e uma terceira droga.

As varidveis hemodindmicas analisadas foram freqiiéncia cardiaca (FC), pressdo arterial
média (PAM), pressdo da artéria pulmonar (PAP), pressdo de atrio esquerdo (PAE) e

pressdo venosa central (PVC).

Os exames laboratoriais avaliados incluiram hematocrito, hemoglobina, plaquetas e niveis

séricos de lactato.

As complicagdes pos-operatdrias incluiram presenca de infecgdo, aritmia, uso de marca-
passo (MP) transitério, FMO, parada cardiorrespiratoria (PCR), insuficiéncia renal aguda
(IRA), crise convulsiva e hipertensdo pulmonar (HP). Para o diagndstico de infecgdo foram
considerados: 1) sindrome séptica/choque séptico: sinais clinicos e laboratoriais e/ou
hemoculturas positivas; 2) pneumonia: achados radioldgicos; e 3) infec¢do urinaria:
urocultura positiva coletada por pungdo suprapubica. Para as demais complicagdes utilizou-

se os critérios de defini¢cdo atualmente aceitos pela literatura mundial.
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8. Analise Estatistica dos Dados

Todas as informagdes foram armazenadas em um banco de dados elaborado para este
estudo com o auxilio do programa Excel e posteriormente convertido para analise no

programa Statistics Package for Social Science (SPSS) versao 8.0.

As variaveis foram descritas sob a forma de médias e desvios-padrdo para as variaveis
continuas com distribui¢do normal, ou com medianas e amplitude quando indicado. As
variaveis categoricas foram descritas sob a forma de proporgdes. Foram elaboradas tabelas
de freqiiéncia para todas as variaveis, com identifica¢do de erros de amplitude ou digitacao.
Foi elaborada uma nova variavel, chamada de delta, a fim de avaliar a diferenga entre o
ultimo e o primeiro momento da coleta das moléculas de adesdo. Para analise da evolugao
dos niveis séricos das moléculas de adesdo nos diferentes momentos foi utilizada a Analise
de Friedman para amostras pareadas. Para comparagdo das médias obtidas no estudo com
aqueles valores normais relatados na literatura foi utilizado o teste ¢ para uma amostra. Para
comparagdo das médias entre dois grupos (acianoticos e ciandticos, obitos e alta, portadores
ou ndo da sindrome de Down) foi utilizado o teste ¢ de Student ou o teste de Mann
Whitney. As variaveis categdricas foram analisadas através da utiliza¢do dos testes do qui
quadrado ou de Fischer. Coeficientes de correlagio de Pearson foram calculados para
avaliar a associacdo entre os niveis das moléculas ¢ outras variaveis continuas (lactato) e de
Spearman para os tempos (tempo de internagdo, de intubagdo, de circulagdo extracorporea e
de clampeamento da aorta). Foi elaborada uma curva de sobrevida com o método de
Kaplan-Meier para representar a freqiiéncia de desfechos em funcdo do tempo de

acompanhamento. Para todas as comparagdes foi considerado um alfa de 0,05.
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9. Consideracoes éticas

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissio de Etica e Pesquisa do Grupo de
Pesquisa ¢ Pos-Graduacao do Hospital de Clinicas de Porto Alegre ¢ pela Comissdao de
Etica ¢ Pesquisa do Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre. Os pais ou
responsaveis legais pelos pacientes foram informados da finalidade do estudo e, apods

concordancia verbal, assinaram o termo de consentimento informado (ANEXO I).
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RESULTADOS

1. Caracteristicas Clinicas da Amostra

No periodo de junho de 1998 a marco de 1999 foram realizados procedimentos cirtrgicos
para correcdo de cardiopatias congénitas com uso de CEC em 66 pacientes. Destes 66
pacientes, 6 foram excluidos da amostra por estarem sendo submetidos a reoperagdo na
mesma internagao, 22 nao preencheram os critérios de inclusdo e 5 foram perdidos por nao
ter sido possivel estar presente nos momentos de coleta. Foram coletadas amostras de 33
dos 66 pacientes, s6 tendo sido possivel dosagem plasmatica das moléculas de adesdo em

21 pacientes, em fun¢do do numero de kits disponivel.

Foram avaliados 21 lactentes (entre trinta dias de vida e um ano de idade) portadores de
cardiopatias congénitas ciandticas e acianoticas. Nenhum paciente apresentou causas
conhecidas de dano vascular pré-existentes, como parada cardiaca, sepse, vasculite ou

hipotensdo severa recentes ou ocorréncia de 6bito no periodo transoperatério.

As patologias cardiacas congénitas mais comuns foram DSAYV e tetralogia de Fallot (TOF),
representando 28,6% e 23,8% da populagdo estudada, respectivamente. A descrigdo das

diferentes cardiopatias e sua freqii€ncia estdo listadas na tabela 1.

O grupo em estudo foi composto por 11 meninos e 10 meninas, com médias de idade de 6,6

meses ¢ de peso de 5,8 quilos. Nove criangas apresentaram cardiopatia cianotica. Seis



50

criangas eram portadoras de sindrome de Down, as quais apresentaram cardiopatia
aciandtica. As caracteristicas demograficas dos pacientes em estudo sdo apresentadas na

tabela 2.

A maioria dos pacientes foi submetida a cirurgia apresentando uma classificacdo do estado
fisico do paciente preconizado pela Sociedade Americana de Anestesiologia (American
Society of Anesthesiology — ASA) maior que 3. A mediana do tempo de CEC foi de 87
minutos e a do tempo de clampeamento da aorta foi de 53 minutos. A temperatura média de
resfriamento foi de 27°C. Nao houve diferencas estatisticamente significativas quanto a
estas varidveis ao se comparar pacientes aciandticos e ciandticos. As varidveis intra-

operatorias encontram-se especificadas na tabela 3.

Todos os pacientes necessitaram suporte de drogas vasopressivas no periodo pods-
operatorio, tendo sido necessaria a utilizacdo de trés tipos diferentes de inotropicos na
maioria dos casos. A mediana do tempo de intubagao total foi de 72 horas e a do periodo de

internagdo foi de 21 dias. As variaveis pos-operatorias sdo apresentadas na tabela 4.

2. Variaveis Hemodinamicas

Os valores da freqiiéncia cardiaca (FC), da pressdo arterial média (PAM), da pressdo da
artéria pulmonar (PAP), da pressdo do atrio esquerdo (PAE) e da pressdo venosa central
(PVC), verificados nos diferentes momentos da coleta das moléculas de adesdo, sdao

descritos na tabela 5.
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3. Variaveis Laboratoriais

Os valores séricos do hematdcerito, da hemoglobina, das plaquetas e do lactato coletados

durante o estudo encontram-se detalhados na tabela 6.

4. Complicagdes Pos-operatorias e Evolu¢ao Clinica

A complicagdo po6s-operatdria mais comum na populacdo em estudo foi infeccdo, tendo
sido sua ocorréncia verificada em 71,4% dos pacientes. Faléncia de multiplos o6rgdos
ocorreu em 29% dos casos. Dois pacientes tiveram insuficiéncia renal aguda no pos-
operatorio, tendo sido necessario utilizagdo de dialise peritoneal em apenas um. Nove
pacientes apresentaram disturbios do ritmo cardiaco (5 pacientes apresentaram bloqueio
atrioventricular total, 3 apresentaram bradicardia com ritmo juncional e 1 apresentou
taquicardia juncional), sendo utilizado marca-passo transitorio em seis. Destes, apenas um
necessitou implantacdo de marca-passo definitivo por apresentar bloqueio atrioventricular
total. Trés lactentes apresentaram parada cardiorrespiratdria, tendo dois deles evoluido para
obito pos-operatorio (9,5%). Destes, um era portador de tetralogia de Fallot (TOF) e outro
era portador de DSAV e sindrome de Down. As complicagdes pds-operatorias estdo
listadas na tabela 7. A evolugdo clinica estd listada na tabela 8. A evolugdo clinica
conforme o tempo de intubacdo ¢ apresentada na figura 3. A tdbua de sobrevida de Kaplan-

Meyer encontra-se na figura 4.
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5. Niveis Plasmaticos das Moléculas de Adeséo

5.1 Molécula de adesio intercelular-1 soluvel

O valor médio de ICAM-1 no momento da inducdo anestésica foi de 494,3 ng/ml,
significativamente maior (P<0,0001) do que aquele considerado normal para pacientes
adultos higidos (211 ng/ml). Em relagao aos valores basais, os niveis de ICAM-1 circulante
diminuiram significativamente (P<0,001) ao término da CEC, voltando a aumentar
significativamente (P<0,005) 8 horas ap6s o término deste periodo, embora nao alcangando
os valores basais. Apds 26 horas do encerramento da CEC esta molécula continuou
apresentando niveis significativamente diminuidos (P=0,005) em relacdo aos basais. Os
niveis séricos da ICAM-1 conforme o periodo de tempo analisado sdo apresentados na

tabela 9 e nas figuras 5 e 6.

5.2 Molécula de adesio celular-vascular-1 soluvel

O valor médio de VCAM-1 no momento da indugdo anestésica foi de 1157,2 ng/ml,
significativamente maior (P<0,0001) do que aquele considerado normal para pacientes
adultos higidos (553 ng/ml). Em relacdo aos valores basais, os niveis de VCAM-1
circulante diminuiram significativamente (P<0,005) ao término da CEC. Seus niveis
apresentaram um aumento significativo (P<0,001) 8 horas ap6s o término deste periodo,
alcangando valores semelhantes aos encontrados no estado basal. Vinte e seis horas apds o
encerramento da CEC, esta molécula apresentou diminui¢ao significativa (P<0,005) de sua

concentragdo sérica em relagdo ao valor identificado 8 horas apds tal periodo, também
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significativamente menores (P<0,05) do que aqueles verificados durante a inducdo
anestésica. No entanto, os valores séricos absolutos da molécula 8 horas e 26 horas apds
CEC encontram-se muito proximos aos valores absolutos basais. Os niveis séricos da
VCAM-1 conforme o periodo de tempo analisado sdo apresentados na tabela 9 e nas figuras

7 e 8.

6. Perfil dos Dados Referentes a Pacientes Acianoticos e Ciandticos

As caracteristicas demograficas referentes a pacientes acianoticos e ciandticos encontram-
se na tabela 10. Nao houve diferenca estatisticamente significativa no que se refere a sexo e
idade entre os dois grupos. A média de peso de pacientes acianoticos foi significativamente
menor (P=0,03) do aquela dos ciandticos. No entanto, ao serem retirados da populacdo
acianoética os pacientes portadores de sindrome de Down, o peso passou a ser uma variavel

sem diferenca estatistica entre os grupos (P=0,09).

As variaveis intra-operatorias relacionadas a pacientes aciandticos e cianoticos sao
apresentadas na tabela 11. Houve diferenga estatisticamente significativa no que se refere a
classificagdo de ASA, estando os pacientes classificados como mais graves no grupo de
ciandticos (P=0,04). Nao houve diferenga significativa entre tempos de circulacio
extracorporea e de clampeamento de aorta, bem como em relacdo a temperatura de

resfriamento quando comparados os grupos.
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Os tempos de intubacgdo e internacdo ndo foram estatisticamente diferentes entre lactentes
aciandticos e ciandticos (P=0,33 e P=0,12, respectivamente). A tabela 12 descreve as

variaveis pds-operatorias.

Setenta e cinco por cento dos pacientes aciandticos e 66,7% dos cianoticos apresentaram
infec¢do durante a internacdo, sendo esta, a complicagdo pos-operatdria mais comum. As
complicacdes pods-operatorias de lactentes aciandticos e ciandticos sdo apresentadas na
tabela 13. Um paciente de cada grupo evoluiu para 6bito durante a internacdo. Os dados

referentes a evolugdo clinica de ambos grupos encontram-se na tabela 14.

Os valores médios de ICAM-1 e de VCAM-1 em todos os periodos avaliados ndo foi
diferente estatisticamente entre os grupos de aciandticos e ciandticos (P>0,1). Os niveis
plasmaticos das moléculas de adesdo soltuveis sdo apresentados na tabela 15 e nas figuras 9

e 10.



Tabela 1. Diagnoéstico das cardiopatias congénitas

DIAGNOSTICO PACIENTES (n=21)
DSAV 6 (28,6%)
TOF 5 (23,8%)
TOF + PCA + FOP 1 (4,8%)
TOF + PCA +IT 1 (4,8%)
DSAV +PCA 1 (4,8%)
CIV + PCA 1 (4,8%)
CIV + FOP 1 (4,8%)
CIV + CoAo 1 (4,8%)
CIA 1 (4,8%)
TGV 1 (4,8%)
Truncus Arteriosus 1 (4,8%)
EM + IM 1 (4,8%)

Abreviaturas: n: numero de pacientes; DSAV: defeito do septo
atrioventricular; TOF: tetralogia de Fallot; PCA: persisténcia do canal
arterial; FOP: foramen oval patente; IT: insuficiéncia tricuspide; CIV:
comunicacdo interventricular; CoAo: coartagdo da aorta; CIA:
comunicacdo interatrial; TGV: transposicdo dos grandes vasos; EM:

estenose mitral; IM: insuficiéncia mitral.
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Tabela 2. Caracteristicas demograficas dos pacientes

CARACTERISTICAS PACIENTES (n=21)
SEXO (masculino/feminino) 11/10 (52/48%)
IDADE (meses) 6,6 (+3,0)*

PESO (Kg) 58 (£2,0)*
CIANOTICOS/ACIANOTICOS 9/12 (43/57%)

S. DOWN 6 (29%)

Abreviaturas: n: nimero de pacientes; S. DOWN: sindrome de Down.

* Média + desvio-padrao.
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Tabela 3. Variaveis intra-operatdrias

VARIAVEIS PACIENTES (n=21)
ASA

3 8 (38%)

4 12 (57%)

5 1 (5%)

TEMPO DE CEC (min) 87 (27-177)*

TEMPO DE CLAMPEAMENTO DA AORTA (min) 53 (17-90)*

TEMPERATURA DE RESFRIAMENTO (°C) 27 (£4)**

Abreviaturas: n: nimero de pacientes; ASA: classificagdo do estado fisico do
paciente da sociedade americana de anestesiologia; CEC: circulagdo extracorporea;
min: minutos.

* Mediana (valor minimo — valor maximo).

** Média + desvio-padrao.
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Tabela 4. Variaveis pés-operatorias

VARIAVEIS PACIENTES (n=21)
INOTROPICOS

Dopamina 4 (19%)

Dopamina + Milrinone 6 (29%)

Dopamina + Milrinone + Outro 11 (52%)

TEMPO DE INTUBACAO (horas) 72 (1-720)*

TEMPO DE INTERNACAO (dias) 21 (8-70)*

Abreviaturas: n: nimero de pacientes.

* Mediana (valor minimo — valor maximo).
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Tabela 5. Variaveis hemodinimicas

TEMPO FC PAM PAP PAE PVC
(bpm) (mmHg) (mmHg) (mmHg) (cm H20)

indugio Aneisia 136 10 S e1n i
TeminodacEC 12 GA0 G0 T en s 6 e
shosaposciC M0 GAD e SED el e
dohomsaposCEC 1S GRG0 G el REen e

Abreviaturas: FC: freqiiéncia cardiaca; PAM: pressdao arterial média; PAP: pressdo da artéria
pulmonar; PAE: pressdo de atrio esquerdo; PVC: pressdo venosa central; n: nimero de pacientes;
CEC: circulagdo extracorpérea.

Observacio: valores expressos como média + desvio-padrao.



Tabela 6. Variaveis laboratoriais
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TEMPO HEMATOCRITO HEMOGLOBINA PLAQUETAS LACTATO
(%) (g/dl) (x103 céls/pl) (mmol/l)
Indugdo Anestésica 35,6 (+4,8) 114 (£1,7) 304 (£130) 2,1 (+£1,2)
8 horas apos CEC 37,7 (=7,2) 12,5 (£2.,5) 142 (+50) 1,9 (£1,0)
26 horas apos CEC 36,7 (+3,6) 11,9 (=1,1) 129 (+52) 1,7 (£1,0)

Abreviaturas: g/dl: gramas/decilitro; céls/pl: células/microlitro; mmol/l: milimol/litro; CEC:

circulacao extracorporea.

Observacio: valores expressos como média + desvio-padrao.



Tabela 7. Complicacdes pés-operatorias

COMPLICACOES PACIENTES (n=21)
Infecgao 15 (71,4%)

Arritmia 9 (42,9%)

MP Transitério 6 (28,6%)

FMO 6 (28,6%)

PCR 3 (14,3%)

IRA 2 (9,5%)

Crise Convulsiva 2 (9,5%)

HP 1 (4,8%)

Abreviaturas: n: numero de pacientes; MP: marca-passo; FMO:
faléncia de multiplos 6rgdos; PCR: parada cardiorrespiratoria;

IRA: insuficiéncia renal aguda; HP: hipertensdo pulmonar.



Tabela 8. Evolucao clinica

EVOLUCAO PACIENTES (n=21)
Alta 19 (90,5%)
Obito 2 (9,5%)

Abreviaturas: n: nimero de pacientes.
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TEMPO DE INTUBACAQO (horas)
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Figura 3. Tempo de intubaciao x evolucio clinica

Abreviaturas: n: nimero de pacientes

° Valor disperso
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Tabela 9. Niveis plasmaticos das moléculas de adesao soliveis conforme o periodo de

tempo

TEMPO

ICAM-1 (ng/ml)

VCAM-1 (ng/ml)

Indugao Anestésica

Término da CEC

8 horas apos CEC

26 horas apos CEC

4943 (+ 134,0)

353,8 (+91,9)

4276 (+96,7)

422,1 (£120,2)

1157,2 (+248.3)

887,3 (+179,5)

1139,2 (+216,5)

1011,0 (+222,6)

Abreviaturas: ICAM-1: molécula de adesdo intercelular-1; VCAM-1: molécula de

adesdo celular-vascular-1; ng/ml: nanogramas/mililitro; CEC: circulag¢do extracorpérea.

Observacio: valores expressos como média + desvio-padrao.
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Figura 5. Niveis plasmaticos seqiienciais da ICAM-1

Abreviaturas: CEC: circulacdo extracorpérea.
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Figura 6. Niveis plasmaticos seqiienciais da ICAM-1
Abreviaturas: CEC: circulagdo extracorpérea.
° Valor disperso

* Valor disperso extremo
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Figura 7. Niveis plasmaticos seqiienciais da VCAM-1

Abreviaturas: CEC: circulacao extracorporea.
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Figura 8. Niveis plasmaticos seqiienciais da VCAM-1
Abreviaturas: CEC: circulagdo extracorpérea.

° Valor disperso
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Tabela 10. Caracteristicas demograficas dos pacientes aciandticos e cianéticos

CARACTERISTICAS ACIANOTICOS (n=12) CIANOTICOS (n=9) P

SEXO (masculino/feminino) 7/5 (58/42%) 4/5 (44/56%) 0,67
IDADE (meses) 6,1 (+2,4)% 74 (+3,7)* 0,336
PESO (Kg) 4,9 (+1,0)* 7,0 (£2,4)* 0,031
S. DOWN 6 (50,0%) 0 0,018

Abreviaturas: n: nimero de pacientes; S. DOWN: sindrome de Down.

* Média + desvio-padrao.
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Tabela 11. Variaveis intra-operatorias dos pacientes acianéticos e ciandticos

ACIANOTICOS  CIANOTICOS

VARIAVEIS P
(n=12) (n=9)

ASA 0,04
3 7 (58,3%) 1 (11,1%)

4 4 (33,3%) 8 (88,9%)

5 1 (8,3%) 0

TEMPO DE CEC (min) 88 (27-121)* 83 (64-177)* 0,25
TEMPO DE CLAMPEAMENTO DA AORTA (min) 50 (0-90)* 47(24-77)* 0,94
TEMPERATURA DE RESFRIAMENTO (°C) 27 (+4)** 26 (4 3)** 0,37

Abreviaturas: n: nimero de pacientes; ASA: classificagdo do estado fisico do paciente da sociedade
americana de anestesiologia; CEC: circulagdo extracorporea.
* Mediana (valor minimo — valor maximo).

** Média + desvio-padrao.



72

Tabela 12. Variadveis pos-operatorias dos pacientes aciandticos e cianoticos

CARACTERISTICAS ACIANOTICOS (n=12) CIANOTICOS (n=9) P
INOTROPICOS

Dopamina 4 (33,3%) 0

Dopamina + Milrinone 2 (16,7%) 4 (44,4%)

Dopamina + Milrinone + Outro 6 (50,0%) 5 (55,5%)

TEMPO DE INTUBACAO (horas) 156 (1-504)* 24 (1-720)* 0,33
TEMPO DE INTERNACAO (dias) 23 (8-70)* 11 (8-40)* 0,12

Abreviaturas: n: nimero de pacientes.

* Mediana (valor minimo - valor maximo).



Tabela 13. Complicacdes pos-operatdorias dos pacientes aciandticos e cianoticos

COMPLICACOES ACIANOTICOS (n=12) CIANOTICOS (n=9)
Infecgao 9 (75,0%) 6 (66,7%)

Arritmia 6 (50,0%) 3 (33,3%)

MP Transitério 4 (33,3%) 2 (22,2%)

FMO 3 (25,0%) 3 (33,3%)

PCR 2 (16,7%) 1 (11,1%)

IRA 1 (8,3%) 1 (11,1%)

Crise Convulsiva 1 (8,3%) 1 (11,1%)

HP 1 (8,3%) 0

Abreviaturas: n: nimero de pacientes; MP: marca-passo; FMO: faléncia de multiplos
orgaos; PCR: parada cardiorrespiratoria; IRA: insuficiéncia renal aguda; HP: hipertensdo

pulmonar.



Tabela 14. Evolucio clinica dos pacientes acianoticos e cianéticos

EVOLUCAO ACIANOTICOS (n=12) CIANOTICOS (n=9)
Alta 11 (91,7%) 8 (88,9%)
Obito 1 (8,3%) 1 (11,1%)

Abreviaturas: n: nimero de pacientes.
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Tabela 15. Niveis plasmaticos das moléculas de adesdo soluveis dos pacientes

acianoticos e ciandticos conforme o periodo de tempo

ICAM-1 (ng/ml) ICAM-1 (ng/ml) VCAM-1 (ng/ml) VCAM-1 (ng/ml)
TEMPO Acianoticos Cianoticos P Acianoticos Cianoticos P
(n=12) (n=9) (n=12) (n=9)

Indugdo 537 4 L 117,1) 4416 (£140,9) 0,114 12364 (£2323) 10603 (£244,4) 0,117
Anestésica
Te“ggg’ 9 3805 (+88.5) 3187 (£88.0) 0,125 9428 (+2143) 8195 (+984) 0,129
Bhoras 4406 (£100,7) 4103 (:94,1) 0493 11589 (£238,9) 11128 (£1933) 0,642
apos CEC ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
26horas 4404 £127,5) 3946 (£110,7) 0418 1076, (£237.8) 9132 (£1657) 0,111
apos CEC ’ ’ ’ ’ ’ ’ , , , ’

Abreviaturas: ICAM-1: molécula de adesdo intercelular-1; VCAM-1: molécula de adesao celular-vascular-1;
ng/ml: nanogramas/mililitro; CEC: circulagao extracorporea.

Observacio: valores expressos como média + desvio-padrao.
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Figura 9. Niveis plasmaticos seqiienciais da ICAM-1 x diagndstico
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Abreviaturas: NS: ndo significativo; [ICAM-1: molécula de adesdo intercelular-1; CEC:

circulagdo extracorporea.

° Valor disperso
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Figura 10. Niveis plasmaticos seqiienciais da VCAM-1 x diagnoéstico
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Abreviaturas: NS: ndo significativo;VCAM-1: molécula de adesao celular-vascular-1; CEC:

circulagdo extracorporea.
° Valor disperso

* Valor disperso extremo
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DISCUSSAO

Durante a ultima década, tem sido demonstrada a participacdo ativa do endotélio na
homeostasia cardiovascular. Pesquisas extensas t€ém revelado que o endotélio exerce o
papel principal na regulacdo da permeabilidade, do tonus, da coagulagdo, da fibrindlise e da
inflamacdo. Esta regulacdo ¢ alcancada através da expressdo de proteinas de superficie
derivadas do endotélio ou da secrecao de fatores soltiveis biologicamente ativos (VERRIER

& MORGAN, 1998).

As moléculas de adesdo soluveis apresentam um papel estabelecido como mediadores
importantes da resposta inflamatoria em muitas situagdes clinicas e cirrgicas, entre elas a
exposicao aos circuitos de CEC (GEARING & NEWMAN, 1993; WAN et al., 1997;
HALL et al., 1997; KALAWSKI et al., 1998; ASIMAKOPOULOS & TAYLOR, 1998). Os
danos vascular e tecidual verificados ap6s o periodo de CEC envolvem interacdes entre os
leucdcitos e o endotélio, mediadas por varias moléculas de adesdo (BLUME et al., 1997).
Estudos tém demonstrado que estas moléculas sofrem modificacdes de diferentes
propor¢des em suas concentragdes plasmdticas durante e apds tal periodo
(ASIMAKOPOULOS & TAYLOR, 1998). No entanto, poucos estudos analisando o perfil
plasmatico das moléculas de adesdo soliiveis ICAM-1 e VCAM-1, incluindo lactentes
submetidos a cirurgia cardiaca com uso de CEC, existem na literatura. Além disso, ainda
ndo esta claro se existe diferenca nos perfis plasmaticos destas moléculas entre pacientes

aciandticos e cianoticos e se tais valores estdo associados a varidveis peri-operatorias.
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Através do presente estudo, buscou-se estabelecer os niveis basais das moléculas de adesao
soluveis ICAM-1 e VCAM-1 e seu perfil de modificacdo em lactentes aciandticos e
ciandticos, submetidos a cirurgia cardiaca com uso de CEC para corre¢do de defeitos
cardiacos congénitos. Além disso, procurou-se estabelecer correlagdes entre o perfil das
moléculas estudadas, as variaveis clinicas ¢ hemodinamicas e a evolugdo dos pacientes.
Outros estudos descritos na literatura analisaram o perfil das moléculas de adesdo soluveis
no pods-operatorio cardiaco de criangas submetidas a CEC (KILBRIDGE et al., 1994;
BOLDT et al., 1995; BLUME et al., 1997; TARNOK et al., 1999). No entanto, estes
estudos foram realizados com criangas de faixas etarias variadas, ndo havendo nenhum que

tenha incluido exclusivamente lactentes em suas populagdes.

1. Caracteristicas Clinicas da Populacio Estudada

Neste estudo foram avaliados 21 lactentes portadores de cardiopatias congénitas, sendo
57% aciandticos e 43% ciandticos. As patologias cardiacas mais comuns foram DSAV e
TOF. Do total de pacientes, 11 eram meninos e 10 eram meninas, com médias de idade de
6,6 meses ¢ de peso de 5,8 quilos. TARNOK et al. (1999) realizaram um estudo incluindo
18 criangas cardiopatas submetidas a CEC, com média de idade de 6,8 anos, portadoras, na
sua maioria, de CIA ou de CIV. BLUME et al. (1997) analisaram 56 pacientes cardiopatas
submetidos a cirurgia cardiaca com uso de CEC com média de idade de 1 ano (variagdo de
2 dias de vida a 19 anos de idade), sendo 41% do sexo masculino. As patologias cardiacas
congénitas mais comuns foram CIV e TOF. Trinta e sete por cento dos pacientes
apresentaram patologia cardiaca ciandtica. No estudo de BOLDT et al. (1995) foram

avaliadas 15 criangas submetidas a CEC com médias de idade de 1,8 anos (variagdo de 1
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semana de vida a 5 anos de idade) e de peso de 9 quilos. Sessenta e sete por cento das
criangas eram portadoras de cardiopatia congénita ciandtica, tendo a maioria apresentado o
diagnéstico de TOF. Nao ha descricdo de pacientes portadores de sindrome de Down nos

estudos citados.

O presente estudo, embora contendo um niimero relativamente pequeno de pacientes, tal
qual outros estudos descritos na literatura (KILBRIDGE et al., 1994; BOLDT et al., 1995;
TARNOK et al., 1999), apresentou uma amostra de pacientes mais homogénea, ao incluir
somente lactentes em sua selecdo. Isto permitiu uma comparacdo mais adequada entre os
pacientes do que aquela apresentada em alguns estudos como o de BLUME et al. (1997),
que incluiu 56 pacientes com ampla faixa de variagdo etria. Este ¢ o tinico estudo até o
momento realizado exclusivamente com lactentes submetidos a CEC, nos quais se
mensurou os niveis de ICAM-1 e VCAM-1 soltveis apds tal periodo. Da mesma forma,
neonatos foram excluidos em fun¢do de intimeras varidveis particulares a um organismo
ndo completamente maduro. Em relagdo ao diagnostico cardiologico, o estudo de
TARNOK et al. (1999) incluiu pacientes portadores de cardiopatias menos graves,
enquanto os demais foram comparaveis quanto a esta variavel, apresentando pacientes com

cardiopatias de maior complexidade terapéutica.

Verificou-se que todos os pacientes incluidos na amostra do presente estudo apresentaram
uma classificagdo de ASA maior que 3, caracterizando a maior gravidade dos mesmos. As
medianas dos tempos de CEC e de clampeamento de aorta foram, respectivamente, 87
minutos e 53 minutos e a temperatura média de resfriamento, 27°C. Todos os lactentes

necessitaram uso de drogas inotropicas no periodo pds-operatorio, tendo sido utilizadas trés
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drogas diferentes na maioria dos pacientes. A mediana do tempo de intubacdo foi de 72
horas ¢ a do tempo de internagdo foi de 21 dias. O estudo de BLUME et al. (1997)
encontrou um valor de mediana do tempo de CEC semelhante ao verificado no estudo
atual, correspondendo a 91,5 minutos. O valor da mediana do tempo de intubagao foi de 21
horas, ou seja, 3,4 vezes menor que aquele identificado no atual estudo. Talvez seja
importante considerar que 6 pacientes neste ultimo apresentavam diagnostico associado de
sindrome de Down, o que, potencialmente, pode ter determinado a evolugdo ventilatéria
nos pacientes avaliados. TARNOK et al. (1999) encontraram valores médios de tempo de
CEC ¢ de clampeamento de aorta de 69 minutos e de 37 minutos, respectivamente, ¢ de
temperatura de resfriamento de 31°C. Os tempos de CEC e clampeamento da aorta foram
menores do que aqueles verificados no presente estudo e no realizado por BLUME et al.
(1997). Outro estudo encontrou valores médios de tempo de CEC de 156 minutos e de
clampeamento de aorta de 85 minutos, ambos mais elevados que aqueles identificados no
estudo atual. Neste mesmo estudo, verificou-se que 66,7% dos pacientes necessitaram uso
de drogas inotrépicas e que a maioria dos pacientes foi extubada no primeiro pos-operatorio
(BOLDT et al., 1995)). Comparando-se o estudo atual com os descritos na literatura, pode-
se afirmar que pacientes que apresentaram diagnosticos cardiologicos semelhantes,
apresentaram tempos de CEC e de clampeamento de aorta também semelhantes (BLUME
et al., 1997) ou mais elevados (BOLDT et al., 1995), fato este diretamente dependente da
habilidade cirrgica especifica de cada servigo e da complexidade dos achados
morfologicos. Entretanto, aqueles pacientes portadores de CIV e CIA tiveram tempos de
CEC e de clampeamento de aorta menores que os encontrados no presente estudo
(TARNOK, 1999). O fato de a maioria dos pacientes do estudo atual terem necessitado de

trés drogas inotrdpicas no periodo pds-operatorio e de terem sido extubados mais
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tardiamente que os pacientes incluidos nos demais estudos sugere a maior gravidade do
grupo avaliado neste estudo. O longo periodo de internacdo (mediana de 21 dias) corrobora

tal inferéncia.

Em relagdo as varidveis hemodindmicas, a correlagdo ficou prejudicada em fungdo do
numero pequeno de pacientes nos diferentes momentos avaliados. Isto decorre de uma
evolucdo natural de retirada de cateteres invasivos, uma vez que o paciente estabiliza ao
longo das horas de pos-operatdrio imediato. Nas variaveis laboratoriais, o dado interessante
repousa nos niveis séricos de lactato, onde as médias nos diferentes periodos avaliados se
mantém dentro da normalidade. A literatura ¢ bastante prolifica quanto ao valor da
monitoriza¢do do lactato sérico e sua correlagdo com progndstico de pacientes submetidos a
cirurgia cardiaca (SIEGEL et al., 1996; CHARPIE et al., 2000; HATHERILL et al., 2000).

No entanto, os achados deste estudo, em relacdo ao lactato, ndo estdo de acordo com a

literatura.

2. Complicacoes Pds-operatorias e Evolucao Clinica

A complicagcdo pds-operatoria mais comum foi infec¢do, ocorrendo em 71,4% dos
pacientes. Faléncia de multiplos o6rgdos ocorreu em 29% da populagdo. Houve dois dbitos
pos-operatorios, conferindo uma taxa de mortalidade na populacdo estudada de 9,5%.
TARNOK et al. (1999) encontraram uma taxa de infecgdo igual a 5,5% em seus pacientes,
ou seja, 13 vezes menor que aquela identificada no presente estudo. Tal fato correlaciona-
se, provavelmente, com a gravidade dos pacientes e com a efetividade das rotinas para o

controle da infec¢do na unidade de terapia intensiva. A amostra populacional de tais autores
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incluiu pacientes na sua maioria, como ja descrito anteriormente, portadores de CIA e CIV
e com uma média de idade mais elevada. Conseqlientemente, estes pacientes
provavelmente apresentaram risco menor de infeccdo quando comparados a lactentes
portadores de patologias cardiacas congénitas mais complexas, tais como DSAV e TOF,
talvez por terem sido menos manipulados invasivamente no periodo peri-operatorio. Além
disso, o numero de portadores de sindrome de Down neste estudo possivelmente contribua
para a elevacdo das taxas de infecgdo, visto terem tais pacientes deficiéncias imunologicas

constitucionais proprias.

Observa-se, também, uma elevada taxa de bloqueio atrioventricular total nesta amostra de
pacientes (5 do total de 21), embora somente um tenha necessitado implantagdo de
marcapasso permanente. Novamente, tal observacdo esta diretamente relacionada a
terapéutica cirargica, incluindo varidveis como habilidade do cirurgido e complexidade das

malformagdes cardiacas.

3. Niveis Plasmaticos das Moléculas de Adesao Solaveis

As moléculas de adesdo sdo expressas nas superficies celulares dos neutréfilos e das células
endoteliais, apds estimulos especificos, entre eles a exposi¢do aos circuitos de CEC
(BOLDT et al., 1995; KALAWSKI et al., 1998; ASIMAKOPOULOS & TAYLOR, 1998).
Isto promove a adesdo entre tais células e desencadeia um processo celular intenso que
resulta em dano vascular e tecidual (BOLDT et al., 1995). Moléculas de adesdo soluveis
circulantes foram descritas na literatura e implicadas como marcadores da extensao do dano

vascular ¢ da doenga inflamatéria (GEARING & NEWMAN, 1993; BOLDT et al., 1995;
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BLUME et al., 1997), bem como do progndstico de algumas patologias (GEARING &
NEWMAN, 1993; COWLEY et al., 1994). E interessante observar que, neste grupo de
pacientes avaliados em relagdo ao comportamento dos niveis plasmaticos das moléculas de
adesdo, tanto a ICAM-1, quanto a VCAM-1, encontram-se elevadas no estado basal. A
implicancia deste achado ¢ a complexidade de fatores que permeiam o organismo de um
lactente cardiopata, incluindo a presenca constante de uma cascata inflamatodria, onde varias

fungdes fisiologicas encontram-se necessariamente afetadas.

3.1 Molécula de adesao intercelular-1 soluvel

A ICAM-1 pertence a superfamilia imunoglobulina e ¢ fracamente expressa nos leucécitos
e nas células endoteliais em repouso. No entanto, sua expressdo aumenta apos €xposi¢ao
das células endoteliais a IL-1B, TNF-a e LPS (KALAWSKI et al., 1998; LAWSON et al.,
1999). A interagao entre a ICAM-1 e as integrinas tem um papel importante na marginagao
e extravasamento dos leucdcitos aos sitios de inflamagao (KALAWSKI et al., 1998). A
forma soluvel da ICAM-1 tem sido identificada em varias situagdes patologicas, estando o
aumento de sua concentracdo relacionado a maior morbimortalidade (SESSLER et al.,
1993; SESSLER et al., 1995; ENDO et al., 1995). Niveis elevados desta molécula soluvel
tém sido identificados em pacientes com sepse, cancer, FMO, insuficiéncia cardiaca e apos
transplantes cardiacos (GEARING et al., 1992; BALLANTYNE et al., 1992; SESSLER et
al.,, 1993; SESSLER et al., 1995; ENDO et al., 1995; TSUTAMOTO et al., 1995;
GEORGE et al., 1997). Concentragdes variaveis da ICAM-1 té€m sido verificadas durante e

ap6s CEC, tanto em pacientes adultos, como em pacientes pediatricos submetidos a
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cirurgias cardiacas (BOLDT et al., 1995; BLUME et al., 1997; BOLDT et al., 1998;

KALAWSKI et al., 1998; TARNOK et al., 1999).

O presente estudo identificou um valor médio de ICAM-1 de 494,3 ng/ml durante a
inducdo anestésica, correspondendo ao valor basal. Esta concentragio foi
significativamente mais elevada que aquela considerada normal para adultos higidos,
fornecida pelo fabricante dos kits usados na dosagem desta molécula e para adultos
submetidos a cirurgia cardiaca com uso de CEC (BOLDT et al., 1995; CREMER et al.,
1996; BOLDT et al., 1998; KALAWSKI et al., 1998; BAUFRETON et al., 1999). O estudo
realizado por BOLDT et al. (1998) avaliou os niveis basais de ICAM-1 soluvel em seis
criangas com menos de cinco anos que seriam submetidas a cirurgias extensas, embora nao-
cardiacas, a fim de definir valores normais em criangas. Os niveis identificados variaram de
185 a 295 ng/ml, com média em 245 ng/mL, tendo sido mensurados com kits pertencentes
a empresa britdnica British Bio-technology Products, Abington, UK. Outro estudo
utilizando kits de dosagem de ICAM-1 da R&D Systems, Oxon, UK identificou niveis
basais de ICAM-1 soluveis iguais a 315 £ 71 ng/ml em criangas cardiopatas que seriam
submetidas a CEC e iguais a 297 + 244 ng/ml em criangas cardiopatas que seriam
submetidas a cirurgia cardiaca sem uso de CEC. Estes niveis ndo diferiram estatisticamente
entre os grupos e foram menores que os encontrados no presente estudo (TARNOK et al.,
1999). Este achado ¢ corroborado pelo estudo de BLUME et al. (1997), realizado com
pacientes cardiopatas de 2 dias a 19 anos de idade, que apresentaram valores basais de
ICAM-1 soluveis praticamente duas vezes menores que os identificados no estudo atual. A

diferenca entre os valores basais da ICAM-1 soluvel entre o presente estudo e os descritos
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previamente provavelmente relacionam-se as diferencas nas faixas etarias dos pacientes
destes estudos e, claramente, a gravidade dos mesmos. E bastante tentador inferir que o
estado inflamatério em que estes lactentes se encontravam no momento da correcao
cirirgica estava diretamente relacionado as alteragdes de fluxo, pressdo, perfusdo e

oxigenagao inerentes ao defeito cardiaco apresentado.

Os niveis médios da ICAM-1 soluvel ao término da CEC foram iguais a 353,8 ng/ml,
significativamente menores que os basais, estando de acordo com o que ja foi previamente
descrito na literatura (BOLDT et al., 1995; BLUME et al., 1997, TARNOK et al., 1999),
sendo possivelmente resultado da hemodilui¢do durante o periodo de CEC (BOLDT et al.,
1995; BLUME et al., 1997; BAUFRETON et al., 1999) e do seqiiestro das moléculas no
proprio circuito de CEC (BLUME et al., 1997). Posteriormente a este periodo, a molécula
de adesdo ICAM-1 soluvel apresentou aumento significativo de seus niveis, alcancando
valores médios de 427,6 ng/ml 8 horas ap6és CEC, mantendo-se inalterados 26 horas apds
CEC (422,1 ng/ml), embora nio alcancando os valores basais. Este comportamento da
ICAM-1 soluvel apds cirurgias cardiacas com CEC em criangas foi anteriormente descrito,
mantendo-se os niveis desta molécula ainda inferiores ao basais no segundo dia de pos-
operatorio (BOLDT et al., 1995; TARNOK et al., 1999). O estudo de BLUME et al. (1997)
mostrou comportamento semelhante, embora entre 6 e 18 horas apés CEC tenha ocorrido
queda nos niveis da molécula para posterior elevacdo com 42 horas, ndo tendo alcangado os
valores basais. Sabidamente, a CEC estimula uma série de reacdes inflamatorias com
liberagdo de mediadores que variam a sua curva de aparecimento na circulagdo sanguinea e
tecidos. Neste cenario, a elevagdo dos niveis de ICAM-1 pode dever-se a este fato e a um

estado ainda ndo balanceado poés-corre¢do do defeito cardiaco, o que acontece apos alguns
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dias de evolugdo. KILBRIDGE et al. (1994) detectaram niveis elevados de RNAm para
ICAM-1 e selectina-E em tecido atrial de pacientes submetidos a cirurgia cardiaca com
CEC. Interessantemente, tais niveis também foram observados ao ser analisado tecido ndo
cardiaco (musculo esquelético), apoiando a literatura cientifica que descreve uma reacao

inflamatoria disseminada em todos os tecidos apos CEC.

3.2 Molécula de adesao celular-vascular-1 solavel

A VCAM-1 também pertence a superfamilia imunoglobulina, sendo fracamente expressa
por células endoteliais ndo estimuladas (KALAWSKI et al., 1998). No entanto, durante
exposi¢do a agentes pro-inflamatorios, como a IL-1B, o TNF-a e a IL-4, ela torna-se
intensamente expressa pelas células endoteliais (KALAWSKI et al., 1998; LAWSON et al.,
1999). A forma soluvel da VCAM-1 apresenta niveis elevados em pacientes com cancer e
com doencas inflamatorias (GEARING & NEWMAN, 1993) e niveis variaveis apos
cirurgias cardiacas com uso de CEC em adultos e criancas (BOLDT et al., 1995, 1995;

BLUME et al., 1997; KALAWSKI et al., 1998)

No presente estudo verificou-se valores basais médios de VCAM-1 iguais a 1157,2 ng/ml,
sendo significativamente maiores que os considerados normais para adultos higidos,
verificados pelo fabricante dos kits para dosagem desta molécula, pertencente a R&D
Systems e para pacientes adultos que foram submetidos a cirurgia cardiaca com uso de
CEC (BOLDT et al., 1995, 1998; KALAWSKI et al., 1998). Um estudo realizado com

criancas que seriam submetidas a cirurgias nao-cardiacas e medidos com kits pertencentes a
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British Bio-technology Products, Abington, UK, encontrou niveis bastante inferiores desta
molécula (515 ng/ml, com variagao de 450 a 605 ng/ml) do que o atual estudo (BOLDT et
al., 1995). Os niveis basais de VCAM-1 soluvel descritos na literatura em criangas
cardiopatas que foram submetidas a CEC foram menores (564 ng/ml) em um estudo
(BOLDT et al., 1995) e semelhantes (1021 ng/ml) aos encontrados no atual estudo na
publicagio de BLUME et al. (1997). Este ultimo foi realizado com kits do mesmo

fornecedor (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA) que o estudo atual.

Os niveis de VCAM-1 soluvel foram significativamente menores ao término da CEC, como
descrito previamente na literatura (BOLDT et al., 1995; BLUME et al., 1997) e semelhante
com o que ocorreu com a I[CAM-1 soluvel, provavelmente relacionados a hemodiluicao
durante o periodo de CEC (BOLDT et al., 1995; BLUME et al., 1997; BAUFRETON et al.,
1999) e ao seqiiestro das moléculas no préprio circuito de CEC (BLUME et al., 1997). Oito
horas apos término da CEC os niveis de VCAM-1 aumentaram significativamente, embora
ndo atingindo os valores basais, fato verificado em outras andlises descritas na literatura
(BOLDT et al., 1995; BLUME et al., 1997). Vinte e seis horas apos término da CEC, os
niveis de VCAM-1 solivel permaneceram elevados, embora estatisticamente menores que
aqueles verificados 8 horas apés CEC. Uma diminui¢do dos niveis de VCAM-1 soltavel
entre 6 ¢ 18 horas apos CEC, com posterior elevacdo dos mesmos 42 horas apo6s tal periodo
foi verificado por BLUME et al. (1997). O estudo de BOLDT et al. (1995) provavelmente
ndo identificou este momento de queda dos niveis de VCAM-1 por ter utilizado periodos de
coleta diferentes (inducdo anestésica, durante CEC, fim da cirurgia, 1° pos-operatdrio e 2°

pOs-operatorio).
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Assim como observado com a ICAM-1, a VCAM-1 encontra-se expressivamente elevada
em condigdes basais pré-cirtrgicas, demonstrando o grau de inflamacdo presente em
lactentes portadores de defeitos cardiacos com repercussdo clinica significativa. Da mesma
forma, tais niveis voltam a se elevar proximo a oitava hora de pds-operatorio, quando os

efeitos inflamatorios causados pela CEC se fazem sentir em diferentes variaveis clinicas.

4. Perfil dos Dados Referentes a Pacientes Acianoticos e Ciandticos

Embora o presente estudo tenha mostrado algumas diferencas estatisticamente
significativas entre as varidveis de pacientes aciandticos e ciandticos, tais como peso e
classificagdo de ASA, ndo houve diferengas entre o comportamento das moléculas de
adesdo solaveis ICAM-1 ¢ VCAM-1 entre os grupos populacionais. E possivel que esta
analise tenha sido prejudicada quanto a sua forga estatistica para detectar diferengas entre
os grupos devido ao niumero limitado de pacientes em cada grupo. Observagdes diferentes
quanto ao perfil destas moléculas no pds-operatorio de lactentes submetidos a cirurgia

cardiaca com uso de CEC nao foram identificadas na literatura.

5. Consideracoes Finais

As interagdes entre os leucocitos e o endotélio representam o ponto final do processo
inflamatorio apds CEC (BOYLE et al., 1997; BAUFRETON et al., 1999). O surgimento de
moléculas de adesdo soluveis no sangue circulante parece ser um marcador do dano
microvascular, do dano tecidual e da extensdo da resposta inflamatoria (SPRINGER, 1990;

BOLDT et al., 1995; BAUFRETON et al., 1999). No entanto, o significado da sua presenca
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no plasma ainda n3o é completamente conhecido (ASIMAKOPOULOS & TAYLOR,

1998).

O presente estudo descreveu o perfil plasmatico das moléculas de adesdo soluveis ICAM-1
e VCAM-1 em lactentes ap6s cirurgia cardiaca com uso de CEC, realizada para corregao de
defeitos cardiacos congénitos. O comportamento destas moléculas esteve basicamente de
acordo com aquele apresentado pelos demais estudos realizados em criangas (BOLDT et
al., 1995; BLUME et al., 1997; TARNOK et al., 1999). Contudo, os valores basais das
moléculas de adesdo foram mais elevadas no estudo atual, quando comparadas com a
maioria dos estudos realizados em criangas e adultos submetidos a cirurgias cardiacas com
uso de CEC (BOLDT et al., 1995, 1995, 1998; CREMER et al., 1996; KALAWSKI et al.,
1998; BAUFRETON et al., 1999; TARNOK et al., 1999). Inferimos, assim, que esta
amostra de pacientes incluiu lactentes de maior gravidade e portadores de defeitos
cardiacos com repercussdo clinica mais expressiva, embora ndo tenha havido associacio
entre as variagdes dos niveis das moléculas de adesdo com as varidveis perioperatorias e a
evolucdo clinica dos pacientes, como descrito por BLUME et al. (1997). Finalmente, o
comportamento da ICAM-1 e da VCAM-1 soltuvel, bem como a evolucdo clinica apos

cirurgia cardiaca com CEC em lactentes acian6ticos e ciandticos foi semelhante.

A contribuicdo apresentada com os dados descritos neste estudo repousa no grupo de
pacientes onde, pela primeira vez na literatura, descreve-se o comportamento das moléculas
de adesdo soluveis ICAM-1 e VCAM-1 no primeiro ano de vida em pacientes portadores de
defeitos cardiacos congénitos submetidos a correcdo cirurgica com CEC. Além disso,

evidenciou-se solidamente a presenca, com base nos elevados niveis de tais moléculas
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previamente a cirurgia, de um constante estado inflamatorio nestes lactentes, causado
provavelmente pela doenga cardiaca e suas conseqiientes alteragdes nas fungdes

fisiologicas.

6. Limitacoes do Presente Estudo

Algumas limitagdes no estudo atual puderam ser verificadas e tentardo ser discutidas em

face dos dados disponiveis na literatura.

O pequeno niimero de pacientes envolvidos no estudo limitou o poder para avaliar a relacao
entre niveis de moléculas de adesdo soluveis e as variaveis peri-operatdrias e a evolucao
clinica dos pacientes. Esta ¢ uma das limitagdes que afeta quase todos os estudos que

investigam a resposta inflamatoria 8 CEC (ASIMAKOPOULOS & TAYLOR, 1998).

Este estudo incluiu pacientes supostamente mais graves que outros estudos descritos na
literatura (BOLDT et al., 1995; TARNOK et al., 1999). No entanto, os niveis das moléculas
de adesdo soluveis mensuradas e o curso evolutivo dos pacientes nao foi diferente quando

relacionados a gravidade do diagnostico cardiologico dos pacientes.

A diversidade de diagnosticos cardiologicos poderia ser um fator limitante do estudo atual.
Entretanto, os niveis das moléculas de adesdo e a evolucdo clinica dos pacientes nao

apresentaram diferencas significativas em relagdo ao diagndstico das patologias cardiacas.
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A cinética das moléculas de adesdo soluveis ¢ desconhecida. Niveis elevados podem refletir
o grau de sintese de molécula de adesdo celular e a expressdo de superficie destas
moléculas, a taxa de quebra da superficie celular ou a eliminagdo diminuida (BLUME et
al., 1997). Nao foi possivel, através dos dados do atual estudo, inferir qual o mecanismo
implicado. Da mesma forma, ¢ dificil estabelecer o grau de relagdo entre moléculas
circulantes e a sua expressao nos tecidos, fato este que determina a sua fungdo de adesdo e

migragdo de células inflamatorias para os tecidos.

Os perfis plasmaticos das moléculas de adesdo soluveis ICAM-1 e VCAM-1 identificados
no presente estudo aplicam-se a um grupo especifico de pacientes. Ou seja, sdo atribuiveis
somente a lactentes submetidos a cirurgias cardiacas para corre¢do de defeitos cardiacos

congénitos, com uso de CEC.

Finalmente, a auséncia de um grupo controle pediatrico utilizando o mesmo kit de dosagem
das moléculas pode ter sido também um fator limitante do estudo. Infelizmente, pela ndo
disponibilidade de kits suficientes para um numero maior de pacientes que incluisse

lactentes normais, esta analise nao foi estabelecida.

7. Implicagoes Futuras

Estudos futuros poderiam enfocar a correlagdo entre niveis circulantes de moléculas de
adesdo e sua expressdao em tecidos, o que efetivamente determina o trafego de células
inflamatorias através do endotélio. Da mesma forma, seria de interesse determinar, com um

grupo de pacientes suficiente para conferir forga estatistica, se existem diferencas entre
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pacientes cianoticos e aciandticos. Os pacientes acianoticos apresentaram, neste estudo, um
peso significativamente menor, o que pode se relacionar a presenga de insuficiéncia
cardiaca com hiperfluxo pulmonar. Um estudo demonstrou uma tendéncia a niveis maiores
de ET-1 em lactentes acianoticos comparados a lactentes cianoticos apos cirurgia cardiaca

com CEC (DALLE MULLE et al., 2001).

Sendo assim, novos estudos devem ser delineados considerando o constante aumento de
informacdes sobre modulagdo inflamatéria ¢ a sua interacdo nas diferentes situagoes
clinicas, com o objetivo de compreender adequadamente os seus mecanismos ¢ definir

possiveis estratégias futuras com implicacdes terapéuticas.
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TABELA 16. Criancas cardiopatas submetidas a cirurgias cardiacas com uso de CEC

VARIAVEIS ESTUDO ATUAL BOLDT et al. BLUME et al. TARNOK et al.
NUMERO DE PACIENTES 21 15 36 18
, 6,6 meses (30 dva 1 1,8 anos (1 semana 1 ano (2 dv a 19
MEDIA DE IDADE 6,8 anos
ano) dv a 5 anos) anos)
MEDIA DE PESO 58 Kg 9,0 Kg . .
PATOLOGIAS CARDIACAS
DSAV + TOF TOF CIV + TOF CIA + CIV
MAIS COMUNS
CIANOTICOS 57% 67% 37% -
TEMPO CEC 87 min (mediana) 156 min (média) 91,5 min (mediana) 69 min (média)

TEMPO CLAMPEAMENTO

AORTA

TEMPO INTUBACAO

USO DE INOTROPICOS

INFECCAO

53 min (mediana)

72 horas (mediana)

100%

71,4%

85 min (média)

Maioria extubada no

1° PO

66,7%

21 horas (mediana)

37 min (média)

5,5%

Boldt et al. — Anesth Analg 1995;81:1129-35

Blume et al. — Circulation 1997;96(Suppl.1I):11-352-11-7

Tarnok et al. — Pediatr Cardiol 1999;20:113-25
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CONCLUSOES

Os niveis plasmaticos basais das moléculas de adesao soluveis ICAM-1 e VCAM-1 sdo
aumentados em lactentes com cardiopatias congénitas aciandticas e cianéticas, no seu
estado basal, quando comparados aos valores existentes na literatura em pacientes

adultos higidos.

Os niveis plasmaticos das moléculas de adesdo soluveis ICAM-1 e VCAM-1 estdo
diminuidos ao término da CEC e aumentam apds exposi¢do a este periodo, em lactentes

submetidos a cirurgia cardiaca para correcdo de cardiopatias congénitas.

Nao houve diferencas significativas entre os niveis plasmaticos das moléculas de

adesdo soluveis ICAM-1 e VCAM-1 entre pacientes acian6ticos e ciandticos.

Nao houve associa¢do entre os niveis plasmaticos das moléculas de adesdo soluveis
ICAM-1 e VCAM-1 e as variaveis clinicas e hemodinamicas dos pacientes submetidos

ao estudo.

Nao houve associa¢do entre os niveis plasmaticos das moléculas de adesdo soluveis

ICAM-1 e VCAM-1 e o desfecho clinico dos pacientes participantes do estudo.
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ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

A crianga que nasce com defeitos no cora¢do muitas vezes necessita logo de cirurgia, a fim
de que ela possa crescer e se desenvolver adequadamente. Alguns dos problemas que
ocorrem apos a cirurgia cardiaca derivam do uso de uma maquina que funciona como

coragdo e pulmdes da crianca durante a cirurgia (circulagdo extracorpdrea).

O objetivo desta pesquisa ¢ definir o papel de certas substincias liberadas no sangue
durante a circulagdo extracorporea (chamadas de ICAM-1 ¢ VCAM-1) e suas influéncias
sobre os acontecimentos no periodo pds-operatério. Para que isto seja feito ¢ necessario
coletar um volume de sangue adicional junto com as coletas de rotina (2,0 ml). Este
volume de sangue ¢ pequeno e ndo causa risco de vida a crianca. Sera mantido sigilo das
informagdes coletadas e os dados serdo apresentados em conjunto com os dos demais
pacientes. Se ocorrer desisténcia da participacdo no estudo, ndo havera de forma alguma

restrigdes ao tratamento do paciente.

Bl e et ettt nneas , responsavel pelo
PACIEIEC. ...eeteeniieeiieette e et et e et e ette e bt e ssaeenbeesseeenseensaeenseeseeenseenseesnseenseennns , fui informado
dos objetivos especificados acima e da justificativa desta pesquisa, de forma clara e
detalhada. Recebi informagdes especificas sobre o procedimento no qual meu filho ou
tutelado estard envolvido e os desconfortos ou riscos previstos, tanto quanto sobre os
beneficios esperados. Todas as minhas dividas foram esclarecidas e sei que poderei

solicitar novas informagdes a qualquer momento.



118

Declaro, para todos os fins, que autorizo a inclusdo de meu filho ou tutelado no estudo

realizado pela Dra.Angela Hunsche.

Porto Alegre, ......... deeooiieieee e de 199....
ASSINATUTA dO TESPONSAVEL:....c.uiiieiieiiiiiieeiie ettt ettt e te e e et et e e beestaeesbeessaeessaesnneenne
Assinatura da investigadora - Dra Angela Hunsche:...........cccoooveiiiiiiiniiiciceccce e,
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