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“Ves, ld longe, os campos de trigo? Eu ndo como
péo. O trigo para mim n&o vale nada. Os campos
de trigo ndo me lembram coisa alguma. E isso é
triste! Mas tu tens cabelos dourados. Entdo sera
maravilhoso quando tiveres me cativado. O trigo,
que é dourado, fard com que eu me lembre de ti.
E eu amarei o barulho do vento no trigo...”

- Saint-Exupéry, Antoine de. Le petit prince,1943.

E a ciéncia sdo os cabelos dourados para mim,
nesses campos de trigo que sdo o mundo.
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RESUMO

A sindrome poés-parada cardiorrespiratéria ¢ o estado fisiopatolégico pods-
reanimacdo em pacientes que sofreram parada cardiaca, consequente do estresse oxidativo
gerado pela isquemia-reperfusdo. A hipotermia terapéutica leve pode reduzir o dano aos
tecidos sofrido pelos pacientes pds-parada. Porém, os mecanismos pelos quais a hipotermia
pode reduzir estes danos ainda precisam ser elucidados. Este estudo foi realizado em duas
partes. Sindrome pds-parada cardiorrespiratoria em modelo animal: 26 ratos sofreram
6 min de parada cardiaca em fibrilacdo ventricular e foram depois reanimados. Os animais
reanimados foram eutanasiados 2, 4 e 72-h pos-parada, e comparados ao grupo controle. O
volume de ejecdo do ventriculo esquerdo foi reduzido 2 e 4 h pds-reanimacdo, e
recuperado apds 72 h. Os niveis de troponina-T cardiaca altamente sensivel, isoprostanos e
8-hidroxiguanosina no tecido miocardico aumentaram 2 e 4 h pds-reanimacdo, e foram
recuperados apos 72 h. No miocardio, isoprostanos estdo correlacionados positivamente
aos niveis de troponina-T e inversamente com o volume de ejecdo do ventriculo esquerdo.
Os niveis de 8-hidroxiguanosina no miocérdio também estdo correlacionados
positivamente aos niveis de troponina- T e inversamente ao volume de ejecdo do ventriculo
esquerdo. Os resultados evidenciam que a peroxidacdo e o dano oxidativo ao DNA no
tecido miocardico podem estar relacionados ao dano e a disfuncdo do miocardio durante as
primeiras horas pos-parada cardiaca. Hipotermia terapéutica em pacientes durante a
sindrome pds-parada cardiorrespiratdria: Foram incluidos pacientes vitimas de parada
cardiaca intra- e extra-hospitalar, internados em unidade de terapia intensiva de 2011 e
2012, para receber o tratamento padrdao (n= 31) ou hipotermia terapéutica (n= 11). A
hipotermia leve (32-34°C) foi induzida 4-5 h pos-reanimacédo durante 24 h. Dados clinicos
e amostras de sangue venoso foram coletadas 6, 12, 36 e 72 h pos-parada. Os niveis séricos
de malondialdeido (marcador de peroxidagdo lipidica), e os niveis de grupos carbonila
(marcador de oxidativo em proteinas) no plasma, foram significativamente reduzidos pela
hipotermia terapéutica. A atividade antioxidante das enzimas superdxido dismutase,
glutationa peroxidase e glutationa-S-transferase esti significativamente aumentada em
eritrocitos no grupo hipotérmico. A atividade da paraoxonase esta diminuida no soro de
pacientes tratados com hipotermia. A atividade da enzima geradora do radical &nion
superoxido xantina oxidase esta diminuida 36 e 72 h p6s-parada no grupo hipotérmico. Os
dados mostram que a hipotermia reduz significativamente o dano oxidativo p6s-parada
cardiorrespiratoria e, a0 menos em parte, restaurou a reducdo das defesas antioxidantes

durante a sindrome pds-parada cardiorrespiratoria.



ABSTRACT

The post-cardiac resuscitation syndrome is a pathophysiologic state after the
successful cardiopulmonary resuscitation in cardiac arrest patients, consequent of oxidative
stress after ischemia-reperfusion. The mild hypothermia treatment may improve the tissue
damage in post-cardiac arrest patients. The mechanisms involving cardiac arrest
pathophysiology and hypothermia treatment are not well elucidated. The study presents
two parts. Post-cardiac resuscitation syndrome in animal model: Untreated ventricular
fibrillation for 6 min was induced in 26 rats followed by cardiopulmonary resuscitation.
Resuscitated animals were sacrificed at 2, 4 and 72 h, and were compared to a control
group. Left ventricular ejection fraction was reduced at 2 and 4 h following resuscitation,
while it was similar at 72 h. Inversely, high sensitivity cardiac troponin T, isoprostanes and
8-hydroxyguanosine levels increased at 2 and 4 h post-resuscitation, while returned to
baseline 72 h later. Myocardial isoprostanes were directly related to high sensitivity
cardiac troponin T levels and inversely related to left ventricular ejection fraction.
Myocardial 8-hydroxyguanosine, biomarker of DNA damage, were also directly related to
high sensitivity cardiac troponin T levels and inversely related to left ventricular ejection
fraction. The results provide evidence that lipid peroxidation and DNA oxidative damage
in myocardial tissue are closely related to myocardial injury and dysfunction during the
initial hours following cardiac arrest. Hypothermia treatment for post-cardiac
resuscitation syndrome patients: Intensive care unit patients admitted in 2011 and 2012,
victims of in-hospital or out-of-hospital cardiac arrest were screened for the study. Patients
were assigned for standard care (n= 31) or therapeutic hypothermia (n= 11). Mild
hypothermia  (32-34°C) was induced 4-5h after successful cardiopulmonary
resuscitation for 24 h. Clinical data and venous blood samples were collected 6, 12, 36 and
72 h post-cardiac arrest. Serum malondialdehyde levels (lipid peroxidation biomarker) and
plasma carbonyl levels (oxidative protein damage biomarker) were decreased in
hypothermic group at all time-points. The enzymatic antioxidant activities of superoxide
dismutase, glutathione-S-transferase and glutathione peroxidase were increased in the
hypothermic group at all time-points. Differently, the paraoxonase activity, a high-density
lipoproteins antioxidant enzyme, was decreased in hypothermic group. Presented data
show hypothermia treatment decreased oxidative damage and, at least in part, reduced the

impairment of antioxidant defenses during post-cardiac resuscitation syndrome.



Lista de abreviag0es:

ATP, adenosina trifosfato.

COX-2, ciclooxigenase-2.

CuZnSOD, superodxido dismutase citoplasmatica.
DNA, acido desoxirribonucleico.

EC-SOD, superdxido dismutase extracelular.
eNOS, oxido nitrico sintase endotelial.
EROs, espécies reativas de oxigénio.

ERNSs, espécies reativas de nitrogénio.

GPx, glutationa peroxidase.

GR, glutationa redutase.

GSH, glutationa reduzida.

GSSG, glutationa oxidada.

GST, glutationa-S-transferase.

hs-cTnT, troponina-T cardiaca altamente sensivel.
IL-1p, interleucina-1p.

IL-6, interleucina-6.

I/R, isquemia-reperfusdo.

LOOH, peréxido lipidico.

MDA, malondialdeido.

MnSOD, manganés superoxido dismutase.
MRNA, &cido ribonucleico mensageiro.
NAD?, nicotinamida adenina dinucleotideo.
NOS, oxido nitrico sintase.

NSE, enolase neurdnio-especifica.

PCR, parada cardiorrespiratoria.

PON, paraoxonase.

ROOH, peroxidos.

ROSC, retorno da circulagéo espontanea.
S100B, proteinas sericas S100B.

SOD, superdxido dismutase.

SPCR, sindrome pds-parada cardiorrespiratoria.
TRX, tiorredoxina.

TNF-a, fator-o de necrose tumoral.



UTI, unidades de terapia intensiva.
XDH, xanthina desidrogenase.
XDR, xantina oxidorredutase.

XO, xantina oxidase.

Fdérmulas quimicas:

Ar, argbnio.

Ca', calcio.

Cu™, cobre.

Fe™, ferro.

H, hidrogénio.

H-,0, agua.

H,0O,, peroxido de hidrogénio.
Mg, magnésio.

N>, nitrogénio.

‘NO, éxido nitrico.
O3, oxigénio.

0,", superdxido.

O3, 0zOnio.

ONOQO', peroxinitrito.



Estresse oxidativo e hipotermia terapéutica durante a sindrome pos-parada

cardiorrespiratoria

1. INTRODUCAO
1.1 Sindrome pds-parada cardiorrespiratoria

A parada cardiorrespiratdria (PCR) é uma emergéncia médica definida como a
parada abrupta da ventilacdo e circulagdo sanguinea espontaneas, prontamente reconhecida
pela auséncia de pulsos palpaveis, auséncia de movimentos respiratérios efetivos e falta de
resposta a estimulos (American Heart Association, 2005). A PCR é responsavel por cerca
de 330 mil dbitos dentro e fora de hospitais e departamentos de emergéncia anualmente
nos Estados Unidos (Nolan et al., 2008). A taxa de mortalidade pds-PCR é semelhante
em diversos paises. Segundo dados da Canadian Critical Research Network, a taxa de
mortalidade hospitalar foi de 65% em 1.483 pacientes pds-PCR internados em unidades de
terapia intensiva (UTI) (Keenan et al., 2007). Um estudo policéntrico realizado em 2006, o
National registry of cardiopulmonary resuscitation-NRCPR, calculou uma taxa de
mortalidade hospitalar de 67% dos 19.189 pacientes adultos vitimas de PCR (Nadkarni et
al., 2006). No Reino Unido, a taxa de mortalidade avaliada foi de 71,4% em 8.987
pacientes p6s-PCR internados em UTI, chegando ao 6bito antes de receber alta hospitalar
(Nolan et al., 2008). E importante ressaltar que, em geral, a taxa de sobrevivéncia intra-
hospitalar p6s-PCR, que pode variar de 13 a 37%, € muito menor que a taxa calculada para
o total de paradas cardiacas, avaliada em cerca de 90%. Isso se deve ao estado de
gravidade dos pacientes internados em UTI (Kazaure, Roman e Sosa, 2013). AEm disso,
de 25 a 67% dos ébitos intra-hospitalares ocorrem dentro das primeiras 24 h de internacao
(Sandroni et al., 2004). Apds a alta hospitalar ainda existe uma importante taxa de 6bitos,

apesar de menor que em pacientes internados. Por exemplo, em um estudo envolvendo 245
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pacientes com idade média de 70 anos, do total de pacientes que receberam alta, 17,2%

ainda estavam vivos ap6s 32 meses (Di Bari et al., 2000).

No Brasil existem poucos dados epidemiolégicos, porém o nimero de mortes em
2012 foi avaliado em 273.000 mortes/ano, uma média de 748 casos por dia (Negovsky,
2012). Avaliando-se o nimero total de pacientes internados em diversas UTI nos Estados
Unidos por um periodo de 10 anos, constatou-se que a frequéncia de PCR no ano de 2000
era de 1:453, subindo gradativamente a cada ano para 1:339 até 2009, representando um
aumento de 33,7%. Apesar disso, a sobrevivéncias dos pacientes passou de 20,6% para
26,8% no mesmo periodo. E possivel que parte do aumento no ndmero de PCR ocorreu
devido a crescente prevaléncia de doengas cardiovasculares na populacdo estudada.
Interessantemente, os pacientes mais recentes, de 2009, sdo mais jovens e com menor
renda quando comparados a populacdo no inicio do estudo, em 2000 (Kazaure, Roman e

Sosa, 2013).

Existe grande dificuldade em calcular o custo da PCR para o sistema de saude, ja
que este custo pode variar de acordo com a localizac¢éo do paciente no momento da parada
(extra- ou intra-hospitalar), o tempo de internacdo e de coma do paciente, a gravidade do
quadro, necessidade de tratamento para complicagcbes pulmonares, sepse e outras
comorbidades, necessidade de intervencdo cirdrgica, etc. Um dos poucos estudos recentes
concluiu que pacientes que tiveram PCR extra-hospitalar internados em UTI no Reino
Unido por um total de 696 dias, custaram £17.000/paciente (68 pacientes foram internados
neste periodo), cerca de R$100.000 por paciente (Petrie et al., 2015). Em um estudo
multicéntrico nos Estados Unidos, o custo das hospitalizacbes de pacientes p6s-PCR foi
calculado por um periodo de 10 anos. Um total de $ 19,9 bilhdes de ddlares foram gastos
nos mais de 300 milhGes de pacientes internados no periodo, e 63% deste valor foi gasto

no tratamento de pacientes que tiveram Obito durante a hospitalizagdo. Porém, o custo
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medio da internacdo dos pacientes sobreviventes foi significativamente maior ($28.917)
emrelacdo aos ndo sobreviventes ($13.229), assim como 0s custos diarios das internacdes,

avaliados em $3.774 e $3.053, respectivamente (Kazaure, Roman e Sosa, 2013).

A PCR pode ser classificada de acordo com o ambiente da ocorréncia: extra- ou
intra hospitalar, mas também de acordo com o ritmo céardico da parada cardiaca. Existem
quatro ritmos que levam a parada cardiaca sem pulso: fibrilacdo ventricular (VF),
taquicardia ventricular (VT), atividade elétrica sem pulso (PEA) e assistolia. A
determinacdo do ritmo de parada é de extrema relevancia para se determinar o manejo dos
pacientes, e assim aumentar as chances de sucesso na reanimacdo cardiopulmonar

(American Heart Association, 2005).

A maioria dos estudos considera que a reanimagdo do paciente p6s-PCR é bem-
sucedida quando a circulacdo se mantém por >20min, e € denominada retorno da
circulacdo espontanea (ROSC, do inglés return of spontaneous circulation) (Nolan et al.,
2008). Atualmente, os protocolos de reanimacdo cardiopulmonar estdo bem estabelecidos,
porém é importante ressaltar que a reanimacdo do paciente pode ocorrer de diferentes
maneiras dependendo da situacdo em que ocorreu, por exemplo, se foi extra- ou intra-
hospitalar, ou se o paciente foi primeiramente atendido por leigos ou pela equipe
hospitalar. A utilizagdo da suflacdo e massagem cardiaca por compressdo manual toracica
é essencial para o atendimento em paradas extra-hospitalares, e o treinamento da
populacdo para sua utilizacdo é de interesse publico. No ambiente intra-hospitalar o
protocolo de reanimacdo pode envolver o uso de desfibrilador, manobra manual de
massagem cardiaca, massageador cardiaco mecanico, massagem cardiaca de peito fechado
ou aberto, massagem cardiaca direta e desfibrilacdo direta, administracdo de adrenalina e

vasopressores, dentre outras opgdes.
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As manobras de reanimacdo pos-PCR comegaram a apresentar importante sucesso
na metade do seculo XX. Por esse motivo, em 1953 Stephenson e colaboradores puderam
descrever pela primeira vez a existéncia da alta mortalidade apds o retorno do batimento
cardiaco dos pacientes (Stephenson, Reid e Hinton, 1953). No inicio dos anos 70,
Negovsky e colaboradores reconheceram que a reanimacao dos pacientes levava a um
conjunto bem definido de caracteristicas patoldgicas que ndo estavam presentes nos
pacientes antes da reanimagdo. Esta sindrome é hoje chamada de sindrome pos-parada
cardiorrespiratéria (SPCR), definida como o estado fisiopatolégico p6s-ROSC, que
surge devido ao processo de isquemia-reperfusdo (I/R) generalizado. As principais
patologias consequentes da I/R durante a SPCR sdo: lesdo cerebral, que pode gerar desde
convulsdes até disfuncbes cognitivas, coma, estado vegetativo persistente ou morte
cerebral; disfuncdo do miocardio, gerando uma evidente reducdo do débito cardiaco,
arritmias e até mesmo podendo levar ao colapso cardiovascular; e resposta sisttmica a
I/R, incluindo hipoxia, isquemia, hipotenséo, febre, hiperglicemia, suscetibilidade a

infecces e evidente inflamacéo sistémica (Nolan et al., 2008; Negovsky, 2012).

De acordo com a evolucdo do estudo da fisiopatologia da SPCR, foi possivel

dividi- la em fases pds-reanimacao:
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Fases da Sindrome
pos-parada cardiorrespiratoria

Fase Objetivos

ROSC
Imediata

20 min s——

Precoce Prevengao
do dano e
6-12 h eo——— suporte
aos
orgaos

Intermediaria

72 h co——————— |Prognostico

Recuperagao

Alta L}

Reabilitagao

Fig. 1. Fases da sindrome p6s-parada cardiorrespiratoria. ROSC, retorno da circulacdo esponténea.

Modificado de Nolan et al,. 2008.

A fase imediata, que é definida como os primeiros 20 min pos-reanimacao; a fase
precoce, entre 20 min e 12 h pos-reanimacédo, onde intervencdes sdo mais eficazes; a fase
intermediaria, entre 12 e 72 h pds-reanimagdo, quando as vias de dano aos tecidos ainda
estdo ativas e um tratamento mais agressivo geralmente é aplicado; e a fase tardia, apos
72 h da reanimacdo, quando o progndstico do paciente torna-se confiavel (Nolan et al.,
2008). Apos a reanimagdo, 0 paciente € considerado tecnicamente vivo, porém o indice de

mortalidade é alto durante todas as fases da SPCR, com uma mediana de 1,5 dias.

Importantemente, pacientes rapidamente reanimados ndo apresentam SPCR. Assim,

é evidente que quando maior o tempo levado para a reanimacdo, atingindo o ROSC,
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maior o dano aos tecidos. Corroborando esta ideia, 0 National registry of cardiopulmonary
resuscitation avaliou diferentes tempos de reanimacdo pos-PCR, demonstrando que 62%
dos 17.183 adultos que tiveram reanimag¢do com um tempo de 20 min ou mais para atingir
0 ROSC ndo sobreviveu a internacdo hospitalar (Nadkarni et al., 2006). O tecido mais
rapidamente atingido pela I/R, e também de maior importancia na recuperacdo do paciente,

é o tecido cerebral (Laver et al., 2004).

A lesdo cerebral pds-PCR € a principal causa de mortalidade e morbidade em
pacientes durante a SPCR. Em um estudo com pacientes que sobreviveram a internagcdo na
UTI, mas que posteriormente morreram no hospital, a lesdo cerebral foi causa de morte em
68% dos pacientes vitimas de PCR extra-hospitalar e em 23% dos pacientes vitimas de
PCR intra-hospitalar (Kliegel et al., 2004). Dos pacientes sobreviventes, 10 a 40%
permanecem com danos cerebrais significativos (Safar, 1988). Também, sabe-se que 80%
dos pacientes que atingiram o ROSC permanecem inconscientes por variaveis periodos de
tempo e 20% deles evoluem para um estado de coma (Mori et al., 2000) devido a limitada
tolerdncia do cérebro a I/R. Ainda, estudos tém reportado que mesmo apés manter o ROSC
de forma estavel em pacientes internados, de 8 a 16% apresentam morte cerebral (Nolan et
al., 2008). Os mecanismos que levam a lesdo cerebral pela SPCR incluem
excitotoxicidade, alteragdo na homeostase do calcio (Ca™), formagdo de radicais livres,
disfuncdo mitocondrial, ativacdo de proteases, alteragdo na expressdo de genes e ativagédo
de vias de sinalizagdo relacionadas a morte celular. Muitos desses mecanismos ocorrem
horas ou até 3 dias ap6s o retorno da circulacdo espontanea (Neumar, 2000). Por este
motivo o desenvolvimento de novos tratamentos para SPCR deve visar principalmente as

primeiras 72 h p6s-ROSC.

A disfuncdo do miocardio pds-PCR tambem contribui para mortalidade dos

individuos durante a SPCR (Neumar, 2000). A disfuncdo é caracterizada pela falha
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mecanica do miocardio que persiste depois da reperfusdo, apesar da aparente auséncia de
danos irreversiveis e da restauracdo do fluxo coronariano normal ou quase normal (Bolli,
1998). Apesar da grande instabilidade hemodindmica e de variagdes individuais nos
primeiros minutos pés-PCR, algumas caracteristicas da instabilidade hemodinamica séo
evidentes durante SPCR, como a reducéo da fracdo de ejecdo, reducdo do débito cardiaco e
hipotensdo (pressdo arterial média interior a 75 mmHg) (Nolan et al., 2008).
Interessantemente, tanto estudos em modelos experimentais como estudos pré-clinicos e
clinicos indicam que esta disfuncdo é transiente e pode ser completamente revertida
naturalmente em danos mais leves, ou através de tratamento em danos mais graves (Ruiz-

Bailen et al., 2005; Nolan et al., 2008; Gong et al., 2012).

O dano aos Orgdos e tecidos pos-1/R é consequente do dano oxidativo, da
inflamacdo generalizada, da ativacdo de cascatas de coagulacdo e de ativacdo das vias de
morte celular, que contribuem para a falha maltipla de 6rgdos que pode ocorrer durante a
SPCR. Além disso, a propria instabilidade hemodinamica contribui para a falha mualtipla
dos 6rgaos (Neumar, 2000). A proporcao em que as vias de necrose e apoptose contribuem
para 0s danos aos tecidos p6s-PCR ainda é discutida, porém sabe-se que cada via de morte
celular é mais frequente dependendo do tecido e até mesmo do tipo celular, além de
depender do tempo de isquemia. Tecnicas testadas com o intuito de melhorar a oxigenacao
cerebral durante a reperfusdo pds-reanimagdo apontam para o estresse oxidativo como um
importante fator que contribui para a morte celular neste tecido. Comparando-se a
utilizacdo de 100% ou 21% de oxigénio (O2) na ventilacdo mecénica durante a reperfusdo
p6s-PCR, existe aumento de marcadores de dano oxidativo e de dano neuronal (Vereczki et

al., 2006; Richards et al., 2007), podendo afetar outros tecidos de forma semelhante.

Ainda, o paciente pode apresentar a patologia que o levou a PCR conjuntamente

com a SPCR, agravando ainda mais seu quadro clinico (Sterz et al., 1991; Nolan et al.,
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2008). Hoje, as doengas cardiovasculares, pulmonares e tromboembdlicas sdo as que mais
levam pacientes a parada cardiaca. A doenca arterial coronariana esta presente na maioria
dos pacientes que sofrem PCR extra- hospitalar. De acordo com esta perspectiva, o infarto
agudo do miocéardio é a causa mais comum de morte slbita de origem cardiaca e esta
presente em aproximadamente 50% dos pacientes vitimas de PCR reanimados (Bulut et al.,
2000). Dentre as principais causas de parada cardiaca em pacientes intra- ou extra-
hospitalares atendidos em UTI, podemos incluir: doencas cardiovasculares, como
sindromes coronarianas agudas e infarto agudo do miocardio; doencas pulmonares, como
asma e doenca pulmonar obstrutiva crbnica; acidentes vasculares cerebrais; doencas
tromboembdlicas como embolia pulmonar; overdoses e envenenamentos; doengas
infecciosas como sepse e pneumonia; e hipovolemias causadas por hemorragia ou
desidratacdo (Nolan et al., 2008). Além disso, essas doencas podem se agravar apos 0O
ROSC (Ornato et al., 1985), tornando essencial a identificacdo e imediato tratamento da

causa que levou o paciente a PCR.

Atualmente, grande parte do tratamento do paciente durante a SPCR é baseado no
tratamento individual das patologias que o levaram a parada e, quanto mais rapidamente a
intervencdo for iniciada, melhor o desfecho clinico. Outros cuidados sdo considerados
protocolo-padrdo no tratamento do paciente pos-PCR e melhoram o seu quadro clinico.
Esses cuidados incluem: a reanimacdo do paciente; controle da sepse através de
antibioticos; o controle hemodinamico e da ventilagdo, com foco no controle da pressao e
da reoxigenacdo sanguinea; o controle da glicemia e da temperatura corporal,
principalmente evitando a hipertermia (Oddo et al., 2006; Nolan et al., 2008), dentre outras
intervencdes. Além disso, os pacientes sdo mantidos sob um sistema de reperfusdo
controlada. Este tratamento tem como objetivo reduzir os danos causados pela I/R, e tem

melhorado o prognostico desses pacientes (Beyersdorf, 2009). O controle da pirexia (ou
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febre) é considerado de fundamental importdncia para o desfecho clinico de pacientes
durante a SPCR. Durante as primeiras 72 h p6s-ROSC o risco de morte cerebral aumenta
consideravelmente em pacientes com temperatura corporal acima de 39 °C. AEm disso, a
cada grau acima de 37 °C o desfecho clinico dos pacientes piora (Zeiner et al., 2001; Nolan
et al., 2008). Importantemente, 0 uso terapéutico de hipotermia induzida tem melhorado o

prognostico de pacientes pos-PCR.

1.2 Hipotermia terapéutica

A hipotermia terapéutica tem sido recomendada como tratamento para SPCR a
partir de 2002, devido a publicacdo de dois importantes estudos prospectivos, controlados e
randomizados sobre o tratamento na revista The New England Journal of Medicine. Nestes
estudos, a sobrevivéncia e o quadro neuroldégico dos pacientes apresentaram melhora
significativa com o tratamento em hipotermia (32°-34 °C) durante 12 h (Bernard et al.,

2002) e 24 h (Holzer et al., 2002) quando comparados a pacientes normotérmicos.

39+
Normotermia, n=124

36
Temperatura
interna, °C
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33
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Horas apods o retorno da circulagéo espontanea (ROSC)

Fig. 2.Temperatura da bexiga em pacientes normotérmicos vs. hipotérmicos pds-parada cardiaca. Modificado

de Holzer et al., 2002.
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Fig. 3. Sobrevivéncia em 200 dias de pacientes normotérmicos vs. hipotérmicos poés-parada cardiaca.

Modificado de Holzer et al., 2002.

O estudo da hipotermia terapéutica em pacientes foi realizado em 273
individuos de 9 hospitais europeus, com pacientes que sofreram PCR em fibrilacdo
ventricular. O protocolo de hipotermia teve duragdo de 24 h, seguido de fase de
reaquecimento de 12 h. Foi demonstrado significativo desfecho neuroldgico favoravel em
55% dos individuos submetidos a hipotermia, comparado a 39% em pacientes
normotérmicos. Importantemente, houve significativa reducdo da mortalidade no grupo
hipotérmico (41%) comparado ao normotérmico (55%) (Holzer et al., 2002). Na Australia,
outro estudo randomizado envolvendo 77 pacientes p6s-PCR em fibrilagdo ventricular,
tratados a partir de 2 h pds-PCR com 12 h de hipotermia (33 °C), apresentaram semelhante
melhora do quadro neuroldgico e maior sobrevivéncia dos pacientes tratados (Bernard et
al., 2002). A partir destes estudos a International Liaison Commitee on Resuscitation
(ILCOR) e a American Heart Association (AHA) passaram a recomendar o tratamento
com hipotermia leve (33 °C por 12-24 h) em pacientes p6s-PCR, caso o ritmo da parada
cardiaca fosse fibrilacdo ventricular (American Heart Association, 2005). Além disso,

outros grupos vém avaliando e confirmando a eficiéncia da hipotermia na melhora no
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guadro neurolégico e maior taxa de sobrevivéncia em pacientes p6s-PCR (Testori et al.,
2011). Em 2013, uma meta-analise avaliou 63 estudos que comparavam pacientes
normotérmicos e hipotérmicos p6s-PCR, mostrando que apesar dos efeitos adversos do
tratamento, a hipotermia terapéutica € um método seguro e que traz beneficios a
sobrevivéncia durante a internacdo dos pacientes tanto a curto (um més) como em médio
prazo (seis meses) (Xiao et al.,, 2013). Outra meta-analise, de 2015, ndo encontrou
beneficio significativo na sobrevivéncia de todos pacientes 180 dias ap6s o tratamento,
porém este pareceu benéfico para pacientes em parada com ritmos chocaveis (fibrilacdo
ventricular e taquicardia ventricular sem pulso) e também melhorou a funcdo neurologica

avaliada no momento da alta hospitalar (Zhang, X. W. et al., 2015).

O tratamento utilizando hipotermia pode ser dividido em trés etapas: inducao,
manutencao e reaquecimento, como mostrado na Fig. 4. Diversos estudos clinicos e em
modelo animal estdo tentando avaliar o melhor momento para o inicio da inducdo da
hipotermia apds a reanimacdo, que hoje € iniciado dentro das primeiras 6 h pds-ROSC
(Scirica, 2013). A instituicdo do tratamento deve ocorrer 0 mais precocemente possivel, uma
vez que um pior prognostico neuroldgico esta relacionado a demora no inicio da terapia
(Shoemaker, Appel e Kram, 1988; Bernard et al., 2002; Holzer et al., 2002). Porém, existem
estudos que admitem ndo existir grandes diferencas em se induzir a hipotermia 1 ou 4 h apos

0 ROSC (Lampe e Becker, 2011).
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Fig. 4. Fases da hipotermia terapéutica. Modificada de Scirica, 2013.

Atualmente, utiliza-se um sistema combinado de técnicas para a reducdo da
temperatura corporal, incluindo administracdo de salina gelada intravenosa, compressas de
gelo na cabeca, pescoco, axilas e virilhas, tendas de circulacdo de ar frio, assim como
sistemas de cobertores térmicos refrigerados com controle da temperatura automatico. A
utilizacdo de sistemas automaticos de controle da temperatura corporal € muito eficiente
durante o periodo de tratamento, pois evita flutuacdes na temperatura e facilita sua
manutencdo, ja que a hipotermia deve ser mantida por um grande periodo de tempo, de 12 a
24 h. Os sistemas automaticos também apresentam uma grande vantagem na fase de
reaquecimento, pois 0 aumento da temperatura deve ser lento e gradual, normalmente
estipulado para ocorrer durante um periodo de 12 h, calculado para uma velocidade de 0,25
°C/h. O método combinado, que inclui tanto técnicas que reduzem a temperatura corporal de
forma externa e interna concomitantemente € considerado Otimo, pois evita grandes
variagdes de temperatura e reduz o tempo levado para atingir a temperatura-alvo na fase de
inducdo. Obviamente, o organismo do paciente tentard combater a hipotermia atraves de

tremores. Por esse motivo, blogueadores neuromusculares sdo utilizados para evitar o
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aumento da taxa metabdlica e a geracdo de calor durante todas as fases do tratamento, assim
como sedativos para reduzir a dor e o desconforto gerados pela reducdo da temperatura

corporal (Nolanet al., 2008; Scirica, 2013).

Além dos estudos clinicos realizados em pacientes internados, estudos prévios e
mais atuais em modelo animal tém reafirmado o beneficio neuroldgico da hipotermia leve
p6s-PCR (Stephenson, Reid e Hinton, 1953; Sterz et al., 1991; Ginsberg et al., 1992;
Weinrauch et al., 1992; Kuboyama et al., 1993; Safar et al., 1996; Colbourne, Lie Buchan,
1999; Gong et al., 2012) e também o aumento da sobrevivéncia dos individuos através do
tratamento. A Fig. 5 mostra a evidente melhora no quadro neurolégico em porcos tratados

com 12 hde hipotermia leve, 24 e 72 h p6s-PCR (Fig. 5).
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Fig. 5. Reducdo do déficit neurologico 24 e 72 h pés-parada cardiaca em porcos tratados com 12 h de

hipotermia leve. Figura modificada Gong et al, 2012. NT, grupo normotérmico. HT, grupo hipotérmico.

No tecido cerebral de ratos tratados com hipotermia a 32-33 °C por 24 h, foi

evidenciada a reducdo da perda de células neuronais e da liberacdo das citocinas
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inflamatorias fator-o de necrose tumoral (TNF-a) ¢ interleucina-6 (IL-6) (Xiong et al.,
2009). Ainda, em modelo de PCR em ratos comparando 5 e 7 min de parada e trés
diferentes duracdes de hipotermia terapéutica, 1, 2 e 4 h, o marcador de dano neuronal
S100B e o dano ao hipocampo evidenciado por histologia foram significantemente
menores quanto maior o tempo de hipotermia. Também, a sobrevivéncia foi maior
independente da duracdo da parada (Tsai et al., 2015). Aléem disso, o tratamento teve
melhores resultados para a sobrevivéncia dos animais quanto mais cedo era iniciado.
Iniciando-se o tratamento 0, 1, 4, ou 8 h ap6s 0 ROSC a sobrevivéncia foi 45%, 36%, 36%
e 14% respectivamente, e a taxa de funcdo neuroldgica foi 24%, 24%, 19% e 0%
respectivamente, sendo que no grupo 8 hapds o ROSC, ndo foram apresentadas diferengas
significantes em relagdo ao grupo normotérmico em ambos os parametros (Che et al.,

2011).

A hipotermia pode reduzir o dano em diferentes tecidos. A protecdo do corpo
pelo tratamento em hipotermia traz a vantagem da protecdo de todos os 6rgdos, ja que a
falha multipla de 6rgdos pode ocorrer durante a SPCR. O dano hepatico, o infarto do
miocérdio, o dano renal e aos tecidos musculares estdo diminuidos em porcos pos-parada
tratados com hipotermia (Ostadal et al., 2013). Também, este mesmo estudo mostrou que a
saturacdo de O, e a pressdo arterial foram restauradas pela hipotermia (Ostadal et al.,
2013). Quando maior o tempo de hipotermia em ratos pés-PCR, melhor o quadro
hemodindmico, menor o dano ao miocardio e menores 0s niveis de troponina-1 (Tsai et al.,
2015). Ainda, ratos em parada por asfixia durante 8,5 min e 32 °C de hipotermia, além da
melhora no quadro hemodindmico, apresentaram reducdo da disfuncdo e dano

mitocondriais no tecido miocardico (Huang et al., 2015).

Entretanto, a hipotermia pode ndo melhorar o desfecho e sobrevivéncia dos

pacientes em casos mais graves, como casos de parada cardiorrespiratoria que chegam a
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emergéncia apresentando ritmos ndo-chocéveis (assistolia e atividade elétrica sem pulso).
Hachimi- Idrissi demostrou, em um estudo clinico randomizado, melhora no desfecho
neurolégico dos pacientes sob hipotermia com parada em ritmos ndo-chocaveis, apesar de
ndo ter sido encontrado diferenca de mortalidade entre os grupos (Hachimi-Idrissi et al.,
2001). Dois outros estudos (Kim et al., 2007; Hay et al., 2008) em pacientes com ritmos
ndo-chocaveis mostraram melhor desfecho neurolégico através da terapéutica hipotérmica,
também sem diferenca na mortalidade. Atualmente, a hipotermia é recomendada para
todos os ritmos de PCR (Shoemaker, Appel e Kram, 1988; Bernard et al., 2002; Holzer et

al., 2002).

A hipotermia terapéutica ndo é recomendada para todos os pacientes internados que
sofreram a PCR. Existem condicdes médicas em que a hipotermia pode agravar o quadro
do paciente ou trazer outros riscos. Essas condi¢cbes podem ser: hemorragia intracranial e
hemorragia severa, hipotensdo refratria a medicacfes vasopressoras, sepse severa e
gravidez (Scirica, 2013). A maioria dos estudos tem mostrado que hipotermia ndo tem
efeitos adversos na hemodinamica durante a SPCR (Sagalyn et al., 2009) e os efeitos
colaterais sdo considerados pouco importantes quando comparados a melhora dos
pacientes (Testori et al., 2011). Apesar disso, € preciso sempre levar em consideracdo 0s
efeitos adversos ao manter a temperatura corporal baixa, sendo 0s mais comuns:
pneumonia (48%), desequilibrio de eletrélitos (37%), convulsdo (24%), arritmias (14%),

sangramento (6%) e sepse (4%) (Nielsen et al., 2011).

Estudos serdo necessarios para elucidar os mecanismos pelos quais a hipotermia
traz beneficios aos pacientes e, através deles, qual seria o protocolo 6timo de hipotermia
terapéutica, maximizando seu potencial de proteger os tecidos em pacientes reanimados

pos-PCR.
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1.3 Estresse oxidativo e I/R pés-PCR

Isquemia ¢ a lesdo tecidual causada pela privacdo de O», nutrientes e remocéo de

metabolitos devido a interrupcdo do fluxo sanguineo normal. A PCR é um evento

isquémico que atinge todos os tecidos do corpo. A reanimacdo pds-PCR é uma intervencdo

médica que leva a reperfusdo, sendo assim um processo artificial, em que o organismo

ndo esta preparado o para o retorno abrupto da circulacdo sanguinea e principalmente, para

o retorno do O, aos tecidos (Nolan et al., 2008). Isto significa que apesar do significativo

dano sofrido pela isquemia, a reperfusdo agrava ainda mais este dano, jA que a

reoxigenacdo abrupta que ocorre durante a reperfusdo causa a geracdo excessiva de

radicais livres e outras espécies reativas (Garcia-Dorado e Piper, 2006), como ilustrado na

Fig. 6.
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Fig. 6. Comparacdo do dano aos tecidos causado durante a fase de isquemia e durante a fase de

reperfusdo. Modificado de Garcia-Dorado e Piper, 2006.

Os episodios de I/R estdo associados a processos de oxidacao/reducdo de compostos

que levam ao aumento de radicais livres e outras espécies reativas, gerando estresse
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oxidativo. Tém-se sugerido que essa producdo de espécies reativas, especialmente o
radical anion superéxido (O;"), seja uma das causas de maior importancia no dano
tecidual sofrido por pacientes que sofreram eventos isquémicos. Uma forte evidéncia desta
teoria é que sdo cada vez mais frequentes os estudos criticando o uso de 100% de O, na
ventilagdo mecénica. Apesar da utilizacdo de 100% de O, ser frequente nas UTIs, esta
pratica comprovadamente leva a maior dano neurologico quando utilizada nas primeiras
horas da SPCR. Recomenda-se, em vez disso, 0 ajuste da FiO, a fim de se atingir uma
saturacdo de O, arterial de 94-96% (Balan et al., 2006). Desta forma, o estudo do estresse
oxidativo ¢ de fundamental importancia para se entender a fisiopatologia da SPCR,
permitindo o desenvolvimento de terapias mais especificas e melhor adaptadas ao paciente
gue sofre parada cardiaca, assim como outros processos que envolvem I/R, como

procedimentos de transplante, por exemplo.

O estresse oxidativo, em sistemas bioldgicos, é caracterizado por um desequilibrio
entre as especies reativas de oxigénio (EROS) e espécies reativas de nitrogénio (ERNs) e
seus respectivos agentes antioxidantes. As espécies reativas podem ser divididas em
espécies radicalares e ndo-radicalares. As espécies radicalares, ou radicais livres, sdo
atomos ou moléculas que possuem um atomo com um ou mais elétrons desemparelhados.
Isso confere aos radicais livres a capacidade de reagir mais rapidamente com outras
moléculas para emparelhar os elétrons em seus orbitais. Eles sdo representados pela
molécula/atomo com um circulo cheio sobrescrito, como por exemplo o radical
superéxido, O,". As espécies reativas ndo-radicalares, apesar de serem menos reativas,
podem reagir com radicais livres e metais de transicdo como o ferro (Fe™) e o cobre (Cu™)
gerando mais radicais livres, como ocorre frequentemente com o peréxido de hidrogénio,

H,O, (Halliwell e Gutteridge, 2015).
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O aumento de espécies reativas ou reducdo de defesas antioxidantes esta envolvido
em processos de dano a diversas moléculas bioldgicas. E importante ressaltar que apesar
do dano gerado pelo estresse oxidativo, algumas espécies reativas sdo vitais em diversos
processos fisioldgicos, j& que organismos aerobios utilizamo O, em reagdes de oxidagdo e
reducdo em seu metabolismo normal. Um importante exemplo é a cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial, onde ocorre a formacdo de agua (H,O) a partir da acepgdo de
elétrons pelo O,. Durante este processo, EROs sdo liberadas, dentre elas o H,0O5, o radical
O,", o radical hidroperoxila (HO3"), o radical hidroxila ("OH), sendo este Gltimo o mais
reativo em sistemas biologicos, devido a sua facilidade em reagir com metais, outros
radicais ou qualquer molécula bioldégica. A geracdo de EROs também participa na
fagocitose, na regulagéo do crescimento celular e na sinalizagdo intra- e intercelular. Por
exemplo, a ERN éxido nitrico ((NO) é um vaso dilatador e a ERO O,™ é um vasoconstritor,
sendo que o equilibrio entre os dois regula a pressdo sanguinea. Eles participam na
regulacdo de eventos fisiologicos normais, apesar de ambos serem radicais livres

(Halliwell e Gutteridge, 2015).

Apesar da participacdo das espécies reativas em processos fisioldgicos, a sua geracdo
precisa ser controlada. Principalmente por que a geracdo excessiva de espécies reativas
participa na sinalizagdo em vias de sinalizacdo de morte celular. Por exemplo, baixos
niveis de H,O, sinalizam a ativacdo de rotas de apoptose, enquanto altos niveis de H,0;

levam a necrose (Halliwell e Gutteridge, 2015).

Por esse motivo, € necessario um equilibrio entre espécies reativas e
antioxidantes. Assim, 0s organismos desenvolveram, ao longo da evolugdo, mecanismos
de defesas antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos. As principais defesas

antioxidantes enzimaticas podem ser exemplificadas pela superéxido dismutase (SOD), a
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glutationa peroxidase (GPx), a peroxirredoxina (PRx) e a catalase (CAT), e suas reagoes

estdo sintetizadas na Fig. 7 abaixo.

A enzima SOD pode ter o papel mais relevante na defesa contra o dano p6s-PCR ja
que, como evidenciado na Fig.7, a maioria absoluta das rotas geradoras de espécies
reativas pos-1/R forma o radical O, (melhor detalhado no topico sobre fontes de espécies

reativas abaixo no texto). A SOD dismuta o radical O, através da reacdo:
202.- +2H" > Oz + Hy,O,

Além disso, a enzima SOD esta presente na mitocondria, na isoforma MnSOD, no
citoplasma, na isoforma CuzZnSOD e no meio extracelular na isoforma EC-SOD ou
CuznSOD extracelular. Porém, a SOD gera H,O2, que apesar de pouco reativo pode reagir

como Fe'" e o Cu™, formando "OH (Halliwell e Gutteridge, 2015).

A GPx age sobre 0 H,O; e outros peroxidos (ROOH), incluindo peroxidos lipidicos
(LOOH). Sua atividade utiliza a oxidacdo da glutationa reduzida (GSH), através da reacao
ROOH +2GSH — GSSG + H;O + ROH. A GPx existe em Vvérias isoformas
(possivelmente 8), existindo na mitocondria, no citoplasma e no meio extracelular. A GPx-
1 é a isoforma presente em eritrécitos. A glutationa oxidada (GSSG) é reduzida a 2GSH
pela enzima glutationa redutase (GR). As PRx sdo uma complexa familia de peroxidases
que agem sobre H,O,, ROOH e peroxinitrito (ONOQO). Até o momento foram descritas 6
isoformas, extremamente abundantes no citoplasma, porém existindo também na
mitocondria e no meio extracelular. Por exemplo, a PRx-2 s6 é menos abundante que a
hemoglobina em eritrocitos. Como sua catalise depende da oxidacdo de seus residuos de
cisteina, ela precisa ser reduzida pela tiorredoxina (TRX) para recuperar sua funcao

(Halliwell e Guitteridge, 2015).
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Existem outras enzimas menos estudadas que contribuem para a protecdo contra o
dano oxidativo, como a enzima paraoxonase (PON). Ela age sobre alguns organofosfatos
e estd presente em mamiferos em 3 isoformas. A PON-1 é a isoforma sérica presente nos
complexos das lipoproteinas de alta densidade (HDL, do inglés high-density lipoproteins).
Ela pode ter importancia em diversos eventos cardiovasculares, pois reduz lipoproteinas de
baixa densidade (LDL, do inglés low-density lipoproteins) oxidadas, que participam no
desenvolvimento da aterosclerose. Outra enzima antioxidante pouco estudada é a
glutationa-S-transferase (GST) que atua na detoxificacdo de xenobioticos e alguns
peroxidos lipidicos enddgenos utilizando a GSH como substrato. A GST esta presente no

citoplasma, mitocdndrias e microssomos (Halliwell e Gutteridge, 2015).

A GSH ¢é o mais importante antioxidante endégeno ndo-enzimatico, pois esta
presente em grandes concentracdes no citoplasma. Ela estd envolvida na detoxificacdo de
xenobidticos, como por exemplo o paracetamol, cloroférmio e nitratos organicos, e na
reducdo de perdxidos enddgenos. Ela reage espontaneamente com esses compostos ou
através da atividade das enzimas GPx e GST. Existe também uma importante participacao
de outros antioxidantes ndo-enzimaticos, que podem ser enddgenos ou adquiridos através
da dieta, incluindo carotenoides, flavonoides, acidos graxos poliinsaturados, tocoferol
(vitamina E), acido ascorbico (vitamina C), &cido drico, hormdnios esteroides como

progesterona e estradiol, entre outros (Halliwell e Gutteridge, 2015).

O estresse oxidativo leva ao dano as biomoleculas, como a peroxidacao lipidica,
oxidacdo de proteinas e oxidacdo de &cidos nucleicos, como sintetizado na Fig. 7 abaixo.
Os marcadores do dano em biomoléculas tém sido utilizados para avaliar o dano
oxidativo. A mensuracdo de grupos carbonila é a técnica mais amplamente utilizada para
inferir o dano oxidativo em proteinas. A oxidacdo das cadeias laterais de aminoacidos

ocorre principalmente pelo H,O, ou pelo proprio O, através da reacdo com metais de
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transicdo como Fe™ e Cu'™. Os aminoécidos mais frequentemente oxidados, gerando
grupos carbonila neste processo sdo a lisina, arginina, prolina e histidina (Halliwell e
Gutteridge, 2015). O malondialdeido (MDA) é um dos subprodutos da peroxidacéo
lipidica e importante marcador de dano oxidativo em lipidios (Halliwell e Gutteridge,
2015). Outro marcador de peroxidacdo lipidica sdo os niveis de isoprostanos. Estes
mediadores lipidicos sdo formados, assim como o MDA, a partir da oxidacdo de acidos
graxos poli-insaturados. Os F2-isoprostanos sdo considerados o mais confiavel e mais
estavel marcador de peroxidacdo lipidica, e sdo gerados a partir do &cido araquiddnico. Os
niveis de F2-isoprostanos sdo amplamente utilizados no estudo do estresse oxidativo em
diversas doencgas. O 4-hidroxinonenal (HNE) é outro marcador de peroxidacdo lipidica
frequentemente utilizado, formados pela oxidagéo de acidos graxos poliinsaturados ®-6.
As consequéncias mutagénicas da acdo do estresse oxidativo podem ser inferidas pela
utilizagdo do marcador de dano ao é&cido desoxirribonucleico (DNA, do inglés
deoxyribonucleic acid), a 8-hidroxiguanosina (8-OHdG), resultante da oxida¢do do

nucleosideo guanosina (Halliwell e Gutteridge, 2015).
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Fig. 7. Figura esquematica resumindo as principais rotas de formagdo de espécies reativas em eventos
de isquemia-reperfusdo e as possiveis defesas antioxidantes que podem reduzir o dano tecidual pés-parada.

Modificada de Warner, Sheng e Batinic-Haberle, 2004.

Poucos estudos avaliaram marcadores de estresse oxidativo em pacientes pds-
PCR. Um dos poucos estudos neste sentido mostrou que os niveis de peroxidacao lipidica
pelo método do acido tiobarbitirico e da taxa modificacdo oxidativa da albumina estdo
significativamente aumentados em pacientes com pior desfecho neurolégico (Turedi et al.,
2009). Outro estudo calculou a razéo entre o status oxidante total e capacidade antioxidante
total e a comparou com a falha e 0 sucesso de reanimacdo, mostrando que quanto maior o
“indice de estresse oxidativo” maior o risco de mortalidade (Yucel et al., 2015). E
importante ressaltar que neste estudo foi utilizada a razéo entre o teste status oxidante total
(TOS, do inglés total oxidant status) para a avaliagdo da geracdo de espécies reativas e o
teste capacidade antioxidante total (TAC, do inglés total antioxidant capacity) para avaliar
a atividade antioxidante nesses pacientes, chamando esta razio de “indice de estresse
oxidativo” (OSI, do inglés oxidative stress index). Esses dois métodos sdo amplamente
generalistas e ndo apresentam nenhuma informacéo precisa sobre o dano oxidativo ou a
atividade antioxidante nestes pacientes, muito menos a razao entre 0s dois. S0 necessarios

métodos mais precisos para compreender o estresse oxidativo na SPCR.

Em modelo experimental de I/R emratos, o0 marcador de dano oxidativo em lipidios
MDA aumentou significativamente no musculo esquelético, evidenciando que também
podem ocorrer importantes danos as biomembranas. Concomitantemente, a atividade de
SOD e GPx também estavam significativamente menores, o que pode significar que o dano
pos-1/R pode prejudicar a atividade antioxidante do tecido (Ozkan et al., 2015). O aumento

nos niveis de MDA e a diminui¢do da atividade de SOD também foram evidenciados em
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intestino, figado e pulmao po6s-1/R (Tekin et al., 2009). Resultados semelhantes também ja

foram encontrados no figado emoutro estudo (Abdel-Gaber et al., 2015).

1.4. Fontes de espécies reativas na I/R pés-PCR

As fontes de espécies reativas durante a I/R ainda estdo sendo estudadas, porém a
xantina oxidorredutase (XDR) € considerada como a principal fonte de radicais livres e
espécies reativas que levam ao dano pds-1/R. Esta enzima é sintetizada como xantina
desidrogenase (XDH), forma mais abundante em tecidos saudaveis (90%), a qual transfere
elétrons para o nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD"), oxidando a xantina ou
hipoxantina em &cido Urico. Quando o tecido sofre dano (como em processos isquémicos),
algumas XDH sdo oxidadas a xantina oxidase (XO), que passa a utilizar O, como aceptor
de elétrons em lugar do NAD", gerando O,". Além disso, o consumo de ATP em tecidos
hipdxicos causa o acumulo de hipoxantina e xantina, que pode reagir com a XO gerando
mais EROs. Somando-se a isso, 0 dano endotelial pode ocasionar a liberagdo de XDH no
plasma, sendo rapidamente convertida em XO (Cuzzocrea et al., 2001). Uma clara
evidéncia da participacdo da XO em eventos isquémicos é que a inibicdo da atividade da
XO endotelial pelo alopurinol diminui substancialmente a geracdo de O,” e o dano

oxidativo pds-1/R (Angelos et al., 2006).

Apesar do importante papel da XO nas vias de dano oxidativo pds-1/R, outras
rotas contribuem para a geracdo de espécies reativas. Por exemplo, fagdcitos como os
neutr6filos contribuem para este dano, principalmente em eventos isquémicos que levam a
necrose. Neutr6filos produzem H,O, e O, através da atividade da NADPH oxidase. As
espécies reativas podem também ser geradas pelas mesmas e por outras vias, como as

NAD(P)H oxidases, os complexos | (NAD desidrogenase) e 111 (ubiquitina citocromo C
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redutase) da cadeia transportadora de elétrons, as ciclooxigenase/lipooxigenase e o
citocromo P-450 (Angelos et al., 2006). Por exemplo, a inibicdo da ciclooxigenase-2
(COX-2) evita 0 dano hepatico pés-1/R (Abdel-Gaber et al., 2015), evidenciando sua

Importancia neste processo.

O radical livre *NO tem importante papel no sistema circulatério e
consequentemente na SPCR. Ele é um sinalizador celular, levando a vasodilatacdo
endotelial. Além disso, inibe a adesdo de mondcitos as células endoteliais, reduz processos
inflamatdrios e também € inibidor da agregacdo plaquetaria (Vanhoutte, 2009). Devido a
estas essas caracteristicas, 0 "NO é considerado um protetor cardiovascular, mesmo sendo
um radical livre. O 'NO é sintetizado a partir da L-arginina pela familia das enzimas 6xido
nitrico sintases (NOS), classificadas em NOS neuronal (nNOS), NOS induzivel (iNOS) e
NOS endotelial (eNOS). AeNOS ou NOS3, é responsavel pela maior parte da producéo do
‘NO vascular, estando presente no plasma sanguineo, nas células endoteliais e nos
eritrocitos (Kleinbongard et al., 2003). A atividade da eNOS ¢ alterada pelo estresse
oxidativo. Em condicBes normais, a enzima produz "NO, mas em condi¢fes de hipOxia
passa a produzir grandes quantidades de O,". Desta forma, o ‘NO ter4 maior probabilidade
de reagir como O, formando o ONOO", molécula altamente reativa, importante no dano

oxidativo a proteinas (Halliwell e Gutteridge, 2015).

A regulacdo da eNOS é complexa e algumas moléculas participam alterando sua
atividade. A dimetil arginina assimétrica (ADMA, do inglés asymmetric dimethylarginine)
é uma molécula endégena inibidora da NOS e, consequentemente, reduz a producdo de
‘NO (Dayoub et al., 2003; Stuehlinger et al., 2007). Ela vem sendo estudada como
alternativa de tratamento de doencas cardiovasculares e da disfuncdo endotelial, pois a
reducdo de seus niveis poderia aumentar a producdo de "NO. Neste sentido, a atividade da

enzima dimetilargeninase (DDAH, do inglés dimethylarginine dimethylaminohydrolase)
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pode ser outro foco de terapias que tem como objetivo alterar a atividade da NOS, ja que a

inibicdo da DDAH gera acUmulo de metilargininas como a ADMA, blogqueando a

producdo de "NO (Leypoldt et al., 2009).

A Fig. 8 sintetiza a formacdo das espécies reativas de maior importancia p6s-PCR,

0O,", ONOO™ e ‘OH, importantes geradoras de dano na I/R.

Isquemia/reperfusao —I, z l—l
Parada f
- e * Xantina oxidase .
cardiorrespiratoria * Oxido nitrico *NO E::f;: de
sintase

++

Fe
ONOO- *OH

Fig. 8. Esquema da formagdo de radicais livres e importantes espécies reativas pela isquemia-reperfusdo pés-

parada cardiaca. Modificada de Halliwell e Gutteridge, 2015.

A disfungdo mitocondrial também ocorre apos eventos de I/R, e é caracterizada
pela diminuicdo da atividade de alguns componentes da cadeia transportadora de elétrons,
aumentando a producdo de EROs acima dos niveis normais. Este aumento na producédo de
EROs, principalmente O,", pelos complexos | e Il ativa rotas de sinalizacdo celular
dependentes de p53 e caspase-2 que levam a apoptose. Além disso, a superproducéo de
EROs também leva a necrose (Gong et al., 2012; Halliwell e Gutteridge, 2015). Estudos
utilizando modelos experimentais mostram que a disfuncdo mitocondrial ocorre em
diferentes tecidos pds-1/R, incluindo tecido cerebral (Li et al., 2014), miocardio (Caiet al.,
2015) e também no tecido hepético, onde foi mostrado que as espécies reativas formadas
pos-1/R séo produzidas atraves dos complexos | e 111 (Mukhopadhyay et al., 2012). Os

radicais livres formados a partir da I/R também levam a modificacdo de proteinas
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mitocondriais pelo HNE que ocorre em consequéncia da disfuncdo mitocondrial,

contribuido ainda mais para a mesma (Xu et al., 2008).

1.5 Dano aos tecidos e alteracdes metabolicas pos-1/R

Devido a severidade do dano sofrido pelos tecidos pela I/R pds-PCR, a
reanimacdo cardiopulmonar reverte somente parcialmente a circulagdo normal do paciente,
com um retorno do débito cardiaco abaixo do normal, assim como uma taxa de liberacéo
de O, muito menor que o fisioldgico. Atualmente, é sabido que parte desse processo de
disfuncdo endotelial ocorre como consequéncia do estresse oxidativo (Karimova e Pinsky,
2001; Halliwell e Gutteridge, 2015). A disfuncdo endotelial pds-I/R resulta em
vasoconstricdo, ativacdo plaquetéria e de leucdcitos, aumento da producdo de oxidantes e
de extravasamento de proteinas e fluidos. A disfuncdo microvascular é também uma
importante manifestacdo da lesdo reperfusional, que prejudica a circulagdo nos tecidos
expostos. Tambem ocorre a liberacdo de hormdnios de estresse, como catecolaminas e

cortisol, além da ativacdo de rotas de inflamacg&o sistémica (Verma et al., 2002).

O dano tecidual pos-I/R esta relacionado a muitas doencas, incluindo infarto do
miocardio, tromboembolismo, angina, insuficiéncia vascular periférica, entre outros. Isto
também ¢é evidenciado através de estudos de I/R experimentais, que tém mostrado que as
espécies reativas levam a danos cerebrais, disfungdo contratil do miocardio, arritmias,
lesdo pulmonar e alteracbes no metabolismo celular (Bolli e Patel, 1988; Jurmann et al.,
1990; Bolli, 1998). Outra importante consequéncia do dano tecidual causado pela I/R é o
dano intestinal, que permite que bactérias e endotoxinas entrem na circulacéo, causando o
quadro de sepse, frequente em pacientes pds-PCR (Nolan et al., 2008). Musculos sdo mais

resistentes a lesdo isquémica comparados ao tecido cerebral (Maxwell e Lip, 1997) e por
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esse motivo o dano cardiaco da I/R e frequentemente reversivel, enquanto o dano ao tecido

cerebral é muitas vezes irreversivel.

O dano pds-1/R ao tecido cerebral foio mais bem estudado até o presente momento
devido a sua grande importancia, pois € o mais rapidamente atingido pela falta de O..
Neste tecido, a falta de O, na circulacdo cessa 0 metabolismo aerébico em 20 seg, levando
o individuo a perda da consciéncia. Em 5 min de completa anoxia cerebral, reduz-se a
concentracdo de O, abaixo do nivel critico, o que bloqueia a fosforilacdo oxidativa,
diminuindo drasticamente a formacdo de adenosina trifosfato (ATP); assim, 0s niveis de
glicose sdo consumidos através da glicolise anaerdbica. A partir desta fase a atividade
neuronal cessa e se a oferta de O, ndo for rapidamente restaurada, inicia-se o processo de
morte celular (Rivers, Martin, et al., 1992; Rivers, Rady, et al., 1992). A andxia produz
despolarizacdo das membranas celulares, com influxo de Ca™ do reticulo endoplasmatico
para o citoplasma e acidose latica devido a alta producgdo de lactato pela glicolise. O Ca™
causa a ativacdo de proteinases e fosfolipases intracelulares e sintese de 6xido nitrico
('NO). Esses processos também levam ao colapso do gradiente idnico, resultando na
liberacdo inapropriada de neurotransmissores. Assim, aminoacidos excitatorios como
glutamato também podem mediar a morte celular p6s-1/R (Oku et al., 1994; Sander et al.,
2007; Halliwell e Gutteridge, 2015). Concomitante a esses processos, radicais livres e
outras espécies reativas associadas a resposta inflamatoria acabam levando a danos
neurolégicos adicionais (Benjamin et al., 1987; Rivers, Martin, et al., 1992; Rivers, Rady,
et al., 1992). Esses processos estdo sintetizados na Fig. 9 e ocorrem de forma semelhante

emoutros tecidos, porém ndo tao rapidamente.
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Fig. 9. Principais alteragcbes metabdlicas intracelulares ap6s um evento de isquemia-reperfusao.

Existe um grande interesse na determinagdo de marcadores de dano neuronal
sanguineos pos-PCR, por serem reprodutiveis, pouco invasivos e aplicaveis clinicamente.
Esses marcadores podem ser utilizados para acompanhar a recuperacdo do paciente, a
eficacia dos tratamentos aplicados e seu prognéstico antes da alta hospitalar. Dois
marcadores de dano neuronal ttm sido amplamente aplicados tanto em estudos clinicos
como em modelos experimentais, 0s niveis séricos das proteinas S100B e enolase
neurdnio-especifica (NSE, do inglés neuron-specific enolase) (Shinozaki et al., 2009;
Stammet et al., 2015). Durante a SPCR, esses marcadores podem ser utilizados para
avaliar a morte de células neuronais e o dano a barreira hematoencefalica causados pela
I/R. Porém, um estudo comparativo entre os dois marcadores concluiu que a proteina
S100B é um melhor preditor de desfecho neurologico nas primeiras 24 h pés-PCR
(Shinozaki et al., 2009). A proteina S100B é um homodimero presente no citoplasma e
nicleo de astrocitos da glia e é liberada na circulacdo em situacdes de evidente dano

neuronal.

O estresse oxidativo também pode estar relacionado ao dano da I/R ao tecido
cardiaco, contribuindo para o dano tecidual e o stunning do miocardio que causam a
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disfuncdo contratil do miocéardio p6s-PCR. Uma das principais hipOteses para explicar
esses eventos pode ser a perda da sensibilidade dos filamentos contrateis ao Ca™ através
do dano aos cardiomidcitos (Bolli, 1998). O dano oxidativo aos cardiomidcitos, reduzindo
sua contratilidade, ja foi evidenciado em modelo murino de choque séptico (Celes et al.,
2010). Esses animais apresentaram aumento da concentracdo intracelular de albumina
consequente do aumento da permeabilidade da membrana plasmatica. A reducdo da
contratilidade dos cardiomidcitos através do dano oxidativo também pode estar relacionada
ao desarranjo da actina e miosina da estrutura sarcomérica, ja que o HNE produzido pela
peroxidacdo lipidica danifica a funcdo destas proteinas. As modificacbes que o dano
oxidativo causa a permeabilidade das membranas e a contratilidade dos cardiomidcitos
podem participar de forma semelhante na perda da funcdo do miocérdio durante a I/R
(Celes et al., 2010). Outro estudo também corroborou estas ideias, mostrando que EROs
induzem mudangas no ritmo cardiaco, ativando a proteina quinase dependente de célcio-
calmodulina (CaMKII) pela oxidagdo da metionina, modificando a homeostase celular de
ions, e assim contribuindo para a perda da funcdo do miocardio (Erickson et al., 2008).
Outra evidéncia de que o estresse oxidativo esta envolvido no mecanismo de dano ao
miocérdio p6s-PCR é que o tratamento com antioxidantes reduz a injuria dos tecidos. Por
exemplo, o &cido retinoico reduziu a area de infarto e melhorou a perda da fracdo de ejecao
da funcdo cardiaca e reduziu a taxa apoptose dos cardiomiocitos pos-1/R em camundongos

(Zhuet al., 2015).

Atualmente, a troponina-T cardiaca altamente sensivel (hs-cTnT, do inglés high-
sensitivity cardiac troponin T) é considerada o melhor marcador sanguineo para
avaliacdo do dano ao miocardio. A hs-cTnT é uma técnica que quantifica com grande
precisdo as troponinas-T que fazem parte das miofibrilas contrateis exclusivamente no

tecido cardiaco. Quando ocorrem processos de dano ou morte em cardiomidcitos, a
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troponina-T é liberada no tecido e na circula¢do, podendo ter seus niveis quantificados. Os
niveis de hs-cTnT sdo usados em conjunto com outras avaliagcbes do paciente para avaliar a

recuperacdo do dano cardiaco (O'connor et al., 2015).

Importantemente, os niveis dos marcadores inflamatorios interleucina-1p (IL-1p)
e 0 TNF-a estdo aumentados p6s-1/R em diversos tecidos, reforcando a ideia de que a I/R
leva a inflamagdo sistémica (Abdel-Gaber et al., 2015; Ozkan et al., 2015). Estes mesmos
marcadores inflamatorios, IL-1 e o TNF-a, estdo relacionados ao dano neuronal pos-1/R

(Neumar, 2000).

A acidose metaboélica é frequente em pacientes pds-PCR. O lactato contribui mais
significativamente para a acidose metabolica e o desenvolvimento da acidemia, porém o
fosfato também participa deste processo. Concomitantemente, existe uma resposta
compensatria a acidose, podendo levar a elevagdo dos niveis de magnésio (Mg'™) e Ca™,
por exemplo (Makino et al., 2005). A concentracdo de lactato é alta logo ap6s o ROSC e a
rapida reducéo os niveis de lactato durante a SPCR é considerada sinal de melhor desfecho
clinico. Por esse motivo, os dados obtidos pela gasometria, que ja faz parte da rotina de
acompanhamento dos pacientes em UTI, traz importantes informacdes sobre a acidose,
como o pH, nivel de ions, dentre outras informacGes sobre alteragdes metabolicas nesses

pacientes.

1.6 Influéncia da hipotermia terapéutica na I/R p6s-PCR e estresse oxidativo

O mecanismo pelo qual a diminuicdo da temperatura corporal reduz o dano aos
tecidos e melhora o prognostico dos pacientes ainda ndo é claro. As hipdteses centrais a
respeito dos beneficios da hipotermia envolvem a reducdo do metabolismo celular e da

demanda de O, apesar de manter os niveis de ATP (adenosina trifosfato) dentro de niveis
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proximos aos normais. Além disso, a hipotermia diminui a producdo de espécies reativas,

estabiliza o pH, reduz a ativacdo de rotas de morte celular e de inflamagdo (Lampe e

Becker, 2011).

Morte celular e
. sinalizagdo
Alteracéo celulares inflamatéria
induzidas pela isquemia

(EROs, Ca*, pH)

Normotermia

b
Hipotermia pos-reperfusio

. Hipotermia intra-isquemia

Fig. 10. llustracdo esquemdtica do efeito da hipotermia na isquemia-reperfusdo, evidenciando que o

tratamento pos-reanimagdo melhoram apenas parcialmente os danos gerados pela sindrome pés-parada
cardiorrespiratdria, e seria mais eficiente se iniciado durante o periodo de isquemia. Modificado de Lampe e

Becker, 2011.

A hipotermia pode diminuir a producdo de espécies reativas pos-PCR.
Pacientes pds-parada tratados com hipotermia a 33 °C por 24 h apresentaram menor
capacidade oxidante quando comparados ao grupo controle. Porém, ap6s a fase de
reaquecimento, a capacidade oxidante voltou aos mesmos niveis do grupo controle (Dohi
et al., 2013). Em modelo experimental de SPCR em porcos, utilizando 0s mesmos

métodos, a geracdo de espécies reativas foi maior durante as primeiras 1,5 h pds-parada
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(Ostadal et al., 2013). Apesar disso, é importante ressaltar que nestes estudos foi utilizado
um teste de capacidade oxidante (teste d-ROMSs, reactive oxygen metabolites) para a
avaliacdo da geracdo de espécies reativas, um método amplamente generalista que ndo
apresenta informagdes precisas sobre quais espécies reativas estdo sendo geradas nestes
pacientes. Um estudo em modelo porcino de parada cardiaca mostrou que, 24 h p6s-PCR,
12 h de manutencdo da hipotermia diminuiram os niveis de grupos carbonila e de MDA,
evidenciando que o tratamento reduziu o dano oxidativo (Gong et al., 2012). Também, em
modelo murino o tratamento com hipotermia diminuiu significativamente os elevados

niveis de MDA pés-1/R (Ozkan et al., 2015).

Outra evidéncia de que a diminuicdo do estresse oxidativo € um dos mecanismos
pelos quais a hipotermia protege os tecidos foi mostrada em um estudo comparando a
utilizacdo de 21 e 100% de O, na ventilagcdo mecadnica em ratos pés-PCR. O déficit
neuroldgico e o dano no hipocampo que haviam sido restaurados pelo tratamento em
hipotermia nos ratos ventilados com 21% de O, voltou aos mesmos niveis dos animais

normotérmicos quando ventilados com 100% de O, (Dalen et al., 2012).

A hipotermia pode alterar antioxidantes pds-PCR. Pacientes p6s-PCR tratados
com hipotermia a 33 °C por 24 h apresentaram menor potencial antioxidante quando
comparados ao grupo controle. Ap6s a fase de reaquecimento, o potencial antioxidante
voltou aos mesmos niveis do grupo controle (Dohi et al., 2013). Porém, em modelo
experimental de SPCR em porcos, a hipotermia terapéutica ndo apresentou diferenca
significante no potencial antioxidante (Ostadal et al., 2013). Nestes estudos foi utilizado o
teste de capacidade antioxidante total (teste BAP, biological antioxidant potential) para
avaliar da atividade antioxidante, que apresenta problemas técnicos semelhantes ao d-
ROM. A técnica BAP engloba a capacidade antioxidante ndo-enzimatica de forma

indistintamente nas amostras, e uma técnica generalista como esta ndo traz informacao
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sobre os mecanismos pelos quais a hipotermia pode proteger os tecidos. A hipotermia
recuperou as atividades das enzimas SOD e GPx que haviam sido reduzidas para 1/3 pds-
I/R em musculo esquelético de ratos (Ozkan et al., 2015). A atividade, a expressdo e a
transcricdo do acido ribonucleico mensageiro (MRNA) da MnSOD foi significativamente
maior em porcos tratados com hipotermia durante 24 h p6s-PCR, comparados com o grupo
normotérmico e com o grupo controle (sem parada cardiaca) (Gong et al., 2012). Esses
estudos mostram que a hipotermia poder induzir (ou prevenir a reducdo) da atividade

antioxidante enziméatica na SPCR.

Além disso, a hipotermia pode melhorar a disfuncdo mitocondrial p6s-PCR. Um
estudo mostrou que a atividade dos complexos I e 11l da cadeia transportadora de elétrons é
em parte restaurada em porcos tratados com 12 h de hipotermia 24 e 72 h p6s-PCR quando
comparados aos animais normotérmicos e ao grupo controle (Gong et al., 2012), podendo
ser um importante mecanismo de reducdo do estresse oxidativo pela hipotermia

terapéutica.
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2. JUSTIFICATIVA

Existem diversas lacunas de conhecimento quanto a fisiopatologia, tratamento e
progndstico dos pacientes que recuperam a circulagdo espontdnea ap0s a parada
cardiorrespiratdria. A elevada morbimortalidade e os altos custos relacionados aos cuidados
intensivos com estes pacientes justificam a necessidade de pesquisas que busquem
resultados que possam melhorar a sobrevida destes individuos, bem como orientar a

alocacdo de recursos nessa area.

Desta forma, este estudo teve como objetivo contribuir para a compreensdao da
relacdo entre o estresse oxidativo e a SPCR, assim como os efeitos da hipotermia terapéutica
no tratamento de pacientes pos-PCR, a fim de fornecer conhecimento para 0 manejo mais
acurado dos individuos, resultando em maior sobrevida desta populagcdo. Os mecanismos
gue levam ao menor dano neurolégico e cardiaco, assim como em outros tecidos, em
pacientes durante a SPCR ainda ndo esta elucidado, e necessitam de uma investigacdo mais

detalhada.
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3. OBJETIVO GERAL

Durante os ultimos anos, a introducdo da ressuscitacdo cardiopulmonar tem
contribuido para aumentar o sucesso das reanimacdes e, portanto a incidéncia da SPCR. A
utilizacdo da hipotermia terapéutica esta em discussdo, e tem demonstrado diversos
beneficios para estes pacientes. Porém, os aspectos bioquimicos e moleculares da sindrome
séo pouco compreendidos. Desta forma, pretendemos verificar a relagcdo entre o estresse
oxidativo e a SPCR, assim como a influéncia da hipotermia como tratamento desses

pacientes.

Desta forma este estudo esté dividido em dois capitulos:

O primeiro capitulo teve como objetivo compreender a relacdo entre marcadores
de dano oxidativo e a disfungdo do miocérdio pds-PCR em modelo experimental em ratos.
Neste estudo, realizado no Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri, em Mildo-
Itdlia, a disfuncdo do tecido miocardico, assim como o dano aos cardiomidcitos foram
comparados a marcadores de dano oxidativo. Os marcadores foram avaliados no sangue e
no miocardio de ratos eutanasiados 2, 4 e 72 h pds-PCR e comparados com um grupo

controle.

O segundo capitulo teve como objetivo compreender como a hipotermia
terapéutica modifica marcadores de estresse oxidativo e dano neuronal em pacientes pds-
PCR. Esta fase do estudo teve carater observacional, realizada no Hospital Nossa Senhora
da Conceicédo, em Porto Alegre-Brasil. Foram avaliados no sangue de pacientes tratados e
ndo-tratados com a hipotermia terapéutica marcadores dano oxidativo e neuronal, além da
atividade de enzimas antioxidantes 6, 12, 36 e 72 h apos o evento da PCR. Também foram
acompanhados nesses pacientes outros parametros clinicos e bioguimicos, assim como a

sobrevivéncia dos pacientes em longo prazo, 3 anos pos-PCR.
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3.1 Objetivos especificos

Capitulo I:

a. Avaliar a disfungdo miocardica pds-PCR, através da avaliacdo do volume de eje¢do do
ventriculo esquerdo, do débito cardiaco e da fracdo de ejecdo 2, 4 e 72 h pds-PCR em

modelo experimental de parada cardiaca, e compara- los a um grupo controle.

b. Avaliar os marcadores de dano oxidativo hs-cTnT, 8-OHG, IsoP, GSH, ADMA e
DDAH 2, 4 e 72 h p6s-PCR em modelo experimental de parada cardiaca, e comparéa-los a

um grupo controle.

c. Relacionar os marcadores de dano e fungdo miocardicos com os marcadores de estresse
oxidativo.

Capitulo II:

a. Avaliar os niveis do marcador de dano neuronal S100B e a atividade da enzima geradora
do radical livre O, XO no soro de pacientes p6s-PCR 6, 12, 36 e 72 h apds a reanimacao,

em pacientes tratados e ndo-tratados com hipotermia terapéutica.

b. Avaliar os niveis dos marcadores de dano oxidativo em lipidios MDA no soro, e de dano
oxidativo em proteinas (grupos carbonila) no plasma, de pacientes pds-PCR 6, 12, 36 e 72

h apo6s a reanimacgdo, em pacientes tratados e ndo-tratados com hipotermia terapéutica.

c. Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes SOD, GPx, GST e consumo de H,O, em

eritrécitos e da PON-1 no soro de pacientes p6s-PCR 6, 12, 36 e 72 h apds a reanimacdo,

em pacientes tratados e ndo-tratados com hipotermia terapéutica.
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d. Avaliar os niveis indiretos de 'NO no plasma e eritrocitos, assim como 0s nhiveis de
Vitamina C no soro de pacientes p6s-PCR 6, 12, 36 e 72 h apds a reanimacdo, em

pacientes tratados e ndo-tratados com hipotermia terapéutica.

e. Avaliar a sobrevivéncia dos pacientes em longo prazo durante 3 anos apés a PCR e

relacionar aos parametros de dano neuronal e oxidativo.
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Abastract

Background. Reperfusion after resuscitation from cardiac arrest (CA) is an event that
increases reactive oxygen species production leading to oxidative stress. More specifically,
myocardial oxidative stress may play a role in the severity of post-CA myocardial
dysfunction. This study investigated the relationship between myocardial oxidative stress
and post-CA myocardial injury and dysfunction in a rat model of CA and cardiopulmonary
resuscitation (CPR). Ventricular fibrillation was induced in 26 rats and was untreated for 6
min. CPR, including mechanical chest compression, ventilation, and epinephrine, was then
initiated and continued for additional 6 min prior to defibrillations. Resuscitated animals
were sacrificed at two h (n=9), 4 h (n=6) and 72 h (n=8) following resuscitation, and
plasma collected for assessment of: high sensitivity cardiac troponin T (hs-cTnT), as
marker of myocardial injury; isoprostanes (IsoP), as marker of lipid peroxidation; and 8-
hydroxyguanosine (8-OHG), as marker of DNA oxidative damage. Hearts were also
harvested for measurement of tissue IsoP and 8-OHG. Myocardial function was assessed
by echocardiography at the corresponding time points. Additional 8 rats were not subjected

to CA and served as baseline controls.

Results. Compared to baseline, left ventricular ejection fraction (LVEF) was reduced at 2
and 4 h following resuscitation (p<0.01), while it was similar at 72 h. Inversely, plasma hs-
cTnT increased, compared to baseline, at 2 and 4 h post-CA (p<0.01), and then recovered

at 72 h. Similarly, plasma and myocardial tissue 1soP and 8-OHG levels increased at 2 and
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4 h post-resuscitation (p<0.01 vs. baseline), while returned to baseline 72 h later.
Myocardial IsoP were directly related to hs-cTnT levels (r=0.760, p<0.01) and inversely
related to LVEF (r=-0.770, p<0.01). Myocardial 8-OHG were also directly related to hs-

cTnT levels (r=0.409, p<0.05) and inversely related to LVEF (r=-0.548, p<0.01).

Conclusions. The present study provides evidence that lipid peroxidation and DNA
oxidative damage in myocardial tissue are closely related to myocardial injury and LV

dysfunction during the initial hours following CA.

Keywords: cardiopulmonary resuscitation; myocardial injury; oxidative damage;

isoprostanes; 8-hydroxyguanosine.
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Background

The prognosis of cardiac arrest after cardiopulmonary resuscitation (CPR) remains poor,
with more than 70% of resuscitated patients dying within 72 h after return of spontaneous
circulation (ROSC), due to the well described post-cardiac arrest syndrome [1]. Severe
heart contractile failure due to post-resuscitation myocardial dysfunction has been

implicated as the most important mechanism accounting for early death after ROSC [2].

Due to the complexity and interplay of events occurring during cardiac arrest and after
ROSC, mechanisms involved in post-resuscitation myocardial dysfunction are not
completely understood, and new injury pathways have been described [3]. Cardiac arrest is
a global ischemic event followed by a whole body reperfusion when ROSC is achieved.
Indeed, ischemia-reperfusion (I/R) is a process characterized by reactive oxygen species
(ROS) generation, which starts during ischemia and is further exacerbated with the sudden
return of oxygenated blood to the tissues after ROSC [4,5]. This increase in ROS
production leads to oxidation of cell macromolecules, such as lipids, proteins, and possibly
DNA, in a process overall named oxidative stress [6,7]. The oxidative stress events are
recognized to participate in processes leading to acute inflammatory response, cell damage,
mitochondrial dysfunction, decrease in nitric oxide (NO) availability, and ultimately cell
apoptosis and death [4-6,8-11]. In the heart, these events may impair the normal function
of cardiomyocytes, contributing to the severity of post-cardiac arrest myocardial
dysfunction and may represent a future target for new therapeutic interventions [4]. Indeed,
a recent experimental study showed that administration of an antioxidant after ROSC, i.e.
ascorbic acid, was able to reduce lipid peroxidation, limiting myocardial injury and

improving myocardial dysfunctionand survival [11].
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There are no published studies comprehensively assessing the relations over time between
different markers of oxidative stress in plasma and myocardium, cardiac troponins (cTn)
and left ventricular (LV) function. The aim of this study was to investigate the severity of
myocardial oxidative stress following resuscitation in a rat model of cardiac arrest and
CPR and its relationship with the severity of post-cardiac arrest myocardial injury and
dysfunction. We hypothesized that myocardial oxidative injury may contribute to the

severity of post-cardiac arrest myocardial injury and dysfunction.

Methods

Procedures involving animals and their care were in compliance with national (D.L. n. 116,
G.U., suppl. 40, 18 February 1992, Circolare no. 8, G.U.,, 14 Luglio 1994) and
international laws and policies (EEC Council Directive 86/609, OJL 358, 1, December 12,
1987; Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, US National Research Council,
1996). Approvals of the studies were obtained by the local institutional review board

committee and governmental institution.

Animal preparation

Thirty-four male Sprague-Dawley rats weighing 470 + 26 g were fasted overnight except
for free access to water. The details of the animal preparation were published previously
[3]. In brief, the animals were anesthetized by intraperitoneal injection of pentobarbital (50
mg/kg), and additional doses (10 mg/kg) were administrated at intervals of approximately
1 h or when required to maintain anesthesia. The trachea was orally intubated with a 14-
gauge cannula. A PE-50 catheter (Becton Dickinson, FranklinLakes, NJ) was advanced
into the descending aorta from the left femoral artery for measurement of arterial pressure
and sampling arterial blood. Through the left external jugular vein, another PE-50 catheter

was advanced into the right atrium for measurement of right atrial pressures. Aortic and
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right atrial pressures were measured with reference to the mid chest with high-sensitivity
transducers. A 3-F PE catheter (model C-PMS-301J, Cook Critical Care, Bloomington, IN)
was advanced through the right external jugular vein into the right atrium. A pre-curved
guide wire supplied with the catheter was then advanced through the catheter into the right
ventricle and confirmed by endocardial electrocardiogram for inducing ventricular
fibrillation (VF). All of the catheters were flushed intermittently with saline containing 2.5
IU/mL of bovine heparin. A conventional lead Il electrocardiogram (ECG) was
continuously monitored. Temperature was continuously monitored with the aid of a rectal

probe and maintained at 37 + 0.5 °C throughout the experiment.

Experimental procedures

Fifteen minutes prior to inducing VF, baseline measurements were obtained and
mechanical ventilation was initiated with an inspired FiO, of 0.21. VF was electrically
induced with progressive increases in 60-Hz current to a maximum of 4 mA delivered to
the right ventricular endocardium. The current flow was continued for 3 min to prevent
spontaneous defibrillation. Mechanical ventilation was stopped after the onset of VF.
Precordial compression was begun after 6 min of untreated VF with a pneumatically driven
mechanical chest compressor as previously described [3]. Coincident with the start of
precordial compression, animals were mechanically ventilated at a frequency of 50/min
with a tidal volume 0.6 ml/100g and a FiO, of 1.0. Precordial compression was maintained
at a rate of 200/min with equal compression-relaxation duration (i.e., 50% duty cycle) and
a depth of compression equal to 25% of the animal’s antero-posterior chest diameter.
Epinephrine (0.02 mg/kg) was injected into the right atrium 2 min after the start of
precordial compression. After 6 min of CPR, resuscitation was attempted with up to three 2
Joule defibrillations (CodeMaster XL, Philips Heartstream, Seattle, WA). Successful

resuscitation was defined as the return of supraventricular rhythm with a mean aortic
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pressure (MAP) >50 mm Hg for a minimum of 5 min. Following resuscitation, animals
were monitored for 4 h. All the catheters and the endotracheal tubes were then removed.
The animals were returned to their cages and were observed for up to 3 days after
resuscitation. Animals were sacrificed with an intraperitoneal injection of pentobarbital
sodium (150 mg/kg) at different intervals: baseline, before cardiac arrest; 2 h post-
resuscitation; 4 h post-resuscitation; and 72 h post-resuscitation. Plasma was withdrawn for
biochemical analyses. Blood was collected into EDTA-tubes and centrifuged for 15 min at
3000 rpm at 4 °C. Plasma samples were then stored at-80 °C. The heart was quickly

removed from the thoracic cavity, blotted and frozen at -80 °C for further biochemistry.

Measurements

Aortic and right atrial pressures, and ECG were continuously recorded on a personal
computer-based data acquisition system supported by CODAS hardware and software
(DataQ, Akron, OH). Coronary perfusion pressure (CPP) was calculated as the difference
between aortic and time-coincident right atrial pressures [3]. Transthoracic
echocardiography was performed at 3 and 72 h after resuscitation using SSD-5500 echo
machine (Aloka, Tokyo, Japan) equipped with a 13 MHz linear array transducer at high
frame rate imaging (102 Hz) and a 7.5 MHz phased array probe for pulsed-wave, color and
tissue Doppler imaging. Echocardiographic images were obtained from parasternal short
and long-axis views and from apical views. End-diastolic and end-systolic wall
thicknesses, systolic wall thickening, LV internal dimensions and fractional shortening
were measured and calculated. LV volumes and ejection fraction (EF) were calculated by
the modified single plane Simpson’s rule from the parasternal long-axis view as previously
reported [3]. Aortic outflow velocities were measured from a 5 apical chamber view by
pulsed-wave Doppler and LV cardiac output (CO) and stroke volume (SV) were calculated

[3].
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Plasma high sensitivity c¢TnT (hs-cTnT) levels were assessed with an
electrochemiluminescence assay (ECLIA, Elecsys 2010 analyzer, Roche Diagnostics,
Germany). lIsoprostanes (IsoP) and 8-hydroxyguanosine (8-OHG) were assessed by
commercially available ELISA Kits (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) according
to the manufacturer’s instruction. Plasma reduced glutathione (GSH) was measured by a
spectrophotometric assay, in accordance with the method of Hu, as previously reported
[12]. Briefly, the method was based on the reaction of thiol groups with 2,2-dithio-bis-
nitrobenzoic acid (DTNB) in absolute ethanol to give a colored compound absorbing at
A=412 nm. Removal of proteins was performed with an excess of absolute ethanol,
followed by centrifugation at 3000 g for 10 min at room temperature. Asymmetric
dimethylarginine (ADMA) concentration was also measured by a commercially available
ELISA Kit (DLD Diagnostika, Hamburg, Germany). For assessment of dimethylarginine
dimethylaminohydrolase (DDAH) Tissues were homogenized in 0.1 M phosphate buffer,
pH 6.5, containing 2 mMM mercapto-ethanol and protease inhibitor cocktail (1:1000).
Homogenates were centrifuged at 5000 g for 60 min, and supernatants were collected for
DDAH enzyme activity assay. DDAH enzyme activity was assayed by determining L-
citrulline formation in a 96-well microtiter plate. One unit of enzyme activity was defined

as the amount of enzyme catalyzing the formation of 1 mol L-citrulline/min at 37°C.

Statistical analysis

One sample Kolmogorov-Smirnov Z test was used to confirm normal distribution of the
data. Comparisons among time-based measurements within groups were performed by
one-way ANOVA with Fisher’s LSD post-hoc test. Linear correlations between parametric
variables were calculated using the Pearson correlation coefficient. Spearman test was
performed for the non-parametric variable correlation analyses. Data are reported as mean

+ SEM, except for hs-cTnT, presented as median [25-75 percentile]. A 2-tail p < 0.05 was
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considered as statistically significant. The analyses were performed using GraphPad Prism

6.

Results

A total of 34 rats were included in the study. Eight control rats were not subjected to
cardiac arrest and served as baseline, while the other 26 underwent cardiac arrest and CPR.
Among the 26 cardiac arrest rats, 23 were successfully resuscitated (88%) and were
assigned to be sacrificed at 2 h (n=8),4 h(n=29),and 72 h (n= 8) after resuscitation. No
differences in body weight and number of defibrillations and duration of CPR prior to
ROSC were observed among the groups (Table 1). Among the 8 rats undergoing to 72 h of

post-resuscitation observation, 5 (63%) survived till the end of the observational period.

Table 1. Resuscitation outcome

Baseline PR 2h PR 4h PR 72h
(n=8) (n=9) (n=6) (n=8)
Body Weight, ¢ 475+ 13 477 £ 7 472 +7 458 + 6
Defibrillations to ROSC, n — 4+1 31 2+1
Time to ROSC, sec — 396 + 16 373+ 10 360+1

PR, post resuscitation; ROSC, return of spontaneous circulation.
Data shown as mean + SEM.

Hemodynamics and myocardial function

Each rat developed a marked post-resuscitation myocardial dysfunction during the 4 h of
observation, which regressed 72 h later. Indeed, heart rate was significantly reduced during
the first 2 h post-resuscitation compared to baseline (Figure 1), while MAP and CPP
remained decreased for the entire 4 h post-resuscitation (p<0.01 vs. baseline, Figure 1).
Similarly to hemodynamics, LV end systolic volume and EF were also significantly
decreased at 2 and 4 h post-resuscitation (p<0.01 vs. baseline), while returned to baseline
72 h later (Figure 2). Resuscitated rats also presented markedly reduced LV SV and CO
(p<0.01 vs. baseline, Figure 2) at 2, 4, and 72 h post-resuscitation.
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Changes observed in post-resuscitation myocardial function, expressed as LVEF, were

paralleled by the concurrent changes in circulating levels of hs-cTnT (Table 2). Plasma

levels of hs-cTnT, in fact, significantly increased at 2 and 4 h post-resuscitation (p<0.01 vs.

baseline), and then normalized at 72 h (Table 2). Hs-cTnT lewvels inversely correlated with

LVEF (r=-0.89, p<0.01).

Table 2. Circulating oxidative stress biomarkers and asymmetrical dimethylarginine
(ADMA) and dimethylarginine dimethylaminohydrolase (DDAH)

Baseline PR 2h PR 4h PR 72h
(n=8) (n=9) (n=6) (n=8)
Plasma hs-cTnT,
61 [20-91] 3732 [3277-6218] ** | 3469 [2428-4930] * 44 [39-1610]
ng/L
Plasma IsoP,
235.6 + 28.8 206.2 +14.9 3066 +216%* 216.6 + 30.0
pg/mL
Plas ma 8-OHG,
742.9 +79.3 10445+ 711 * 9149 +104.1 846.9 + 14.7
pg/mL
Plasma GSH,
0.146 + 0.030 0.099 + 0.004 0.095 + 0.013 0.136 + 0.023
pumol/mL
Plasma ADMA,
0.767 £0.10 0.641 + 0.07 0.468 +0.06 * 0.601 + 0.07
umol/L
Myocardial ADMA,
0.083 +0.01 0.052 £ 0.01 0.043 +0.01 0.080 £ 0.02
nmol/mg prot
Myocardial DDAH,
775+127 735+7.2 79.0+10.4 90.0+12.8

nmol/mg prot

PR, post resuscitation; 8-OHG, 8-hydroxyguanosine; hs-cTnT, high-sensitivity cardiac

troponin T; IsoP, isoprostanes; GSH, reduced glutathione.

Parametric data are shown as mean + SEM;

Non-parametric data are shown as median [25-75 percentile].

*p<0.05 vs. Baseline; **p<0.01 vs. Baseline.
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Figure 1. Hemodynamics.

Heart rate (HR), mean arterial pressure (MAP) and coronary perfusion pressure (CPP) at

baseline (BL) and post-resuscitation. Data are shown as meantSEM,;
and**p<0.01 vs. BL.

*p<0.05
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SV,
mL
150-
100+
CO,
mL/min 50.
0_
100+
80
EF, 60;
% 40
20
0_

BL

PR2 PR4 PR72
Time, hours

BL PR 2 PR 4 PR 72
ESV,mL | 057+£0.12 | 025+0.04* | 0.26+0.05* | 0.53+0.14
EDV, mL | 0.39 £0.02 0.43 £0.05 0.47 +0.06 0.28 +0.02

Figure 2. Myocardial function.

Left ventricle stroke volume (SV), cardiac output (CO) and ejection fraction (EF) at

baseline (BL) and post-resuscitation (PR). The bottom table report data on left ventricle

end systolic volume (ESV) and end diastolic volume (EDV). Data are shown as

meantSEM; *p<0.05 and **p<0.01 vs. BL.
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Oxidative stress biomarkers

Plasma levels of IsoP, a marker of lipid peroxidation, significantly increased at 4 h post-

resuscitation and recovered 72 h later (p<0.05 vs. baseline, Table 2). Changes in

myocardial tissue IsoP were more evident compared to those in plasma (Figure 3).

Myocardial IsoP markedly increased at 2 and 4 h post-resuscitation (p<0.01 vs. baseline,

Figure 3), while levels returned to baseline values 72 h later. Myocardial IsoP were directly

related to plasma hs-cTnT (r=0.760, p<0.0001, Figure 3) and inversely related to LV EF

(r=-0.770, p<0.0001, Figure 3).
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Figure 3. Myocardial isoprostanes vs. myocardial injury and function.

Upper: Myocardial isoprostanes (IsoP) levels at baseline (BL) and post resuscitation (PR),
reported as mean + SEM, **p<0.01 vs. BL. Bottom: relation between IsoP and high-

sensitivity cardiac troponin (hs-cTnT) and left ventricle ejection fraction (LVEF).

Plasma levels of 8-OHG, a marker of DNA damage, significantly increased at 2 h post-
resuscitation and recovered within the following 2 h of observation (p<0.05 vs. baseline,
Table 2). Changes in myocardial tissue 8-OHG were more evident compared to those in
plasma (Figure 4). Myocardial 8-OHG markedly increased at 2 and 4 h post-resuscitation
(p<0.01 vs. baseline, Figure 4), while levels returned to baseline values 72 h later.
Myocardial 8-OHG were directly related to plasma hs-cTnT (r=0.409, p<0.05, Figure 4)

and inversely related to LVEF (r=-0.548, p<0.01, Figure 4).

Plasma levels of GSH slightly decreased at 2 and 4 h post-resuscitation (p not significant)

and recovered 72 h later (Table 2).
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Upper: Myocardial 8-hydroxyguanosine (8-OHG) levels at baseline (BL) and post

resuscitation (PR), reported as mean + SEM, **p<0.01 and *p<0.05 vs. BL. Bottom:

relation between 8-OHG and high-sensitivity cardiac troponin (hs-cTnT) and left ventricle

ejection fraction (EF).
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ADMA, an endogenous inhibitor of nitric oxide synthase (NOS), was assayed in plasma
and myocardial tissue. Plasma levels of ADMA were significantly decreased at 4 h post-
resuscitation compared to baseline (p<0.05, Table 2). Similarly, there was a trend towards
decreases in myocardial ADMA levels during the 4 h of post-resuscitation (p=0.05 vs.

baseline, Table 2), while it recovered to baseline values 72 h later.

Decreases in myocardial ADMA were paralleled by concurrent changes in myocardial
DDAH, the enzyme that degrades ADMA (Table 2). However, only a trend towards
increases in myocardial DDAH was observed at 4 and 72 h post-resuscitation (p not

significant, Table 2).

Discussion

The present study describes the entity of circulating and myocardial tissue levels of
oxidative stress markers during the initial hours post-resuscitation and it suggests a
contribution of oxidative damage to the severity of post-cardiac arrest myocardial injury
and dysfunction. Indeed, IsoP and 8-OHG levels in the myocardial tissue significantly
increased at 2 and 4 h post-resuscitation, and these increases related to the increased hs-
cTnT levels, a specific marker of myocardial injury, and to the impaired LVEF, a marker
of myocardial dysfunction. Plasma levels of circulating IsoP and 8-OHG were also
significantly increased after resuscitation, indicating a concurrent condition of whole body

oxidative stress.

Post-cardiac arrest myocardial dysfunction contributes to the early deaths after
resuscitation from cardiac arrest [2]. It is characterized by a compromised LV systolic
function with low CO and arterial pressure. In patients who survive, this myocardial
dysfunction is transient and fully recovers during the following 2-3 days after ROSC [2].

cTn are regulatory proteins belonging to the heart’s contractile apparatus that regulates the
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calcium-mediated interaction of actin and myosin. Accordingly, cTn release is commonly
observed after resuscitation from cardiac arrest [13]. The release of c¢Tn from the
myocardium might reflect an ongoing myocyte cell death as well as other events, i.e.
myocyte stretching with transient loss of cell membrane integrity, and is related to the
severity of myocardial dysfunction [13, 14]. In our study, we observed significant
reductions in post-cardiac arrest LV EF, at 2 and 4 h following ROSC, with a subsequent
recovery 72 h later. A strong relationship between LV EF and circulating hs-cTnT was
confirmed at different time points following ROSC. Normal LV function at 72 h post
ROSC indicates that myocardial viability was preserved even in the presence of previous
hs-cTnT degradation. This suggests that post-resuscitation myocardial dysfunction is

largely reversible in the present model.

ROS formation, including free radical superoxide, hydrogen peroxide, and hydroxyl
radical, occurs in low levels under physiological conditions, but it is exacerbated as a
consequence of I/R injury [5-7]. Under this condition of I/R, ROS are produced in
myocardial and other tissues by several mechanisms, involving actions of xanthine
oxidase, NOS, and nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase [15, 16, 3].
Consequently, this exacerbated ROS production creates an imbalance between oxidant and
antioxidant mechanisms inside the cells, which may contribute to post-cardiac arrest
myocardial dysfunction [17]. Inflammatory cell infiltration in myocardial tissue is another
well-known process after I/R that contributes to ROS generation, leading to apoptosis of
cardiomyocytes [4]. Finally, mitochondria play also a crucial role in increasing ROS
generation after I/R, due to an uncoupling of electron transport chain after reperfusion [18].
The consequent ROS increase in the mitochondria, in addition to the reperfusion-related

calcium overload, further activates the apoptotic cell death pathways [19,20].
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In our study we assessed oxidative stress after CPR by measuring markers of lipid
oxidation, namely IsoP, and a marker of DNA oxidation, namely 8-OHG. IsoP are stable
products of arachidonic acid oxidation and are released from cells undergoing oxidative
stress [20]. Indeed, two- to three-fold increases in IsoP have been previously reported in
plasma after resuscitation from cardiac arrest in pigs, and in cardiac tissue after myocardial
I/R in mice [6, 22]. IsoP present important biological activity [6]. The oxidation of these
lipids, in fact, impairs cell membrane stability, leading to altered permeability, endothelial
dysfunction, and consequent cell damage [5, 23]. In a model of myocardial I/R in rats,
pretreatment with F-isoprostane induced a five-fold increased endothelin-1 release,
impaired LV developed pressure, and increased infarct size compared to control animals
[23]. Indeed, in our experiment, both plasma and myocardial tissue IsoP significantly
increased after resuscitation. Nevertheless, myocardial IsoP increase was more evident
compared to plasma increase and highly correlated with hs-cTnT releases and LV

dysfunction over time.

8-OHG is a specific biomarker of oxidative damage to DNA [24, 25]. Similarly to our
results, increases in urinary 8-OHG have been reported in patients with acute myocardial
infarction, with peak levels at 4 h after reperfusion therapy and a return to baseline levels
within 24 h [26]. Whether oxidative stress-related DNA damage and altered gene
expression may contribute to LV dysfunction and remodeling after an ischemic event is not
clear [27]. A report in a rat model of I/R demonstrated increased 8-OHG in nuclei of
cardiomyocytes after reperfusion, which, however, seemed not to have any relation with
the altered LV function [8]. Other studies, instead, reported a correlation between the
oxidative damage to mitochondrial DNA and the severity of LV dilatation and reduced
contractility in mice subjected to myocardial infarction [27]. Similarly to our results, high

serumand urinary levels of 8-OHG were observed in patients with heart failure and further

64



increases in 8-OHG occurred for higher New York Heart Association (NYHA) functional
class, such that 8-OHG was suggested as prognostic tool for risk stratification in these
patients [24, 25]. To the best of our knowledge, this is the first study relating 8-OHG to
post-cardiac arrest LV dysfunction. Our results suggest a relationship between 8-OHG and
myocardial injury and function, similarly to IsoP. Increase in post-resuscitation 8-OHG

levels were, however, of lesser extent compared to those in IsoP.

Oxidative stress following cardiac arrest is a systemic event, such that oxidative stress
biomarkers are generated in all tissues, as products of the oxidation of molecules present in
every cell types [26, 28]. Such a condition of whole body post-resuscitation oxidative
stress is indeed supported by the significant increases in plasma IsoP and 8-OHG together
with the concurrent reduction in plasma GSH, a known endogenous inactivator of oxygen-
derived highly reactive species [12]. Consequently, in contrast to plasma levels, dosage of
oxidative stress biomarkers directly in myocardial tissue was a more reliable marker for
myocardial damage, and better represented the time-dependent oxidative stress in our
study. Myocardial IsoP and 8-OHG increases were directly related with hs-cTnT and
inversely related with LVEF. Whether the observed relation between tissue IsoP and 8-
OHG and established markers of cardiac injury such as cTn and LVEF, is causal needs to

be further investigated.

Accordingly, our findings indicate a possible contribution of oxidative stress to post-
cardiac arrest myocardial injury and dysfunction. After I/R, endothelial dysfunction and
inhibition of NOS with reduced NO availability are commonly observed, due to oxidative
stress [10]. NO is an endothelium-derived vasoactive factor produced by NOS, that plays
important roles in modulating coronary vascular tone and tissue perfusion [29]. NO,
however, is also known to be able to react with free radical superoxide producing

peroxynitrite, a more powerful oxidating reactive specie, which worsens tissue damage by
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protein nitration [30]. ADMA is an endogenous inhibitor of NOS activity, present in high
concentration inside the endothelial cells [31,32]. In a recent study in coronary artery
bypass grafting patients, cardioplegic arrest was associated with decreased plasma levels of
ADMA,; the mechanisms involved in this process remained, however, unexplained [33].
Similarly, in our study, decreases in both plasma and myocardial tissue levels of ADMA
after cardiac arrest were observed and paralleled reductions in LVEF and increases in hs-
cTnT. Decreases in myocardial ADMA were paralleled and explained by concurrent
increases in its degrading enzyme DDAH [32]. It can be hypothesized that these ADMA
decreases may potentially exacerbate post-cardiac arrest myocardial dysfunction.
Decreases in ADMA may, in fact, lead to decrease in NOS inhibition and consequent
greater NO production and nitrosative stress [34]. Moreover, besides inhibiting NO
synthesis, ADMA can directly induce oxidative stress and cell apoptosis, and participate in
inflammatory reactions [32,35,36]. Indeed, by inhibiting endothelial NOS, ADMA might
increase the risk of vascular inflammation and thrombosis, such that elevated plasma
ADMA has been reported to be a risk factor for cardiovascular morbidity and mortality in
patients with cardiovascular disease [32]. Thus, we cannot exclude that decrease in ADMA

may, instead, reflect an adaptive change aimed to protect from oxidative stress.

Some limitations need to be taken into account when interpreting our results. First, the
study was performed in healthy animals with no previous myocardial damage. Second, this
study is a descriptive report and no direct mechanisms assessing the connection between
oxidative stress and myocardial damage and dysfunction were shown, nor effects from
inhibition of oxidative stress pathways on post-resuscitation myocardial dysfunction.
Accordingly, further interventional experimental studies are underway. Nevertheless, the
results demonstrated the clear relationship between oxidative stress and post-resuscitation

hs-cTnT release and LV dysfunction. Moreover, both circulating and tissue levels of
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oxidative stress markers have been reported overtime post-resuscitation, providing new

insights in the time-course of these biomarkers.

Conclusions

The present study in a rat model of CPR demonstrated the possible contribution of
oxidative damage to post-cardiac arrest syndrome. It provided evidence that lipid
peroxidation and DNA oxidative damage in myocardial tissue are closely related to
myocardial injury, represented by hs-cTnT release, and LV dysfunction, represented by

reduced EF, during the initial hours following resuscitation from cardiac arrest.
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Abstract

During post-cardiac arrest syndrome, damage to organs consequent of ischemia-
reperfusion has been attributed to oxidative stress, as sudden return of oxygen to
circulation increases the generation of reactive species. Mild therapeutic hypothermia has
been the only clinically applied treatment to reduce injury consequent of cardiac arrest and
may reduce oxidative damage. Our study aimed to compare parameters of oxidative
damage and antioxidant defenses in controlled normothermic patients and patients
underwent mild therapeutic hypothermia during post-cardiac arrest syndrome. We
investigated intensive care unit patients admitted in 2011 and 2012, victims of in-hospital
or out-of-hospital cardiac arrest in Porto Alegre, Brazil, and included 31 patients under
controlled normothermia (36 °C) and 11 patients who underwent 24 h mild therapeutic
hypothermia (33 °C). Oxidative stress parameters were assessed 6, 12, 36 and 72 h after
cardiac arrest in central venous blood samples. Hypothermic and controlled normothermic
patients presented similar long-term survival rate and S100B levels. Our results show
hypothermia reduces malondialdehyde and protein carbonyl levels, markers of oxidative
damage. Concomitantly, hypothermia increases the activity of erythrocyte antioxidant
enzymes superoxide dismutase, glutathione peroxidase and glutathione-S-transferase,
while decreases the activity of serum paraoxonase-1 antioxidant activity. Moreover,
hypothermia and acidosis may alter xanthine oxidase activity post-cardiac arrest. Our
results suggest mild therapeutic hypothermia reduces oxidative damage and alters
antioxidant defenses in post- cardiac arrest patients.

Key words

Cardiopulmonary arrest, post cardiac arrest syndrome, mild therapeutic hypothermia,
ischemia-reperfusion, oxidative stress, S100B, xanthine oxidase, paraoxonase,

malondialdehyde, carbonyl.
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1. Introduction

Post-cardiac arrest syndrome (PCRS) nominates the pathophysiological consequences of
the return of spontaneous circulation (ROSC) after successful cardiopulmonary
resuscitation (CPR) from cardiac arrest (CA). PCRS comprehends brain injury,
hemodynamic dysfunction, damage to heart and other organs, sepsis and systemic
inflammation consequent of ischemia-reperfusion (I/R). The first 3 days after CA are
considered critical phase of PCRS, when patients suffer progressive organ damage and
increase of inflammation [1].

During PCRS, injury to brain, heart and to other organs consequent of I/R has been
attributed to oxidative stress, as sudden return of oxygen to circulation increases the
generation of reactive species (RS) [2, 3]. Generation of RS, mainly the superoxide radical,
increases dramatically after reperfusion and depends on xanthine oxidoreductases (XOR)
and other pathways [4, 5]. The endothelial XOR plays a well-known role in free radical
generation during hypoxia and reperfusion, when xanthine dehydrogenase (XDH) is
converted to xanthine oxidase (XO), using O as electron acceptor in place of NAD,
generating superoxide and hydrogen peroxide [6].

Post-CA hypoxia leads not only to oxidative stress, being followed by marked metabolic
acidosis. Anaerobic glycolysis decreases glucose levels while increasing lactate formation.
Concomitantly, a compensatory mechanism to restore pH increases levels of calcium and
sodium, and other electrolytes as potassium and magnesium [7]. Higher blood lactate
levels are found in patients with poor outcome post-CA, since they are related to the time
patients underwent hypoxia and acidosis [8].

Mild therapeutic hypothermia (MTH) has now been the only clinically applied treatment to
reduce injury post-CA, and clinical and animal model studies have been reinforcing the

benefits of MTH in increasing brain recovery [9-11]. MTH also prevent damage to other
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tissues, including myocardium, liver and kidney [12]. The prevention of damage by MTH
is reinforced by studies demonstrating reduced oxidative damage after treatment [11-13].
Hypothermia can also be involved in the prevention of acidosis and lactate clearance,
restoring normal metabolism [14, 15].

Our study aims to investigate oxidative stress during PCRS, 6, 12, 36 and 72h post-CA in
intensive care unit patients, comparing normothermic patients and patients who underwent
MTH. Our results show MTH reduces malondialdehyde and protein carbonyl levels.
Concomitantly, MTH increases the activity of erythrocyte antioxidant enzymes superoxide
dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx) and glutathione-S-transferase (GST),
while decreases the activity of serum paraoxonase (PON-1) antioxidant activity. Moreover,

our results suggest hypothermia and acidosis may alter XO activity post-CA.
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2. Materials and Methods

2.1 Screening of patients

Observational prospective cohort study was conducted between May 2011 and October
2012 assigned in intensive care unit (ICU) patients of a public hospital in Porto Alegre,
Brazil. Project was approved by institutional ethics committee and relatives of all subjects
provided written informed consent. The study screened comatose patients, victims of in-
hospital or out-of-hospital CA, presenting successful ROSC in less than 20 min after
cardiopulmonary resuscitation (CPR). Patients were randomly assigned for actively
controlled normothermic temperature (36 °C, n= 31) or therapeutic hypothermia (33 °C, n=
11). Exclusion criteria were: patients <18 years old, trauma victims, post operatory patients
(<7 days post operation), patients who suffered more than one CA event during admission,
pregnant, terminal or hemodynamically unstable patients. Full medical history was
evaluated for each patient.

2.2 Mild therapeutic hypothermia (MTH)

MTH post-CA was employed in agreement with local protocol. Cooling started 4 h after
CA aiming 32-34 °C. Cooling method applied combined methods, including endovascular
cooling, ice packs, air conditioning and thermal blanket for controlled cooling and rewarm
of patients (Mattress Medi-Therm® Il Hyper/Hypothermia Machine MTA 6900-Gaymar).
Temperature was measured continuously. Neuromuscular-blocking drug (atracurium
and/or pavulon) was administered to control chills, thereby preventing body heat. Rewarm
to the target temperature of 36 °C started after 24 h of hypothermia and not exceeded 0.25-
0.5 °C/h. Hyperthermia was promptly treated in both normothermic and hypothermic
patients, since temperature above 37 °C is related to poor outcome [16]. Hyperoxia was
avoided as well, avoiding exacerbated oxidation processes in early stages of reperfusion.

2.3 Clinical and laboratory data assessment, and sample obtaining
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Clinical and laboratory data, and venous blood samples were obtained from patients 6, 12,
36 and 72 h after CA for both normothermic and hypothermic patients. Clinical data
analysis included blood pressure, internal body temperature, heart rate and respiratory rate.
Laboratory data were assessed in venous blood by hospital biochemical staff and included
pH, glucose, lactate and electrolytes. High-sensitive C-reactive protein (hs-CRP),
hematocrit and hemoglobin levels were daily analyzed by hospital biochemical staff.
Venous blood samples were obtained from central venous catheter to analyze oxidative
stress and neuronal injury biomarkers. 10 mL of total blood was prepared for serum,
plasma (citrate) and erythrocytes samples obtaining. Samples were stored within 30 min
after the blood obtaining in liquid nitrogen and posteriorly stored at -80°C. Erythrocytes
were lysated and 1:100 diluted in 2% ethanol and 0.5 mmol/L protease
inhibitor phenylmethylsulfonyl fluoride.

2.4 Neuronal injury and oxidative stress biomarkers

Serum S100 calcium-binding protein B (S100B) levels. S100B levels were determined
using in-house ELISA method. Serum samples were coated with anti-S100B monoclonal
antibody (SH-B1, Sigma-Aldrich) and posteriorly incubated with anti-S100 polyclonal
(DAKO), followed by incubation with peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody (Sigma-
Aldrich). Reaction with o-phenylenediamine was measured by spectrophotometer at 492
nm [17].

Plasma carbonyl levels. Plasma was incubated with 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) to
evaluate carbonyl content by spectrophotometer at 370nm. Molar absorption coefficient of
hydrazine 370" 21,000 M-1cm-1 was used to calculate carbonyl levels [18].

Serum malondialdehyde (MDA) levels. Serum MDA levels were measured by high-

performance liquid chromatography (HPLC) at 250 nm (LC-18 DB column) [19].
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Xathine oxidase (XO) activity. Serum activity of XO was measured using xanthine
oxidase fluorometric assay kit (Cayman chemical), applying excitation wavelength of 520-
550 nm and an emission wavelength of 585-595 nm.

Superoxide dismutase (SOD) activity. SOD activity was measured in erythrocytes lysate
samples by spectrophotometry using RanSOD kit (Randox).

Glutathione peroxidase (GPx) activity. GPx activity was measured in erythrocytes lysate
samples by spectrometry in using RanSel kit (Randox).

Glutathione-S-transferase  (GST) activity. GST activity was measured by
spectrophotometry measuring the conjugation of 1- chloro-2, 4-dinitrobenzene (CDNB)
and GSH forming S-(2, 4-dinitrophenyl)-glutathione. Erythrocytes lysate activity was
calculated using the molar absorption coefficient of S-(2, 4-dinitrophenyl)-glutathione
eao” 9,600 Mtem™® [20].

Paraoxonase (PON-1) activity. Serum PON-1 activity was measured by spectrophotometry
412 nm using paraoxon, based on the p-nitrophenol formation by paraoxon hydrolysis. P-
nitrophenol molar extinction coefficient 41, 169,000 M™tcm* was used to calculate PON-
1 activity [21, 22].

Data normalization. All assays were performed in triplicate. All results were normalized
using the total protein content by Bradford method, using bovine serum albumin (BSA) as
standard [23].

2.5 Statistical analysis

PASW statistics 18 (SPPS) software was used for multivariable logistic-regression models
with generalized estimating equations to compare evaluated parameters. Long-term
survival rates (36 months) were evaluated by Kaplan-Meier analysis. Two-tailed

Spearman's correlation test was employed to test correlation between variables. Sample
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size for 42 patients was calculated employing the COMPARE2 software, based on MDA

values from previous study to obtain a power of 80 %, and a significance level of5 % [24].
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3. Results

Baseline characteristics and biomarkers of outcome

A total of 42 patients were included in the study. Thirty one patients were assigned for
actively controlled normothermic temperature (36 °C) and were not subjected do
hypothermia, while eleven patients underwent hypothermic treatment (33 °C). In
hypothermic patients, body temperature achieved 33 °C 6 h after CA and was maintained
during 24 h, as shown 6 and 12 h after CA (Table 2). 36 h after CA, patients achieved 36
°C of body temperature (Table 2).

Baseline characteristics of patients are presented in Table 1. Age and gender of patients did
not differed significantly comparing normothermic and hypothermic groups. ROSC also
did not differ between groups, evidencing similarity of baseline characteristics in the
analyzed patients. Importantly, hypothermic patients did not present increased long-term

survival rate, compared to patients with actively controlled normothermia (Table 1).

Table 1: baseline characteristics of 42 in- and out-of-hospital cardiac arrest patients

Normothermic Hypothermic All patients
(n=31) (n=11) (n=42) p value
Age, years (min; max) 63 (32 ; 89) 60 (46 ; 76) 62 (32 ; 89) ns
Male gender, n (%) 20 (64.5) 7(63.6) 27 (64.3) ns
Time to ROSC, min (min; max) 8(2; 20) 6(4; 16) 8(2; 20) ns
Survival, days (min; max) 8(1; 693)* 18 (1; 163) 8(1; 693) ns

ROSC, return of spontaneous circulation.

Data are expressed as median (min; max), except for gender expressed as absolute numbers (%)
ns, no significant difference found.

*Two patients of normothermic group were alive three years after CA

Blood hs-CRP levels, a biomarker of inflammation, was not significantly altered by
hypothermic treatment (Table 2). Other important biomarkers of outcome after CA were
evaluated, including blood levels of calcium, sodium, glucose and lactate. pH, lactate,
calcium and sodium levels were not altered in hypothermic patients (Table 2). Blood levels

of lactate decreased significantly 12 hafter CA in both groups, and were maintained at the
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same levels 36 and 72 h (Table 2). The decreased blood glucose levels found at the initial 6

and 12 h after CA were significantly increased in patients treated with hypothermia (Table

2), returning to similar levels 36 and 72 h after CA in both groups (Table 2).

Table 2: Biomarkers of outcome in patients ongoing PCRS

Normothermic patients

Hypothermic patients

6h 12h 36h 72h 6h 12h 36h 72h
Temperature, 35.7 35.7 35.6 36.1 32.8 32.6 36 36.1
°C (34.7;37.3) (35.0;37.2) (34.3;37.5) (35.0;36.9) (31.3;34.0)+#  (30.4;33.5)+# (34.2;36.8) (35.7;37.0)
hs-CRP, 89 n.a. 120 113 155 n.a. 170 240
mg/L (17;361) n.a. (22;480)  (2;338) (95;403) n.a. (27;313) (26;351)
S100B, 0.13# 0.07 0.06 0.5 0.15# 0.9 0.04 0.03
ng/mL (0.01,6.63) (0.01;1.42) (0.001;1.8) (0.01;1.3) (0.02;1.8) (0.04;0.71) (0.01;0.6) (0.02;1.10)
Venous pH 7.29 7.36 7.32 7.32 7.16 7.26 7.41 7.38
(7.02;7.51) (7.15;7.54) (7.03;7.45) (7.31;7.41)  (6.95;7.50) (7.07;7.56) (7.21;7.52) (6.89;7.44)
Glucose, 115 + 118 + 139 155 167 +# 1365 # 130 105
mg/dL (73;294) (81;255) (73;201) (62;297) (87;398) (115;351) (98;169) (76;141)
Lactate, 2.95 + 1.8 1.4 1.7 1.95+ 1.8 1.6 1.4
mmol/ L (0.8;13.7)  (0.7;17) (0.7;11.8) (0.5;8.5) (0.6;18) (0.6;19) (1.6;4.2) (0.6;1.5)
Sodium, 136 137 138 133 137 103 137 138.5
mmo I/ L (124;147)  (122;145)  (129;144) (128;143) (119;153) (94;113) (123;147)  (137;147)
Calcium, 1.06 1.01 1.05 1.08 1.03 1.03 1.03 111
mg/d L (0.88;1.19) (0.86;1.19) (0.82;,1.22) (0.88;1.23)  (0.95;1.2) (0.94;1.13) (0.86;1.15) (1.03;1.28)

Hs-PCR, high-sensitive C reactive protein.
Data are expressed as median (min; max).

+ Significantly different inside the group comparing time -points, p<0.05.

# Significantly different comparing normothermic and hypothermic groups at the same time -point, p<0.05.

Oxidative and brain damage biomarkers

Serum levels of S100B, a biomarker of brain injury, did not differ significantly in

hypothermic patients. S100B levels decreased significantly 12 h after CA in both groups,

and remained similar after 36 and 72 h (Fig 1).
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MTH clearly reduced the parameters of oxidative damage evaluated in our study. Plasma
carbonyl levels, a biomarker of protein oxidative damage, decreased significantly in
patients treated with hypothermia in all time-points after CA (Fig.1). In a similar manner,
hypothermic patients presented decreased serum malondialdehyde levels, a biomarker of
lipid oxidative damage, in all time-points after CA as well (Fig.1). XO activity did not
differ significantly in hypothermic patients comparing to normothermic patients. However,
in hypothermic group, xanthine oxidase activity decreased 36 and 72 h after CA,

coinciding with the period post- hypothermic treatment (Fig.1).

Protein carbonyl levels Malondialdehyde levels
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Figure 1. Biomarkers of oxidative damage and brain injury 6, 12, 36 and 72 h post-CA
comparing normothermic (n=31) and hypothermic (n=11) patients. At 6 and 12 h, patients
of hypothermia group presented 33 °C of body temperature and 36 °C at 36 and 72 h post-
CA. Data are expressed as mean * standard error. *Significantly different comparing
normothermic and hypothermic groups at the same time-point, p<0.05. ®Significantly

different inside the group comparing to 6h, p<0.05. "Significantly different inside the
group comparing to 12 h, p<0.05.
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Correlation analysis: Due to its relevance in I/R, XO activity was correlated to the
analyzed biomarkers of outcome and acidosis. XO activity was negatively correlated to
venous pH (R= -0.360, p<0.01) and positively correlated to blood lactate (R= 0.405,
p<0.001). Conversely, xanthine oxidase activity was inversely correlated to blood calcium
levels (R= -0.543, p<0.001) and blood sodium levels (R= -0.332, p<0.01). Importantly,
serum S100B levels were positively correlated to xanthine oxidase activity (R= 0.412,
p<0.001) however no correlation was found between XO activity and MDA (R= 0.194,
p=0.271) or between MDA and carbonyl levels (R=0.010, p=0.907).

Enzymatic antioxidant activities
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Figure 2. Antioxidant enzymatic activity 6, 12, 36 and 72 h post-CA comparing
normothermic (n=31) and hypothermic (n=11) patients. At 6 and 12 h, patients of
hypothermia group presented 33°C of body temperature and 36 °C at 36 and 72 h post-CA.
Data are expressed as mean + standard error. *Significantly different comparing

normothermic and hypothermic groups at the same time-point, p<0.05.
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The activities of antioxidant enzymes related to the detoxification of RS were significantly
altered by hypothermic treatment. Activities of erythrocyte antioxidant enzymes SOD, GPx
and GST increased significantly 6, 12, 36 and 72 h after CA in hypothermic patients,
comparing to normothermic patients (Fig. 2). Surprisingly, PON-1 activity, an antioxidant
enzyme present in high-density lipoproteins (HDL), presented an inversed profile
comparing to the other antioxidant enzymes analyzed. Serum PON-1 activity is

significantly decreased in hypothermic patients 6, 12, 36 and 72 h after CA (Fig. 2).

Correlation analysis: Conversely, activities of erythrocyte antioxidant enzymes are
strongly correlated. SOD activity is positively correlated with GPx (R= 0.845, p<0.001)
and GST (R= 0.745, p<0.001) activities. GPx is also strongly correlated to GST activity
(R=0.629, p<0.001). Interestingly, Serum PON-1 activity is not correlated to the activity
of analyzed erythrocyte antioxidant enzymes (SOD, R= -0.156, p=0.082; GPx, R=-0.097,

p=0.288; GST, R= -0.154, p=0.085).
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4. Discussion

Survival and neuronal injury

Controversy has emerged upon the efficacy of MTH post-CA. After MTH was
recommended by international resuscitation guidelines [25, 26], many studies are pointing
out that the reduction of mortality and neuronal damage by MTH is based on the control of
body temperature, not hypothermia per se. Comparing treatment at target temperatures of
33 °C (473 patients) and 36 °C (466 patients), no difference in survival and neurological
outcome was observed [27]. Similar results were obtained for survival and functional
outcome in children post-CA comparing therapeutic hypothermia with therapeutic
normothermia [28]. It has been suggested that only the control of body temperature below
37 °C is enough to bring benefits for survival and patient outcome.

However, other studies are still pointing out benefits of MTH comparing to controlled
normothermic temperature. In a porcine model of CA, comparing controlled temperatures
of 33 and 36.8 °C, 33 °C group presented improved cerebral oxygen saturation and arterial
pressure, followed by decrease in damage biomarkers in heart, liver and Kidney.
Interestingly, the marker of neuronal damage evaluated, neuron-specific enolase, was not
altered by hypothermia [12]. Despite S100B is considered better marker of poor
neurological outcome compared to neuron-specific enolase [29], in our study S100B levels
were not altered by MTH as well (Fig.1). Control and maintenance of body temperature
below 37° in normothermic group may explain the similarity in survival (Table 1) and
S100B levels (Fig. 1) comparing to hypothermic patients.

Oxidative damage and xanthine oxidase activity

Oxidative stress has been implicated as crucial in organ damage and hemodynamic
dysfunction during PCRS. MTH may be a suitable treatment to decrease oxidative stress.

In accordance, MTH decreases frontal cortex MDA and carbonyl levels 24 h after ROSC
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in pig model of CA [11]. In one of the few studies assessing oxidative stress in patients
post-CA treated with hypothermia, plasma reactive oxygen metabolites (d-ROM)
decreased during 33 °C treatment [13]. Interestingly, after rewarming, d-ROM returned to
control group lewvels, differently from our results in which MDA and carbonyl levels
remained lower in hypothermic group even after rewarming (Fig. 1). In a porcine model of
CA, MTH also decreased serum reactive oxygen metabolites levels compared to controlled
normothermic animals [12]. In I/R rat models, MDA levels are increased in liver [30, 31],
lung, ileum [31] and skeletal muscle, were MDA levels were restored by MTH [32]. To
our knowledge, no works reported protein carbonyl as marker of oxidative damage post-
CA. Nevertheless, carbonyl levels presented similar profile to MDA lewvels, since MTH
reduced significantly the levels of both markers during PCRS (Fig. 1). These results
corroborate the hypothesis of decrease of oxidative damage by MTH.

Besides the well-characterized increase of XO activity generating RS during I/R [33],
recent studies are still characterizing the mechanisms of XO regulation, including increase
of XOR expression [2] and redox modifications due to I/R [6, 34]. Our study is pioneer in
evaluating XO activity in patients post-CA and MTH (Fig.1). Nevertheless, no
significantly difference was found during MTH at 6 and 12 h post-CA. However after
rewarming, 36 and 72 h post-CA, XO activity decreased in hypothermic group (Fig. 1). It
is important to point out that the decreased XO activity at 36 and 72h in hypothermic group
Is not significantly different from normothermic group at the same time-points (Fig. 1).
Further studies will be necessary to elucidate the effect of temperature on XOR regulation.

High lactate levels and impaired lactate clearance are frequently related to poor outcome
post-CA [16, 35]. Decrease in lactate levels after 12h found in our study is expected, due to
the clearance of lactate in circulation (Table 2). Despite the reduced blood glucose levels

found 6 and 12 h post-CA in normothermic group were increased by MTH (Table 2),
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parsimony is necessary to evaluate glucose data in post-CA patients, since glycaemia is
actively controlled by ICU.

Hypoxic acidosis have relevant role in XOR regulation [36] however the exact mechanism
is yet to be described. It is possible that ion imbalance participates in the upregulation of
XO in I/R together with the changes in oxygen saturation. During post-CA acidosis blood
calcium, sodium and other electrolytes increase as a compensatory mechanism to high
lactate [7]. Interestingly, our results show that XO activity is positively correlated to lactate
and inversely correlated to pH, calcium and sodium, suggesting XO regulation may be
related to acidosis in our patients. Nevertheless, XO activity is not correlated to oxidative
damage biomarkers in our study, however was positively correlate to S100B (see results
for correlation analysis). Despite we initially hypothesized XO correlation to MDA and
carbonyl levels, it is possible that the different profile found in XO activity compared to
the marked low carbonyl and MDA levels in hypothermic group may explain the lack of
correlation (Fig. 1).

Antioxidant activity

Activity of antioxidant enzymes are also altered as consequence of I/R post-CA and
hypothermia may restore impaired defenses. Despite the few works evaluating antioxidant
defenses post-CA in patients, I/R models may provide information on the subject. In rat
models of I/R damage, SOD activity decreased in liver, lungs and ileum [30-32]. A similar
study in liver found the same profile for SOD and hydrogen peroxide consumption,
however GPx activity increased after I/R [30]. Similar to our results (Fig. 2), I/R in rat
skeletal muscle decreased activity of SOD and GPx, and tissue activities were restored by
MTH [32]. MTH also increased MnSOD expression in frontal cortex of pigs post-CA [11].
No previous study was found evaluating the detoxification enzyme GST post - CA or I/R.

In our study, erythrocyte antioxidant enzymes SOD, GPx and GST presented similar
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profiles, with markedly increased activities after MTH during PCRS comparing to
normothermic group (Fig. 2), and correlated positively to each other (see results for
correlation analyses).

MTH decreased plasma biological antioxidant potential during treatment in patients post-
CA, returning to control levels after rewarming [13]. Biological antioxidant potential
(BAP) is a broad assay which detects enzymatic and non-enzymatic antioxidants together
indistinctly BAP was also evaluated in serum of MTH post-CA in pig model, however not
significant difference was found [12]. Both studies do not corroborate our results; however
we applied specific methods for each antioxidant enzyme (Fig. 2).

To our knowledge, our study is the first one to evaluate PON-1 activity in post-CA patients
and we observed significant decrease of PON-1 activity after MTH (Fig.2). PON-1 activity
is reduced after I/R in serum, liver, kidney and lung of rats [37]. In patients undergoing
coronary intervention with no-reflow, an I/R event, blood PON-1 activity was lower after
the ischemia compared with patients with normal flow [38]. Interestingly, serum PON-1
activity presented an inverse profile when compared to the analyzed erythrocyte
antioxidant enzymes SOD, GPx and GST (Fig.2). Moreover, there was no correlation
between serum PON-1 activity and erythrocyte enzymes (see results for correlation
analyses). We suggest erythrocyte SOD, GPx and GST are regulated differently from
serum PON-1 during I/R and MTH treatment.

Limitations

The main limitation of the present work in the lack of control patients who did not
underwent CA, making difficult to discuss the influence of CA alone in oxidative stress
parameters. Experimental models of CA permit a clearer vision of SPCR. A second
limitation is the lack of biochemical and clinical data before CA due to the high number of

out-of-hospital CA patients. Another limitation is related to difference in medication, since
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hypothermic patients received specific medication during MTH. Due to the high
complexity and time necessary for sample obtaining the low number of patients, mainly in
hypothermia group, is an important limitation. Another limitation is the lack of sample
obtaining time-point closer to the CA moment; however we stipulated 6h as the first
sampling time-point to avoid disturbing unstable patients and, more importantly, in order
to avoid interruption of patients care.

Conclusion

In our study, MTH reduced MDA and protein carbonyl levels comparing to controlled
normothermic patients. We also observed increase in activity of erythrocyte antioxidant
enzymes SOD, GPx and GST, and concomitant decrease in serum PON-1 antioxidant
activity by MTH. Nevertheless, hypothermic and controlled normothermic patients
presented similar long-term survival rate and S100B levels.
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List of abbreviations

CA, cardiac arrest.

CPR, cardiopulmonary resuscitation.
GPx, glutathione peroxidase.

GST, glutathione-S-transferase.

hs-CRP, high-sensitive C-reactive protein.
I/R, ischemia-reperfusion.

MDA, malondialdehyde.

PCRS, post-cardiac arrest syndrome.
PON-1, paraoxonase-1.

ROSC, return of spontaneous circulation.
RS, reactive species.

S100B, S100 calcium-binding protein B.
SOD, superoxide dismutase.

XO, xanthine oxidase.

XOR, xanthine oxidoreductase.
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5.1 Resultados suplementares
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A Plasma nitrites and nitrates levels
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Supl. 3. Indirect indicator of nitric oxide (‘NO) levels in plasma (A) and erythrocytes (B) 6, 12, 36
and 72 h post-CA comparing normothermic (n=31) and hypothermic (n=11) patients. At 6 and 12

h, patients of hypothermia group had 33 °C of body temperature and 36 °C at 36 and 72 h post-CA.

Method: Plasma and erythrocytes nitrite/nitrate levels. Griess reaction was employed to
assess total content of ‘NO, nitrite and nitrate. Standard curve was prepared using sodium
nitrite (NaNO3;). Absorbance was obtained by microplate spectrophotometer at 543 nm

(Grisham, Johnson e Lancaster, 1996; Bryan e Grisham, 2007).
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Supl. 4. Antioxidant levels of serum ascorbic acid (A)and erythrocytes H,O, consumption (B) 6,
12, 36 and 72 h post-CA comparing normothermic (n=31) and hypothermic (n=11) patients. At 6
and 12 h, patients of hypothermia group had 33 °C of body temperature and 36 °C at 36 and 72 h
post-CA. Data are expressed as mean + standard error. *Significantly different comparing groups at

the same time, p<0.05.

Method: Serum Vitamin C (Vit.C). Antioxidant ascorbic acid (Vit. C) levels were
measured by HPLC simultaneously with MDA (Levine, 2002). H,O, consumption.
Erythrocytes lysate samples used to measure the capability of erythrocytes to detoxify
H,O, by spectrophotometry at 240 nm. Activity was calculated using the molar absorption

coefficient of H20; £240™ 40 M™cm (Kondo e Awada, 2000).
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6. DISCUSSAO

Nos ultimos anos o0 uso da hipotermia terapéutica po6s-PCR tornou-se motivo de
controvérsia (Nolan e Soar, 2011; Walden, Nielsen e Wise, 2011). Mais de 10 anos apos a
publicacdo dos classicos estudos na revista The New England Journal of Medicine
mostrando melhora no quadro neuroldgico e sobrevivéncia de pacientes tratados com
hipotermia (Bernard et al., 2002; Holzer et al., 2002), um importante estudo foi publicado
reavaliando o tratamento dos pacientes pos-PCR com hipotermia na mesma revista
(Nielsen et al., 2013). Estes pacientes, em coma pds-PCR, tiveram sua temperatura
controlada a 33 °C durante 24 h e ap6s tiveram sua temperatura controlada a 36 °C, e
foram comparados a pacientes que tiveram sua temperatura controlada a 36 °C durante
todo o periodo de internacdo (950 pacientes no total). Importantemente, ndo houve
diferenca significativa no quadro neuroldgico durante 180 dias e na sobrevivéncia 180 e

1000 dias pds-PCR.
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Fig. 11. Temperatura interna em pacientes normotérmicos vs. hipotérmicos pos-parada cardiaca. Modificado de

Nielsen et al., 2013.
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Fig. 12. Sobrevivéncia em 1000 dias de pacientes normotérmicos vs. hipotérmicos pds-parada cardiaca.

Modificado de Nielsen et al., 2013.

Outro estudo envolvendo 290 criangas em coma pds-PCR, a hipotermia terapéutica
(33 °C) ndo resultou em diferenca significativa na melhora do quadro motor e na
sobrevivéncia um ano apos o evento da PCR em comparagdo ao grupo normotérmico, com

temperatura controlada a 36,8 °C (Moler et al., 2015).

Apesar da controvérsia sobre os beneficios de manter a temperatura corporal dos
pacientes em hipotermia leve durante a SPCR, todos os estudos deixam claro que o
controle da temperatura corporal é extremamente benéfico para a melhora do quadro dos
pacientes internados. E possivel que a partir desse momento o tratamento dos pacientes se
volte para a estabilizacdo e manutencdo da te mperatura dos pacientes em normotermia

a 36 °C do que o tratamento em hipotermia. Alem disso, importantes pesquisadores da area
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ainda recomendam a manutencdo da temperatura a 32-34 °C até que os estudos cheguem a
um consenso. E preciso deixar claro que apesar de haver duvidas em relacio a
sobrevivéncia e ao quadro neuroldgico, a grande maioria dos estudos aponta para a
protecdo de diferentes tecidos através da hipotermia (Hachimi-Idrissi, Goossens e Van
Zanten, 2014). Desta forma, € possivel que mesmo que a hipotermia ndo seja capaz de
aumentar as chances de sobrevivéncia do paciente, ela pode acelerar a recuperacdo e
melhorar o prognostico dos pacientes sobreviventes. Além disso, é evidente que a
hipertermia continua sendo considerada altamente prejudicial, devendo entdo a temperatura

ser mantida sempre a baixo de 37 °C.

Sob uma perspectiva mais abrangente do tratamento de pacientes pds-PCR,
podemos ser otimistas em relacdo aos beneficios do tratamento hoje oferecido. Em cerca
de dez anos, periodo que coincide com o inicio da instituicdo da hipotermia como
tratamento para a PCR, a expectativa de sobrevivéncia pos-parada aumentou de 1/3 para %2
(Rittenberger e Callaway, 2013). Apesar disso, a taxa de mortalidade em pacientes pos-

reanimacdo ainda € alta, necessitando de novas alternativas de tratamento durante a SPCR.

A propria hipotermia pode ser aplicada de formas alternativas. Por exemplo, a
técnica de hipotermia terapéutica seletiva da cabeca vem sendo discutida e estudada.
Existe um grande interesse nesta técnica por evitar alguns dos efeitos colaterais do
resfriamento do corpo inteiro, principalmente em recém-nascidos. Por exemplo, a
encefalopatia hipdxico-isquémica ocorre em 1500 dos nascimentos e o resfriamento
seletivo da cabeca poderia ser mais seguro para estes recém-nascidos. Dentre 0s poucos
estudos nesse sentido, existe uma tendéncia de que o resfriamento do corpo inteiro traga
mais beneficios neuroldgicos. Porém, esses estudos sdo muito preliminares, escassos e com

um limitado namero de recém-nascidos (Allen, 2014).
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Como evidenciado na Fig, 10-c (pag. 41), a hipotermia terapéutica poderia trazer
maiores beneficios aos pacientes caso pudesse ser induzida ainda durante o periodo
isqué mico. Desta forma, a hipotermia poderia reduzir o significativo dano oxidativo aos
tecidos gerado pela reperfusdo. Ja houve tentativas clinicas de atingir a hipotermia durante
0 periodo isquémico, porém ndo foi possivel tecnicamente atingir a temperatura-alvo a
tempo em todos os pacientes. Nos poucos pacientes em que foi possivel induzir a
hipotermia antes da reperfusdo, houve uma reducdo significativa na &rea de infarto do

miocardio (Lampe e Becker, 2011).

Apesar desses exemplos, ndo existem grandes variacbes nos protocolos de
hipotermia aplicados em pacientes, ou mesmo em estudos em modelo animal. A maioria
dos estudos até o presente momento utilizou a hipotermia leve (32-34 °C) por 12-24 h. E
possivel que melhores resultados possam ser obtidos testando-se: diferentes técnicas de
inducdo da hipotermia, seu uso combinado com outros tratamentos, reducdo do tempo
entre 0 ROSC e o inicio do tratamento, diferentes temperaturas-alvo, diferentes duragdes
da fase de manutencdo da hipotermia e alteraces na velocidade de reaquecimento (Nolan
et al., 2008). Por exemplo, em modelo experimental em ratos comparando tempos de 24 e
48 h de hipotermia terapéutica, o maior tempo de tratamento mostrou me lhor recuperacéo

do dano neurolégico (Che et al., 2011).

Apesar de ainda ndo serem utilizadas na clinica, outras terapias estdo sendo
estudadas com o objetivo de reduzir os danos causados pela SPCR. Alguns delas estdo
sendo comparadas com a hipotermia terapéutica, ou até mesmo sendo estudando o efeito

combinado entre as novas alternativas e a hipotermia.

Os gases nobres, apesar de terem sido considerados inertes, interagem com o sitio

ativo de enzimas e com receptores (Jawad et al., 2009). Por esse motivo, seu efeito
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bioldgico na SPCR estd sendo investigado. Além dos gases nobres, outros gases estdo
sendo estudados como alternativa de tratamento apds a parada. A utilizacdo de terapias
potencialmente associaveis a ventilacdo mecanica podem trazer grandes beneficios aos
pacientes durante a SPCR. Isso se deve ao fato de que a ventilagdo mecénica j& faz parte do
tratamento padrdo do paciente pos-PCR e é rapidamente iniciada no ambiente intra-
hospitalar ou mesmo em unidades moveis. Comparativamente a hipotermia terapéutica,

esse tipo de tratamento € mais préatico e rapido, e pode ser prontamente induzido.

Dentro desta perspectiva, o gas nobre argénio (Ar) pode ser uma opc¢do de
tratamento associado a ventilagdo mecénica p6s-PCR. Um modelo experimental de PCR
em porcos utilizando 70% Ar/30% O, durante 4 h pos-reanimacao testou esta alternativa
de tratamento. 72 h pds-ROSC os animais tratados, comparados ao grupo controle
ventilado com 70% nitrogénio (N2)/30% O, estavam mais alertas e tiveram menor dano
neuronal, tanto em analises histoldgicas quanto nos niveis do marcador de dano neuronal
NSE. Porém, o tratamento com Ar ndo resultou em melhora do dano ao tecido cardiaco,
ndo apresentando reducdo na area de infarto e nos niveis de hs-cTnT (Ristagno et al.,

2014).

O gas hidrogénio (H;) tem sido outra alternativa sob fase de testes. A utilizagdo de
26% O, + 1,3% H, por 2 h na ventilagdo mecénica, iniciada 5 min p6s-ROSC foi
comparada a hipotermia terapéutica durante 2 h a 33 °C, atingida 15 min p6s-ROSC em
modelo de PCR em ratos. Neste estudo, tanto o tratamento com H; quanto a hipotermia
terapéutica trouxeram melhora semelhante, de 71,4%, na sobrevivéncia 7 dias pds-PCR,
uma melhora significativa quando comparados aos 38,4% grupo controle. Além disso, 0
tratamento combinado 26% O, + 1,3% H, + hipotermia levou a sobrevivéncia de 85,7%.

Resultados semelhantes foram encontrados para o déficit neuroldégico e dano neuronal,
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apresentando sempre resultados mais promissores com o tratamento combinado

(Hayashida et al., 2014).

O ozbnio (O3) também foi testado em modelo murino e comparado com a
hipotermia terapéutica. Tanto a hipotermia terapéutica por 4 h quanto o tratamento com
injecdo intraperitoneal utilizando 0,7 mg/kg de Oz reduziram os niveis de MDA e
aumentaram a atividade de SOD e GPx p6s-I/R. Porém, a hipotermia apresentou melhores
resultados, mesmo quando comparado ao tratamento combinado hipotermia + O3 (Ozkan et
al., 2015). E necessario cautela ao se propor tratamentos que administrem Os, pois é uma

espécie reativa que pode apresentar importante toxicidade.

A administracdo de drogas ou outras substancias, principalmente antioxidantes,
também podem ser uma opcdo rapida de tratamento pés-PCR, podendo ser facilmente
aplicada em associagdo com outros tratamentos. Algumas opgdes estdo sendo testadas em
modelo animal de PCR, porém com resultados ainda muito preliminares. Por exemplo: a
administracdo do carvedilol, um blogueador ndo-seletivo alfa/betal, utilizado na
insuficiéncia cardiaca e hipertensdo foi testado em ratos, reduzindo marcadores de
inflamacdo e apoptose no miocardio (Yeh et al., 2013); administracdo de metabdlito
intermediario piruvato foi testada em modelo porcino, melhorando parametros
hemodinamicos (Cherry et al., 2015); o antioxidante tempol reduziu o dano neuronal pés-
PCR em ratos (Bai, Wu e Meng, 2015); o tempol e o antioxidante &cido ascOrbico também
reduziram a peroxidacdo lipidica, disfuncdo mitocondrial e a necrose do miocardio em
ratos pés-PCR (Tsai et al., 2011); o Shenfu injection (SFI), um derivado de chas
tradicionais chineses, rico em ginsenosideos e utilizado clinicamente no tratamento de
doencas cardiovasculares a cerca de 20 anos, mostrou reducdo de dano pulmonar pés-PCR
em porcos (Zhang et al., 2012); dentre outros varios estudos neste sentido durante a SPCR.

Porém, ainda sdo necessarios muitos outros estudos pré-clinicos e clinicos para a
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introducdo de novas terapias aprovadas para serem aplicadas em pacientes pos-parada.

Drogas e antioxidantes testados de forma promissora em modelos de I/R também podem

ser posteriormente testados em modelos de parada cardiaca.

A inducdo das defesas antioxidantes endégenas pode contribuir para a protecdo do
organismo contra 0s danos consequentes da I/R. Como destacado na Fig. 13, o
precondicionamento pode ser utilizado para induzir as defesas do organismo contra 0s
danos pos-1/R. O precondicionamento pode ser definido como a inducdo prévia e menos
severa da I/R, permitindo que o organismo se adapte aos danos subsequentes (Garcia-
Dorado e Piper, 2006). Estudos induzem o precondicionamento em ciclos de I/R, que
podem variar de 2 a 25 ciclos, também variando o tempo de isquemia entre 0s estudos que,
aléem disso, sdo realizados em diversas espécies animais como modelo, e avaliando
diferentes condicdes patologicas em diferentes tecidos. Essa enorme variacdo e
complexidade torna um grande desafio estabelecer qual seria a melhor forma de utilizagéo
do precondicionamento em pacientes, e provavelmente o tratamento sO poderia ser
aplicado orgdo/regido-especificamente (Wever et al., 2015) devida a diferengas nos
mecanismos de dano e defesa entre os tecidos. Esta técnica baseia-se no conceito de
hormese, a adaptacdo do organismo a uma dose pequena de algum tipo de toxina ou outros

estressores, conferindo protecdo a doses posteriores maiores.
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Fig. 13. Participacdo do tratamento de pré-condicionamento na reducdo dos danos aos tecidos
causados durante a fase de isquemia e durante a fase de reperfusdo. Modificado de Garcia-Dorado e Piper,

2006.

Os estudos neste sentido apresentam resultados muito promissores, porém ainda ndo
conseguiram ser transpostos para modelos pré-clinicos ou clinicos de forma satisfatoria
(Wever et al., 2015). Apesar disso, estudos em modelo animal deixam evidente que um
periodo isquémico que leva a morte celular (letal) perde a letalidade se este tecido receber
um tempo de isquemia prévia menor (ndo-letal) (Garcia-Dorado e Piper, 2006). Os
primeiros estudos foram realizados no miocardio, um tecido bastante adaptavel ao dano
oxidativo pos-1/R e que frequentemente apresenta resultados promissores (Murry, Jennings
e Reimer, 1986; Rodrigo et al., 2007). Apesar disso, diversos estudos tem testado o
precondicionamento no cérebro, devida a sua importancia no dano pés-1/R, com resultados
promissores na protecdo deste tecido. E possivel que o aumento da expressdo e atividade
de enzimas relacionadas a protecdo contra as espécies reativas participe diretamente do
efeito observa nos estudos que aplicam o precondicionamento. Por exemplo, estudo
utilizou modelos de I/R cerebral em ratos, deixando evidente que o precondicionamento
também protege este tecido, aumentando as defesas antioxidantes. O precondicionamento
melhorou o déficit neuroldgico, reduziu a area de infarto cerebral. Concomitantemente, o
precondicionamento aumentou a atividade da SOD total no cortex e hipocampo, assim
como a atividade e expressio MnSOD. Também, o precondicionamento reduziu a

atividade da XO e os niveis de MDA (Yuanet al., 2012).

O mecanismo pelo qual o precondicionamento ativa as defesas dos tecidos, assim
como a resposta celular a I/R podem estar ligadas a acéo de fatores de transcricdo como o

fator induzido por hipoxia (HIF, do inglés hypoxia-inducible factors) e o fator 2
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relacionado a NF-E2 ( Nrf2, do inglés NF-E2-related factor 2). Apesar disso, esses fatores

foram pouco estudados na PCR até o presente momento.

O fator de transcricdo HIF é expresso durante a resposta dos tecidos a hipoxia. O HIF
interage com elementos responsivos a hipoxia (HRE, do inglés hypoxia-response element),
alterando a traducdo de genes relacionados a angiogénese, proliferacdo celular, defesa,
regulacdo do pH, metabolismo energético e apoptose. Este fator de transcricdo &€ um
heterodimero, e sua subunidade HIF-1a se acumula pelo bloqueio da degradagdo em
eventos de hipdxia. Em modelo experimental de PCR em ratos foi mostrado que HIF-1a se
acumula no cortex cerebral 1 h apds a reanimacdo, e surpreendentemente se mantem em

niveis semelhantes apds 7 dias (Chavez e Lamanna, 2002).

O fator de transcricdo Nrf2 também tem seus niveis aumentados em resposta a I/R.
Ele é um importante regulador da resposta antioxidante, ativando a transcri¢do dos genes
de enzimas como a SOD, GPx, GST, CAT, TRX e GR. Diferente do HIF, o Nrf2 ¢
expresso em resposta a reoxigenacdo e/ou outros estressores, e sua expressdo € ativada
quanto maior a concentragdo de O, em modelo de I/R em cultura de células epiteliais

(Leonard et al., 2006).

A regulacdo de fatores de transcri¢do envolvidos na regulacéo de genes relacionados
a resposta tecidual a I/R também pode ser um importante alvo de terapias que buscam

minimizar os danos durante a SPCR.
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7. CONCLUSOES

A parada cardiorrespiratoria € uma emergéncia médica relacionada a pacientes em
graves condicdes, com uma altissima taxa de mortalidade. A associacdo entre as patologias
gue levam a parada e a sindrome pds-parada cardiorrespiratoria dificultam a sua
recuperacdo. O tratamento de pacientes nestas condicdes tem altos custos para os cidadaos
e para o estado, e uma recuperacdo mais rapida, assim como a amenizacdo dos processos
patoldgicos sdo imprescindiveis para a redugdo desses custos e para a melhor recuperacdo
dos pacientes reanimados. O estudo do estresse oxidativo durante a SPCR pode trazer
importantes informacdes sobre a fisiopatologia pos-parada e contribuir para a indicacéo de

novos tratamentos.

Como apresentado no capitulo I, foi estudado o dano oxidativo 2, 4 e 72 h pos-
ROSC em modelo experimental de PCR em ratos. Os niveis de 8-OHG, marcador de dano
oxidativo em DNA, assim como os niveis de isoprostanos, marcador de dano oxidativo em
lipideos, foram maiores no tecido miocardico 2 e 4 h p6s-ROSC, voltando aos niveis do
controle apds 72 h. Resultados semelhantes foram encontrados no plasma.
Concomitantemente, os niveis de hs-cTnT, marcador de dano miocardico, no plasma foram
maiores 2 e 4 h p6s-ROSC, voltando aos niveis do controle ap6s 72 h. A disfuncdo do
miocardio foi também avaliada, mostrando que o volume de ejecdo do ventriculo esquerdo
e 0 débito cardiaco estavam reduzidos 2, 4 e 72 h p6s-ROSC. A fracdo de ejecdo
apresentou perfil semelhante, estando reduzida 2 e 4 h pds-ROSC, voltando ao perfil do
grupo controle ap6s 72 h. A reducdo da fracdo de ejecdo e o aumento dos niveis de hs-

cTnT estavam fortemente correlacionados aos elevados niveis dos dois marcadores de
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dano oxidativo avaliados, isoprostanos e 8-OHG, deixando evidente a relacdo entre o

estresse oxidativo e a disfuncdo do miocardio durante a SPCR.

Desta forma, os dados obtidos nesse trabalho reforcam a ideia de que o dano
oxidativo estd fortemente relacionado aos danos aos tecidos sofridos durante o periodo de
isquemia, de reperfusdo e da sindrome pds-parada cardiorrespiratéria, e deve ser alvo de
terapias que tem como objetivo amenizar os danos causados pela parada

cardiorrespiratoria.

Como apresentado no capitulo Il, a hipotermia terapéutica foi estudada em
pacientes durante a SPCR, 6, 12, 36 e 72 h pds-ROSC e comparados a pacientes
normotérmicos. Essa terapia contribui significativamente para a reducdo do dano oxidativo
nesses pacientes, assim como para a ativacdo de defesas antioxidantes. A hipotermia
reduziu o dano oxidativo em lipideos, evidenciado pelos niveis de MDA, e o dano em
proteinas, evidenciado pelos niveis de grupos carbonila, em pacientes durante a SPCR, 6,
12, 36 e 72 h p6s-PCR. E interessante destacar que o tratamento foi iniciado 4-5 h pos-
PCR nesses pacientes durante 24 h. Desta forma, o dano oxidativo ndo foi reduzido apenas
durante o periodo de manutencdo do tratamento (6 e 12 h pds-PCR), mas também apds o
reaquecimento (36 e 72 h p6s-PCR). Porém, os niveis de S100B, marcador de dano
neuronal, ndo foram alterados pela hipotermia terapéutica. A atividade da XO, enzima
geradora do radical O, durante a I/R, foi menor apenas ap6s o periodo de reaquecimento
(36 e 72 h p6s-PCR) nos pacientes hipotérmicos. Além disso, a atividade da XO pode estar
correlacionada a acidose pés-1/R. Concomitantemente, a atividade antioxidante das
enzimas SOD, GPxe GST em eritrocitos foi maior e da enzima antioxidante sérica PON-1
foi menor nos pacientes hipotérmicos também 6, 12, 36 e 72 h p6s-PCR. Isso evidencia
que a hipotermia altera a atividade antioxidante, e pode ao menos em parte melhorar as

defesas pds-PCR. Porém, assim como 0s novos estudos sobre a hipotermia terapéutica
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apontam, a sobrevivéncia em longo prazo (apds 3 anos) foi semelhante entre os pacientes

normotérmicos e hipotérmicos na populacdo analisada.

Apesar da controvérsia e duvidas levantadas pela comunidade cientifica sobre a
eficiéncia da hipotermia terapéutica em aumentar a sobrevivéncia de pacientes que
sofreram parada cardiorrespiratdria, esta terapia pode reduzir o dano da I/R aos tecidos,
evitando o estresse oxidativo e consequentes rotas de apoptose e necrose. A hipotermia
apresenta eficiéncia parcial na reducdo desses danos e, por esse motivo, modificacdes nos
protocolos de hipotermia terapéutica e a associacdo da hipotermia com outras terapias sao

essenciais para a melhora do quadro dos pacientes reanimados pés-PCR.
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8. PERSPECTIVAS

A hipotermia terapéutica ndo deve ser prematuramente desacreditada pelas UTIs e
pesquisadores. Diferentes protocolos de hipotermia terapéutica ainda podem ser testados
em diferentes populacGes, principalmente em associacdo a outras terapias. A extensdo do
tempo de manutencdo da hipotermia a 32-34 °C por um maior periodo de tempo, como 48
h (Che et al., 2011), assim como manutencdo do controle da temperatura normotérmica a
36 °C durante as primeiras 72 h p6s-PCR, sdo protocolos que podem ser testados no futuro.
As fortes evidéncias da relagdo entre o dano oxidativo e o dano aos tecidos pds-parada
cardiaca mostram que a hipotermia poderia ser associada a administracdo de antioxidantes.
Os antioxidantes acido lipoico e 6megas-3 tém apresentado resultados promissores na
diminuicdo do dano oxidativo em outros modelos, e poderia ser testado em modelos de
PCR (Luo et al., 2014; Deng et al., 2015). Além disso, terapias aplicadas através da
ventilagdo mecénica podem trazer grandes vantagens pela facilidade e agilidade na
iniciacdo do tratamento. Também, o precondicionamento pode ser uma alternativa viavel,

podendo ser aplicadas em associacéo a hipotermia ou outras terapias.
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9. ANEXOS

Anexo |

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Seu familiar estd sendo convidado a participar de uma pesquisa académica do
Laboratério de Estresse Oxidativo - Departamento de Biofisica - UFRGS, em Associa¢do
como Grupo Hospitalar Conceicéo e o Hospital de Clinicas de Porto Alegre, com o nome:
“Pos-parada cardiorrespiratoria e hipotermia terapéutica: estudo da sindrome de
isque mia-reperfusdo através do dano oxidativo em &cidos nucléicos e enzimas
antioxidantes”, e tem como objetivo principal estudar a parada cardiorrespiratoria. O tema
escolhido se justifica pela importancia do tratamento dos pacientes ap6s a ocorréncia da
parada cardiorrespiratoria. O trabalho esta sendo realizado sob a supervisdo e orientagdo
das professoras Dra. Silvia Regina Rios Vieira do Grupo de Pesquisa em Cardiologia —
HCPA, e Dra. Mara da Silveira Benfato da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS).

INFORMAGCAO: A parada cardiorrespiratoria é a situacdo clinica onde o paciente n&o
apresenta batimento cardiaco, ou seja, 0 coragdo e a respiracdo deixam de funcionar,
levando a parada de funcionamento dos outros 6rgdos. Os mais prejudicados séo o
cerebro e o coragcdo. Os mecanismos que causam esses danos ainda ndo sdo bem
entendidos, mas sabe-se que isto esta relacionado com mudancas nas defesas das
células. Este estudo pretende identificar os mecanismos envolvidos com essas defesas
para melhorar o tratamento e possivelmente a recuperacdo do paciente. O material
biolégico a ser usado na pesquisa serd sangue, obtido do cateter central do paciente
(ndo sera “picado”), o qual é um procedimento de rotina realizado em qualquer
unidade de tratamento intensivo, sem danos ao paciente.

Procedimento do Estudo: As coletas serdo realizadas 6h, 12h, 36h e 72h apds a parada
cardiorrespiratdria. ApOs a coleta as amostras serdo encaminhadas para o Laboratério de
Estresso Oxidativo, no Instituto de Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, para analise.

Beneficios: Os beneficios incluem o melhor conhecimento da parada cardiorrespiratoria,
melhorando o tratamento de pessoas afetadas por este evento.

Custo: A participacdo no estudo nao gera custo ao paciente ou familiar.
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Os dados de identificacdo serdo confidenciais e 0s nomes reservados.

Os dados obtidos serdo utilizados somente para este estudo, sendo 0s mesmos armazenados
pelo(a) pesquisador(a) principal durante 5 (cinco) anos e apds totalmente destruidos
(conforme preconiza a Resolucéo 196/96).

EU , recebi as informacGes sobre os
objetivos e a importancia desta pesquisa de forma clara e concordo em participar do estudo.

Declaro que também fui informado:

- Da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento acerca dos assuntos
relacionados a esta pesquisa;

- De que minha participacdo € voluntéria e terei a liberdade de retirar o meu consentimento,
a qualguer momento e deixar de participar do estudo, sem que isto traga prejuizo para a
minha vida pessoal e nem para o atendimento prestado a mim;

- Da garantia que ndo serei identificado quando da divulgacdo dos resultados e que as
informacdes serdo utilizadas somente para fins cientificos do presente projeto de pesquisa;

- Sobre o projeto de pesquisa e a forma como sera conduzido e que em caso de duvida ou
novas perguntas poderei entrar em contato com a pesquisadora Dra. Silvia Regina Rios
Vieira do Grupo de Pesquisa em Cardiologia — HCPA, pelo telefone (51)3359 8634, email:
srvieira@terra.com.br ou com a Dra. Mara da Silveira Benfato, telefone (51)3308 7603,
email: mara.benfato@ ufrgs.br.

. Declaro que recebi copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, ficando outra
via coma pesquisadora.
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Porto Alegre, , de de20 .

Assinatura do entrevistado Assinatura da pesquisadora

Nome do entrevistado:

Nome da pesquisadora:

Se familiar analfabeto:

Este formulario foi lido para

: familiar do paciente

(nome do paciente) em

/ / (data) pelo (nome do pesquisador)

enquanto eu estava presente.

Obs.: ndo esquecer de colocar campo de assinatura da testemunha, nome e data.

Assinatura da Testemunha

Nome: Data: / /
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Anexo |1

Dados dos pacientes pds-parada no momento da coleta das amostras de sangue e

gasometria

Dados Pessoais

Paciente n”:

MNome: Idade:
Sexo: Origem étnica:
Enderego: Telefone:

SINAIS VITAIS

6h pas-parada

12h pds-parada 36h pos-parada 72h pos-parada

PA

FC

FR

Sat Ox

Temperatura

Protocolo de hipotermia? ( )8im

Ohs.:

Medicactes em uso:

{ ) Nio
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