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RESUMO

ULBRECHT, Marlice Oliveira de Oliveira. Campo Grande, 2017. [Dissertagcéo —
Programa de Pés-Graduagédo em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-
Oeste, da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Diante da importancia dos danos causados pelo estresse oxidativo em cirurgias
cardiacas com circulacdo extracorporea (CEC), o estudo avaliou a concentra-
cdo plasmatica do selénio e do estresse oxidativo em criancas com cardiopati-
as congénitas acianoticas submetidas a correcédo cirargica com CEC nos peri-
odos pré, peri e pés-operatério. O estresse oxidativo resulta do desequilibrio
entre o sistema pré e antioxidante, com predominio dos oxidantes, com conse-
guente dano. O malondialdeido (MDA) é uma substancia que reage ao acido
tiobarbittrico (TBA) e funciona como marcador do estresse oxidativo. O selénio
(Se), oligoelemento essencial para os seres humanos, e atualmente, foco de
muitas pesquisas, desempenha um papel fundamental na defesa antioxidante.
Entretanto, as concentracdes séricas de selénio exibem diferencas regionais e
sdo fortemente influenciadas por fatores geolégicos e geoquimicos. Sabe-se
gue pacientes pediatricos quando submetidos a tratamento cirargico para cor-
recdo das malformacdes cardiacas apresentam maiores complicacdes no pos-
operatorio comparando-se aos adultos. Este trabalho utilizou 0 método TBARS
para quantificacdo do MDA, ap0s inducdo anestésica durante a CEC, apés
CEC e 24 horas ap6s a cirurgia. Ja a quantificacdo de selénio foi realizada utili-
zando o ICP OES. Os resultados mostram que existe uma relacéo entre as va-
riacdes nas concentracdes de selénio e estresse oxidativo 24 horas apés a ci-
rurgia, corroborando com a evolugédo clinica dos pacientes que apresentam
sindrome da resposta inflamatoéria sistémica. Portanto, o estudo contribui com
dados que possam servir de base para possiveis correcdes pré e pos-
operatorias visando uma evolucéo clinica mais favoravel, minimizando os efei-
tos relacionados a CEC.

Palavras chaves: estresse oxidativo, circulacdo extracorpérea, cirurgia cardia-
ca infantil, selénio.



ABSTRACT

ULBRECHT, Marlice Oliveira de Oliveira. Campo Grande, 2017. [Dissertation -
Postgraduate Program in Health and Development in the Center-West Region,
Federal University of Mato Grosso do Sul].

In view of the importance of oxidative stress damages in cardiopulmonary
bypass (CPB) cardiac surgery, the study evaluated the plasma concentration of
selenium and oxidative stress in children with acyanotic congenital cardiopathi-
es undergoing surgical correction with CPB in the pre, peri and post-operative
periods surgery. Oxidative stress results from the imbalance between the pro
and the antioxidant system, with a predominance of oxidants, with consequent
damage. Malondealdehyde (MDA) is a substance that reacts to thiobarbituric
acid (TBA) and acts as a marker of oxidative stress. Selenium (Se), essential
trace element for humans, and currently the focus of much research, plays a
key role in antioxidant defense. However, serum selenium concentrations exhi-
bit regional differences and are strongly influenced by geological and geoche-
mical factors. It is known that pediatric patients undergoing surgical treatment to
correct cardiac malformations present greater complications in the postoperati-
ve period compared to adults. This study used the TBARS method for the quan-
tification of MDA, after anesthetic induction during CPB, after CPB and 24 hours
after surgery. The quantification of selenium was performed using ICP OES.
The results show that there is a relationship between the variations in selenium
concentrations and oxidative stress 24 hours after surgery, corroborating with
the clinical evolution of the patients with systemic inflammatory response syn-
drome. Therefore, the study contributes with data that may serve as the basis
for possible pre and postoperative corrections aimed at a more favorable clinical
evolution, minimizing the effects related to CPB.

Key words: oxidative stress, cardiopulmonary bypass, infant cardiac surgery,
selenium.
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1. INTRODUCAO

As cardiopatias congénitas sdo definidas como anormalidades na es-
trutura ou funcédo cardiovascular que esta presente ao nascimento. As anomali-
as cardiacas abrangem aproximadamente 25% de todas as malformacdes
congénitas, sendo responsaveis por 50% das causas de 6bitos por malforma-
cdes e 15% dos obitos infantis. (SANTANA, 2012)

Os defeitos cardiacos congénitos em sua maioria sdo corrigidos cirur-
gicamente, e gracas aos avangos tecnoldgicos, a cirurgia cardiaca conta com a
possibilidade da visualizacdo direta do coracao através da circulagédo extracor-
pérea.

Como descrito por Mota, Rodrigues e Evora, (2008), a cirurgia cardiaca
foi uma das poucas que apenas no ultimo século passou a ser desbravada pe-
los cirurgibes; e, os caminhos percorridos desde entdo, inicialmente labirintos
temidos, sdo agora trilhas seguras gracas a tenacidade e ao empenho de va-
rios cientistas. Foi a circulacédo extracorpérea (CEC) a grande responsavel pelo
alcance desse status, tornando-as mais seguras para que os defeitos mais
complexos pudessem ser abordados.

Na circulacao extracorporea as funcbes de bombear sangue do cora-
cdo sédo substituidas por uma bomba mecénica e as fun¢bes dos pulmdes por
um aparelho que faz as trocas gasosas com o sangue. Tubos de plastico co-
nectam as partes deste sistema entre si e com o paciente. Entretanto, apesar
dos avancos tecnoldgicos, a disfuncéo pulmonar no pos-operatério de cirurgia
cardiaca com circulacéo extracorpérea continua sendo uma das mais importan-
tes causas de morbidade e mortalidade. (CONTI, 2001)

A CEC é uma modalidade de circulacdo controlada, indispensavel a
maioria das cirurgias cardiacas corretivas, capaz de, juntamente com a injuria
tissular decorrente de incisédo cirdrgica, deflagrar uma onda de ativacao infla-
matdria por meio de ativacdo celular e liberagdo de mediadores inflamatorios.

Ocorre estimulacdo de leucécitos, mondcitos, macrofagos, basdfilos, células
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endoteliais, miécitos e hepatécitos. (MOURA, POMERANTZEFF, GOMES,
2001; SEGHAYE, 2003)

Esta cascata inflamatoria € ainda amplificada, quando associada as
manifesta¢cbes clinicas como a febre, disfungdo miocérdica (por injdria mecani-
ca, isquémica e imunoldgica) e/ou vasoplegia, hipotenséo; sinais de baixo débi-
to com hipoperfusdo e hipoxia tissular; insuficiéncia renal aguda, lesao pulmo-
nar aguda, sindrome de angustia respiratoria aguda; discrasias sanguineas,
sintomas neuroldgicos e retencao hidrica com ganho de peso por lesdo endote-
lial. (NG, et al., 2002; TRITTENWEIN, et al., 2003; KARL, et al., 2004)

Segundo Goudeau, et al., (2007), a injuria endotelial, disfuncdo cardia-
ca, renal, hepética e pulmonar ocasionadas pela cirurgica cardiaca com CEC
estdo associadas com resposta inflamatoria e com estresse oxidativo sistémi-
COos.

De acordo com Buresh e Berg (2015), o estresse oxidativo envolve mo-
léculas que sdo agentes oxidantes fortes, conhecidos como radicais livres e
incluem espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN). Sendo as-
sociado a etiologia de diversas doencas crbnicas, como as cardiovasculares,
diabetes mellitus e cancer.

Estudos realizados por Boli et al., (1989), demonstraram que 50 a 70%
da disfuncdo miocéardica apos a circulacdo extracorpérea foram ocasionadas
pelo surgimento dos radicais livres, liberados durante os primeiros minutos da
reperfusao.

A formacdo dos radicais livres pode comprometer diversos elementos
celulares, causando desnaturagdo protéica, quebra da cadeia de acido desoxir-
ribonucleico (DNA), inativacdo enzimatica e peroxidacao lipidica (VALKO et al.,
2005).

De acordo com as crescentes evidéncias cientificas, o estresse oxidati-
vo, é definido como uma situagdo onde ocorre um aumento dos niveis fisiologi-
cos das espécies reativas de oxigénio (ERO) resultando, assim, na diminuicéo
dos niveis de defesas antioxidantes ou da elevada produgéo de ERO. (HAR-
GRAVES, HENTALL, 2005)

Capaz de induzir a oxidacao lipidica, o estresse oxidativo, quando na
presenca de oxigénio, ocasiona a peroxidacao lipidica de membranas celula-

res, a qual esta envolvida na patogénese da lesdo aguda. Desta forma, os anti-
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oxidantes quando presentes podem retardar ou inibir significativamente a oxi-
dacdo. (HALLIWELL, 1995; OZATA et al., 2002).

O estresse oxidativo, aceito como fator causal de complicacdes croéni-
cas, pode ser mensurado com bases nos niveis de substancias reativas ao aci-
do tiobarbitirico (TBARS) e a atividade da catalase. (WIETZYCOSKI et al.,
2016).

O selénio € um mineral traco de grande importancia para o organismo
humano, descoberto em 1817 pelo quimico sueco Jons Jacob Berzelius; apre-
senta atividade como parte de proteinas chamadas selenoproteinas, partici-
pando ainda de muitos processos fisiologicos, dentre eles a acéo antioxidante.
Presente em 25 diferentes selenoproteinas, atua também como um agente an-
timutagénico, prevenindo transformacgfes malignas de células normais. Este
efeito protetor do selénio foi associado com a presenca da glutationa peroxida-
se, enzima conhecida por sua acao antioxidante, protegendo o DNA e outros
componentes celulares do dano oxidativo (ALMONDES et al., 2010; HUANG,
ROSE, HOFFMANN, 2012). A acdo antioxidante da glutationa protege os lipi-
dios das membranas e outros constituintes celulares contra a lesdo oxidativa
através do desdobramento do peréxido de hidrogénio e dos hidroperéxidos dos
acidos graxos (BROOME et al., 2004; HOFFMAN et al., 2010).

A primeira recomendacéo de ingestdo de selénio para o ser humano foi
estabelecida em 1980 (Recommended Dietary Allowances — RDA/National Re-
search Counci/Food and Nutririon Board), sendo modificada posteriormente em
1989 e 2000. Apods a instituicdo das DRIs (Dietary Reference Intakes), as re-
comendacdes foram fixadas para individuos de ambos os géneros com idade
acima de 19 anos em 45 ug/dia para RDA. O valor toleravel maximo de inges-
tdo (Upper Limit — UL) é de 400 pg/dia (IOM, 2000).

A deficiéncia de selénio pode implicar em graves doencas, como car-
diomiopatia, doencas cardiovasculares, infertilidade, resposta imune prejudica-
da ou mesmo cancer (KOHRLE et al., 2000). Entretanto, o selénio também é
conhecido como um agente altamente toxico (FORCEVILLE et al., 2014). Por-
tanto, sdo necessarios valores de referéncia confidveis em individuos sauda-
veis para ajudar a identificar pacientes com deficiéncia de selénio e para a to-

mada de deciséo sobre suplementos de selénio. (MUNTAU et al., 2002)
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As concentragdes séricas de selénio exibem diferengas regionais e sao
fortemente influenciadas por fatores geoldgicos e geoquimicos (ALFTHAN,
NEVE, 1996). Entretanto, Muntau et al, (2002), comparou as diferencas em
criangas com mais de 1 ano, entre paises, verificando, serem menos pronunci-
adas do que as relatadas para adultos. As concentracdes médias séricas de
selénio em adultos variam de 49,7 a 197 ug, enquanto que os valores médios
globais em criancas variam de 48,1 a 126,3 ug.

Diante do exposto, este estudo tem como principal objetivo analisar o
estresse oxidativo e as concentracfes plasmaticas do selénio na crianca sub-
metida a cirurgia cardiaca com circulacdo extracorpérea, contribuindo assim
com dados que possam servir de base para possiveis correcdes pré ou pos-

operatorias visando uma evolucao clinica mais favoravel.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 CIRURGIA CARDIACA E CIRCULACAO EXTRACORPOREA

As cardiopatias congénitas em sua maioria sdo tratadas cirurgicamente
e 0 sucesso do procedimento € resultante do diagnéstico precoce, dos avan-
¢os tecnologicos e das técnicas cirdrgicas. Dentre os avancos tecnolégicos,
o desenvolvimento da circulagdo extracorpérea (CEC) criou novas possibili-
dades para cura das doencas cardiacas congénitas jamais imaginadas na
primeira metade do século passado. Acompanhando essa nova tecnologia,
muitos conhecimentos vieram em relagdo a fisiologia da circulagdo sangui-
nea, as reacdes do organismo frente as agressoées cirdrgicas, a manutencao
do equilibrio eletrolitico e acidobasico e melhor compreensao do metabolismo
celular. (ZANONI, 2008)

Complexo conjunto de vasos, 0 sistema cardiovascular, transporta o
sangue pelo corpo, impulsionado pelo coracdo. Nesse trajeto, as veias séo
responsaveis pelo fluxo em sentido centripeto, enquanto que as artérias res-
pondem pelo fluxo em sentido centrifugo. Localizado entre os territérios arte-
riais e venosos mais distais, estdo as arteriolas, vénulas e capilares, consti-
tuintes da microcirculagcdo, como podemos observar na Fig 1. Local onde
ocorre as trocas entre sangue e os tecidos e onde estdo 0os mecanismos re-
gulatérios do fluxo sanguineo periférico. (DE SOUZA, ELIAS, 2006).

=
/}— artéria veia | |
£ 2R
Musculo liso \ 3 r\\B
- capilares vénula &\—\
— \

Esfincteres
pré-capilares

2 -
/

Vénula
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Figura 1. Microcirculacdo. Fonte: Elsevier Carroll. Elsevier's Integrated Physiology.
www.studentconsult.com (Adaptada)
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A regulacao do fluxo da microcirculagdo ndo é pulsatil como nas artérias,
pois a pressdo de pulso no territério capilar é nula. Além disso, o fluxo nos
capilares é intermitente; pois a contracdo dos esfincteres pré-capilares pode
bloquear a passagem do sangue durante o repouso, possibilitando que os
capilares oscilem entre abertos e fechados. (EVORA, 2007)

A fisiologia da circulacao é totalmente alterada durante a CEC devido a
introducédo de um fluxo ndo pulsatil do lado arterial, que se contrapde a uma
presséo venosa elevada do lado venoso da circulagdo, assim como mostra a
Fig 2.

Figura 2. Circulagdo extracorporea em adultos. Fonte: MOTA, A.L. et al, 2008 - Circulagdo ex-
tracorpérea em adultos no século XXI. Ciéncia, arte ou empirismo? Rev Bras Cir Cardiovasc
2008; 23(1): 78-92 (Adaptacao)

A CEC ocorre com fluxo ndo pulsatil, lesando a microcirculacdo e cau-
sando um efeito chamado “shuntagem”. Além disso, é responséavel por outras
alteracdes na circulagdo, como substituicdo dos controles reflexos e quimior-
receptores; aumento da presséo venosa; reducao da presséo coloidosmotica
e temperatura manipulada. A substituicdo dos controles fisiologicos faz com
gue o fluxo capilar deixe de ser intermitente, passando a ser continuo, o que
aumenta a presséao do lado venoso, obrigando, na microcirculacdo, a atuacao

de mecanismos de compensacédo para desvio de fluxo. Ja na microcircula-
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¢do, o fluxo continuo leva a adaptacéo fenotipica celular que resulta no de-
senvolvimento de Sindrome da Resposta Inflamatoria Sistémica (SIRS).
(EVORA, 2007)

A resposta inflamatéria a CEC € provavelmente mais pronunciada no
paciente cardiaco pediatrico do que no paciente adulto, uma vez que uma
porcado maior de sangue é exposta a superficie artificial do circuito e a succao
de cardiotomia.

A SIRS provoca a liberacdo de substancias que prejudicam a coagula-
cao e a resposta imune; aumento de tdnus venoso; produz liberacéo de cate-
colaminas, alteracfes no fluido sanguineo e estado eletrolitico; disfuncéo, le-
sdo ou necrose celular do miocéardio e uma disfungcédo pulmonar branda. Essa
resposta inflamatdéria leva a uma movimentacao de fluidos do espaco intra-
vascular para o intersticial em razéo das alteracdes na permeabilidade vascu-
lar e a diminuicdo na pressdo oncética (Woods, Froelicher, Motzer, 2005) o
gue acarreta algumas complicacdes no periodo pos-operatorio imediato (Fis-
cher et al., 2002; Christensen et al., 2009).

A resposta inflamatoria sistémica é desencadeada pelo contato do san-
gue com as superficies néo fisioldgicas dos materiais que compdem 0s equi-
pamentos, pelo trauma cirurgico, pelos fenbmenos decorrentes da isquemia e
reperfusdo do miocéardio e as alteragbes na temperatura corporal, principal-
mente a hipotermia. Esta resposta inflamatoria sistémica, que é potencial-
mente responsavel pela ativacdo dos neutrofilos (MORSE, ADAMS, 1998)
somada com a alta tensdo de oxigénio usada durante a CEC representam
fontes importantes de producéo de radicais livres responsaveis pelo estresse
oxidativo (IHNKEN; MORITA; BUCKBERG, 1998; BRUECKL et al., 2006).

Ossinais e sintomas decorrentes dessa situacdo s&o conhecidos
como Sindrome Pos — Perfusédo, podendo comprometer o proprio coragdo, 0s
pulmdes, rins e outros 6rgdos. O organismo reage ativando mecanismos de
defesa no sentido de proteger o tecido afetado do agente agressor (MOURA,;
POMERANTZEFT; GOMES, 2001; CALVIN et al, 2002).

Os pulmd@es sdo responsaveis por neutralizar a maioria dos mediadores
bioquimicos, porém, durante a CEC, sao perfundidos apenas pelas artérias
brénquicas, provocando lesdo isquémica por acumulo excessivo de substan-

cias metabdlicas no fluido intersticial pulmonar. Apds o despincamento da
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aorta e o retorno dos batimentos cardiacos, inicia-se a lesdo de reperfuséo
por meio da existéncia de radicais livres de oxigénio no sangue que reperfun-
dirdo os pulmdes (EDMO ATIKUE, 2007).

Entretanto, apesar dos avanc¢os tecnologicos, a disfuncédo pulmonar no
pés-operatorio de cirurgia cardiaca com circulacdo extracorpOrea continua
sendo uma das mais importantes causas de morbidade e mortalidade.
(CONTI, 2001)

A insuficiéncia renal, discrasias sanguineas graves, acidose metabdlica,
estado de choque prolongado e depressao da funcdo do ventriculo esquerdo
decorrentes de cirurgia com CEC tém sido associadas a resposta inflamatoria
e 0 estresse oxidativo sistémico (BRIX-CHRISTENSEN, 2001).

2.2 ISQUEMIA E REPERFUSAO MIOCARDICA

A lesdo de reperfusdo é um termo usado para descrever as alteracées,
funcionais e estruturais, que ocorrem apos o restabelecimento do fluxo sangui-
neo apdés um periodo de isquemia.

Segundo Martins et al., (2011), a injuria de isquemia e reperfusédo cons-
titui um mecanismo fisiopatologico frequente e de dificil controle durante a ci-
rurgia cardiaca com circulacdo extracorpOrea, sendo 0 momento critico o tér-
mino da cirurgia, quando ocorre o desclampeamento da aorta e a liberacdo dos
radicais hiperdxidos causadores da injuria.

Além das condi¢des hemodinamicas néo fisiologicas durante a CEC, as
alteracdes decorrentes do fendbmeno isquemia-reperfusdo do miocéardio séo
bastante significativas. A isquemia induz um decréscimo na producéo dos fos-
fatos de alta energia, como a adenosina trifosfato (ATP) e fosfocreatina. J&a, no
periodo de reperfusdo quando a circulacdo é restaurada ocorre producdo de
grande quantidade de radicais livres e ativagdo dos neutrofilos, como demons-

tra a Fig 3. (BARBOSA et.al., 2006)
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Figura 3. Mecanismo para formac&do de espécies reativas durante o processo de isquemia-
reperfusdo. Fonte: Adaptacao (Barbosa et al., 2006)

A lesado isquemia-reperfusdo pode levar a disfungdo miocardica com
sindrome de baixo débito cardiaco, onde varios fatores podem estar envolvi-
dos, incluindo lesBes de midcitos por espécies reativas de oxigénio (ERO).
(CARMONA et al., 2008)

Esses radicais livres sao responsaveis por consideravel leséo celular,
tanto estrutural quanto funcional, envolvendo danos a membrana lipidica, des-
naturacdo de proteinas, inativacdo de enzimas e alteracdes do DNA. Assim, a
injuria de reperfuséo instalada esta intimamente relacionada com o comprome-
timento da funcdo cardiaca e com as complicacdes pos-operatérias (CHRIS-
TEN et al., 2005; KUNT et al., 2006).

Resultados de Bolli et al. (1989), demonstraram que 50% a 70% da dis-
funcdo miocardica apos a circulagéo extracorporea foram devidos ao surgimen-
to dos radicais livres, liberados durante os primeiros minutos de reperfusao,
fenbmeno chamado de atordoamento miocardico. Onde tanto a fungéo sistélica
guanto a diastolica estdo deprimidas. Podendo levar horas ou dias para a res-

tauracdo completa da funcdo miocardica.
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2.3 RADICAIS LIVRES

Radicais livres sdo compostos que contém oxigénio e apresentam um
elétron ndo pareado na sua Orbita externa, altamente reativos, sdo capazes de
colidir com outras moléculas, retirando elétrons destas substancias e modifi-
cando suas estruturas. Estas moléculas e os radicais livres sdo frequentemente
classificadas como espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERON). (HAL-
LIWELL, GUTTERIDGE, 2007)

A producado de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERON), en-
tre outras espécies reativas, é parte integrante do metabolismo humano e ob-
servada em diversas condicdes fisiolégicas. ERON apresenta importante fun-
cdo biolégica, como na fagocitose, onde estas espécies sdo produzidas para
eliminar o agente agressor. Entretanto, quando sua producao é exacerbada, o
organismo dispde de um eficiente sistema antioxidante que consegue restabe-
lecer o equilibrio. (SCHAFER, BUETTNER, 2001)

Os radicais livres mais importantes dos sistemas biolégicos sdo os de-
rivados do oxigénio. Onde a reducao do oxigénio se d& pelo recebimento de
um unico elétron que produzira o anion superéxido (02 + e —»  0O2™-). (HAL-
LIWELL, GUTTERIDGE, 1990).

Como demonstra a Fig 4, nos sistemas biolégicos duas moléculas de
superoxido podem reagir com o préton H * para formar o peréxido de hidrogénio
e oxigénio livre. Neste processo, dois radicais livres reagem, um atuando como
oxidante e o outro como redutor, formando produtos ndo radicais, numa reacao
conhecida como dismutag&o. (2 Oz "+ 2H* —»  H202 + O2). (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 1990).

Localizado na categoria de espécies reativas de oxigénio, ndo apresen-
ta elétrons desemparelhado na sua Ultima camada, o perdxido de hidrogénio
(H202), atua como um agente oxidante e representa a principal fonte para a
formacéao do radical hidroxila (OH °) na presenca de metais de transi¢ao (cobre,
ferro, manganés, cromo e outros), causando modificacfes oxidativas dentro da
célula. (CLARK et al., 2010)
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Figura 4. Quimica das espécies reativas de oxigénio. Fonte: Adaptacao (Desikan et al., 2005).

Pelo metabolismo celular aerébico, em condicdes fisiologicas, o trans-
porte mitocondrial de elétrons reduz 95% do oxigénio a agua, ndo gerando ne-
nhum intermediario. Entretanto, os 5% remanescentes sédo reduzidos e trans-
formados em radicais livres. Os organismos aerobicos s6 toleram o oxigénio
devido as defesas antioxidantes que se desenvolvem paralelamente aos aeré-
bicos multicelulares. Apesar do oxigénio ser toxico, ele € necessario na cadeia

transportadora de elétrons e sistemas enzimaticos celulares. (DROGE, 2002)

A reducdo da molécula de oxigénio a agua € a maior fonte de radicais
potentes. O oxigénio sofre uma reducao tetravalente, com aceitacdo de quatro
elétrons, resultando na formacao de H20. Este processo ocorre na mitocondria,
gue é a maior fonte intracelular de ERONSs e é particularmente, vulneravel ao

estresse oxidativo, como demostra a Fig 5. (WU, 2013)
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Figura 5. Reducdo tetravalente do oxigénio (O2) na mitocondria até a formacéo de

agua (H20). Varias espécies reativas de 02 sdo formadas no processo. Fonte: Adapta-
do de Cohen MV.

Os radicais livres possuem diferentes papéis no organismo e esta envol-
vido na producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular,
sinalizagdo intracelular e sintese de substancias biolégicas importantes. En-
tretanto, seu excesso apresenta efeitos deletérios tais como, danos ao DNA,
proteinas e organelas celulares, como mitocondrias e membranas, provocan-
do alteragcdes na estrutura e fungdes celulares, assim, se encontram envolvi-
dos em patologias como o cancer, envelhecimento precoce, doencgas cardio-
vasculares, degenerativas, entre outras. (HALLIWELL, GUTTERIDGE,
CROSS, 1992 apud ALVES et al., 2010, p. 2202-2210)

Estudos demonstraram que a geracéo desses radicais livres € maxima
com 3 a 5 minutos de reperfusédo e com duracao até 3h (KIN et al., 2004; ZHAO
Z-Q et al., 2003), contribuindo para a depressao miocardica.

Como os radicais livres sdo elementos muito reativos, podem atacar

qualquer componente celular, entretanto, existem dois componentes chaves, as
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proteinas e os lipideos, resultando na desnaturacdo da proteina, inativacdo
enzimatica e peroxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados que constituem
parte das membranas celulares. (GIORDANO, 2005)

As espécies reativas de oxigénio resultam em danos as proteinas, lipi-
dios, DNA e resultados sequentes, necrose celular, apoptose e inflamacao in-
duzida pela ativacdo de respostas imunes inatas e adaptativas (COLLARD,
GELMAN, 2001). As vias de NF-kB (fator de transcricdo) aumentam a expres-
sdo de genes de moléculas de adeséo, citocinas e quimiocinas, de modo que
existe uma liberacdo aumentada dessas moléculas no tecido (ELENKQV et al.,
2005). Quantidades aumentadas de neutréfilos, mondcitos e células T da peri-
feria migram para a zona isquémica causando lesao tecidual e sendo outra fon-
te potencial de ERO. (VENARDOS, PERKINS, HEADRICK, 2007)

2.4 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo resulta do desequilibrio entre o sistema pro e anti-
oxidante, com predominio dos oxidantes, com consequente dano. Quando o
corpo produz antioxidantes insuficientes para combater os radicais livres, o or-
ganismo sofre acdes degenerativas. (FINKEL, HOLBROOK, 2000)

De acordo com Thomas, (2003), o estresse oxidativo ocorre quando as
defesas antioxidantes ndao estdo completamente eficientes para combater a
formacdo de espécies reativas de oxigénio, as quais causam lesdes as protei-
nas, carboidratos, lipidios e ao DNA.

Alteracdes no balanco redox de sistemas biol6gicos podem causar o
estresse oxidativo. A intensidade e a patogenicidade destes desequilibrios de-
pendem das concentragdes locais de espécies pro e antioxidantes, das cons-
tantes de velocidade de reacdo com moléculas -alvo e da compartimentaliza-
cao celular destes processos, em que fatores de solubilidade e difusibilidade
sdo determinantes, assim que mostra a Figura 6. (GROW, ISCHIROPOULOS,
2001)

Como citado anteriormente, a circulacdo extracorpOrea, necessaria e
parte fundamental da cirurgia cardiaca, pode por si s6 causar efeitos deletérios,
danos difusos aos tecidos, resultando em disfun¢ées dos rins, figado, pulméao,

cérebro, sistema vascular, entre outros 6rgaos.
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Segundo Cantor et al., (2003) e reafirmado por Brueckl et al., (2006),
esta disfuncdo organica € multifatorial, desencadeada em parte pela resposta
inflamatoria sistémica a CEC, induzida pela exposicdo dos elementos sangui-
neos ao traumatismo mecanico e néo fisioldgicos, pela ativagdo dos neutrofilos
e a alta tensdo de oxigénio, resultando na producédo de radicais livres respon-
saveis pelo estresse oxidativo.

A cirurgia cardiaca com circulacdo extracorpérea provoca uma respos-
ta inflamatdria sistémica e estd sempre relacionada ao inicio de um periodo
variavel de isquemia e apds reperfusdo. O impacto do estresse oxidativo na
ocorréncia de disfuncdo multiorgdos apds a cirurgia e sua contribuicdo para o
aumento da mortalidade perioperatéria foi descrito por STOPPE et al., (2011).

Os marcadores de balanco redox no estresse oxidativo, refletem o da-
no causado pelos ERON sobre o sistema bioldgico e a deficiéncia da defesa
antioxidante. O sangue humano é uma excelente fonte de marcadores in vivo
de estresse oxidativo, jA que nele sdo transportados antioxidantes modificados
pela acdo dos ERON. (ANDERSON; ANDERSON, 2002; JACOBS, et al., 2005)
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transicdo [M™)]. Fonte: Adaptado (FINKEL, HOLBROOK, 2000)

Existem diversas fontes exdgenas de producdo de ER. Os sistemas de
defesa antioxidante enzimatico e ndo enzimatico, quando eficientes, mantém a
homeostase fisiologica e quando estéo ineficientes, permitem a instalacdo do
estresse oxidativo, representado pelo dano celular em macromoléculas como o
dna, proteinas e lipidios, que se expressam clinicamente como envelhecimento
ou doenca. (FINKEL, HOLBROOK, 2000)
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Segundo Calza et al., (2002), criancas com doenca cardiaca congénita
podem ser mais suscetiveis ao estresse oxidativo. Uma vez que as espécies
reativas de oxigénio desempenham importante papel na lesdo por reperfusao

da isquemia e no atordoamento miocardico em criancas pos- CEC.

2.5 PEROXIDACAO LIPIDICA

Definida como um processo complexo, amplo, de deterioracédo oxidativa
dos acidos graxos poli-insaturados. A peroxidacdo lipidica é um dos indices
mais comumente relatados de estresse oxidativo e tem sido relacionada a uma
série de doencas degenerativas, incluindo diabetes, doencas cardiovasculares,
entre outras. Esse processo resulta em varios produtos finais e intermediarios,
tais como aldeidos, hidroperoxidos lipidicos e malondialdeido. (STAHL, 2000;
TSALUCHIDU, et al., 2008; ADLY, 2010)

A peroxidacdo lipidica € causada pelo atague de espécies reativas (ER)
(normalmente o * OH), que abstrai um atomo de hidrogénio (H *) de um grupo
metileno alitico, geralmente, de um acido graxo poli-insaturado, deixando um
elétron desemparelhado no carbono, caracterizando a etapa de iniciacdo. Este
radical € usualmente estabilizado por rearranjo molecular, formando um dieno
conjugado. Nos sistemas biolégicos, a peroxidacao lipidica pode ocorrer por via
enzimatica (ciclooxigenases e peroxidases) e ndo enziméatica (auto-oxidacao)
cujo mecanismo envolve ERO, metais e outros radicais livres. (BARREIROS,
DAVID, DAVID, 2006)

Todas as modificacdes oxidativas causam mudancas nas propriedades
fisicas e quimicas das membranas, alternando sua fluidez e permeabilidade,
com expanséo do liquido intracelular e risco de ruptura das membranas da cé-
lula e das organelas, com consequente morte celular. Reagbes envolvendo os
varios intermediarios entre si levam a novos produtos, como por exemplo, ma-
londialdeido (MDA) reage com o grupo amina de purinas. (VASCONCELOS et
al, 2007)

O malondialdeido (MDA) é um produto secundario da peroxidacao lipi-
dica, deriva da B — ruptura de endociclizagdo de acidos graxos poli-insaturados

com mais de duas ligagdes. Atualmente, o MDA é considerado um candidato
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em potencial como marcador de dano oxidativo no plasma. (HALLIWELL, GU-
TTERIDGE, 2007)

O MDA é um aldeido de cadeia curta que faz parte das substancias re-
ativas ao acido tiobarbittrico (TBARS) e forma um cromogeno de cor rosa fluo-
rescente, cuja absorgcédo ocorre em A de 532 nm e fluorescéncia em 553 nm,
demostrado na Fig 7. (THEROND et al., 2000; FACHERIS et al., 2007)
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FIGURA 7. Reacdo utilizada para deteccdo de malondialdeido (MDA) em plasma humano.
Acido tiobarbitdrico (TBA) é adicionado ao plasma que reage com MDA. Fonte: Adaptado
(THEROND, et al., 2000)

Em um estudo transversal, realizado com 111 crian¢as saudaveis entre
20 a 36 meses, Low (2015), observou que os valores médios de MDA foram
mais elevados entre as crian¢cas com idade menor que 24 meses — 1370 nmol,
do que as com mais de 24 meses — 920 nmol.

Antunes et al., (2008), realizou um estudo pré-analitico e de validacao
para determinacdo de malondialdeido em plasma humano por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, apos derivatizacdo com 2,4-dinitrofenilhidrazina, em
38 individuos com idades entre 20 e 40 anos, sem doenca crénica, ndo fuman-
tes, ndo praticantes de exercicios fisicos intensos, ndo usuarios de medica-
mentos incluindo suplementos vitaminicos. Os valores encontrados foram 3240
nmol para mulheres e 3470 para homens.

Os valores de referéncia do malondialdeido (MDA) no plasma variam

de 1000 a 3000 nmol, entretanto ndo existem valores universalmente acei-



34

tos/adotados, pois os métodos de analise e quantificacdo estdo em processo
de desenvolvimento e aperfeicoamento. (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007)

Outros estudos apresentam variedades de valores, de 216 a 1380
nmol, podendo ser explicada devido a diferencas no processo de hidrdlise, ja
que grande parte do MDA se encontra ligado a proteinas plasmaticas, além dos
meétodos utilizados para a determinacado e de fatores étnicos, culturais e os ha-
bitos alimentares da populagdo estudada. (PILZ, MEINEKE, GLEITER, 2000;
SIM et al., 2003; MATEOS et al., 2005)

2.6 ANTIOXIDANTES

Antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade da oxidac&o
através da inibicdo de radicais livres e complexacdo de metais. Sdo substan-
cias capazes de reduzir os efeitos adversos produzidos pelas espécies reativas
de oxigénio. (AMAYA — FARFAN et al., 2001)

Segundo Valko et al., (2005), o organismo dispde de um eficiente siste-
ma de defesa, composto por antioxidantes enzimaticos e ndo enziméaticos, 0s
quais agem sobre as espécies reativas, evitando o dano celular.

De acordo com Vasconcelos et al., (2007) e como observado na Fig 8 a
seguir, os antioxidantes enzimaticos sdo compostos pelas enzimas superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx — necessita de
selénio). Os radicais livres neutralizados por essas enzimas sao o superoxido,

oxigénio singlet, radical hidroxila, peroxido lipidico, 6xido nitrico e 6xido nitroso.

202 +2H" — H202+ O2 SOD

2 H202 — 2H20 + O2 CATALASE
2GSH+H20, mmmm) 2 H: O + GSSG GPx

Figura 8 - Antioxidantes enzimaticos. Fonte: elaborado pela autora

As principais formas de superoxido dismutase em humanos sdo a co-

bre-zinco/SOD, presente principalmente no citosol, aléem de lisossomo, nucleo
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e espaco entre as membranas interna e externa da mitocondria e a manga-
nés//SOD (Mn/SOD) na mitocondria. A catalase € responsavel pela desintoxi-
cacao celular e pela oxidacdo de acidos graxos de cadeia longa, fonte inesgo-
tavel de perdxidos orgéanicos, produtos carbonilicos e oxigénio singlet, encon-
trada nas mitocondrias e tecido cardiaco. A glutationa peroxidase (GPx) reduz
H20:2 e outros peroxidos a agua ou alcool. Integra o grupo de selenioproteinas,
tem seu sitio ativo, o selénio (Se), obtido da dieta ligado a metionina, em ali-
mentos de origem vegetal (selenometionina), ligado a cisteina, em alimentos de
origem animal (selenocisteina). (Fig 9). (AMAYA -FARFAN et al., 2001)

A GPx desempenha um papel crucial na protecdo dos tecidos contra o
estresse oxidativo por meio da catalisacdo da reducédo de uma variedade de
hidroperoxidos, sendo também capaz de neutralizar ERON, de modo que o
aumento da atividade GPx-1 (classica, a mais abundante, presente no citosol
das células) pode reduzir o risco de eventos cardiovasculares. (KLOTZ et al.,
2003)

Segundo estudo realizado por Luyten et al., (2005), em pacientes sub-
metidos & cirurgia das coronarias com CEC, a atividade das enzimas glutationa
peroxidase e a superoxido dismutase aumentou significativamente durante a

CEC combatendo as espécies reativas de oxigénio.

Figura 9. Esquema referente ao sistema antioxidante enzimatico. Fonte: elaborado pela autora

O sistema ndo enzimatico € formado por muitas substancias, desta-

cando-se a glutationa (GSH), principal composto antioxidante intracelular, a-
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tocoferdis (vitamina E), ascorbico, acido-urico e B-caroteno, além de proteinas
de transporte de metais de transicdo como a transferrina (transporte de ferro) e
ceruloplasmina (transporte do cobre e oxidacéo do ferro para ser captado pela
transferrina), demostrado no Quadro 1. (HALLIWELL, GUTERRIDGE, 2007)

As defesas ndo-enzimaticas sdo consideradas substancias essenciais,
guimicamente consumidas durante o processo, obtidas de fontes exégenas e
nao sintetizadas pelas células na auséncia de moléculas precursoras. Sao elas:
vitaminas A (retinol e carotenoides), C (acido ascorbico) e E (tocoferol), zinco,
selénio e cobre. (MILLER, 2004; BERGER, 2005).

A GSH reduz ligacbes dissulfetos induzidas pelo estresse oxidativo,
neutralizando radicais livres; portanto sua concentragao intracelular € um indi-
cador da capacidade da célula em manter sua homeostase através da neutrali-
zacao dos oxidantes. (SCHOTT et al., 2007)

A vitamina E (alfa-tocoferol) € o maior antioxidante lipossoltuvel nas
membranas celulares, atua na protecdo contra a lipoperoxidacédo garcas a sua
reatividade com os radicais peroxil. A vitamina A tem como principal percursor
0 betacaroteno e tem como fung¢des diminuir a formacéo de oxigénio singlet e
ajudar na remocéao dos ja formados. (REITER, MAESTRONI, 1999).

A vitamina C (acido ascérbico) atua na microcirculacdo, renovando a
funcdo endotelial, prevenindo a formacéo de 6xido nitrico no processo infeccio-
so, com a neutralizacdo do radical livre de hidroxila e prote¢gdo do organismo
contra a peroxidacdo lipidica. (WEITEZEL et al., 2009).
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Quadro 1 — Espécies reativas de oxigénio e seus antioxidantes, respecti-

vamente.
ERO ANTIOXIDANTES
ENDOGENOS EXOGENOS
SUPEROXIDO Superéxido dismutase Vitaminas, zinco, cobre, man-
ganés, EDTA (&cido etilenodi-
amino tetra-acético)
PEROXIDO LIPIDICO Glutationa peroxidase, cis- | Vitamina E, selénio
teina
RADICAL HIDROXILA Vitamina C, dimetil sulféxido,
EDTA e manitol
OXIGENIO SINGLET Betacaroteno
PEROXIDO DE HIDROGENIO Catalase

Fonte: elaborado pela autora

2.7 SELENIO

O selénio € um elemento quimico pertencente a familia 6A da classifi-
cacao periodica ou familia dos calcogénios, possui numero atbmico 34, massa
atdbmica 78,96 u, ponto de fusdo 220 °C e ponto de ebulicdo de 685 °C. Seu
estado de oxidacao varia de - 2, + 4 e + 6, em virtude de sua configuracéo ele-
trénica, apresentando uma estrutura cristalina hexagonal (KOHRLE, 2013).

Apresenta caracteristicas muito parecidas com as do enxofre, por
apresentar estados de oxidagédo semelhantes. Em seus compostos podem for-
mar selenetos (Se-?), selenitos (Se032) e selenatos (Se04?), e também o gas
hidreto de selénio (SeH2), considerado toxico. Em 1929, no Estado de Dakota
do Sul (EUA), foram identificados graos de trigo, cevada e milho com altas con-
centracdes de selénio, devido ao cultivo em solos seleniferos. Posteriormente
em 1933, os estudos sugeriam ser o elemento selénio, o responsavel pelos
efeitos deletérios em células nervosas e tecidos, causando nausea, vomito,
queda de cabelo e unhas, erupcdo cutanea e lesdes nervosas, quando em
grandes concentracdes, sendo estes dados confirmados nos anos seguintes
(CASSAGO, 2010).

No Brasil, em estudo realizado por Cozzolino, (2007) em Macapd, onde

a farinha de castanha-do-brasil é utilizada na merenda escolar, foi observado
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que todos os parametros bioquimicos analisados em criancas estavam muito
acima dos valores de referéncia, indicando a necessidade de cuidado quanto
aos possiveis efeitos adversos. Portanto foi recomendado a prefeitura de Ma-
capa a reducao da quantidade da farinha nas refei¢cdes.

Na natureza ha duas formas de selénio, a organica e a inorganica. Os
vegetais absorvem o selénio em sua forma inorganica pelo solo, a qual é con-
vertida para a forma organica, o que gera compostos metilados de baixo peso
molecular, além de selenometionina e selenocisteina. A selenometionina é a
principal fonte de compostos de selénio presente em produtos vegetais como
graos, legumes e leguminosas. E ainda, o principal percursor para a sintese de
selenocisteina, a forma mais abundante em produtos de origem animal. Existe
também a selénio-metilselenocisteina. (COMINETTI, DUARTE, COZZOLINO,
2017).

Ja as formas inorganicas de selénio sdo o selenito (SeOs%) e o selena-
to (Se04?), encontrados em suplementos, pois nos alimentos a concentragéo é
muito baixa. As diferentes formas do mineral sdo responsaveis por sua biodis-
ponibilidade e distribuicdo tecidual. (COMINETTI, DUARTE, COZZOLINO,
2017).

As taxas de absorcédo da selenometionina e do selenito sdo de aproxi-
madamente 84% e 98%, com doses de 200ug, respectivamente (PAPP et al.,
2007). A selenometionina é absorvida no intestino delgado, entrando nas célu-
las epiteliais por um processo de transporte ativo secundario acoplado ao sédio
e, por difusdo facilitada, entra na corrente sanguinea. No sangue, o selénio se
liga a grupos sulfidrilos, enzimas a e - globulinas e lipoproteinas de baixa
densidade. E transportado pela circulacdo portal para o figado, onde uma fra-
céo é extraida pelos hepatdcitos e incorporada a L- metionina até sofrer meta-
bolizacdo por transsulfuracéo e o restante € transportada pela circulacdo san-
guinea para os varios tecidos do organismo, seguindo a mesma via descrita
para o selenito. (BRITO, 2007).

De acordo com Gropper, Smith e Groff, (2009), as vitaminas E, C e as
do complexo B funcionam como fatores de intensificacdo da absorcdo deste
mineral, assim como a glutationa peroxidase. Metais pesados como o mercurio,
inibem a absorcdo deste mineral por quelacdo e precipitacdo. Os tecidos que

contém quantidades altas de Se incluem a glandula tiredide, rins, figado, cora-
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cdo, pancreas e musculo. Os pulmdes, cérebro, ossos e glébulos vermelhos
contém menores quantidades desse mineral.

A principal forma de excrecao do selénio é urinaria, quando a ingestao
alimentar é adequada. Quando a ingestdo é muito elevada, ocorre excrecao
através dos pulmdes no ar expirado, na forma de dimetilselenito volatil, respon-
savel pelo odor semelhante a alho na respiracédo. (REILLY, 1996; FRANCES-
CONI, PANNIER, 2004).

O selénio foi incorporado na forma de selenocisteina no sitio ativo de
diversas proteinas. No proteoma humano ja foram identificadas 25 selenoprote-
inas, as quais sdo organizadas em grupos distintos, de acordo com a localiza-
cdo e as propriedades funcionais da selenocisteina. (COMINETTI, DUARTE,
COZZOLINO, 2017).

As principais fungfes atribuidas ao selénio incluem a capacidade antio-
xidante, a participacdo na conversao do T4 (tiroxina) em T3 (tri-iodotironina), a
protecdo contra a acao nociva de metais pesados e xenobidticos, a reducédo do
risco de doengas crbnicas ndo transmissiveis e o aumento da resisténcia do
sistema imunologico, a acdo neuroprotetora, a atuacdo na fertilidade e repro-
ducéo, bem como na estabilidade genémica (FERGUNSON et al., 2012; RO-
MAN, JITARU, BARBANTE, 2014; DONADIO et al., 2016).

O selénio (Se) é um oligoelemento essencial para os seres humanos,
desempenha um papel fundamental na defesa antioxidante através da sua in-
corporacdo como cofator em selenoproteinas tais como glutationa peroxidase
(GPx), tioredoxina redutases (TrxR) e iodotinona deiodinases (IDD). Essas se-
lenoproteinas estdo envolvidas em reag6es redox que desempenham um papel
crucial no equilibrio homeostéatico. (TAPIERO, TOWNSEND, TEW, 2003:
ROSS et al., 2012)

Grande parte das selenoproteinas apresenta funcdo antioxidante. Entre
os diferentes grupos, aquele das glutationa peroxidases (GPx) é o mais abun-
dante e encontrado em todos os tecidos de mamiferos em que ocorrem pro-
cessos oxidativos. Elas podem diminuir a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) por meio da reducdo do peroxido de hidrogénio (H202) e de
hidroperoxidos lipidicos, com a utilizagdo de uma molécula de glutationa redu-
zida (GSH) como cofator, o que contribui para a protecdo das macromoléculas

e biomembranas do organismo contra a oxidacao.
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O selénio é componente essencial das GPx e age de maneira sinérgica
com o tocoferol na regulacdo da peroxidacao lipidica. Atualmente, oito isofor-
mas da familia da GPx s&@o conhecidas, mas apenas quatro sdo dependentes
de selénio. A GPx1 é encontrada na maioria dos tecidos do organismo, princi-
palmente no figado, rim e glébulos vermelhos do sangue. A GPx2 é encontrada
principalmente no trato gastrointestinal e figado. A GPx3 no plasma, rim e
glandula tiredide, e GPx4, enzima especifica do nacleo dos espermas (AL-
MONDES et al., 2010). Nos tecidos, a GSH-Px € encontrada principalmente no
citosol da célula, em torno de 70 % e o restante na matriz mitocondrial.

A glutationa peroxidase classica (GPx1), a mais abundante selenopro-
teina em mamiferos, foi a primeira a ser identificada e esta presente no citosol
das células, onde funciona como antioxidante, reduzindo H202 e hidroperdxidos
organicos livres e transformando-os, respectivamente, em agua e alcool. (LIU
et al., 2000).

A baixa atividade da enzima glutationa em pacientes cronicamente do-
entes esta associada com os baixos niveis de Se, onde ha um aumento dos
radicais livres, podendo contribuir para o dano cardiovascular e faléncia de mul-
tiplos 6rgdos (ANGSTWURM e GAERTNER, 2006).

Como citado a cima, GPx e TrxR sdo enzimas antioxidantes dependen-
tes de selenocisteina, e sua atividade é conhecida por depender da disponibili-
dade de selénio. Além disso, o selénio foi relatado para regular a expressao
génica dessas selenoproteinas como cofator e ha algumas evidéncias de que a
suplementacdo de selénio pode atenuar o estresse oxidativo e diminuir as
complicacBes pds-operatorias apOs a cirurgia cardiaca. (LIU et al., 2000).

Muitos estudos experimentais demonstraram os efeitos protetores de
Se durante o estresse oxidativo. Além disso, baixos niveis plasmaticos de Se
estdo associados a um aumento da mortalidade na presenca de varias entida-
des, como cancer, inflamacéo, infarto do miocardio ou doenca cardiovascular,
sepse e complicacdes apos a cirurgia. (RAYMAN, 2000)

Pesquisas sugerem que a associacao inversa entre concentracoes
sanguineas de selénio e prevaléncia de doencas cardiovasculares seria obser-
vada em populacdes que ingerem baixas quantidades de selénio, mas ndo na-

guelas com altas ingestdes. Concentracdes séricas de selénio iguais ou inferio-
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res a 55 pg/L séo associadas ao risco aumentado de doengas cardiovasculares
(ALISSA et al., 2003).

Um estudo de meta-analise que incluiu 16 estudos prospectivos obser-
vacionais e 16 ensaios clinicos randomizados (RCT), os autores observaram
resultados diferentes para os estudos prospectivos, nos quais houve associa-
cao inversa entre o status de selénio e o risco de doencas cardiovasculares,
engquanto nos RCT o efeito foi nulo. Estes resultados indicam a importancia de
considerar o status de selénio no inicio do estudo, a dose, a forma quimica do
selénio suplementado e o desenho do estudo na interpretacdo dos resultados
(ZHANG et al., 2016).

A ingestdo muito baixa de selénio em humanos, pode resultar em duas
enfermidades principais. A primeira é a doenca de Keshan, uma cardiomiopatia
que afeta criangcas e mulheres jovens, encontrada principalmente na China, em
regides com solos pobres em selénio. A forma aguda é caracterizada por insu-
ficiéncia subita da funcéo cardiaca e, na fase croénica, por hipertrofia de mode-
rada a grave do coracgdo, promovendo graus diferentes de insuficiéncia cardia-
ca. A segunda doenca € Kashin-Beck, também decorrente de baixas concen-
tracOes de selénio no organismo, considerada uma osteoartrite endémica que
ocorre durante a pré-adolescéncia ou adolescéncia. Seu aspecto patoldgico
mais marcante € a degenerac¢do necrotica dos condrécitos que pode promover
nanismo e deformacao das articulagdes (BURK, LEVANDER, 2003).

As pessoas com alteragcdes ou mau funcionamento do trato digestorio
podem apresentar deficiéncia de selénio. A ma absorcdo ou o aumento das
perdas intestinais podem produzir estados de deficiéncia marginal (NAVARRO-
ALARCON, LOPEZ-MARTINEZ, 2000). Outros grupos mais suscetiveis a defi-
ciéncia sdo criangas e idosos.

As recomendacdes de ingestédo de selénio sdo baseadas em dois estu-
dos de intervencédo: 1) na China, demonstrou-se que o nivel maximo da ativi-
dade da glutationa peroxidase plasmatica é atingido com ingestao de 41 pg/dia.
Ajustando-se o peso corporal de homens americanos, esse valor foi determina-
do em 52 pg/dia; 2) na Nova Zelandia, sugeriu-se uma EAR (estimated average
requirement/necessidade média estimada) préxima a 38 ug/dia. (IOM, 2000)

A média dos dois valores resultou no estabelecimento de uma EAR de

45 pg/dia para homens e mulheres com idades entre 19 e > 70 anos. O valor



42

da RDA (recommended dietary allowance/ingestédo dietética recomendada) pa-

ra 0 mesmo grupo de individuos foi calculado como 120% da EAR e arredon-

dado para 55 ug/dia. Estes e os valores para os demais estagios de vida estédo

resumidos na Quadro 2.

Quadro 2 - Recomendacdes de ingestédo de selénio em diferentes estagios

de vida.

Estagio davida | AI*/EAR RDA UL
Mg/dia Mg/dia Mg/dia

Recém-nascidos e criancas

0 a 6 meses 15* - 45

7 —12 meses 20* - 60

1-3 anos 17 20 90

4-8 anos 23 30 150

9-13 anos 35 40 280

Adolescentes

14-18 anos (M) 45 55 400

14-18 anos (F) | 45 55 400

Adultos

19 - > 70 anos | 45 55 400

(M)

19 - > 70 anos | 45 55 400

(M)

Gestantes

14-50 anos 49 60 400

Lactantes

14 — 50 anos 59 70 400

Fonte: IOM, 2000. Al: ingestao adequada; EAR: necessidade média estimada; RDA: ingestao

dietética recomendada; UL: limite maximo tolerado de ingestédo diaria.
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O consumo dietético médio das populacdes de varios paises € bastan-
te variavel. No Canada e no Japédo o consumo varia em torno de 150 pg, nos
EUA 228,9 ug, no Reino Unido 60 pg, na Nova Zelandia 42,1 ug e no Egito 21
Hg (DIPLOCK, 1987). No Brasil a concentracdo de selénio na dieta, relatada
por Cozzolino (2007), é de 18 pg/dia em Sao Paulo e Mato Grosso, 95 ug/dia
em Manaus e 52 pg/dia a 139 pg/dia em Santa Catarina, sendo a média no
Brasil de 60 ug/dia.

Segundo Batista et al.,(2012), a populagéo brasileira consome em me-
dia 8,8 pg/dia de selénio em produtos de origem animal. A média de consumo
de carne bovina, e peixe, per capita, por ano, onde a concentracao de Se nes-
tes alimentos é alta, € de 16,9 e 4,6 kg respectivamente. A ingestdo diaria de
Se a partir das carnes em geral deve corresponder aproximadamente 16 % do
valor de referéncia para o consumo diério (55 pg), sendo o restante compreen-
dido pelas verduras, frutas e cereais.

Alimentos de origem animal, como carnes bovinas, frango, peixes, ovos
e produtos lacteos sdo considerados as principais fontes de selénio da dieta,
juntamente com os cereais. Geralmente, alimentos de origem vegetal sdo po-
bres no mineral. (FAIRWEATHER-TAIT et al., 2011). A castanha-do-brasil, no
entanto, € conhecida como um dos alimentos mais ricos em selénio, com con-
centracao que variam de 29 a 115 pg/g de castanha. (BORTOLI, 2010; COMI-
NETTI et al., 2011a).

A concentracdo de selénio nos alimentos depende do local onde foram
cultivados, pois reflete o teor do mineral no solo, que, por sua vez, depende de
fatores geoquimicos, como pH, natureza da rocha originaria, pluviosidade e uso
de fertilizantes. A presenca do mineral tende a ser mais concentrada em solos
de regifes secas, 0s quais geralmente sdo mais alcalinos. J& nas regides mais
Uumidas, a lixiviagdo pelas aguas das chuvas provoca a retirada de selénio do
solo. Em solos acidos mais arejados, o mineral costuma estar indisponivel para
a captacéao pelas plantas, por estar presente em forma de complexos de seleni-
to insoluveis. Devido a essas diferencas, 0 selénio esta presente nas mais di-
versas concentragdes, havendo regides abaixo de 0,1 pg/g a maiores que
1mg/g.(REILLY, 2006).

Em regibes do mundo, como Finlandia, Nova Zelandia, Dinamarca,

costa leste dos Estados Unidos, regido central da Sibéria e China, o contetudo
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de selénio no solo é extremamente baixo. Portanto, a concentra¢cdo do mineral
nesta populacéo oscila de 41,7 pg/L, na Finlandia a 158,2 ug/L no Canada.
(SAFARALIZADEH et al., 2005). Em paises europeus e asiaticos, os valores
séricos do selénio sao reduzidos. (FAIRWEATHER-TAIT et al., 2011; GAC et
al., 2012).

Um estudo realizado no Brasil por Martens e Cozzolino, (2002), anali-
sou a concentracdo de selénio em feijdes cultivados em varios estados, consta-
tando que o feijao do Ceara tinha 1,2 ug de Se/g, enquanto no feijdo de Sao
Paulo tinha apenas 0,016 pg de Se/g. Os estados de Goias e Mato Grosso do
Sul apresentaram valores baixos de selénio, estando entre 0s menores valores
comparados aos demais estados. No mesmo contexto, Pimentel, (2012), avali-
ou a concentracdo do mineral em diferentes cortes de carne bovina de animais
dos estados de Sao Paulo e Mato Grosso do Sul, encontrando quantidades
significativamente maiores nos cortes de carne sul mato-grossense.

Em um estudo prospectivo, realizado por Zanoni et al., (2016), com 342
individuos adultos sadios, na cidade de Campo Grande Mato Grosso do Sul, as
concentragdes de selénio variaram entre 50,1 a 82,6 pg/L, ndo ocorrendo vari-
acao entre género, indice de massa corporal, raca, grupo sanguineo e hematé-
crito.

Um estudo realizado com adultos saudaveis da América Latina realiza-
do por Fonseca (2010), a concentracdo plasmatica de selénio foi de 91,51 +
18,78 pg/L. No Brasil, em estudo realizado no Rio de Janeiro por Da Cunha et
al., (2013), foi demonstrado que a concentracdo de selénio variou de 56,5 a
94,5 ug/L com uma média de 73,2 pg/L.

Para Nunes et al., (2010), a média dos valores para a populacao do es-
tudo nos Estados de Sao Paulo e Minas Gerais foi de 113 ug/L, em Goias 95
pg/L, no Rio Grande do Sul 111,5 pg/L e no Estado do Para de 188,5 pg/L,
sendo o Para o Estado de onde provém a castanha do Para que é a principal
fonte do mineral.

Segundo Da Silva et al., (2013), em individuos residentes na regiao do
Rio Tapajos/Amazonas, foi identificado uma média de concentracdo do mineral
de 135 pg/L, mais alta que em outras regides do pais, devido aos habitos ali-

mentares da populacéo local, que inclui a castanha brasileira e peixes.
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Portanto, baseado em pesquisas que avaliaram a concentragédo de se-
Iénio no plasma e no soro, estima-se que de meio a um bilh&o de pessoas em
todo mundo possam apresentar deficiéncia em selénio (YAN et al., 2010).

A populacé@o pediatrica apresenta maior risco quanto a deficiéncia de
selénio. Devido as alteragBes nutricionais apds o nascimento, as concentra-
cOes de selénio sdo esperadas para ser muito mais heterogéneas neste grupo
do que em uma populacéo adulta.

Os pacientes pediéatricos quando submetidos a tratamento cirdrgico pa-
ra correcdo das malformacdes cardiacas apresentam maiores complicagdes no
pos-operatorio do que os adultos. Stoppe et al., (2011) demonstrou em seu es-
tudo que a cirurgia cardiaca com uso de CEC resultou em uma importante re-
ducdo intra-operatdria dos niveis dos elementos tracos antioxidantes, como o
selénio, cobre e zinco. Também comprovou que as baixas taxas da dosagem
de selénio no pés-operatdrio imediato foi fator preditor para o desenvolvimento
de faléncia de multiplos 6rgdos e aumento da taxa permanéncia hospitalar.

O zinco foi analisado em um estudo realizado por Zanoni, et al., (2007),
com 21 criangas com cardiopatias congénitas acianéticas submetidas a cirurgia
cardiaca com CEC, observando-se diminui¢cdo significativa trés minutos apdés a
remocao da pinca da aorta (do circuito da CEC) e 24 horas apds a cirurgia.

Enfim, o que se constata, € uma grande variabilidade desses valores,
gue estdo na dependéncia principalmente dos habitos alimentares e da quan-
tidade existente no solo de cultivo.

O selénio é um oligoelemento de grande interesse para a sociedade ci-
entifica, uma vez que esta envolvido em multiplas etapas dos mecanismos de

defesa antioxidante intracelulares.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a dinAmica da concentracao plasmatica de selénio e do estres-

se oxidativo na cirurgia cardiaca infantil com circulacéo extracorpérea

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Dosar as concentracbes plasmaticas de selénio e do MDA no pré-
operatorio.

¢ Analisar a dindmica das concentracfes plasmaticas do selénio e do
MDA durante a cirurgia.

e Relacionar as variacfes das concentracdes do selénio e estresse oxi-
dativo 24 horas apds a cirurgia.

e Avaliar o estado nutricional dos pacientes.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi prospectivo e observacional, conduzido no Hospital Asso-
ciacdo Beneficente de Campo Grande Santa Casa — MS, que € um centro de
referéncia terciario em Cirurgia Cardiaca Infantil e no Laboratorio de Metabo-
lismo Mineral — FAMED, no periodo de abril a junho de 2017.

O protocolo de estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas
em Seres Humanos da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul/ UFMS
(Numero do Parecer: 1.989.987), e os Termos de Consentimento Livre e Es-
clarecido e de Assentimento foram assinados por cada participan-
te/responsavel da pesquisa.

O consentimento expresso para a realizacdo do estudo também foi con-
cedido pela Geréncia de Ensino, Pesquisa e Educacdo Permanente do Hos-
pital Santa Casa e pela Coordenacdo de Gestdo Académica — CO-
AC/FAMED.

Foram incluidos no estudo 15 criancas com idade entre 3 meses a 16
anos, com cardiopatias congénitas acianoticas, submetidos a cirurgia cardia-
ca eletiva com circulagéo extracorporea.

N&o participaram do estudo criangas portadoras de cardiopatia congénita
ciandtica ou as que necessitaram de cirurgia de urgéncia ou emergéncia; cri-
ancas com doenca do metabolismo de selénio ou que necessitassem de su-
plementacdo, com patologias em outros 6rgaos ou sistemas, ou que apresen-
tassem doencas cronicas, ou ainda, erro inato de metabolismo. Também n&o
foram incluidas criancas indigenas.

Devido a pequena quantidade e volume das amostras, elas foram divi-
didas em 3 grupos, sendo os pacientes identificados com a letra P seguido
pelo nimero da ordem da coleta, como por exemplo, paciente 1 — P1 e as-
sim, sucessivamente até o P15. Ndo foram levados em consideracdo o sexo

e a idade dos pacientes na divisdo dos grupos.
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» O grupo 1 foi aquele onde se avaliou as concentracdes de MDA e selé-

nio.

» O grupo 2 foi aquele onde se avaliou apenas a concentracao de selénio.

» O grupo 3 foi aquele onde se avaliou MDA.

Quadro 3 - Grupos de avaliagdo MDA e SELENIO.

MDA e SELENIO
P7
P8
P10
P11
P12
P13
P14

Fonte: elaborado pela autora

Os momentos e locais de coleta de sangue foram:

SELENIO

P1
P2
P3
P4
P7
P8

P10

P11

P12

P13

P14

MDA

P5
P6
P7
P8
P9

P10

P11

P12

P13

P14

P15

Al - ato da inducdo anestésica — amostra coletada da artéria radial (a qual foi

mantida cateterizada para monitorizagdo hemodinamica)

A2 — entre 0 5° e 10° minuto de CEC — amostra coletada do oxigenador do cir-

cuito de CEC

A3 — apbs retirada do paciente de CEC, durante o fechamento do térax —

amostra coletada da artéria radial

A4 — 24 horas apos a cirurgia — amostra coletada da artéria radial

Os momentos das coletas foram determinados com bases em estudos realiza-

dos com outros elementos quimicos, como o zinco e o cobre, durante cirurgia

cardiaca infantil, por Zanoni (2008). Os locais foram escolhidos pela facilidade

da coleta durante e apos a cirurgia.
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4.1 INDUCAO ANESTESICA

A anestesia foi induzida com citrato de fentanila (Fentanil ® Cristélia),
na dose de 3 pg/kg, midazolam (Dormonid®, Roche) na dose de 0,2 mg/kg,
propofol (Propofol® Cristalia), na dose de 0,5 mg/kg e oxigénio inalatério a
100%. A anestesia foi mantida com infusdo continua de propofol 1,2
pa/kg/minuto e cloridrato de anfentanila (Anfenta®, Cristalia), na dose de 0,5
pg/kg/minuto. Nos casos de hipertenséo pulmonar o propofol foi substituido por
bomba de cetamina, 30 upg/kg/minuto e fentanil, 0,05 pg/kg/minuto. O relaxa-
mento muscular foi realizado com brometo de pancurénio (Pancuron®, Crista-
lia), na dose de 0,1 mg/kg e repetido no inicio da circulagdo extracorpérea, na
dose de 0,05 mg/kg. Nos casos que apresentaram hipertensao arterial o gas
isoflurane (Isoforine®, Cristdlia) foi introduzido por via inalatéria, na concentra-

cdo alveolar minima de 0,5 a 1%.

4.2 CIRCULACAO EXTRACORPOREA

O circuito de circulacdo extracorpérea infantil consistiu de uma bomba
de rolete (Sorin), circuitos, reservatérios de sangue venoso e oxigenador de
membrana capilar (Lilliput 901 — Dideco). O circuito foi preenchido com uma
mistura de concentrado de hemacias, plasma ou solucdo de Ringer lactato (Bi-
osintética®) no volume de 600 ml, para criangas com peso até 20 kg e 1200 ml
para criangas entre 20 a 40 kg.

Albumina humana (Sanofi® Aventis), 20 a 40 ml, gluconato de célcio,
10 a 30 ml e hidrocortisona, 10 mg/kg foram adicionados ao perfusato. Bicar-
bonato de sddio, sulfato de magnésio e cloreto de potassio foram utilizados de
acordo com as dosagens bioquimicas realizadas durante o procedimento.

Todos os pacientes foram submetidos a hipotermia moderada, até 26°C
e de hemodiluicdo moderada com hematdcrito entre 20 e 30.
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A cardioplegia foi realizada com a solugéo cardioplégicas HC (Diviséo
de Farmacia ICHCFM-USP), na dose de 20 a 30 ml/kg. Heparina (Heparin®,
Cristalia) foi infundida na dose de 4 mg/kg, imediatamente antes do inicio da
circulacdo extracorpdrea. O efeito anticoagulante da heparina na circulacédo
sistémica foi monitorizado pelo tempo de coagulacdo ativado (TCA). A hepari-
nizacao sistémica foi considerada adequada quando o TCA alcancou um mini-
mo de 480 segundos. No final da CEC a heparina foi neutralizada com sulfato
de protamina (Protamina®, ICN) na dose de 1 mg para cada 100 Ul de hepari-

na.

4.3 PREPARO DE AMOSTRAS

4.3.1 DOSAGEM DE MDA PELO METODO TBARS

Todos os materiais de plastico ou de vidro utilizados no estudo ficaram
previamente imersos por um periodo minimo de 24 horas em solug¢éo de Extran
(Merck) a 5%, enxaguados abundantemente em agua corrente e novamente
imersos por, pelo menos, 24 horas em solucdo de &cido nitrico (Merck) a 10%,
para descontaminacao de qualquer residuo de metal. Em seguida, foram lava-
dos copiosamente com agua ultrapura do tipo MILI-Q (resisténcia 18,2 Mw/cm)
e secados em estufa a 40°C.

As amostras de sangue foram coletadas em seringas de polipropileno.
O material foi imediatamente transferido para tubos a vacuo para coleta de
elementos traco (BD Vacutainer Systems, Preanalytical Solutions® - Becton,
Dickinson and Company), e centrifugado durante 15 minutos com forca relativa
de centrifugacéo de 3500 rpm durante 10 minutos. Os plasmas foram distribui-
dos em tubos Eppendorfs de polipropileno e congelados a -18°C.

Para a quantificacdo de MDA, as amostras descongeladas foram adici-
onadas em tubos de centrifugacao Kasvi de 25 ml. Uma solucéo de cloreto de
potassio foi dissolvida por completo em placa agitadora magnética do tipo Vor-
tex. Para a preparacao do tampéao fosfato 75Mm (pH 2,5) utilizou-se um pHme-
tro, NUPESC,; e balanca analitica, além de agua purificada por um sistema M-

LI-Q e armazenados em frascos ambar. Os reagentes utilizados foram acido
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tiobarbitdrico 0,8% (SIGMA®) e solucédo padrdo MDA (1,1,3,3, Tetrametoxipro-
pano 20Mm (10 Nm para cada 0,5ml), (SIGMA®).

As concentracdes plasmaticas de MDA foram medidas pelo método
TBARS, sendo o dano celular avaliado pela peroxidacéo lipidica, baseado no
trabalho de Percario et al., (2004). O volume de 1 ml do TBA (10 nM/l) foi adici-
onado a 0,5 ml da amostra. Foi preparada uma solucdo padrao constituida de 1
ml do TBA (10 nM/l) e 0,5 ml de MDA (20 nM/l). Uma terceira solu¢do contendo
1 ml de TBA (10nM/l) e 0,5 ml de &gua, serviu como branco da leitura do es-
pectrofotbmetro. As amostras foram aquecidas em banho Maria a 94°C por 1
hora e posteriormente resfriadas em ar ambiente por 15 minutos. Para bloquear
a reacao foi adicionado 4 ml de alcool n- butilico em cada tubo. Os tubos foram
agitados em Vortex para total extracdo do MDA para a fase organica do siste-
ma, logo centrifugados a 2500 rpm por 10 minutos. Nesse momento, observa-
se a separacao das fases, e 200uL da fase organica (superficial) foi aspirada
para leitura no espectrofotdmetro da marca Thermo, modelo Multiskan GO.

A leitura foi realizada com comprimento de onda de 535 nm. O valor fi-
nal de MDA em ng/ml (ou nmol/ml),é obtido pelo emprego da seguinte formu-
la:

MDA = A média x F, onde A média + (Al + A2)/2.

F =4406,1 / A padrao MDA, onde A significa absorbancia

Os valores de referéncia descritos na literatura para MDA variam de
200 a 3000 nmol.

4.4 CALCULO DAS CONCENTRACOES PARA HEMODILUICAO

As seguintes formulas para diluicdo de solugdes foram utilizadas:
Volume inicial x Concentragao inicial = Volume final x concentracao final
Volemia final = hematdécrito inicial x volemia inicial / hematécrito final

O calculo da volemia foi realizado usando o hematécrito como marcador
da hemodiluicdo, pela utilizacdo da férmula acima. Sendo a volemia inicial
igual a 8% do peso. Uma vez calculada a nova situagéo volémica do paciente
apos o inicio da circulagdo extracorporea, foram entédo calculadas as concen-
tracdes de MDA e Selénio para os diversos momentos do estudo. (SOUZA,
ELIAS, 2006).
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4.5 ESTATISTICA

As comparac0Oes entre as concentracdes de selénio, MDA e a razéo Se
/ MDA com os momentos cirurgicos foram feitas pela andlise de variancia
ANOVA. Sendo p-valor > 0,05 rejeita-se a hipétese se médias iguais. Todas as
meédias foram comparadas com a amostra Al, condicao inicial de controle. As
concentracodes iniciais e finais dos momentos A2 e A3 correspondentes ao pe-
riodo de hemodiluicdo foram analisados pelo teste ndo-paramétrico de Wilco-
xon, se p> 0,05 ndo ha diferenca estatistica significativa para as amostras. Os
valores de MDA e selénio foram analisados utilizando-se o teste de correlacéo

de Pearson.

4.6 PROCEDIMENTOS PARA QUANTIFICACAO DE SELENIO POR ICP OES

A espectrometria de emissao com plasma — ICP OES, trata-se de uma
técnica analitica que quantifica macro e microelementos em diversos tipos de
amostras. Um ICP OES Icap 6000 Thermo, foi utilizado para verificar a exati-
dao do procedimento. Todas as determinaces de Se por ICP OES foram reali-
zadas em vista axial de plasma, apds a otimizacdo de poténcia de radio fre-
quéncia, taxa de fluxo de gas de plasma, pressdo do nebulizador e bomba de
introducé@o de amostra, conforme Tabela 1.

TABELA 1 - Condi¢cdes operacionais do ICP OES.
Condigéo do Plasma

Poténcia de RF (W) 1150

Vaz&o da amostra (L min't) 0,7

Vazéo do gas do plasma (L min?) 12

Tempo de integracao (s) 5

Tempo de estabilizacao (s) 20

Presséo de nebulizacao (psi) 30

Modo de viséo Axial

Analito Se 196.090 nm
Padréo interno Y 224.306 nm

Fonte: elaborado pela autora
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Figura de mérito

Para validacdo do procedimento de quantificacdo de selénio por ICP
OES realizamos a figura de mérito conforme descrito nesta sessdo. A Fig 10
demonstra a curva de calibracdo obtida para selénio pelo método de calibracéo
por padrao interno, conforme condicfes operacionais demonstradas na Tabela
1. Faixa linear da curva obtida foi de 0 a 50 pg/ml, com R? de 0.9993,
significando uma excelente linearidade tipicas de ICPs. A partir disto
realizamos os procedimentos para obtencédo dos limites de deteccdo (LOD) e
limite de quantificacdo (LOQ), assim como, avaliacdo de possiveis

interferencias espectrais para quantificacdo de selénio.

250,00 l

20000 | e

150,00

100,00

Intensidade

50,00 PY

0,00 @ ug / mt
000 005 010 015 020 025 030 035 040 045 0,50

Figura 10. Curva de calibracdo para se 196.090 nm.
Fonte: elaborado pela autora

A tabela 2 demonstra os limites de deteccdo (LODs) calculados de
acordo com as recomendacdes da IUPAC como 3 vezes o desvio-padrao do
sinal em branco (SB) dividido pela inclinagcéo da curva de calibragao (m): LOD
= 3*SB / m. Os limites de quantificacdo (LOQ) foram calculados da mesma ma-
neira, comn =15, LOQ = 10*SB/ m
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TABELA 2 - Parametros analiticos obtidos por ICP OES para quantificacéo
de Se.

Equacéao da reta | =606,40C - 1,9797
Faixa linear (ug mL™) 0,02-0,5

LOD (ug mL™Y) 0,002

LOQ (ug mL?) 0,006

Fonte: elaborado pela autora

Para comprovar a precisdo do procedimento de quantificacdo por ICP
OES, testes de adicao e recuperacao foram realizados para Se, com sucesso e
apresentados na tabela 3.

TABELA 3 - Testes de adicao e recuperacao para se determinados por ICP
OES com a presenca de 0,50 ug ml? de possiveis interferéncias na linha
de emissdo de 196.090 nm. (todas as concentracdes estdo em pg mlt e n
= 3)

Interferéncias Adic. Quantificado % RSD % de Recup.
adicionadas
0,30 0,33 1,60 1,10
Al 196.085 nm
0,20 0,19 0,66 0,95
0,30 0,32 0,44 1,07
Fe 196.123 nm
0,30 0,18 1,10 0,90
0,30 0,33 0,91 1,10
Co 196.159 nm
0,20 0,19 3,47 0,95

Fonte: elaborado pela autora

A fim de obtermos uma amostragem sem interferéncia de matriz e que
nao comprometesse os procedimentos de quantificacdo para selénio, todas as
amostras de plasma foram submetidas a digestédo assistida via micro-ondas.
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Digestao assistida via micro-ondas

Para se obter uma andlise efetiva, busca-se as melhores condicbes de
digestdo de amostras, com o intuito de reduzir interferéncias de matriz. Em se
tratando de matriz biolégica, a quantidade elevada de compostos organicos
nao digeridos podem se reorganizar formando organometéalicos e causando
interferéncias analiticas sérias.

A digestdo de amostras via micro-ondas combinados com misturas oxi-
dante de HNOs e H202 é uma alternativa para reduzir essas interferéncias. Este
procedimento é uma opc¢dao rapida e viavel pelo fato de possibilitar a recupera-
cdo de HNOs durante a etapa de aquecimento em frascos fechados. O aumen-
to da presséao interna nos tubos, durante a rampa de aquecimento causa 0 au-
mento do ponto de ebulicdo da solucéo a ser digerida, consequentemente, ace-
lera as reacdes quimicas de digestdo de compostos organicos. Este ciclo ira
continuar enquanto houver Oz (g) disponivel no sistema. Por tanto, quanto mai-
or a quantidade de oxigénio disponivel, maior sera a recuperacdo de HNOs e
mais eficiente serd a digestdo. Neste caso a adi¢cdo de H202 contribui para me-
Ihora na oxigenacao do sistema.

Para a digestdo das amostras de plasma, aproximadamente 0,500 uL
foram submetidas a digestéo assistida por micro-ondas, empregando 1,0 mL de
HNOs concentrado, 1,0 mL de H20 e 0,5 mL de H202 em um forno micro-ondas
Speedwave® four, Berghof, equipado com rotor de 12 posicdes. Apos a etapa
de digestéo os digeridos foram aferidos para 10 mL e seguidos para quantifica-

cdo. O programa de aguecimento para digestdo é descrito na tabela 4.

TABELA 4 - Programa de aquecimento usado para a digestdo das
amostras.

Etapa Poténcia (%) Temperatura(C) Tempo (min) Pressao (Bar)

1 80 160 5 30
2 90 190 10 30
3 0 50 10 25

Fonte: elaborado pela autora

ApoOs a digestdo as amostras foram encaminhadas para o procedimen-
to de quantificacéo por ICP OES descrita na sessao anterior.
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5. RESULTADOS

Neste estudo foram avaliados 15 pacientes com idade entre 3 e 192
meses, com idade média de 31,6+35,14 meses. Destes, 60% eram do sexo
masculino e 40% do sexo feminino. O peso médio foi de 11,06+£6,57, sendo
que 67% dos pacientes apresentavam IMC adequado ou eutrofico. Os dados
demogréficos estdo representados nas Fig.11 a 15. As anomalias cardiacas
estdo apresentadas na Tabela 5.

O estudo mediu as concentracdes de MDA de cada paciente (P5 —
P15) nos momentos (Al, A2, A3 e A4), sendo Al - ato da inducéo anestésica,
A2 — entre 0 5° e 10° minuto de CEC; A3 — ap0s retirada do paciente de CEC,
durante o fechamento do térax e A4 — 24 horas apoés a cirurgia. O momento Al
foi referéncia para os outros momentos, visto que o paciente estava sob efeito
anestésico, o que poderia atenuar o estresse oxidativo.

A concentragdo plasmética do MDA no momento Al variou de 60,27 a
84,16 pg/L 1, média de 70,68+6,36 pg/L '; no momento A2 variou de 54,03 a
85,47 pg/L 1, média de 67,49+9,66 ug/L 1; apds céalculo de hemodiluicdo, A2
variou de 40,73 a 87,91 ug/L -1, média de 58,39+13,61 ug/L *; no A3 variou de
65,35 a 94,64 pg/L 1, média de 75,65+7,88 ug/L 2, apds calculo de hemodilui-
cdo variou de 52,03 a 103,33 pg/L %, média de 65,83+16,22 ug/L * e no mo-
mento A4 variou de 59,48 a 79,18 ug/L 1, média de 66,70+6,07 ug/L 1. Na
comparacao entre os momentos Al, A2, A3 e A4 nao houve diferenca significa-
tiva entre eles (ANOVA p > 0,05). J& na comparacdo entre 0S momentos em
relacdo a concentracdo plasmatica de MDA esperada na hemodiluicdo (ANO-
VA p>0,05), houve diferenca significativa entre os momentos Al e A2 (p =
0,0135). Na comparacao entre a concentracao plasmatica de MDA calculada e
aguela esperada na hemodiluicdo, houve diferenca significativa (teste de Wil-
coxon p>0,05) no momento A2 (p= 0,033) e no momento A3 (p= 0,041) e com-
parando-se as concentracfes esperadas na hemodiluicdo com 0os momentos
Al e A4 nado houve diferenca significativa. Estes dados estéo representados na
Figura 16 e Tabela 6, respectivamente.

A concentracdo plasmatica do Se no momento Al variou de 113,87 a
270,70 pg/L 1, média de 186,11+50,63 ug/L *1; no momento A2 variou de 87,98
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a 196,41 ug/L -1, média de 154,93+29,46 ug/L -1; apds calculo de hemodiluicdo
A2 variou de 65,17 a 161,52 ug/L "1, média de 124,45+29,65 ug/L *; no A3
variou de 101,83 a 274,49 ug/L %, média de 185,51+50,47 ug/L 1, apds calculo
de hemodiluicdo A3 variou de 89,95 a 187,92 ug/L 1, média de 146,64+35,59
pug/l 1 e no momento A4 variou de 164,79 a 259,57 ug/L 1, média de
204,01+26,35 ug/L 1. Na comparacéo entre os momentos Al, A2, A3 e A4 nédo
houve diferenca significativa entre eles (ANOVA p > 0,05). Ja na comparacao
entre os momentos em relagéo a concentracao plasmética de selénio esperada
na hemodiluicdo (ANOVA p>0,05), houve diferenca significativa entre os mo-
mentos Al e A2 (p = 0,0027). Na comparacédo entre a concentracdo plasmatica
de selénio calculada e aquela esperada na hemodiluicdo, houve diferenca sig-
nificativa (teste de Wilcoxon p>0,05) no momento A2 (p= 0,004) e no momento
A3 (p= 0,004); comparando-se as concentracdes esperadas na hemodiluicao
com os momentos Al e A4 houve diferenca significativa entre A2 - A4 (p=
0,003) e A3 - A4 (p= 0,003). Estes dados estao representados na Figura 17 e
Tabela 7, respectivamente.

A concentracdo plasmatica da razao de Se/MDA no momento Al vari-
ou de 1,48 a 3,39 ug/L %, média de 2,09+0,71 ug/L -1; no momento A2 variou de
1,56 a 3,05 pg/L 1, média de 2,26+0,63 ug/L *; no momento A3 variou de 1,78
a 3,55 ug/L %, média de 2,61+0,67 ug/L ** e no momento A4 variou de 2,58 a
3,78 ug/L 1, média de 3,24+0,36 pg/L 1. Na comparacdo entre 0S momentos
Al, A2, A3 e A4 nao houve diferenca significativa entre eles (ANOVA p > 0,05).
J4 na comparacao entre os momentos em relacdo a concentracdo plasmatica
de selénio esperada na hemodiluicdo (ANOVA p>0,05), houve diferencga signifi-
cativa entre os momentos Al e A4 (p = 0,0221). Estes dados estéo representa-
dos na Figura 18 e Tabela 8, respectivamente.

Houve uma correlacédo linear forte entre a concentragdo plasmética de
Se/MDA no momentos de mensuragéo, considerando-se a hemodilui¢cdo, sen-
do Se p= 0,9965 e MDA p= - 0,9965 (teste de correlacdo de Pearson). Os da-
dos estédo representados na Figura 19.
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Figura 11. Percentual de pacientes do sexo masculino e feminino
Fonte: elaborado pela autora
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Figura 12. Percentual por idade dos pacientes avaliados
Fonte: elaborado pela autora
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Figura 13. Percentual por peso dos pacientes avaliados.
Fonte: elaborado pela autora
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Figura 14. Percentual do estado nutricional dos pacientes
Fonte: elaborado pela autora
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Figura 15 — Percentual da procedéncia dos pacientes
Fonte: elaborado pela autora

TABELA 5 - Anomalias cardiacas congénitas de 15 pacientes submetidos
a cirurgia cardiaca com CEC.

Cardiopatia congénita Numero
Comunicacéo interatrial 7
Comunicacgao interventricular 6

Comunicagdo interatrial e Drenagem |1

venosa andmala pulmonar

Comunicagdo interatrial e Hipertensédo | 1

pulmonar

Fonte: elaborado pela autora
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Figura 16. Avaliacdo do estresse oxidativo pela concentracdo média de MDA para os pacien-
tes P5, P6, P7, P8, P9, P10, P11, P12, P13, P14, P15. Fonte: elaborado pela autora

TABELA 6 - Analise estatistica de variancia ANOVA com fator unico e in-
tervalo de confianca de 95%, para avaliagdo do estresse oxidativo por
MDA.

MDA (ug L) p’
Al 70,68 +6,36
. 0,3711
A2 (Ci) 67,49 +9,66
Al 70,68 +6,36
0,0135
A2 (Cf) 58,40 +13,62
Al 70,68 +6,36
: 0,1195
A3 (Ci) 75,65 +7,87
Al 70,68 +6,36
0,3678
A3 (Cf) 65,84 +16,23
Al 70,68 +6,36
0,1484
A4 66,70 +6,60

Fonte: elaborado pela autora

*p-valor para um teste de ANOVA de um unico fator com a = 0,05. Andlise estatistica para
concentracao média de MDA para os pacientes P5, P6, P7, P8, P9, P10, P11, P12, P13, P14 e
P15, considerando a hemodiluicéo para A2 e A3.
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P1, P2, P3, P4, P7, P8, P10, P11, P12, P13 E P14. Fonte: elaborado pela autora

TABELA 7 - Andlise estatistica de variancia ANOVA com fator Unico e in-

tervalo de confianca de 95%, para avaliacdo de selénio.

*

Selénio (ug L) p
Al 186,11 +50,62
_ 0,0969
A2 (Ci) 154,93 +29,46
Al 186,11 +50,62
0,0027
A2 (Cf) 124,46 +29,66
Al 186,11 +50,62
0,9784
A3 (Ci) 185,51 +50,47
Al 186,11 +50,62
0,0510
A3 (Cf) 146,64 +35,59
Al 186,11 +50,62
0,3158
A4 204,00 £26,35

Fonte: elaborado pela autora

p-valor para um teste de ANOVA de um unico fator com a = 0,05. Andlise estatistica para con-
centragdo média de Se para os pacientes P1, P2, P3, P4, P7, P8, P10, P11, P12, P13 e P14.

Considerando a hemodiluicdo para A2 e A3.
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Figura 18. Avaliagcdo do estresse oxidativo pela média da razdo Se / MDA para os pacientes
P7, P8, P10, P11, P12, P13 e P14. Considerando a hemodiluicdo para A2 e A3. Fonte: elabo-
rado pela autora

TABELA 8 - Anédlise estatistica de variancia ANOVA com fator Gnico e in-
tervalo de confianca de 95%, para avaliagdo do estresse oxidativo pela
razéo selénio / MDA.

Selénio / MDA p*

Al 237 +0,78

0,7047
A2 252 +0,66
Al 237 +0,78

0,9583
A3 2,35 +0,67
Al 2,37 +0,78
Ad 3,24 +0,36 0,0221

Fonte: elaborado pela autora
p-valor para um teste de ANOVA de um unico fator com a = 0,05. Andlise estatistica para razédo
média da raz&do Se / MDA para os Pacientes P7, P8, P10, P11, P12, P13 e P14. Consi-

derando a hemodiluicdo para A2 e A3.
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Figura 19. Curva para o coeficiente de correlagdo de Pearson, para afericdo do grau da corre-

lagdo entre duas variaveis de escala métrica, para os pacientes P7, P8, P10, P11, P12, P13 E

P14. Considerando a hemodiluicdo para A2 E A3. Fonte: elaborado pela autora
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6. DISCUSSAO

Neste estudo foram avaliadas as concentracfes plasmaticas de selénio
e das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (MDA), que é um marcador
de estresse oxidativo, nos periodos pré, peri e pds-operatério. Encontramos
uma diferenca significativa do MDA entre os momentos Al e A2, considerando-
se a hemodiluicdo, ocorrendo uma diminuicdo do estresse oxidativo durante a
CEC, porém, apesar de néo significativa, o MDA aumentou nos momentos se-
guintes, A3 e A4, apos a saida de CEC e 24 horas apés CEC, respectivamente.

No estudo realizado por Calza et al., (2002) os marcadores de estresse
oxidativo j4 estavam aumentados antes do inicio da CEC comecar em criangas
com cardiopatias cianéticas e aciandticas, sugerindo que esses pacientes po-
dem ter um estado pré-oxidante preexistente relacionado a deplecao de antio-
xidantes protetores como glutationa.

Um estudo realizado por Oliveira et al., (2011), encontrou lesdo da
membrana celular com oxidacéo lipidica nas células de pacientes pediatricos
apos cirurgia cardiaca. Estes autores consideraram os altos niveis de cateco-
laminas circulantes como os responsaveis pela inducéo da peroxidacgéao lipidica
nos cardiomiocitos. Além disso, a disfuncédo miocardica relacionada a oxidacao
de compostos de membrana celular pode ser associada a alteragdes dos com-
plexos distrofina-glicoproteina. (CAMPOS et al., 2008)

Christen et al., (2005) mostraram que os marcadores de estresse oxi-
dativo estavam presentes em amostras de plasma de criancas submetidas a
cirurgia com CEC imediatamente apds o desclampeamento de aorta, enquanto
gue os niveis de citocinas atingiram um pico de 3-12 h ap6s a CEC.

Em contrapartida, uma analise secundaria retrospectiva de um estudo
de coorte composto por 55 criangas com cardiopatias congénitas cianoticas e
acianoticas, Manso et al., (2012) comparou os niveis médios de TBARS nos
periodos pre, intra e pos-operatorio nos pacientes com sindrome de baixo débi-
to cardiaco e avaliou também os niveis de TBARS com o periodo de perma-

néncia hospitalar. O marcador de estresse oxidativo - TBARS néo foi associa-
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do ao desenvolvimento de sindrome de baixo débito cardiaco ou mortalidade
apos cirurgia cardiaca pediatrica com CEC.

Um estudo realizado em pacientes submetidos a cirurgia de revascula-
rizacdo miocardica, ndo houve elevacdo dos TBARS entre a inducao anestési-
ca e o inicio da CEC, provavelmente devido a estabilizacdo do paciente com o
tratamento clinico prévio (CLERMONT et al., 2002). No trabalho realizado por
Dias (2012), as dosagens de malonaldeido mostram claramente que, a revas-
cularizacdo miocardica com circulacédo extracorpérea é acompanhada de surto
de radicais livres com a tendéncia de diminuir progressivamente.

Deste modo, os estudos ndo sdo unanimes em afirmar um aumento das
dosagens de MDA durante e apds a cirurgia cardiaca com CEC. Apesar deste
trabalho nédo ter avaliado o tempo de CEC, é possivel considerar e supor que a
menor gravidade e repercusséao clinica das cardiopatias congénitas acianoticas
guando comparadas com doencas coronarianas ou cardiopatias congénitas
ciandticas, cursam com menor estresse oxidativo.

Devido a pouca variagdo de MDA nos diferentes momentos da cirurgia
encontrada em nosso estudo, o utilizamos como padrdo nas andlises das
concentracfes de selénio.

Bem relatado na literatura, o estado nutricional de selénio tem implica-
¢Oes importantes para a morbidade e mortalidade nas doencas cardiovascu-
lares através da acdo nas selenoenzimas como a glutationa peroxidase
(GPX) e a iodotironina deiodinase (IDD). As principais funcdes intra e extra-
celulares séo evitar a geracéo de radicais livres e a reducéo de peroxidos em
produtos menos toxicos, diminuindo assim o risco de danos oxidativos ao te-
cido.

Ao analisarmos as concentracdes de selénio, encontramos uma dife-

renca significativa do mesmo entre os momentos Al e A2, considerando-se a
hemodiluicdo, ocorrendo uma diminuicdo na concentracdo durante a CEC, po-
rém, apesar de ndo significativa, o selénio aumentou nos momentos seguintes,
A3 e A4, apos a saida de CEC e 24 horas ap6s CEC, respectivamente.

Em um estudo realizado por Stoppe, Schélte e Rossaint (2011), foi ob-
servado que a cirurgia cardiaca usando circulagdo extracorpérea resultou em
uma profunda diminuicdo intra-operatéria de niveis sanguineos de selénio.

Além disso, as baixas concentracdes de selénio no final da cirurgia foram um
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preditor independente para o desenvolvimento pds-operatério de faléncia multi-
organica e internacao hospitalar. Estes achados séo confirmados por dados de
Al-Bader et al., (1998) que observaram uma diminuicdo significativa de micro-
nutrientes durante a cirurgia com CEC.

Em um ensaio randomizado, 117 pacientes foram submetidos a revas-
cularizacdo miocérdica ou cirurgia valvar, os resultados mostraram que a cirur-
gia cardiaca aumentou o estresse oxidativo e diminuiu os niveis plasmaticos de
antioxidantes. (LEONG et al., 2010)

A concentracdo de selénio plasmético diminui significativamente em cri-
ancas submetidas a circulacdo extracorpOrea, resultando em diminuicdo da
atividade da deiodinase e uma subsequente reducdo na conversao de tiroxina
(T4) em triiodotironina (T3). (HOLZER et al., 2004)

Os estudos encontrados nédo refletem as concentracdes em diferentes
periodos da cirurgia, demonstram apenas que ha uma diminuicdo dos niveis de
selénio durante a CEC. Ja o presente estudo dosou as concentracdes de selé-
nio em quatro momentos diferentes.

A média da concentracédo inicial de selénio esta dentro dos limites de
referéncia, fato este altamente favoravel ndo s6 no contexto da doenca cardia-
ca, mas no momento da cirurgia uma vez que sua participacdo direta nas en-
zimas antioxidantes representa um fator de protecao para a fungdo miocardica.

O estado nutricional adequado dos pacientes participantes deste estu-
do, provavelmente foi o principal fator a contribuir para a normalidade do selé-
nio. Fato interessante a ser considerado é a procedéncia dos pacientes. Sabe-
se que o solo da regido norte do pais é rico em Se, o que reflete na maior con-
centracao deste mineral nos alimentos, com referéncia a castanha-do-Para.

O Servigo de Cirurgia Cardiaca Infantil é referéncia para os pacientes
procedentes da regiao norte e neste estudo, 60% das criancas eram desta re-
gido. Pode ser especulado também que a concentracéo inicial de selénio € re-
lativamente alta, quando comparado com outras regifes brasileiras, como o
estado de Mato Grosso do Sul, regido centro-oeste, onde segundo Zanoni et
al., (2016), o nivel de selénio é mais baixo que em outras regides do pais.

De qualquer modo este achado pode ser considerado altamente favora-

vel como fator de protecédo miocardica para estes pacientes.
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Afim de se obter uma avaliagéo precisa do estresse oxidativo em cirur-
gia cardiaca infantil com CEC realizamos uma nova avaliagdo por meio da ra-
zado da concentracdo de selénio pela concentracdo de MDA. Este método de
avaliacdo consiste em equalizar um elemento ou substancia que possa ater
grande variacdo por um elemento ou substancia que possui pouca variagdo ou
guase nenhuma. Isto reflete nas concentracdes de selénio que sofreram maio-
res variacbes tanto nas analises obtidas quanto nos trabalhos citados, pela
concentracdo de MDA que obteve pouca variagdo neste trabalho e relatados
em alguns trabalhos como elementos que nédo sofrem variagdes. Nesta avalia-
cao observamos que os estagios A2 e A3 ndo apresentam diferencas significa-
tivas quando comparados ao Al. Porém, ao avaliar os estagios Al e A4 obser-
vou-se uma diferenca estatistica significativa, o que confirma que no estagio
A4, os pacientes sofrem os efeitos da CEC, com a liberagao de radicais livres e
consequentemente, ha o aumento do estresse oxidativo, sendo necessario a
protecdo dos agentes antioxidantes, como o selénio.

A analise da razdo Se/MDA entre os momentos A1/A4 mostrou-se esta-
tisticamente significativa, ndo s6 pelo discreto aumento do MDA, mas princi-
palmente pelo aumento do selénio, que com sua funcdo antioxidante trabalha
na reducdo dos produtos de peroxidacado lipidica. Condicdo esta confirmada
pela forte correlacao linear de MDA e selénio.

Provavelmente o excelente estado nutricional relativo ao selénio dos
pacientes do estudo, favoreceu a recuperacado do estresse oxidativo. As acdes
antioxidantes deste notavel elemento quimico no sitio ativo das enzimas antio-
xidantes certamente pode ser atribuido ao selénio. Somado a outros fatores,
como o adequado manejo cirargico, os dados do presente estudo resultaram

na auséncia de mortalidade no grupo de pacientes.
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7. CONCLUSAO

1. O estresse oxidativo esta exacerbado no periodo pré-operatorio da
cirurgia cardiaca pediatrica com CEC.

2. O estresse oxidativo foi avaliado pela dosagem de MDA durante o
procedimento cirdrgico dos pacientes.

3. Durante a CEC houve significativa reducdo o estresse oxidativo,
considerando-se a hemodiluigéo.

4. Apos a CEC e 24 horas do procedimento, o estresse oxidativo, em
gue se pese a hao significancia estatistica, sofre elevacéo.

5. As criancas portadoras de cardiopatias congénitas acianoticas deste
estudo apresentam concentragdo normal de selénio no pré-operatorio.

6. Ndo ha variacdo das concentracbes de selénio durante a cirurgia
cardiaca com CEC. Entretanto, considerando a hemodiluicdo, houve significati-
va reducédo entre os momentos Al e A2.

7. O estado nutricional dos pacientes foi avaliado.
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9. ANEXOS

ANEXO A - Instrumento de coleta de dados

PROTOCOLO DE COLETA N

CONCENTRACAO PLASMATICA DE SELENIO E DO ESTRESSE OXIDATIVO

DATA / /
Idade DN

Sexo Cor

Peso Altura

IMC

Endereco
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Mae

Telefone

Cardiopatia

ICC Dispneia

Ganho de peso

BCP Cianose

Medicamentos em uso

Doenca prévia nao cardiaca

Exames Pré-operatérios: Ht Hb

Eos Mono____ Linfo Glic Na

Leuc Bast Neutrof

Mg

Crea

Ur
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ECG

ECO

CATETERISMO CARDIACO
AMOSTRA | MOMENTO LOCAL PAM | FC | Sa0O2 | FiO2
A Anestesia Art. Arterial
B Entre 5° e 10° min. CEC Oxigenador
C Saida de CEC Cat. Arterial
D 24h Cat. Arterial

Plaguetas Plasma

Papa hem.

OBS

Intercorréncias

Ritmo de saida de CEC

Marcapas-

o)

ANESTE-

SIA:

CEC : inicio fim tempo de CEC tempo de

anoxia

Prime Volemia

Hipotermia oC
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Fluxo max I/min Fluxo med Fluxo min

Solugéao Cardioplégica

Clampeamento Aorta

GASOMETRIA HORA HORA HORA HORA HORA
PH
pCO2
pO2
Sa02
HCO3
BE

Na

K

Mg
Ca

Ht

Hb
Glic

Intercorréncias na UTI — (hipotensao, baixo débito, convulsao e arritmias cardi-

acas).

Evolugao pés operatéria

HORA PA PAM FC TEMP. PVvC Sa02
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ANEXO B- Termo de assentimento

Vocé esta sendo convidado (a) para participar da pesquisa DINAMICA DA
CONCENTRAQAO PLASMATICA DE SELENIO E DO ESTRESSE OXIDATI-
VO NA CIRURGIA CARDIACA INFANTIL COM CIRCULA(;AO EXTRACOR-
POREA. Seus pais permitiram que vocé participe.

Queremos saber como seu organismo reage ao estresse causado pela cirurgia
cardiaca dosando o selénio e o acido tiobarbiturico.

As criangas que irdo participar dessa pesquisa tém de 3 meses a 16 anos de
idade. Vocé néao precisa participar da pesquisa se nao quiser, € um direito seu,
nao tera nenhum problema se desistir, vocé vai continuar recebendo o atendi-
mento que precisa.

A pesquisa sera feita na Santa Casa, onde vocé ser& operado (a). Uma peque-
na quantidade do seu sangue serd retirada enquanto vocé estiver sob o efeito
da anestesia, ou seja, quando estiver dormindo. Para isso, sera retirada amos-
tra do cateter por onde vocé recebera as medicacbes; por um cateter que veri-
ficar4 sua pressdo e por um circuito onde passara seu sangue durante a cirur-
gia. Um dia ap0és sua cirurgia, sera coletada uma amostra do cateter que verifi-
ca constantemente sua pressao enquanto estiver na UTI. A coleta do sangue
€ considerada segura, mas € possivel ocorrer hematomas na regido. Caso pre-
cise de algo relacionado a pesquisa, vocé pode me procurar pelo telefone
(67)99976-9449 ou entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul pelo telefone (67) 3345- 7187.
Mas ha coisas boas que podem acontecer. Saberemos como reduzir alguns
problemas que podem ocorrer com a crianga que opera o coragao.

Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa, nao falaremos a ou-
tras pessoas, nem daremos a estranhos as informagdes que vocé nos der. Os
resultados da pesquisa vao ser publicados, mas sem identificar as criangas que

participaram da pesquisa. Quando terminarmos, vocé podera receber os resul-
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tados e a conclusdo do estudo. Se vocé tiver alguma duvida, vocé pode me

perguntar. Eu escrevi os telefones na parte de cima desse texto.

Eu aceito participar da pesquisa
DINAMICA DA CONCENTRAGAO PLASMATICA DE SELENIO E DO ES-
TRESSE OXIDATIVO NA CIRURGIA CARDIACA INFANTIL COM CIRCULA-
CAO EXTRACORPOREA, que tem o objetivo de avaliar a dinamica da concen-
tracdo plasmética de selénio e do estresse oxidativo na cirurgia cardiaca infantil

com circulagéo extracorporea.

Entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer. Entendi que
posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer “hao”
e desistir que ninguém vai ficar bravo. A pesquisadora tirou minhas duvidas e
conversou com 0S Mmeus responsaveis.

Recebi uma coépia deste termo de Assentimento, li e concordo em participar da

pesquisa.

Campo Grande, de de

Assinatura do menor Assinatura da pesquisadora
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ANEXO C - Termo de consentimento livre e esclarecido

Seu (sua) filho (a) foi convidado (a) a participar de uma pesquisa e vocé vai
decidir se quer que ele (a) participe ou ndo. Por favor, ndo se apresse em to-
mar a decisdo. Leia cuidadosamente o0 que se segue e tire todas as suas duvi-

das.

Este estudo esta sendo conduzido por mim e pelo Prof. Dr. Valter A. do Nasci-
mento professor do Programa de Pds-Graduacao da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul. Eu sou fisioterapeuta do Hospital Santa Casa e atendo no

pds-operatorio de cirtrgica cardiaca infantil.

Por que estou fazendo este estudo?

A finalidade deste estudo € dosar no sangue o elemento selénio e o &cido tio-
barbitdrico, que nds todos ja temos no organismo, mas que podem se alterar
guando o paciente faz cirurgia do coracao. Estas substancias ja foram dosadas
em adultos, mas nas criangas nao. Este estudo tem a finalidade apenas de do-
sar, no sangue da crianga estas substancias antes e depois da cirurgia, e veri-

ficar se as alteragdes destas substancias provocam algum sintoma no paciente.

Quem participara deste estudo?
Poderao patrticipar deste estudo, apds o consentimento dos pais, até 30 cri-

angas que fizerem cirurgia cardiaca com circulacéo extracorporea.

O que sera feito para dosar estes elementos no sangue da crianga?
Antes de comecar a cirurgia, depois que a crianga estiver anestesiada, sera
coletado sangue para dosar o selénio e o acido tiobarbiturico. Outras amostras

também serdo coletadas durante a cirurgia com a crianca ainda sob efeito
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anestésico, e uma unica vez no dia seguinte a cirurgia por um cateter que per-
manece na crianca para controlar a pressdo. Este serd o Unico material a ser

colhido para o estudo. Este material sera desprezado depois do uso.

Que prejuizos podem acontecer com meu (minha) filho (a) se participar deste
estudo?

Nao esperamos que tal fato ocorra, ja que amostras de sangue sao normal-
mente coletadas durante a cirurgia cardiaca e o tempo de permanéncia na uni-
dade de terapia intensiva. Entretanto podem ocorrer algumas complicacdes
relacionadas a cateterizacdo da arteria e ndo propriamente a coleta das amos-
tras. As complicacbes mais comuns sao isquemia, hemorragia local e hemato-
ma. Essas complica¢cbes poderdo ser evitadas com a retirada do cateter em até
72 horas de poés-operatério, com a fixagdo adequada do local cateterizado e
observacdo de sinais que demonstrem alguma anormalidade. Caso aconteca
alguma dessas complicacfes, o cateter sera retirado pela equipe médica e o

local afetado sera aquecido e elevado.

Que beneficio eu posso esperar?

Os beneficios da pesquisa incluem reducdo do tempo de hospitalizacdo e de
complicagBes no pos-operatério do seu filho e de outros pacientes que fardo
cirurgia no coragdo, pois € sabido que o selénio € um mineral presente no solo
e em diversos alimentos. O consumo diario promove um sistema imunoldgico
mais saudavel, atua na saude cardiovascular. As propriedades antioxidantes
atuam na destruicao de células dos radicais livres, 0os quais estdo relacionados
as complicacbes do pos-operatério de cirdrgica cardiaca com circulacdo extra-

corpérea.

Quem podera ver 0s registros e saber que meu filho esta participando do estu-
do?

Se concordar que seu filho participe do estudo, seu nome e identidade seréo
mantidos em sigilo. A menos que requerido por lei, somente o pesquisador (seu
médico ou outro profissional) a equipe do estudo, terdo acesso a essas infor-

macoes.



89

Quem devo chamar se tiver qualquer divida ou algum problema?

Para perguntas ou problemas referentes ao estudo ligue para Ft. Marlice no
namero (67) 99976-9449 e/ou para o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS (67) 3345- 7187.

E se eu precisar de algum esclarecimento antes e durante a pesquisa?
Esclarecimentos poderdo ser realizados a qualquer tempo pela pesquisadora
(telefone acima) ou pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMS (telefone aci-

ma).

Eu posso ndo autorizar meu filho a participar da pesquisa ou pedir para sair do
estudo?

A participacdo no estudo é voluntéria. Vocé pode escolher ndo autorizar seu
filho (a) a fazer parte do estudo, ou pode desistir a qualqguer momento. Se de-
sistir do estudo, seu (sua) filho (a) vai receber o tratamento padréo para a sua

condic&o. Vocé recebera uma via assinada deste termo de consentimento.
Declaro que li e entendi este formulario de consentimento e todas as minhas

duvidas foram esclarecidas e que meu filho (a) € voluntario (a) a tomar parte

neste estudo.

Nome dos pais e/ou participante

Assinatura e nome dos pais e/ou responsavel

Assinatura do pesquisador

Data
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ANEXO D- Pedido de autorizagao para realizagéo de trabalho académico

Caridsde

Aesnociagiio Benaficonts da Campo Grande - Mentansdors (Jo Hospital de

— s sanTA casAa ]I

ASSOCIAGAO BENEFICENTE DE CAMPO GRANDE
Geréncia de Ensino, Pesquisa e Educagdo Permanente e

Projeto de Pesquisa: “Dindmica da Concentragao Plasmatica de Selénio e do
Estresse Oxidativo na Cirurgia Cardiaca Infantil com Circulagdo Extracorpérea”
Académico: Marlice Oliveira de Oliveira Ulbrecht

Orientador: Dr® Lourdes Zélia Zanoni Consolo

Coorientadora: Enfermeira Francis Cardoso

Parecer n.° 30/2015
Pedido de autorizagdo para realizacdo trabalho Académico:

(x ) DEFERIDO () INDEFERIDO

Considerando:
a) Obrigatoriedade de manter o sigilo absoluto das informagdes pessoais dos clientes,

dos profissionais e da identificagdo deste hospital;
b) A utilizagao de imagem devera ser autorizada por esta geréncia;
c) Apresentar o trabalho escrito em sua versdo final para apreciagéo e arquivo do
hospital, sob condigao de indeferimento de posteriores trabalhos;

Campo Grande, 16 de Novembro -de 2015.

/I

Amilton Obino de Abreu
Gerente - GEPEC
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SOLICITACAO DE AUTORIZACAO

Eu, MARLICE OLIVEIRA DE OLIVEIRA ULBRECHT, responsavel
pelo projeto de pesquisa intitulado “DINAMICA DA
CONCENTRAGAO PLASMATICA DE SELENIO E DO ESTRESSE
OXIDATIVO NA CIRURGIA CARDIACA INFANTIL COM
CIRCULACAO EXTRACORPOREA?”, orientado pela Prof.? Doutora
LOURDES ZELIA ZANONI, solicito ao Prof. Doutor WILSON AYACH
autorizacdo para desenvolver o estudo no Laboratério de
Metabolismo Mineral — FAMED.

Campo Grande, _34 ol A,o de 2016.

Ciente, autorizo.

ll
Prof. Doutor WILSON AYACH

FAMED
Wilson Ayach
Diretor da Famed/UFMS



