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RESUMO

Dias AEMSA. Dinamica das concentracdes de cobre, zinco e do estresse oxidativo
durante a cirurgia de revascularizacdo miocardica. Campo Grande; 2012.
[Dissertagcédo — Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul].

A revascularizacdo miocardica € acompanhada por diferentes alteracdes
metabdlicas desencadeadas pelo procedimento cirdrgico. O objetivo deste estudo
prospectivo foi determinar e correlacionar a dindmica das concentracdes de cobre,
zinco e do estresse oxidativo durante a cirurgia de revascularizacdo miocardica com
circulacdo extracorpérea, sob hipotermia leve e pingamento adrtico intermitente. No
estudo participaram 16 pacientes com faixa etaria de 46 a 76 anos, portadores de
coronariopatia obstrutiva com indicacdo cirdrgica. As amostras de sangue foram
coletadas da circulacdo sistémica no momento da inducdo anestésica, do retorno
venoso sistémico e do seio coronariano quatro minutos apos a remocao de cada
pincamento adrtico e da circulacdo sistémica apo6s 4 minutos da finalizacdo da
circulagdo extracorpérea. As dosagens do zinco e cobre foram feitas por meio de
espectroscopia de absorcdo atbmica. O marcador do estresse oxidativo, o
malondialdeido, foi dosado utilizando a técnica espectrofotométrica. Foi mostrado
gue as concentracfes plasmaticas do cobre no pré-operatério foram maiores em
comparacao as relatadas na literatura, confirmando niveis locais mais altos em Mato
Grosso do Sul. A reducdo das concentracdes de cobre durante a circulagcéo
extracorpérea foi maior do que aquela prevista para a hemodilui¢cdo, indicando o
envolvimento dos processos inflamatérios locais. A dindmica das concentracfes de
cobre durante a cirurgia de revascularizagcdo miocéardica reflete seu papel como
elemento traco fundamental no fenbmeno de estresse oxidativo. Como resultado, o
impacto da isquemia-reperfusdo faz com que os niveis de cobre subam durante a
intervencao cirdrgica, voltando aos niveis basicos devido a atenuacdo do estresse
oxidativo. Em contraste com o cobre, o comportamento do zinco reflete seu papel
protetor do miocardio. As concentracfes plasmaticas de zinco no pré-operatorio
concordam com os dados da literatura para a populacdo geral. Os resultados das
dosagens de malondialdeido mostram claramente que, a revascularizacao
miocardica com circulacao extracorporea € acompanhada de surto de radicais livres
com a tendéncia deste diminuir progressivamente. O comportamento das espécies
reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS), apesar das diferencas nas metodologias,
apresenta-se semelhante, indicando que o estresse oxidativo € um componente
patofisiologico inevitavel.

Palavras-chave: estresse oxidativo, cobre, zinco, circulacdo extracorporea,
revascularizacdo miocardica



ABSTRACT

Dias AEMSA. Dynamics of oxidative stress, copper and zinc during coronary bypass
artery grafting. Campo Grande, 2012. [Thesis - Faculty of Medicine, Federal
University of Mato Grosso do Sul].

The coronary artery bypass grafting is accompanied for different metabolic alterations
as a result for chirurgical procedure. The aim of this study was to determine and
correlate the dynamics of the concentrations of copper, zinc and oxidative stress
during coronary artery surgery bypass, surgery with cardiopulmonary bypass, under
mild hypothermia and intermittent aortic clamping. The study involved 16 patients
aged from 46 to 76 years, with obstructive coronary artery disease needing surgical
intervention. Blood samples were collected from the systemic circulation at the time
of anesthetic induction, from systemic venous return and from coronary sinus, four
minutes after the removal of each clamping, and from the systemic circulation after 4
minutes after of cardiopulmonary bypass has been completed. The measurements of
zinc and copper were carried out using atomic absorption spectroscopy technique.
The malondialdehyde levels were determined using the a spectrophotometric
method. Plasma concentrations of copper in the preoperative period were shown to
be higher in comparison with those reported in the available literature, confirming
local levels being higher in Mato Grosso do Sul. The reduction of copper
concentration during cardiopulmonary bypass was higher than that resulting from
hemodilution, thus indicating the involvement of local inflammatory processes. The
dynamics of copper concentrations during coronary artery bypass grafting reflects the
role of this metal as an essential trace element regarding oxidative stress. As a
result, the impact of ischemia-reperfusion makes rise copper levels during surgery,
with return to baseline levels due to the oxidative stress atenuation. In contrast to
copper, zinc dynamics reflects its protective role in myocardial function. Plasma
concentrations of zinc in preoperative period are in agreement with literature data as
known for the general population. The results of measurements of malondialdehyde
clearly show that coronary artery bypass grafting with cardiopulmonary bypass is
accompanied by a burst of free radicals with its trend for as steady decline. The
behavior of thiobarbituric acid reactive species (TBARS), despite differences in
methodologies, presents similar picture, indicating that oxidative stress is an
inevitable constituent of pathophysiological processes.

Keywords: oxidative stress, copper, zinc, cardiopulmonary bypass, myocardial
revascularization
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1 INTRODUCAO

Ha varias décadas, as sindromes isquémicas miocardicas sdo objeto das
mais variadas investigacfes quanto a etiologia, patogenia, evolucdo e tratamento

com a nobre finalidade de se alcancar o melhor prognéstico.

O infarto agudo do miocardio (IAM) foi responsavel por aproximadamente
76.000 Obitos no Brasil no ano de 2009 [Fonte DATASUS], sendo considerado uma
das principais causas de morte no pais. Esses dados coincidem com aqueles
encontrados em paises desenvolvidos.

N&o se conhece o exato numero de infartos que ocorre anualmente em nosso
pais, porém a proporcao de Obito é estimada em torno de 8%, o que confere a esta
doenca, elevada taxa de mortalidade, apesar dos inUmeros avancgos terapéuticos
obtidos ao longo dos anos (Fonte DATASUS).

Na década de 50, a mortalidade hospitalar por infarto agudo situava-se ao
redor de 30%. Com o advento das Unidades de Tratamento Intensivo e das
Unidades Coronarianas, a mortalidade caiu aproximadamente 50%. Isto ocorreu em
funcdo do controle das arritmias associadas a sindrome isquémica. A partir da
década de 80, houve confirmacdes demonstradas experimentalmente, que
indicavam os beneficios da recanalizacdo da artéria coronaria, basicamente com o
uso dos fibrinoliticos e dos novos processos de intervengdo percutanea. Com essa
abordagem, a incidéncia de 6bitos em pacientes com IAM atingiu cerca de 6% a
10%. Apesar disso, o IAM continua sendo uma das principais causas de morte nos

paises do mundo ocidental.

Desde o final dos anos 60, sabe-se que a maioria dos Obitos ocorre nas
primeiras horas de manifestacdo da doenca, sendo 40% a 65% na primeira hora do
inicio dos sintomas e aproximadamente 80% nas primeiras 24 horas (KANNEL,
1987; MYERBURG; CASTELLANOS, 2001).

A utilizacdo de medicagcbes no controle clinico das sindromes coronarianas
agudas é de primordial importancia, uma vez que reduzem o tamanho nao apenas

da area em sofrimento isquémico, como também da area de necrose.
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Dentre essas medicac¢des, estudos como o ISIS-2 (Second International Study
of Infarct Survival), demonstrou que o &cido acetil salicilico, isoladamente, reduz a
mortalidade em 20%. A associacdo com a estreptoquinase promove um decréscimo
de 42% na mortalidade (BOERSMA et al., 1996).

Denomina-se retardo pré-hospitalar, o intervalo entre o inicio dos sintomas de
isqguemia miocardica até a chegada ao hospital. E um dos determinantes do
tamanho do infarto e, consequentemente, da mortalidade pré e intra-hospitalar. Esse
periodo varia entre 3 a 4h sendo que, apenas 20% dos pacientes com IAM chegam
a sala de emergéncia apos 2h do inicio dos sintomas. Portanto, a utilizacdo pré-
hospitalar da terapéutica fibrinolitica, visa a dissolu¢do quimica precoce do trombo
coronariano com objetivo de melhorar o progndstico desses pacientes (GIBSON,
2001; PIMENTA et al., 1992; BASSAN, 1994).

A terapéutica fibrinolitica pré-hospitalar baseia-se no conceito de que ao se
abreviar o tempo de isquemia miocéardica aguda, se reduz o tamanho do infarto do
musculo cardiaco (REIMER et al., 1977), resultando na reducdo da mortalidade —
ndo sO hospitalar como pré-hospitalar — e das complicacbes imediatas e tardias,
notadamente as decorrentes da disfuncdo contratil ventricular. Diversos ensaios
clinicos demonstraram que, quanto mais precocemente é administrada a terapéutica
fibrinolitica, menores sdo a mortalidade tanto imediata como tardia e o grau de
disfuncéo ventricular (GIBSON, 2001; KEREIAKES et al., 1990, 1992; GURWITZ et
al., 1997).

Uma metanalise dos principais estudos comparando a trombdlise pré e intra-
hospitalar apresentou resultados significativamente favoraveis ao uso terapia pré-
hospitalar. Observou-se uma reducédo do tempo para uso do fibrinolitico em uma
hora, e uma queda de 17% na mortalidade (MORRISON et al., 2000).

Por outro lado, apesar da importancia da abordagem precoce no 1AM, a
utilizacédo de farmacos, na fase pré-hospitalar, como aspirina, clopidogrel, heparina,
betabloqueadores, inibidores da enzima conversora de angiotensina e estatinas, néo

apresenta evidéncias favoraveis de seu impacto sobre a mortalidade.
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Quando comparamos os métodos de recanalizagdo da corondria implicada no
infarto, ha evidéncias favoraveis a angioplastia primaria em relacdo a reperfusao

quimica no tratamento intra-hospitalar (SCHOMIG et al., 2000).

Quanto a evolucédo do IAM, dados do estudo GISSI, demonstraram que um
dos principais preditores de mortalidade pos IAM foi a reduzida fracdo de ejecao
ventricular esquerda. Este dado ecocardiografico € um dos parametros da funcéo
ventricular que varia de acordo com o grau de comprometimento miocardico induzido
pelo evento agudo (VOLPI et al.,1993).

Apesar dos inumeros ensaios clinicos com objetivo de abreviar a isquemia e,
por conseguinte, limitar a extensédo da leséo, a reperfusdo precoce nao assegura a
manutencdo da funcdo ventricular. A disfungcdo miocardica pds-isquémica que
persiste apos a reperfusdo, isto é, apds o restabelecimento do fluxo coronariano,
apesar da auséncia de dano irreversivel, € denominada de aturdimento ou
atordoamento cardiaco. Tanto a funcéo sistllica quanto a funcédo diastélica estédo
deprimidas nessa situacdo decorrente do desarranjo global das propriedades

mecanicas do coragao.

Desde a década passada, varios relatos na literatura descreveram a
ocorréncia de hibernacdo miocardica em diversos contextos clinicos e de suas
potenciais implicacdes terapéuticas. Varios investigadores, na década de 1970,
publicaram estudos que evidenciavam que diversos métodos fisioldgicos e
farmacoldgicos, bem como a revascularizacdo cirargica, eram capazes de reverter a
discinesia cronica provocada pelos processos isquémicos. Um estudo em espécimes
de miocardio retirado e examinado histopatologicamente mostrou o potencial de
reversibilidade da discinesia, mediante estimulacédo farmacoldégica com nitroglicerina
(CHATTERJEE et al., 1973; HELFANT et al., 1974; BODENHEIMER et al., 1976;
POPIO et al., 1977; HORN et al., 1974; KIMCHI et al., 1985).

Sabe-se que a disfuncdo no miocardio aturdido apés um episddio isquémico
tem etiologia multifatorial. Varios mecanismos tém sido propostos como possiveis
causas dessa alteragéo, dentre eles a inadequada producéao e utilizacdo de fosfatos
de alta energia, a insuficiente perfusdo miocardica, as alteracdes no metabolismo e

na homeostase do céalcio e a lesdo mediada por radicais livres (RL) de oxigénio.
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Também, outros estudos tém sugerido que o miocardio aturdido possa ocorrer em
funcdo de denervacdo simpética funcional, anormalidades no processo
excitacao/contracdo, perda da atividade de creatino-quinase miofibrilar e dano a
matriz do coldgeno extracelular (BOLLI, 1990; KUSUOKA, 1992).

Atualmente, a lesdo mediada por radicais livres é alvo de diversos estudos,
uma vez que 0s outros mecanismos de lesédo por reperfusdo, ndo se confirmaram

cientificamente.

Sabemos que, em cirurgia cardiaca, a utilizacdo da circulacédo extracorpérea,
provoca isquemia sistémica global, culminando por exacerbar a liberacédo de radicais
livres. Além disso, algumas técnicas transoperatérias adotam a isquemia e
reperfusdo como método de protecdo miocéardica, seja associado aos diversos tipos
de solucdes cardioplégicas ou apenas sob hipotermia leve.

A formacgédo dos radicais livres pode comprometer diversos elementos
celulares, causando desnaturacao protéica, quebra da cadeia de DNA, inativacédo
enzimatica e peroxidacéo lipidica (VALKO et al., 2005).

Existem alguns métodos de mensuracdo dos radicais livres, dentre eles,
destaca-se a deteccdo das espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)
(PERCARIO et al., 1994), que tem por objetivo detectar a peroxidacdo lipidica da
membrana celular. Esse método, assim como 0s outros, ndo abrange a deteccao
dos radicais livres em sua totalidade, e dessa forma a manutencdo de seus niveis
considerados normais nao significa que o estresse ndo ocorreu. Por outro lado, a
elevacdo do mesmo, é uma evidéncia inquestionavel de sua ocorréncia e das
potenciais implicacdes bioquimicas. Podemos dizer que o TBARS é uma janela no

universo dos radicais livres.

Alguns ions metélicos como ferro, cobre e zinco s&o considerados
importantes elementos no processo de oxirreducdo, uma vez que podem participar
dessas reacdes como doadores ou receptores de elétrons. O cobre participa como
catalisador da reacdo de Fenton, produzindo radical hidroxila (OH®). Além disso,
autores descrevem a elevacdo dos niveis de cobre apds a injuria de reperfusao
(POWELL et al., 1991).
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Em contrapartida, o processo isquemia-reperfusdo, com consequente
liberacdo de radicais livres, necessita de um mecanismo oxirredutor, cujo objetivo é

diminuir a elevada liberacéo das espécies reativas do metabolismo do oxigénio.

O zinco, como elemento traco, tem papel fundamental nesse sistema
oxirredutor, uma vez que faz parte da composicdo de diversas enzimas sistémicas.
Atua na estabilizagdo das membranas celulares, prevenindo a desnaturacdo das
proteinas, lipoperoxidacdo e protecdo a célula miocardica (BRAY; BETTGER, 1990;
POWELL et al., 1994; POWELL, 2000).

Diante disso, o estudo cuidadoso do processo isquemia-reperfusdo € de
primordial importancia, uma vez que, as técnicas adotadas durante a cirurgia de
revascularizacdo miocéardica sdo peculiares na inducdo desse processo, além de
que, 0 pincamento aodrtico intermitente também pode contribuir com esse
mecanismo. Dessa forma, na literatura atual, ha escassez de investigacfes sobre 0
comportamento do estresse oxidativo e dos elementos cobre e zinco durante a
cirurgia de revascularizagdo miocardica com hipotermia leve e pingcamento adrtico

intermitente.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A cirurgia cardiaca, um breve histérico

A ciéncia “cardiologia” tem suas raizes histéricas que datam de
manuscritos do Antigo Egito que descreviam sua anatomia e fisiologia. Por centenas
de anos entre varios povos, o misticismo envolvido por este érgdo, ndo permitiu a
evolucdo dessa ciéncia e levou sua utilizacdo em sacrificios pagdos. Durante a
Idade Média também n&o houve evolucao expressiva, uma vez que os estudos eram
observacionais (PRATES, 1999).

A primeira intervencgdo cirdrgica, com sucesso, sobre o coragdo é atribuida a
Ludwing Rehn, que em 1896, suturou um ferimento cardiaco de um jovem com uma
laceracao na face anterior do coracado, que foi corrigida com trés pontos separados
de seda. Tentativas frustras de correcdo de ferimentos semelhantes haviam sido
relatadas no ano de 1890 por Ansel Cappelen, na Noruega, e por Guido Farina, em
Roma. Procedimentos néo diretos sobre o coragdo, mas sobre a cavidade
pericardica e sua drenagem, foram descritos em 1810 por Francisco Romero, na
Espanha, e Baron Jean Dominique Larrey, na Franca. Em 1896, Stephen Paget, em
seu livro Surgery of the Chest, escreveu: “A cirurgia do coracdo provavelmente
atingiu os limites impostos pela natureza a todas as operag¢des: nenhum método
novo e nenhuma nova descoberta pode vencer as dificuldades que acompanham um
ferimento no coracéo. E certo que suturas destes ferimentos tenham sido vagamente
propostas como procedimentos possiveis e que eles tém sido realizados em
animais, mas eu penso que isto jamais tenha sido realizado na pratica” (PRATES,
1999).

Apoés inumeros procedimentos com objetivo de corre¢cdes de cardiopatias,
como a persisténcia do canal arterial (1939, Robert E. Gross e John P. Hubbard), a
tetralogia de Fallot (1944, Alfred Blalock), e da abordagem intracardiaca das
estenoses mitral com valvotomia e comissurotomia em 1923 e 1925,

respectivamente, o grande salto para o acesso intracardiaco, se deu com o advento,
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apos anos de pesquisas, da maquina coracado-pulméo artificial, onde John Gibbon,
em 1953, corrigiu com sucesso uma comunicacao interatrial. Infelizmente o mesmo
abandonou a cirurgia cardiaca ap0s outras cinco cirurgias sem sucesso (PRATES,
1999).

A circulacdo extracorporea possibilitou a abordagem das valvopatias e
doencas cardiacas mais complexas, e finalmente em 1967, Favaloro abordou
cirurgicamente as obstrucbes coronarianas com confeccdo de pontes de safena
(PRATES, 1999).

2.2 A circulacéo extracorpdérea

A circulacdo extracorpérea consiste em um complexo conjunto de canulas,
circuitos, oxigenadores, permutadores de calor e filtros que substitui
temporariamente a circulacdo pulmonar e cardiaca, isolando os mesmos, onde o
sangue € impulsionado por uma bomba mecénica artificial (BRAILE; GODOY, 1996;
GOMES et al.,, 2005). Uma das forcas mais importantes na rotura do equilibrio
hormonal € o fluxo ndo pulsétil (SWAIN, 1982).

A reducéo da viscosidade do sangue produzida pela hemodiluicdo e o fluxo
continuo ndo pulsétil produzem hipotensdo arterial, que estimula a liberacdo de
catecolaminas, adrenalina e noradrenalina, com consequente vasoconstricao
arteriolar. O fluxo de perfusdo, nao fisioloégico, e a vasoconstricdo, faz com que
alguns leitos vasculares sejam mal perfundidos, sofrendo hipoxia, e isquemia
(LITWAK; GIANNELLLI, 1982; SETHIA; WHEATLEY,1986).

Durante a circulacdo extracorpérea, a distribuicdo dos fluxos de sangue se
altera e é diferente da distribuicdo normal. Os érgados mais nobres como o coragao e
o cérebro tém fluxos de sangue adequados, enquanto os rins, o figado e,
principalmente, as grandes massas musculares podem receber fluxos de sangue
insuficientes, acentuando a isquemia sistémica (SWAIN, 1982; REED; STAFFORD,
1985).
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A hipétese de que a disfuncdo endotelial, durante a circulacdo extracorporea,
seja a causa do aumento do tono vascular e vasoespasmo apoOs isquemia e

reperfusao encontra-se representada na Figura 1 (EVORA et al., 1993).

CIRCULACAO
VASOESPASMO  EXTRACORPOREA

ACAO ISQUEMIA
VASOCONSTRITORA GLOBAL
AUMENTO
ADESIVIDADE )
PLAQUETARIA LESAO
ENDOTELIAL
|} LBERACAO EDRF SeREREERs

PROSTACICLINA ‘ 2

Figura 1 — Esquema representando a disfuncéo endotelial apds isquemia reperfusdo. Adaptado Evora
et al. Arquivos Brasileiros de Cardiologia. EDRF — endothelium-derived relaxing factor.

2.3 Isquemia e reperfuséo

z

A lesdo de reperfusdao € um termo usado para descrever as alteracoes,
funcionais e estruturais, que ocorrem apos o restabelecimento do fluxo sanguineo

apos um periodo de isquemia. Os disturbios metabdlicos durante isquemia ou
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hipoxia tissular sdo bem estabelecidos, porém evidéncias clinicas e experimentais
demonstram que os principais eventos que levam a disfuncfes celular e tecidual

relacionam-se com a reperfusao.

Embora o beneficio da reperfuséo precoce seja evidente, a reintroducdo do
oxigénio em um meio isquémico inicia uma corrente complexa de eventos levando a
lesbes tissulares adicionais (KU, 1982; BRAUNWALD, 1985).

Qualquer que seja a origem da isquemia, as consequéncias sdo sempre as
mesmas: falta de oxigénio e substrato ao miocardio para manutencdo do seu

metabolismo.

A disfuncdo miocérdica pos-isquémica que persiste apds a reperfusao, isto é,
apos o restabelecimento do fluxo coronariano, apesar da auséncia de dano
irreversivel, € denominada de aturdimento ou atordoamento cardiaco. Tanto a
funcdo sistélica quanto a funcdo diastdlica estdo deprimidas nessa situacéo
decorrente do desarranjo global das propriedades mecénicas, elétricas, metabdlicas

e eletroliticas do coracéao.

Varios mecanismos tém sido propostos como possiveis causas dessa
alteracdo, dentre eles a inadequada producdo e utilizacdo de fosfatos de alta
energia, a insuficiente perfusdo miocardica, as alteragcbes no metabolismo e na
homeostase do célcio e finalmente, a lesdo mediada por radicais livres (RL) de

oxigénio que sdo objeto de estudo do presente trabalho.

2.4 Radicais livres e espécies reativas do oxigénio

O mdsculo cardiaco é um tecido aer6bio e, portanto ndo produz energia

suficiente em condigdes de isquemia e hipoxia.

Durante o metabolismo miocitario normal, a reducdo completa de uma
molécula de oxigénio, na cadeia transportadora de elétrons, requer adi¢cdo de quatro
elétrons. Devido a sua conformacéo eletrbnica, o oxigénio tem tendéncia de receber

um elétron por vez (reducdo monovalente), culminando na formacdo de
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intermediarios reativos do oxigénio — espécies reativas do metabolismo do oxigénio
(ERMO), como os radicais superéxido (O?7), hidroperoxila (HO?) e hidroxila (OH), e
o peroxido de hidrogénio (H,0,) (COHEN, 1989).

Em condicdes fisioldgicas, aproximadamente 2% do oxigénio consumido pela
mitocondria forma ERMO, durante a reducdo monovalente na cadeia transportadora
de elétrons (MISRA et al., 2009). Nesse caso, em menores concentracfes, essas

espécies atuam como mensageiros de fungdes celulares.

Por outro lado, em condi¢cdes patoldégicas como infarto, ha um grande
aumento na formacado de ERMO, e esses radicais livres sdo elementos reativos que
podem comprometer inespecificamente qualquer componente celular. Pelo menos
dois componentes chaves - as proteinas e os lipideos - sdo os alvos das reacdes
envolvendo essas substancias, com consequente desnaturacdo da proteina,
inativacdo enzimatica e peroxidacdo dos acidos graxos poliinsaturados que
constituem parte das membranas celulares. Além disso, ocorre disfuncao do reticulo
sarcoplasmatico e do sarcolema. As consequéncias sdo a perda da permeabilidade
seletiva da membrana e interferéncias na funcdo de varias organelas celulares,
(Figura 2) (GIORDANO, 2005).

Grieve et al. (2004), definiram os mecanismos envolvidos na producdo das
ERMO e seus efeitos sobre o sistema cardiovascular e enfatizaram o maior potencial

deletério a membrana celular mediado pelo radical peroxinitrito.

Experimentos in vivo sugerem que a sindrome da reperfusdo pos-isquemia,
em coracbes de ratos submetidos & sobrecarga de Fe?*, possa estar relacionada a
producdo de ERMO via reacao de Haber-Weiss. Nesta situacdo, apos a reperfusao,
ocorre decréscimo da contratilidade miocardica sem que se observe leséo tissular
importante. Foi sugerido que o excesso de Fe?*, catalisando a reacdo de Haber-
Weiss, promove o acimulo de ERMO, dentre elas o radical OH'. O excesso de Fe**
e, consequentemente, de OH estimula a lipoperoxidacdo de membranas,
responsavel pela diminuicdo da contratilidade miocardica (VAN DER KRAAIJ et al.,
1988).
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Figura 2 — Esquema representando as vias envolvidas na producdo das ERMO e suas ac¢des no

sistema cardiovascular. (Giordano FJ, 2005).

As espécies reativas do oxigénio sao contribuintes importantes para a lesao
de reperfusdo (BOLLI, 1991; LUCCHESI, 1994). Apés o inicio da reperfusdo, ha uma
“explosao” respiratoria pela entrada de O, com duracdo de varios minutos e
producdo persistentemente elevada do radical superéxido (HERKERT et al., 2002,
VINTEN-JOHANSEN, 2004; DUILIO et al., 2001).

Estudos demonstraram que a geracdo desses RL é maxima com 3 a 5
minutos de reperfusdo e com duragédo até 3h (KIN et al., 2004; ZHAO Z-Q et al.,
2003), o que contribui significativamente para a depressédo miocardica (BOLLI, 1988,
1990; KLONER et al., 1989).

As técnicas de ressonancia paramagnética eletrbnica reforcam esses

achados. Foi demonstrado que para reverter a disfuncédo pos-isquémica podem ser


http://www.jci.org/articles/view/24408/figure/2
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utilizados compostos chamados sequestradores que emparelha os elétrons isolados
(CARVALHO et al., 1991; KLONER et al., 1989; BOLLI, 1988).

Além dos neutrofilos, as mitocondrias também podem ser fontes geradoras de
radicais livres, mas ao mesmo tempo, sofrem danos provocados por sua carga
energética. Estudos evidenciam que em mitocondrias isoladas de miocéardio
iIsquémico, ocorre aumento da producdo de radicais livres e paralelamente
diminuicdo da fosforilagdo oxidativa; esses efeitos podem ser prevenidos na
presenca dos sequestradores (KLONER et al., 1989; BOLLI, 1988; THOMPSON,;
HESS, 1986).

A disfuncdo mitocondrial pode ser responsavel, ao menos em parte, pela
diminuicdo da producdo de energia, a qual € necessaria a manutencdo da

contratilidade miocardica normal.

Em preparacBes experimentais de reticulo sarcoplasmatico isolado e do
sarcolema foi observada diminuicdo da captacdo do célcio e da atividade da
adenosinatrifosfatase apds a exposicdo aos RL, evidenciando que a disfuncéo
dessas estruturas pode ser um dos importantes mecanismos pelos quais os radicais

livres alteram a funcéo do miocérdio isquémico (REEVES et al., 1986).

Nesses casos, a funcdo do reticulo sarcoplasmaético foi preservada quando se
utilizou o tratamento com sequestradores de radicais livres (THOMPSON; HESS,
1986; ROWE et al., 1983).

2.5 A lipoperoxidag&o como Indicador pro-oxidante

O dano aos lipidios induz a lipoperoxidacdo. Um dos mais conhecidos
produtos da peroxidacdo lipidica € o malondialdeido (MDA) (ALEXANDROVA;
BOCHEYV, 2005; CHERUBINI et al., 2005), que é o produto final da degradacao nao
enzimatica dos acidos graxos poliinsaturados. Altos niveis de MDA elevam a
formacao de lipoperdxidos e indicam aumento da lipoperoxidacdo (KASHYAP et al.,
2005).
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As membranas sdo compostas principalmente de fosfolipidios e proteinas. As
alteracdes nos lipidios das membranas estdo entre os principais eventos ocorridos
durante a isquemia e reperfusédo, perdendo assim a seletividade em trocas ionicas,
liberacdo de enzimas hidroliticas, formacéo de produtos citotoxicos, finalizando com
a morte celular (LAZZARINO et al., 1994; PARK; LUCCHESI, 1999; MAREZIN et al.,
2003).

No campo da cardiologia Ragab et al. (2005), demonstraram a correlacéo
positiva entre a producdo de MDA, pela dosagem das espécies reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS), com niveis elevados de marcadores inflamatérios em
pacientes acometidos de infarto agudo do miocérdio e angina instavel, quando
comparados ao grupo controle. Porém o mesmo trabalho sugere que a presenca de
dislipidemia e tabagismo pode elevar o estresse oxidativo e consequentemente 0s

marcadores inflamatorios.

Vérios trabalhos vém utilizando a técnica de dosagem do MDA como
marcador do estresse oxidativo em cardiopatias isquémicas nas suas diversas
apresentacdes, porém, as mesmas associam-se a inumeras comorbidades como
hipertensao, diabetes mellitus, alteracdes da funcdo renal e dislipidemias, onde a
peroxidacao das lipoproteinas de baixa densidade (LDL), poderiam ser a causa dos
niveis de MDA elevados (TOSUKHOWONG et al.,, 2003). Alguns trabalhos
demonstraram a diminuicdo do estresse oxidativo quando os pacientes faziam uso
de atorvastatina, mesmo em situaces em que 0s niveis prévios a instituicdo do
tratamento estavam dentro dos limites da normalidade (THOMAS et al., 2006;

SANGUIGNI et al., 2002).

Akila et al. (2007) demonstraram que, pacientes acometidos de 3 vasos, nao
infartados, e com fungcdo ventricular normal, quando submetidos a cirurgia de
revascularizacdo miocéardica, os niveis de TBARS eram mais elevados quando a
cirurgia era realizada com circulagcdo extracorpérea (on pump) em relacdo aos
operados em “off pump”. Esse mesmo trabalho demonstrou também a elevagéao dos
niveis de glutationa redutase, que também é indicador de estresse oxidativo e
relacionado a diminuicdo dos niveis de catalase, indicador da ativagédo dos sistemas

antioxidantes.



26

Outro trabalho nédo utilizando a dosagem do TBARS, demonstrou a elevagao
do estresse oxidativo em cirurgias de revascularizacdo miocardica com circulacao
extracorpérea (BIGLIOLI et al., 2003).

Em trabalho avaliando o MDA e disfuncdo renal em cirurgia com e sem
circulacao extracorpérea, evidenciou que este marcador tem correlacdo positiva para
a disfuncdo renal nos pacientes do grupo cirurgia com circulacdo extracorpOrea
(GERRITSENA et al., 2001).

Um trabalho comparando as dosagens de TBARS em pacientes submetidos a
revascularizacdo miocéardica e trocas valvares, concluiu que naquele grupo, o
estresse oxidativo estd muito mais elevado, refletindo a maior gravidade desses
doentes (OCHOA et al., 2003).

bY

Com relagdo a mensuracdo do estresse oxidativo diretamente do fluxo
sanguineo coronariano, em um trabalho com amostra comparativa pequena entre
pacientes com angina instavel e estavel, incluindo na amostra pacientes renais
cronicos dialiticos, ndo se evidenciou a elevacao de endotelina entre os dois grupos,
guando os mesmos foram submetidos a intervencdo coronariana percutanea
(STEWART et al., 1991).

Portanto, a presente revisdo literaria, mostra que ndo existe material
suficiente para a comparacdo de TBARS mensurados simultaneamente na

circulacao sistémica e no seio coronario em pacientes submetidos a cirurgia de

revascularizacdo miocardica com pincamento adrtico intermitente.

2.6. O cobre e as espécies reativas do oxigénio

O cobre é um elemento traco do organismo humano que participa de reacdes
guimicas e possui grande instabilidade, uma vez que se apresenta em trés estados

de oxidacéo, Cu, Cu** e Cu®".

A formacédo do radical hidroxila (OH®) a partir do peréxido de hidrogénio

ocorre na presenca de metais de transicdo como cobre e ferro. Esse processo
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denomina-se reacao de Fenton e Haber- Weiss (FENTON, 1894 apud KEHRER,
2000, p. 44; HABER-WEISS, 1935 apud KEHRER, 2000, p.44), onde o Cu é um

catalisador dessa reacéao.

Aproximadamente 90% do cobre sisttmico ¢é transportado pela
ceruloplasmina. Apresenta caracteristica de ser uma proteina de reacdo da fase
aguda, alterando seus niveis plasmaticos em situa¢cdes como infarto e inflamacdes
(ADELSTEIN, COOMBS, VALEE, 1956 apud in FOX et al., 2000).

Em cirurgia cardiovascular, relacionando cobre e circulagdo extracorporea,
Zamparelli et al. (1986), observaram que a concentracdo de cobre plasmético
diminuiu durante a circulacdo extracorpoérea, relacionando o processo com o trauma

cirargico e hemodiluic&o.

Em contrapartida, outro estudo demonstrou que as concentracdes de cobre
aumentaram apos o inicio da CEC, e tiveram uma queda ap6s 40 minutos de
circulacao extracorpérea (FUHRER et al., 1986).

No estudo de Dementeva et al. (1983), concluiram que as concentracdes de
cobre diminuiram durante a CEC, mesmo apds a normalizacdo do hematdcrito,
indicando um consumo do elemento. Relataram também que nos pacientes que
desenvolveram insuficiéncia cardiaca ap0s a cirurgia, os niveis também foram

menores.

Em estudo conduzido por Al-Bader et al. (1998), os autores descreveram que
o cobre apresentou aumento durante a CEC e atingiram seus niveis normais apés
alguns dias no pés-operatorio, atribuindo seu consumo por sua atividade como

varredora de radical livre por meio da enzima superéxido dismutase.

Finalmente, Consolo (2008), em sua tese, estabeleceu que, as concentracdes
de cobre durante a CEC, em pacientes pediatricos, foram menores que as iniciais,
mesmo apos ter feito a correcdo para a hemodiluicdo; dessa forma sugere-se que,
isto seja resultado dos processos inflamatorios induzidos pela circulacdo

extracorporea.

Dessa forma, podemos concluir que o desempenho do cobre durante os

processos de isquemia-reperfusdo, ainda € bastante controverso. Portanto, torna-se
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necessaria uma investigacdo minuciosa do comportamento desse metal e, se
possivel, a interpretacdo de sua forma de atuacédo frente a esses mecanismos
patofisioldgicos, uma vez que 0 mesmo pode se apresentar tanto como agente pro-

oxidante, em sua forma livre, como também antioxidante, quando ligado as enzimas.

2.7 Defesas antioxidantes

Em sistemas aerobicos € essencial o equilibrio entre agentes oxido-redutores

(como as ERMO) e o sistema de defesa antioxidante.

O sistema de eliminacdo dos RL, chamados de varredores ou
sequestradores, atua neutralizando ou impedindo sua transformacdo em produtos
mais toxicos para a célula. Esse sistema de defesa é composto pelas enzimas

glutationa peroxidase e cobre-zinco-superoxido dismutase (SOD), entre outras.

A superoxido dismutase pertence a uma familia de enzimas com diferentes
grupos protéicos em sua composicdo. A importancia da SOD pode ser demonstrada
pelo fato de ser a enzima mais abundante do organismo, e também a quinta proteina

mais abundante no ser humano. No processo evolutivo é a mais antiga.

Nos sistemas eucariontes existem duas formas de SOD. A forma SOD-cobre-
zinco (SOD1) que esta presente principalmente no citosol, enquanto que a SOD-
manganés esta localizada primariamente na mitocondria. Esta enzima,
evidentemente, tem papel antioxidante, ja que catalisa a dismutacdo do radical
superdxido em H,O, e O, singleto, na presenca do préton H* (ROSS; MOLDEUS,
1991; ACHARYA et al., 1991).

Dessa forma, as reacdes envolvendo RL, prejudiciais in vivo, sao evitadas ou
modificadas pela acdo de agentes inibidores que sdo chamados de antioxidantes ou

“armadilhas” de radicais livres.
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2.8 O papel do zinco

O zinco (Zn) foi reconhecido como um elemento distinto em 1509. Evidéncias
de sua essencialidade foram demonstradas em plantas em 1869 e em animais em
1934. Em virtude da sua ampla concentracdo nos alimentos, a deficiéncia de zinco
foi considerada improvavel até 1955, quando foi demonstrada que a paraceratose
suina era uma doenca causada por deficiéncia desse metal. O significado clinico da
deficiéncia de Zn no homem tornou-se preocupante para saude publica ap6s 1961,
qguando foi observado que o hipogonadismo e o nanismo endémicos no Ird eram

devidos a deficiéncia desse elemento e ndo do iodo (SHILS et al., 2003).

Uma das principais funcbes do zinco € sua atuacdo enzimatica, seja na
estrutura da enzima ou em sua acdo reguladora ou catalitica. Dentre as
aproximadamente 300 enzimas das quais 0 zinco faz parte estdo a anidrase
carbdnica, fosfatase alcalina, carboxipeptidases, alcool desidrogenase, superoxido
dismutase, proteina C quinase, acido ribonucléico polimerase e transcriptase reversa
(SANDSTEAD, 1994; MCCALL et al., 2000).

O zinco forma um complexo funcional caracteristico, esses complexos tém
coordenacao tetraédrica tipica, com o Zn no centro do tetraedro formado por 4
cisteinas ou 3 cisteinas e 1 histidina ou 2 cisteinas e 2 histidinas. Durante os
processos de proliferacdo celular a sintese protéica necessita da informacao
estrutural para proporcionar a colocacdo adequada dos aminoacidos na cadeia
peptidica. Esse € o ponto central do controle da atividade enzimatica e também dos

processos de proliferacdo e crescimento celular (TURNLUND et al., 1996).

O zinco estd envolvido na estabilizacdo de membranas estruturais e na
protecdo celular, prevenindo a oxidacao de lipideos e de proteinas. Difere dos outros
metais de transicdo, pois contém a camada eletronica "d" completa e assim nao
participa de reagfes redox, mas age como acido de Lewis para aceitar um par de

elétrons, fazendo com que seja um ion estavel.

Os mecanismos pelos quais o zinco atua como antioxidante incluem a

regulacédo da expressao da metalotioneina, a atividade da superéxido dismutase e a
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protecdo de grupos sulfidrilas das proteinas das membranas celulares, por
antagonismo com 0s metais pro-oxidantes como o cobre e ferro (POWELL, 2000;
MARET, 2000).

Figura 3 — Coordenagéo tetraédrica com o atomo de zinco na posi¢éo central.

O zinco também compde a enzima superéxido dismutase extracelular (EC-
SOD), presente no plasma, na linfa e no liquido sinovial. A atividade da EC-SOD
esta reduzida nas deficiéncias de zinco (MARET, 2000; HAMBIDGE, 2003).

O zinco pode atuar nas reacdes de peroxidacao lipidica, deslocando o cobre e
o ferro da ligacao lipidica (CHEVION, 1988; STADTMAN; OLIVER 1991).

Foi demonstrado em estudo realizado em ratos, onde foi examinado o
mecanismo potencial da cardioprotecdo mediado pelo zinco que durante a perfusao
do coracdo isolado com solucdo contendo zinco a concentracdo de cobre e a
formacgdo do radical OH" diminui de modo significativo (POWELL et al., 1994). Um
estudo constatou a reducéo do cobre miocéardico, e demonstrou um decréscimo da
oxidacdo da proteina, devido ao deslocamento do cobre para fora da célula, e
conseglente reducdo da sua disponibilidade para a formacdo de radicais OH’
(POWELL et al., 1999). Essas observacdes provéem bases para a teoria que 0 zinco

atua como protetor cardiaco devido a inibicdo do estresse oxidativo mediado por

metais, atuando de forma a inibir a apoptose.
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Em cirurgia cardiaca, Zamparelli et al. (1986) demonstraram a diminuicdo do
zinco durante a CEC, atribuindo a atuacdo do elemento na resposta do organismo

frente ao traumatismo cirargico.

Outro trabalho demonstrou a elevacdo desse elemento no inicio do
procedimento cirurgico, em funcédo da mobilizacdo apos a injuria tecidual, porém os
niveis do elemento decairam, indicando seu consumo nos processos metabdlicos
(FRASER et al., 1989). Resultado semelhante foi encontrado por Al-Bader et al.,
(1998), que observaram uma queda de 50% dos valores de zinco apds 30 minutos

de circulacdo extracorporea.

Em contrapartida, Consolo (2008) em sua tese, publicou que as
concentracbes de zinco ndo se alteram significativamente durante a circulagao
extracorpérea, e ainda ressaltou que o cobre era o maior envolvido nos processos

metabolicos decorrentes da CEC.

Assim, durante a cirurgia cardiaca e especialmente no caso de
revascularizacdo miocéardica, esta Ultima apresenta caracteristicas sui generis, pois
0S processos de isquemia e reperfusdo encontram-se no seu auge, uma vez que a
circulacdo extracorpdrea e a interrup¢do do fluxo sanguineo coronariano exacerbam
0S mecanismos oxidorredutores. Dessa forma, com base na presente revisao
literaria, consideramos que as mensuracdes dos elementos cobre, zinco e a
avaliacdo do estresse oxidativo, podem nos brindar, uma expresséao fidedigna da

dindmica dos processos envolvendo a isquemia-reperfuséo.

Portanto, diante do exposto, o presente trabalho tem um objetivo légico de
investigar o comportamento do zinco e cobre e, igualmente, das espécies reativas ao
acido tiobarbitdrico referente ao processo isquemia-reperfusdo miocardica que
acontece nos pacientes submetidos a cirurgia de revascularizacdo miocéardica com

circulagdo extracorporea.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a dindmica das concentracdes de cobre, zinco e das substancias
reativas ao 4cido tiobarbitdrico durante a cirurgia de revascularizagdo miocardica

com auxilio de circulagcdo extracorpdrea e pingamento adrtico intermitente.

3.2 Objetivos especificos

Determinar as concentracdes de cobre, zinco e das substancias reativas ao
acido tiobarbitarico durante a circulagdo extracorpérea e apds a reperfusédo

miocardica.

Comparar os niveis obtidos para cobre e zinco antes da intervenc¢ao cirurgica

com os dados da populacédo geral.

Avaliar a dindmica das dosagens de cobre, zinco e substancias reativas ao

acido tiobarbitarico durante o procedimento cirdrgico.

Comparar a dinamica dos elementos estudados entre as dosagens

provenientes da circulacdo sistémica e do seio coronario.

Interpretar o papel dos ions metalicos cobre e zinco nos mecanismos

patofisiol6gicos do processo de isquemia-reperfusao.
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4 CASUISTICA E METODO

O protocolo de estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica Médica da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul e o termo de consentimento livre e

esclarecido foi assinado por cada paciente participante do trabalho.

Foi um estudo prospectivo, realizado no servi¢co de Cirurgia Cardiovascular do

Hospital Universitario da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

4.1 Populacéo

Durante o ano de 2011, foram incluidos no estudo dezesseis pacientes, sendo
5 do género feminino e 11 do género masculino, submetidos a cirurgia de
revascularizacdo miocardica com circulacdo extracorpérea para confeccdo de 2 ou

mais enxertos.

Nao foram incluidos pacientes em ritmo cardiaco de fibrilagdo atrial,
portadores de doencas do colageno, portadores de miocardiopatia dilatada ou
portadores de lesbBes valvares associadas, pacientes submetidos a cirurgias de
emergéncia, ou pacientes com utilizacdo de qualquer medicacdo supressora de
radicais livres, imunomoduladoras, corticosterbides ou que contenham cobre ou

zinco.

4.2 Circulacéao extracorpérea

Apés esternotomia mediana longitudinal padréo, a circulagdo extracorporea
(CEC) foi instalada cénula em aorta ascendente e drenagem venosa por canulagao
venosa dupla em apéndice atrial direito e parede livre de atrio direito. Uma canula
acessoria de pequeno calibre foi introduzida pelo apéndice atrial direito e inserida

em seio coronario e seu débito orientado para o reservatorio venoso. Dessa forma, o
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retorno venoso da circulacdo sistémica e da circulacdo coronariana se tornou
independente, no intuito de coletar amostras seletivas (Figura 4). A perfusao foi
realizada em hipotermia leve (32°C) e hemodiluicdo. A técnica empregada para a
revascularizacao foi de pingamento adrtico intermitente, conforme ja estabelecido na
literatura internacional e adotado como rotina pelo servigo de Cirurgia Cardiovascular
do Hospital Universitario da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Foi
utilizada bomba de rolete na linha arterial e oxigenadores de membranas de fibras
ocas com filtro de linha arterial (Braile Biomédica® - Sdo José do Rio Preto - SP) e

perfusato calculado conforme o hematdcrito de perfusdo — 20mg/dl.

O equilibrio hidroeletrolitico e metabdlico foi mantido de acordo com as
necessidades metabdlicas do paciente durante o procedimento padrédo. A técnica de

perfusdo adotada foi de pH alfa stat.

A anestesia foi realizada conforme protocolos estabelecidos, porém a
utilizacdo de possiveis supressores de radicais livres como acido ascérbico e n-

acetil-cisteina nao foram utilizados.

4.3 Amostras de sangue e analise laboratorial

Os momentos de coleta foram:

Al — sangue coletado no ato da inducdo anestésica — amostra da artéria

radial®.

A2 — sangue coletado 4 minutos apés a finalizacdo da circulacéo

extracorpérea — amostra da artéria radial*®.

B1 — sangue coletado da linha venosa das cavas apds 4 minutos do primeiro

despincamento adrtico***.

*) A artéria foi mantida cateterizada para monitorizagdo hemodinamica.
*) CLERMONT et al., 2002,

*x%) A coleta de sangue das veias cavas ocorreu antes de sua mistura como o0 sangue ja
presente no reservatorio venoso.
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Figura 4 — Esquema ilustrando a independéncia do retorno venoso sistémico e do seio corondrio para
coleta de amostras seletivas. VCI — veia cava inferior, VCS — veia cava superior, SC — seio coronario.
Adaptado de Souza MHL; Elias DO. Fundamentos da Circulagdo Extracorpérea. Segunda edicédo. Rio
de Janeiro: Editora Alfa Rio; 2006. p. 35.

B2 — sangue coletado da linha venosa das cavas apés 4 minutos do segundo
despingcamento aortico.

SC1 - sangue coletado do retorno venoso do seio coronario apos 4 minutos
do primeiro despingamento aortico;

SC2 — sangue coletado do retorno venoso do seio coronario apos 4 minutos
do segundo despingamento aortico;

Amostras de sangue foram coletadas em seringas de polipropileno e

imediatamente transferidas para tubos a vacuo livres de metais (BD Vacutainer



36

Systems-Becton, Dickinson & Co). O soro foi separado por centrifugacéo (3,000xg,
15 min), e transferido a tubos desmineralizados Eppendorf, e armazenados a —18°C
para posterior determinacdo dos elementos cobre, zinco e malondialdeido. Todos
materiais, plasticos ou vidros foram imersos por 24 horas em solugcédo de Extran 5%
(Merck), lavados e imersos por pelo menos 24 h, em solu¢éo a 10% de acido nitrico
superpuro (Merck) para descontaminacéo de residuos metalicos. Em seguida, foram

lavadas com agua ultra-pura (Milli-Q, Millipore, Bedford, E.U.A.) e secos a 40°C.

Para as determinacdes de cobre e zinco foram construidas curvas de
calibracdo contendo trés pontos correspondentes as concentracdes (mg/L) de 0,5;
1,0 e 2,0 para o cobre e 0,25; 1,0 e 2,0 para o zinco. As concentracdes de zinco e
cobre no soro foram determinadas pelo método de absor¢cédo atbmica, espectrometria
de chama utilizando o equipamento Perkin-Elmer Analyst 100. Aliquotas de cada
amostra de soro foram diluidas com agua ultra-pura com relacdo 1:5 para o zinco e
1:2 para o cobre, logo a solucdo foi aspirada diretamente na chama por meio de

capilar.

Os valores obtidos para as concentragdes de cobre e zinco foram corrigidas
para a hemodiluicdo adotada durante a circulacdo extracorpoOrea. Utilizou-se para

isso a seguinte férmula:

As concentracbes plasmaticas das substancias que reagem com o acido
tiobarbitarico (TBARS) foram medidas pelo método espectrofotométrico. O teste
usado para avaliar o dano celular pela lipoperoxidacdo € baseado no trabalho de
Percario et al., 2004. O volume de 1 ml do TBA (10 nM/l) foi adicionado 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 solucdo contendo 1 ml de TBA (10nM/l) e 0,5
ml de &gua, serviu como branco da leitura do espectrofotdbmetro. Essas solugbes
foram aquecidas em banho Maria a 94°C por 1 hora e posteriormente resfriadas em
agua corrente por 5 minutos. Para bloquear a reacéo foi adicionado 4 ml de alcool n-
butirico em cada tubo. Os tubos foram agitados em Vortex para total extracao do

MDA para a fase organica do sistema, logo centrifugados a 2500 rpm por 10
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minutos. Nesse momento, observa-se a separagdo das fases, e 3 ml da fase

organica (superficial) foi aspirada para leitura no espectrofotémetro.

A leitura foi realizada em 532 nm. O valor final de MDA em ng/dl,é obtido pelo

emprego da seguinte formula:
MDA = A média x F, onde A média + (Al + A2)/2.

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

4.4 Andlise estatistica

As comparacdes de dosagens de zinco, cobre e TBARS nos tempos de
pincamento aortico, na artéria radial, no retorno venoso e seio coronario foram feitas
segundo teste t-Student para dados emparelhados em nivel de 95% de

confiabilidade.

Os testes envolvendo correlacdo entre variaveis foram realizados via

coeficiente de correlacdo linear de Pearson e seu respectivo teste t-Student.

Foi testada a normalidade dos dados, via critério de Kolmogorov-Smirnov

também ao nivel de 95% de confiancga.
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5. RESULTADOS

Neste estudo foram avaliados 16 pacientes sendo 5 do género feminino
(31,2%), e 11 do género masculino (68,8%), com idade média de 60+8,6 anos
(médiatSD).

A fracdo de ejecdo ventricular prévia a cirurgia foi de 0,51+0,097SD. O tempo
total de circulacdo extracorporea foi de 68,1+23,2 min. Os tempos médios do 1° e 2°
pincamentos aorticos foram de 9,9+2,0 min e 9,942,5 min, respectivamente. Na

Tabela 1 estdo apresentados, resumidamente, os parametros mencionados.

Tabela 2 — Estatistica descritiva das variaveis fracdo de ejecdo (FE), tempo do 1° e 2° pingamento
aortico (PA) e tempo total de CEC

Parametro Média Desvio padrao Minimo Maximo
FE (%) 51,6 9,7 38,0 70,0
PA, 1° (min) 9,9 2,0 7,0 13,0
PA, 22 (min) 9,9 2,5 7,0 15,0
Tempo de
CEC (min) 68,1 23,2 40,0 120,0

Na Tabela 2 estdo apresentados os dados relativos aos parametros
metabdlicos dos pacientes antes do inicio da circulacdo extracorporea e ao final da
mesma, com as dosagens da concentracdo de PaO, (mmHg), glicemia (mg/dl),

calcio (mg/dl) e magnésio (mg/dl).

Os desvios padrbes relativamente altos de alguns parametros (glicemia e
Pa0,), decorrem das solucbes glicosadas infundidas e ventilagdo mecéanica com

oxigénio a 100%.
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Parametro Média Desv~|o Minimo Maximo
padréo
PaO. inicial 96,6 447 62,0 202,0
PaO, final 156,9 345 110,0 210,0
Glicemia inicial 129,9 48,9 93,0 277,0
Glicemia final 145,2 50,8 96,0 247,0
Calcio inicial 9,3 0,4 8,8 10,0
Calcio final 8,8 0,7 6,7 10,0
Magnesio 2.0 0,2 16 25
inicial
Magnesio 19 04 13 3.0
final

5.1 Correlacéo linear de Pearson entre fracdo de ejecdo e as TBARS no pré e

pés bypass (Al e A2)

A correlacdo linear de Pearson entre a fragcdo de ejecdo ventricular e a

dosagem das espécies reativas ao acido tiobarbitirico antes no inicio da circulagéao

extracorpoérea e apds o término da mesma (Al e A2), esta apresentada na Tabela 3.
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Tabela 3 — Correlacéo linear de Pearson entre a fracdo de ejecdo dos pacientes e as dosagens de
cobre, zinco e TBARS no momento Al e A2

Momento Al A2
Elemento Cobre Zinco TBARS Cobre Zinco TBARS
Correlagéo 0.20 0.27 0.12 -0.04 -0.15 0.05
p 0.47 0.34 0.67 0.90 0.60 0.86

N&o foi encontrada nenhuma associagéo linear entre as concentragdes das

dosagens dos elementos e a fracdo de ejecao no pré e pos bypass.

5.2 Comparacdo das dosagens de TBARS entre homens e mulheres nos

momentos de coleta

Na Tabela 4 esta representada a comparacao do estresse oxidativo medido
pelas TBARS entre os géneros masculino e feminino em todos os momentos de
coleta da amostra (Al, A2, B1, B2, SC1 e SC2). A analise foi feita pelo teste t-

Student para dados independentes.

Tabela 4 — Comparacdo das dosagens de TBARS (ng/ml) entre homens e mulheres ao longo do
procedimento

Dosagem média de TBARS

Local / Momento P
Homens(n=11)  Mulheres(n=5)

Al 298 192 (0.32)
B1 519 426 (0.62)
B2 592 626 (0.89)
sc1 568 436 (0.53)
sc2 687 679 (0.98)
A2 538 373 (0.30)

N&do foram observadas diferencas significativas entre os géneros e as

dosagens de TBARS nos diversos momentos de coleta.
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5.3 Correlacéao linear de Pearson entre a idade dos pacientes e as dosagens de

cobre, zinco e TBARS no pré e pds-circulacao extracorpoérea (Al e A2)

Na Tabela 5 estdo apresentadas as correlacdes entre as dosagens de cobre,
zinco e TBARS antes do inicio e ap6s o término da circulagdo extracorporea (Al e

A2) e a idade dos pacientes analisados.

Tabela 5 — Correlacao linear de Pearson entre a idade dos pacientes e as dosagens de cobre, zinco e
TBARS no momento Al e A2

Momento Al A2
Elemento Cobre Zinco TBARS Cobre Zinco TBARS
Correlacao -0.24 0.05 0.30 -0.36 0.01 0.14
p 0.39 0.85 0.26 0.19 0.97 0.60

N&o foi encontrada associacéo linear entre as concentracdes das dosagens e

a idade dos pacientes.

5.4 Comparacdo das dosagens de cobre, zinco e TBARS, entre a inducéo
anestésica (Al) e a reperfusdo apds o primeiro despingcamento aodrtico (B1 e
SC1).

Os dados da Tabela 6 apresentam a analise comparando paciente a paciente
entre a inducdo anestésica e apds o primeiro despincamento adrtico (4 min de
reperfusdo), ou seja, inducdo anestésica / linha venosa (Al/Bl) e inducao
anestésica / seio coronario (A1/SC1). Na tabela estdo apresentados os valores
médios para cada local, a diferenga media encontrada e avaliacdo da significancia

pelo teste t-Student para dados emparelhados.
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Tabela 6 — Comparacdo das dosagens de cobre (mg/L), zinco (mg/L) e TBARS (ng/ml), entre a
inducéo anestésica (Al), linha venosa (B1) e seio coronario (SC1)

Dosagem Local Média  Diferenca média por paciente p
Al 2.48
0.91 p < 0.001
Bl 3.39
Cobre
Al 2.48
0.98 p < 0.001
SC1 3.46
Al 1.06
0.17 p=0.04
Bl 1.23
Zinco
Al 1.06
0.20 p = 0.002
SC1 1.25
Al 265.1
224.9 p <0.001
B1 490.0
TBARS
Al 265.1
262.0 p < 0.001
SC1 527.0

Conforme observado na Tabela 6, as concentragdes de cobre, zinco e TBARS
sao significativamente maiores na linha venosa e no seio coronario nos momentos
Bl e SC1, que correspondem ao periodo de 4 minutos de reperfusdo miocardica

apos o primeiro despingamento aortico.

5.5 Comparacdo das dosagens de cobre, zinco e TBARS, entre a inducao
anestésica (Al) e a reperfusdo apds o segundo despingcamento adrtico (B2 e
SC2).
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Na Tabela 7 estdo apresentadas as comparacdes entre as dosagens de
cobre, zinco e TBARS no momento da inducdo anestésica e a linha venosa e seio
coronario com 4 min de reperfusdo apos o 2° despingamento aortico, ou seja, A1/B2
e A1/SC2. A analise foi realizada paciente por paciente, aplicando o teste t-Student
para dados emparelhados.

Tabela 7 — Comparacédo das dosagens de cobre (mg/L), zinco (mg/L) e TBARS (ng/ml), entre a
inducéo anestésica (Al), linha venosa (B2) e seio coronario (SC2)

Dosagem Local Média  Diferenca média por paciente p
Al 2,48
0,43 p =0.241
B2 2,91
Cobre
Al 2,48
0.54 p =0.153
SC2 3,02
Al 1.06
-0.02 p =0.849
B2 1.04
Zinco
Al 1.06
0.12 p =0.410
SC2 1.18
Al 289.9
309.7 p <0.001
B2 599.6
TBARS
Al 289.9
395.1 p < 0.001
SC2 685

Observa-se na Tabela 7 que as mensuracdes das espécies reativas ao acido
tiobarbitirico foram significativamente maiores ap0s o segundo momento de

reperfusdo. A andlise detalhada desses dados seré realizada no préximo capitulo.
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5.6 Comparacdo das dosagens de cobre, zinco e TBARS, entre os dois
periodos de reperfusédo (B1/B2 e SC1/SC2).

As comparagbes das dosagens de cobre, zinco e TBARS entre os dois
periodos de reperfusdo, ou seja, entre as amostras coletadas na linha venosa e seio
coronario apos 4 min da remocdo de cada um dos dois pingamentos aorticos
realizados (B1/B2 e SC1/SC2), estdo apresentadas na Tabela 8. A andlise foi
realizada paciente por paciente, aplicando o teste t-Student para dados
emparelhados.

Tabela 8 — Comparacao das dosagens de cobre (mg/L), zinco (mg/L) e TBARS (ng/ml), entre os dois
periodos de reperfusdo (B1 com B2 e SC1 com SC2)

Dosagem Local Média  Diferenca média por paciente p
Bl 3.39
-0,48 p =0.243
B2 2.91
Cobre
SC1 3.46
-0.44 p=0.334
SC2 3.02
Bl 1.23
-0.19 p=0.174
B2 1.04
Zinco
SC1 1.25
-0,07 p = 0.590
SC2 1.18
Bl 523.1
76.5 p =0.008
B2 599.6
TBARS
SC1 570
115 p < 0.001

SC2 685
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Observa-se que as dosagens das TBARS foram significativamente maiores

entre os dois momentos de reperfuséo.

5.7 Comparacdo das dosagens de cobre, zinco e TBARS, entre o ultimo
periodo de reperfuséo e ap6s o encerramento da CEC (B2/A2 e SC2/A2).

Na Tabela 9 estdo apresentadas as comparacdes das dosagens de cobre,
zinco e TBARS entre o ultimo periodo de reperfusdo e apds o encerramento da
circulagdo extracorporea, ou seja, B2/A2 e SC2/A2. A anélise foi realizada paciente

por paciente, aplicando o teste t-Student para dados emparelhados.

Tabela 9 — Comparacdo das dosagens de cobre, zinco e TBARS, entre o Ultimo periodo de
reperfusdo e apés o encerramento de CEC (B2/A2 e SC2/A2)

Dosagem Local Média  Diferenca média por paciente p
B2 2,91
-0,21 p =0.531
A2 2.70
Cobre
SC2 3,02
-0.32 p =0.349
A2 2.70
B2 1,04
0.13 p = 0.347
A2 1.17
Zinco
SC2 1,18
-0.01 p = 0.940
A2 1.17
B2 599.6
-72,4 p =0.104
A2 527.2
TBARS
SC2 685
-157.8 p = 0.007

A2 527.2
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Na Tabela 9 observa-se que as concentracfes das espécies reativas ao acido
tiobarbittrico foram significativamente menores entre a ultima dosagem do seio

coronario e o fim de circulacéo extracorporea.

5.8 Comparacgao das dosagens de cobre, zinco e TBARS entre a linha venosa

(B1 e B2) e 0 seio coronario (SC1 e SC2) ap6s os dois periodos de reperfuséo.

Na Tabela 10 estdo apresentadas as comparagdes das dosagens de cobre,
zinco e TBARS entre a linha venosa e 0 seio coronério, apos os dois momentos de
reperfusdo coletadas apos 4 min de cada despingamento adrtico, ou seja, B1/SC1,
B2/SC2. A analise foi realizada paciente por paciente, aplicando o teste t-Student

para dados emparelhados.

Tabela 10 — Comparacdo das dosagens de cobre (mg/L), zinco (mg/L) e TBARS (ng/ml), entre a linha
venosa (B1 e B2) e o seio coronario (SC1 e SC2) ap6s os dois momentos de
despincamento adrtico. PA — pingamento adrtico

Dosagem PA Local Média Diferenca média por paciente p

Bl 3.39

10 0.07 p=0.17
SC1 3.64

Cobre

B2 2.91

20 0.11 p=0.02
SC2 3.02
Bl 1.23

10 0.02 p=0.77
_ SC1 1.25

Zinco

B2 1.04

20 0.14 p=0.10
SC2 1.18
Bl 490

10 37 p=0.10
SC1 527

TBARS

B2 600

20 85 p =0.03

SC2 685
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A andlise da Tabela 10 demonstra que as dosagens de cobre e TBARS foram
significativamente maiores no seio coronario em relacao ao retorno venoso sistémico

apos o segundo momento de reperfusao.

5.9 Comparacdo das dosagens médias de cobre, zinco e TBARS na inducéo

anestésica (Al) e apos o encerramento da CEC (A2).

A Tabela 11 compara as dosagens de cobre, zinco e TBARS entre a linha
inducdo anestésica e apds o encerramento da circulagdo extracorpOrea, ou seja,
A1/A2. A analise foi realizada paciente por paciente, aplicando o teste t-Student para

dados emparelhados.

Tabela 11 — Comparacédo das dosagens médias de cobre (mg/L), zinco (mg/L) e TBARS (ng/ml), na
inducéo anestésica (Al) e apés o encerramento da CEC(A2)

Diferenca média por

Dosagem Local Média : p
paciente

Al 2.48

Cobre 0.22 p=0.10
A2 2.70
Al 1.06

Zinco 0.11 p=0.16
A2 1.17
Al 265.1

TBARS A2 486.4 221.4 p <0.001

Conforme andlise da Tabela 11, as dosagens de TBARS apresentaram
diferencas significativas entre o inicio do procedimento cirlrgico e apds 4 minutos do

encerramento do bypass cardiopulmonar.

5.10 Correlagéo entre as dosagens de cobre, zinco e TBARS no seio coronario
(SC1 e SC2) e linha venosa (B1 e B2) com os tempos de pingamento adrtico (1°
e 29).
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Na Tabela 12 estd apresentada a associacdo entre as dosagens de cobre,
zinco e TBARS e os tempos de pincamento adrtico. Esta analise foi feita pela

correlacéo linear de Pearson.

Tabela 12 — Correlacao linear de Pearson entre o tempo de pingamento aodrtico (PA) e as dosagens
de cobre (mg/L), zinco (mg/L) e TBARS (ng/ml), na linha venosa (B) e seio coronario

(SC)
Dosagem
PA Local de coleta

Cobre (p) Zinco (p) TBARS (p)
B1 0.41 (0.13) -0.21 (0.46) 0.23 (0.40)

19
sc1 0.46 (0.08) -0.14 (0.61) 0.16 (0.55)
B2 0.42 (0.16) 0.25 (0.40) 0.24 (0.42)

29
sSc2 0.42 (0.16) 0.11 (0.73) 0.35 (0.22)

Conforme apresentado na Tabela 12, a correlacéo linear de Pearson mostra
que, a elevacdo das medidas dos elementos em questdo nos dois momentos de
reperfusdo (4 min apds os despingcamentos adrticos), nao foi tempo dependente do
pincamento adrtico, uma vez que nao foi encontrada associacao significativa. Esses
resultados provavelmente sdo decorrentes dos tempos de pincamentos aorticos

muito semelhantes.

5.11 Correlacdo entre o tempo total de pincamento adrtico (PA) com as
dosagens de cobre, zinco e TBARS ap6s o segundo despingcamento adrtico
(B2 e SC2).

Na Tabela 13 estdo apresentadas as analises da associacdo, pela correlacao
linear de Pearson, entre o tempo total de pingamento, ou seja, a soma dos tempos
dos dois pingamentos adrticos e as dosagens de cobre, zinco e TBARS, mensuradas

na linha venosa (B2) e seio coronario (SC2) apos segundo despincamento aortico.
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Tabela 13 — Correlacao linear de Pearson entre o tempo total de pingamento adrtico e as dosagens
de cobre (mg/L), zinco (mg/L) e TBARS (ng/ml), na linha venosa (B2) e seio coronario

(SC2)
Tempo total de Elemento dosado
pingamento aortico Cobre Zinco TBARS
(19,8min)

B2 0.48 0.29 0.24
p 0.09 0.33 0.41

SC2 0.48 0.13 0.35
p 0.10 0.67 0.23

N&o foi encontrada associacao significativa entre o tempo total de pincamento
e as mensuracdes de cobre, zinco e TBARS, ao final do segundo periodo de

reperfusdo miocardica.

5.12 Correlagcdo entre o tempo de circulagdo extracorpoOrea e as dosagens de

cobre, zinco e TBARS apds encerramento de CEC (A2).

A Tabela 14 apresenta a correlacdo entre o tempo de bypass cardiopulmonar
e as mensuracdes de cobre, zinco e TBARS apés 4 minutos do encerramento da

circulacao extracorporea.

Tabela 14 — Correlacéo entre o tempo de CEC e as dosagens de cobre (mg/L), zinco (mg/L) e TBARS
(ng/ml) apés o encerramento do bypass (A2)

Elemento dosado apds encerramento CEC
Tempo total de

CEC (min) TBARS

Cobre Zinco

Correlagao 0.61 -0.04 0.21

D (0.02) (0.89) (0.44)
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Conforme se observa na Tabela 14, as eleva¢6es dos niveis plasmaticos de
cobre esta associada significativamente com o tempo de CEC, ou seja, as médias

das concentracdes do elemento estdo relacionadas ao maior tempo de bypass.
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6 DISCUSSAO

Como ja mencionado anteriormente, durante a cirurgia cardiaca com
circulagdo extracorporea acontece uma seérie de alteragbes inflamatérias e
imunologicas desencadeando estresse oxidativo. Nas condicdes nao fisioldgicas
durante a CEC, em razdo de alteracdes relacionadas a isquemia e reperfuséo,
ocorre um surto de radicais livies e ERMO. Nas sindromes isquémicas miocardicas,
esta bem estabelecido que o oxigénio reintroduzido no miocardio durante a
reperfusdo causa injuria significativa. Este estresse € um dos iniciadores do dano
miocardico resultante (KU et al., 1982; BRAUNWALD; KLONER, 1985).

Os pacientes que preencheram os critérios para este estudo eram portadores
de sindrome coronariana aguda com indicacdes classicas de revascularizacdo
miocéardica. O intervalo de tempo entre inicio dos sintomas da sindrome coronariana
aguda, isto é do diagnostico até o tratamento cirargico foi de 7 a 10 dias. Esse
periodo correspondeu ao tempo necessario para otimizacdo do tratamento e

estabilizacdo do quadro clinico dos pacientes.

Neste estudo foi observada a prevaléncia de pacientes masculinos
semelhante aos indices estatisticos estabelecidos tanto a nivel mundial quanto
nacional. A faixa etaria também nao contradiz os dados ja conhecidos da literatura
(Fonte: DATASUS, 2012).

A fracdo de ejecdo ventricular esquerda obtida pela ecocardiografia é um
importante elemento para avaliagdo do prognéstico apds infarto agudo do miocérdio,
considerando-se pacientes de alto risco aqueles com fragdo de ejecdo abaixo de
40% (VOLPI et al.,1993).

No presente estudo 8 pacientes apresentarem FE menor que 0,50, sendo
metade desses (4) com fracao de ejecdo de 0,40, demonstrando 0 comprometimento
da funcdo ventricular. Apesar da caracteristica dessa populagdo, ndo ocorreu

nenhum Obito peri operatorio.
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A CEC utilizada durante a cirurgia cardiaca desencadeia uma reacgdo
inflamatoria e consequliente estresse oxidativo que esta diretamente relacionada com
a sua duracao (AKILA et al., 2007).

No presente estudo o tempo médio de CEC foi de 68 minutos, compativel
com outros estudos publicados (MATATA et al., 2000; AKILA et al., 2007; MELEK et
al., 2012). Trés pacientes necessitaram tempo de CEC maior que 90 min. pela
necessidade de maior numero de enxertos. No entanto ndo houve correlagdo com

complicacBes peri operatorias.

Sabe-se que a resposta inflamatodria relacionada a CEC é tempo dependente
e aquela estd intimamente relacionada com o estresse oxidativo, o que poderia
acarretar em mensuracoes de estresse oxidativo elevado. Apesar dessa suposicao,
o presente trabalho e outros publicados na literatura (MATATA et al., 2000; AKILA et
al., 2007; MELEK et al., 2012), pelo fato de terem tempo de CEC menores que 120

min, ndo foi evidenciado relacdo positiva entre tempo de CEC e estresse oxidativo.

Os parametros metabdlicos medidos durante todo o procedimento cirdrgico
(Tabela 2) mantiveram-se dentro de limites compativeis com a estabilidade

transoperatéria.

Conforme mencionado no resumo bibliografico, a dosagem direta dos radicais
livres ndo € um procedimento factivel devido ao tempo de vida médio extremamente
curto destas substancias. As metodologias usadas outrora, como a mensuracao de
azul de metileno ndo permitem obter dados confidveis devido a absor¢édo parcial
desse composto, o que leva a erros graves de determinacdo desses radicais. Os
métodos instrumentais como a ressonancia paramagnética eletrbnica, ndo sao

facilmente disponiveis para esse fim.

O método utilizando a mensuracdo das espécies reativas ao &acido
tiobarbitdrico (TBARS), que foi usado no presente trabalho, € uma aproximagéo do
método ideal. Porém é conhecido que o malondialdeido (MDA) — produto de
destruicdo dos compostos contendo elétrons desemparelhados — ndo € Unico
indicador do estresse oxidativo. Diz-se que é apenas uma janela no espaco onde
atuam os radicais livres. Apesar disso, para fins de comparagdo com os dados

disponiveis na literatura, esta metodologia € aceitavel.



53

O mecanismo de producao de radicais livres esté intimamente correlacionado
com a presenca de ions metalicos dos elementos que possuem dois ou mais
estados de oxidacdo, como cobre, ferro, cromo, niquel, cobalto e manganés. A maior
atencdo dos pesquisadores foi enfocada no papel dos trés primeiros desses
elementos, apesar do cromo desempenhar apenas uma pequena parte das reacoes

redox.

Esses elementos participam no papel de catalisadores nos processos de
HABER-FENTON. E sabido que a quantidade do jon metélico pode ser baixa, ja que
apos a formacao do radical peréxido de hidrogénio, ocorre a reacéo redox reversivel,
0 que gera ainda maiores quantidades de radicais livres. A0 mesmo tempo, 0
biometal volta ao estado de oxidagao superior.

Outro grupo de elementos bivalentes, que ndo possuem os estados de
oxidacdo adicionais, ndo pode participar nos processos de geracao de radicais livres
por ndo possuir d-orbitais. Apesar disso ndo podem ser considerados neutros ao
metabolismo dessas particulas. No caso de zinco, é de ressaltar o seu papel na
neutralizagdo dos efeitos do elétron solvatado. Portanto, a posteriori discutiremos o
papel dos principais elementos do primeiro e segundo grupo, que sao cobre e zinco,

no que diz respeito ao estresse oxidativo.

Durante a cirurgia cardiaca, o preenchimento dos componentes do circuito da
CEC para o inicio da perfuséo é realizado com solu¢des acelulares, que acarreta a
hemodiluicdo. Em vista disto, os valores obtidos para o cobre, zinco e TBARS foram
corrigidos para a nova situacdo volémica, levando-se em conta a variacdo do

hematodcrito nos diversos momentos de analise.
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6.1 COBRE

Durante o processo inflamatério desencadeado pelo fenémeno de isquemia e
reperfusdo, o comportamento de alguns ions metalicos, o cobre em particular, reflete

a dindmica de formacéo das espécies reativas de oxigénio.

As médias das concentracdes de cobre no momento Al (Figura 5) estdo
acima dos dados publicados na literatura para adultos sadios, que sdo de 0,8 — 1,2
mg/l. IYENGAR, WOITTIEZ, 1988; OMS, 1998).

Nos estudos realizados em Campo Grande/MS, conduzidos por Melnikov et
al., sendo o primeiro deles (2007) em maes lactantes no primeiro més pos parto e o
segundo (2009) em criancas, foi observado que as concentracdes plasmaticas de

cobre nessa localidade, também apresentavam-se acima dos valores normais.

A principal via de ingresso de cobre no organismo humano € via oral (OMS,
1998). A variacdo da ingestdo desse mineral depende dos habitos alimentares da
populacdo e da concentracdo de cobre na agua consumida. Contudo, no estudo ja
mencionado referente ao conteldo de cobre na agua dos domicilios, foi
demonstrado que as quantidades do metal sdo praticamente insignificantes
(MELNIKOQV et al., 2007). Portanto, esta via pode ser descartada para os pacientes
do presente estudo, ficando a possibilidade de advir através dos alimentos que
guando cozidos ou armazenados em recipientes de cobre ou latdo, podem estar

contaminados com quantidades significativas deste metal.

No estudo publicado por Altekin et al. (2005), foi evidenciado que em
pacientes com IAM, a elevacdo das concentracdes dos marcadores de necrose
cardiaca mantém uma relacdo direta com a concentracdo do cobre plasmatico, ou
seja, quanto maior a concentracdo da troponina e da CK-MB, maiores as
concentracbes do cobre plasmatico. Relataram também que a concentracao
plasmatica do elemento estd aumentada entre o 1° e o 7° dia do evento agudo,

apresentando declinio gradual, porém né&o alcan¢ando valores normais até o 14° dia.

Nos momentos B1 e SC1 (figura 4), os valores plasmaticos de cobre sao

maiores quando comparados aos niveis iniciais de modo significativo. Ja foi
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Figura 5. Representagdo esquematica da dindamica das concentragdes de cobre. Abreviagdes no texto. (1]) significa o sinal da

variacao.
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demonstrado anteriormente um aumento da concentracdo intramiocérdica de cobre
durante o periodo de clampeamento adrtico durante o procedimento cirdrgico
(ZAMPARELLI et al.,1986; FRASER et al., 1989). Desta forma, é esperado que o
aumento das concentracdes de cobre intramiocardicas, pode levar ao aumento de

seus niveis plasmaticos.

Por outro lado, o incremento do cobre observado ap6s a primeira reperfusdo
(B1 e SC1) pode indicar de forma indireta 0 aumento da concentracdo da enzima
SOD, importante inativadora de radicais livres que, por sua vez, conforme os dados
da literatura, estaria elevada nas condi¢cdes do estresse oxidativo (AL-BADER et al.,
1998). Isto pode ser corroborado pela observacdo do aumento das TBARS ocorrido

neste mesmo momento cirargico (Figura 7).

Assim, nos parece desejavel manter as baixas concentracdes de cobre
durante os periodos de isquemia-reperfusdo que ocorrem durante a cirurgia
cardiaca. Este metal estaria menos disponivel para as reacbes de oxirreducéao,

diminuindo a injaria tissular.

De acordo com a literatura (TORTOLANI et al., 1993; CLERMONT et al.,
2002), a maior producdo miocéardica de radicais livres detectadas em amostras
coletadas do seio coronério ocorre dentro de 3-5 minutos de reperfusdo. Este cobre
excessivo esta diretamente relacionado ao aumento dos radicais OH® e a injuria
tissular presente (POWELL et al., 1991). HA de se considerar também que 0s
radicais livres formados no circuito da CEC, ao passarem pelo miocardio no periodo
de reperfusdo, podem se somar aqueles ali ja produzidos, exacerbando o dano
celular relacionado a isquemia-reperfusdo. Isso € demonstrado por Bolli, (1990).
Dessa forma, o coracéo reperfundido pode néo ser apenas um sitio de producéo dos
radicais livres, mas também representar um alvo daqueles produzido pela circulacdo

sistémica.

De fato, no presente estudo ndo houve diferenca entre as amostras coletadas
concomitantemente no seio coronario (SC1) e na bomba de CEC (Bl1), fazendo
supor que “pool” de radicais livres produzidos na circulagao sistémica nao contribuiu

substancialmente na maior injuria oxidativa no momento da reperfusao.
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Apo6s o primeiro despingamento adrtico, as concentracdes plasméaticas de
cobre diminuem progressivamente até o final da CEC (A2) (Figura 5), porém de
modo estatisticamente ndo significativo. Apesar desta diminuicdo progressiva, foi
evidenciada uma diferenca estatisticamente significativa entre as amostras do seio
coronério e da circulacdo sistémica apds o segundo despincamento adrtico (B2 e
SC2). Isto parece refletir uma mobilizagdo mais lenta do cobre do tecido miocardico
isquémico. Neste momento, deve-se levar em consideracdo que apenas um enxerto
vascular havia sido confeccionado, o que indicaria um menor grau da mobilizacao do
cobre. Realmente, esta possibilidade € corroborada pela diminuicdo mais acelerada
apos o segundo despingamento, onde a reperfusdo torna-se completa pelo término
da confeccdo dos enxertos. Por outro lado, os niveis mais elevados de cobre no
momento SC2, comparadas ao B2 (Figura 5), podem refletir uma maior producéo
local de enzimas antioxidantes contendo cobre como centro metalico ativo, no tecido

recém perfundido.

No que diz respeito a relacdo da concentracéo de cobre pré-isquémico (Al) e
as mensuracfes maximas observadas (SC1), essa proporcao equivale a 1,38. Isto
significa, que no presente trabalho, o surto de cobre durante a isquemia foi minimo
em comparacédo a trabalhos publicados na literatura para os tempos comparaveis da
isquemia (BORENSHTEIN et al., 1997). Isto é uma indicacdo da menor alteracéo

tecidual e, portanto caracteriza que a protecdo miocardica adotada é eficaz.

Em vista destes efeitos, do ponto de vista clinico, a diminuicdo observada nas

concentracbes deste metal apés o primeiro despingamento, é indubitavelmente

positiva.

Sabe-se que o papel do cobre é ambiguo, dependendo da forma ibnica ou
ligada com albuminas transportadoras, em que se apresenta. No entanto, apesar da
elevacdo das suas concentracdes nos diversos momentos da cirurgia, ao final, os
niveis sdo comparaveis ao momento da induc&o anestésica, como segue do mesmo
esquema. Alguns estudos mencionam que o aumento nas concentracdes do cobre
persiste além de 24 horas de pos-operatorio (MELTZER et al., 1980; ZAMPARELLI
et al., 1986, AL-BADER et al., 1998). O fato da concentracao de cobre retornar aos
valores idénticos ao pré-operatorio (Al e A2), indica que 0s processos metabolicos

envolvendo a producéo de radicais livres estdo em declinio.
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Finalmente, Consolo et al., (2008), determinaram as concentracdes de cobre
durante a CEC, em pacientes pediatricos portadores de cardiopatias congénitas
submetidos a correcao cirurgica. Nesta populacdo, mesmo ap0s a correcao para a
hemodiluicdo, as concentracbes de cobre foram menores, indicando certo consumo
nos processos inflamatérios e nas reagbes enzimaticas antioxidantes. Esses
resultados diferem dos apresentados no presente trabalho, e podem ser
provenientes da diferenca dos grupos estudadas, uma vez que nos participantes de
nosso trabalho, o binbmio isquemia-reperfusdo esta presente de forma crénica. Isto
se dé& pelo fato dos pacientes serem portadores de doenca obstrutiva coronariana ha
algum tempo e, além disso, o procedimento cirirgico ser realizado por meio de
pincamento aortico intermitente. Isso implicaria numa mobilizacdo mais rapida e
mais completa dos estoques de cobre em relacdo aos pacientes pediatricos, cujos
mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo ainda ndo estdo adequadamente

aprimorados.
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6.2 ZINCO

E bem conhecido que a concentracdo plasmatica de zinco pode diminuir apos
leséo tissular aguda incluindo o IAM (LINDEMAN et al., 1973). Nesta situacao, as
concentragfes plasmaticas deste metal diminuem no primeiro ou segundo dia apos
0 evento agudo e entdo aumentam alcancando valores normais em 10-14 dias
(LOW; IKRAM, 1976).

Sem duavida, a diminuicdo plasmatica do zinco durante estes processos é
parte da reacdo inflamatéria aguda. O possivel mecanismo supde que as
interleucinas 6 e 8 estimule a producdo de metalotioneinas, responsaveis nédo sé
pela circulacdo deste ion, como também pela sua fixagdo nos tecidos,

empobrecendo o conteudo no plasma.

O intervalo de tempo do evento agudo e a intervencao cirdrgica constituem,
na média, de 7 a 10 dias. Isto é imprescindivel para que o estado do paciente
infartado se estabilize. Nesse periodo, as concentracdes plasmaticas do zinco
podem ou ndo retornar aos niveis anteriores, o que pode ser avaliado pelas

comparacdes dos niveis pré-operatorios com os valores para a populacao em geral.

Nesse trabalho, no momento Al (Figura 6), a concentragdo do zinco foi de

1,06 mg/l, o que corresponde ao intervalo aceito como normal (0,8 — 1,2 mg/l).

E possivel que o periodo de internacdo para estabilizacdo do quadro clinico
tenha reduzido o processo inflamatério agudo desencadeado pela sindrome
isquémica coronariana, que constitui tempo suficiente para normalizacao plasmaética.
Também precisa ser considerado que a permanéncia do paciente em ambiente
hospitalar propicia uma adequada ingestdo alimentar que seria um fator a mais para

estabilizacdo da concentracdo plasmatica desse mineral.

No tempo decorrido entre o inicio do procedimento cirlrgico e 0 primeiro
despingcamento adrtico, ocorre uma elevacdo significativas das concentracdes de
zinco tanto na circulacédo sistémica (B1) como no seio coronario (SC1) (Figura 6).

Conforme os dados disponiveis na literatura relacionados com o trauma proveniente
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Figura 6. Representagdo esquematica da dindmica das concentragdes de zinco. Abreviagdes no texto. (1)) significa o sinal da

variacao.
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do procedimento cirlrgico, era de se esperar que ocorresse neste momento, uma

reducdo nas concentracdes desse elemento (ZAMPARELLI et al., 1986).

Conforme os dados sobre o papel protetor do zinco no caso da reperfuséo
cardiaca, os mecanismos da sua acao fisiologica se realizam ao nivel mitocondrial
(CHANOIT et al., 2008). Ao nivel sisttmico, sabe-se que a manutencdo da
concentragdo de zinco plasmaético é rigorosamente mantida pelo organismo frente as
funcbes que este metal desempenha nas reacgdes enziméticas, ocorrendo sua

mobilizag&o dos tecidos a fim de atender as necessidades metabdlicas.

Realmente, no presente estudo, as concentracdes nos momento B1 e SC1
elevam-se de forma significativa quando comparadas aos niveis iniciais (Figura 6). E
importante ressaltar que as elevadas concentracfes de zinco sdo necessarias para
uma acao antioxidante, sabidamente protetora frente o processo isquemia-
reperfusao (CHANOIT et al., 2008).

Apbs o segundo despingamento (B2 e SC2), as concentracfes ndo variam de
forma significativa (Figura 6), mantendo-se dentro dos niveis normais. Sabe-se que
a CEC com duracdo maior que 120 min desencadeia intensa atividade inflamatoria
devido ao processo isquemia reperfusdo (FRASER et al., 1989; AL-BADER et al.,
1998). Desse modo, isto influenciaria os niveis plasmaticos do zinco, provocando

uma queda significativa.

Nossos resultados mostram que, pelo contrario, tal diminuicdo ndo ocorre.
Este fato provavelmente decorre do tempo de CEC do presente trabalho ser de
apenas 68,1 min. Nessas condi¢cfes, a atividade inflamatéria néo fica exacerbada
pelo tempo de CEC, né&o interferindo nas concentracbes do zinco. Dessa forma,
essa associacao de fatores pode ser extremamente favoravel ao desempenho do

zinco como microelemento com funcao protetora.

Ao final do procedimento cirurgico (A2) (Figura 6), a concentracdo de zinco
continua normal, sendo justificado de forma semelhante, pela discusséo
apresentada anteriormente em relacao ao cobre. Isto pode contribuir, de certo modo,

para que o pos-operatorio evolua de forma favoravel aos participantes do estudo.
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Assim, considerando o papel da CEC na dinamica do zinco, podemos concluir
que este procedimento utilizado pelo periodo reduzido de tempo néo é prejudicial

para os resultados atingidos.
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6.3 TBARS

A reintroducdo de sangue na circulacdo coronariana ap6s periodo de
isquemia produzido pela CEC e pingamento aodrtico pode induzir a formacdo de
estresse oxidativo induzido pelos radicais livres de oxigénio e outras ERMO, que

pode resultar em injaria celular.

Ragab et al. (2005), avaliaram um total de 65 pacientes com angina instavel e
infarto agudo do miocardio, determinaram os niveis de MDA na fase aguda da

sindrome e constataram valores elevados em respeito ao grupo controle.

Os pacientes do presente estudo apresentam niveis normais de MDA (265,1
ng/ml) no tempo Al (Figura 7), indicando que o prévio evento isquémico agudo, ja foi
amenizado. Assim o periodo de estabilizacdo adotado no tratamento clinico do

paciente € essencial para atenuacéo do estresse oxidativo produzido.

Foi demonstrado que, pacientes submetidos a cirurgia de revascularizacéo
miocardica ndo apresentam elevacdo dos TBARS entre a inducdo anestésica e o
inicio da CEC. Isto comprova per si, que o trauma cirirgico ndo é responsavel pelo
aumento do estresse oxidativo (MATATA et al., 2000; CLERMONT et al., 2002;
CONSOLO, 2008). Esta observacdo permitiu, neste trabalho, preterir a dosagem

analitica entre os dois momentos mencionados.

No presente estudo, o conjunto dos resultados foram semelhantes aos dados
previamente conhecidos da literatura. A comparacéo entre dosagens realizadas nos
momentos A1/B1 e A1/SC1 (Figura 7), permite descobrir uma elevacéo significativa
dos niveis de TBARS. Isto pode ser considerado como uma indicacdo de que

circulacao extracorpérea é, de fato, indutor da ativacdo do estresse oxidativo.

A literatura recente traz dados no que diz respeito a relagdo entre estresse
oxidativo, peroxidacao lipidica e dano ultraestrutural miocardico em pacientes com
doenca coronariana crénica, submetidos a cirurgia de revascularizacdo miocardica.
Assim, apds o restabelecimento da perfusdo coronariana, Milei et al. (2007),
realizaram as determinacdes do estresse oxidativo e da lesdo ultraestrutural. Os

autores avaliaram a producdo de TBARS no 5° e 20° min. apdés o despincamento
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Figura 7. Representagdo esquematica da dindmica das concentracées de TBARS. Abreviagdes no texto. (1) significa o sinal da
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aortico, tanto no efluente do seio coronario como na circulacdo sistémica. Foi
observado que, no seio corondrio e na circulagdo sistémica, as concentracdes de
TBARS sédo semelhantes nos dois momentos, concluindo que a producdo miocérdica

isolada de substancias oxidantes nao foi maior que na circulacéo sistémica.

Vale ressaltar que o0 primeiro dagqueles momentos corresponde
aproximadamente ao momento B1 de nosso trabalho, mesmo que tenham tempos
de pincamento aodrticos diferentes. Apesar da técnica adotada ndo ser exatamente a
mesma, os resultados da determinacdo dos TBARS estédo de acordo com os dados

das outras metodologias.

Conforme segue dos resultados obtidos do presente trabalho, na comparagao
entre B1 e SC1, também ndo ha diferenca significativa dos niveis plasmaticos de
TBARS, tanto do sangue da linha venosa como do seio coronario colhidos apés o
primeiro despingamento. Isto demonstra claramente que o pingamento adrtico ndo

eleva o estresse oxidativo sistémico além do ja instalado.

Akila et al. (2007) realizaram um estudo comparando a cirurgia de
revascularizacdo miocardica com e sem circulacdo extracorpdrea em pacientes nao
infartados e com funcdo ventricular preservada. O tempo médio de isquemia
miocardica no grupo “on pump” foi de 44,4 min e o tempo de CEC foi 65,6min. Foi
concluido que nos pacientes submetidos a circulagdo extracorpérea, 0 estresse
oxidativo € maior nesse grupo apés o 15° e 60° min, retornando a valores
semelhantes aos pacientes “off pump” apds 24 horas do desclampeamento adrtico.
Apesar de nao ter sido o intento de Akila et al., ao se analisar minuciosamente seus
resultados, podemos extrapolar os dados contidos nas tabelas publicadas. Isto
permite observar que no subgrupo “on-pump”, 0 5° min de reperfusdo nao apresenta
elevacdo expressiva dos niveis de TBARS, porém o aumento foi progressivo. Isto se
faz de forma mais evidente no 15° e 60° min, sempre apresentando padrdo
ascendente.

Isto diverge do nosso trabalho, uma vez que, nele observa-se uma elevacgao
significativa dos niveis de TBARS apds 4 min de despincamento aortico, tanto na
circulacdo sistémica (linha venosa), como no seio coronario (circulacdo coronaria).
Além disso, o estresse oxidativo é acentuado no segundo momento de reperfusao e

apresenta tendéncia de reducdo apdés 4 min da finalizacdo da circulacédo
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extracorporea (A2) (Figura 7). Essas diferencas podem ser devidas ao fato de que,
no trabalho de Akila et al.,, o tempo médio de isquemia miocéardica foi de
aproximadamente 45 min, enquanto no presente trabalho foi de aproximadamente
20 min. Assim, um maior tempo de isquemia acarretaria uma tendéncia de
perpetuacdo do estresse oxidativo e conseqientemente niveis progressivamente
mais elevados de TBARS. Contudo, esse tenderia a retornar aos niveis basais apds
24 horas de desclampeamento aértico (AKILA et al., 2007).

No presente trabalho ndo foi mensurada a medida de TBARS ap0s 24 horas,
uma vez que o objetivo foi comparar a reperfusdo coronariana com a sistémica, onde
a manutencdo de mais um cateter alocado no seio coronario traria riscos pela maior
invasividade do paciente. No entanto, observou-se uma tendéncia de queda das
concentracbes de TBARS no momento A2, a que provavelmente se manteve, pois
os fatores desencadeantes do estresse oxidativo haviam sido afastados. E possivel
gue os breves episddios de isquemia-reperfusdo imposta pelo pincamento adrtico
intermitente tenham promovido um pré-condicionamento miocéardico (HAUSENLOY,
YELLON, 2009), permitindo dessa forma, uma tolerancia maior ao estresse

oxidativo, e abreviando o tempo de reducao dos niveis de TBARS.

MATATA et al. (2000) compararam em seu estudo, 2 grupos de pacientes
submetidos a revascularizacdo miocérdica, sendo o primeiro sem CEC e o segundo
com CEC em normotermia. O tempo médio de CEC foi de 69min e o tempo de
isquemia miocéardica de 34,2 e 35,6 min nos grupos 1 e 2 respectivamente. Os
autores demonstraram que, nos pacientes submetidos a CEC, as dosagens de MDA
apresentaram padrdao ascendente, com pico na quarta hora ap6s a finalizacdo do

bypass.

No presente trabalho obteve-se um tempo de bypass, em hipotermia,
semelhante ao trabalho anterior (68,1 min.), porém com tempo de isquemia
miocardica menor (19,8 min.). O estresse oxidativo mensurado pelo MDA, no retorno
venoso sistémico apresenta padrdo ascendente entre o0 primeiro e segundo
pincamento adrtico e, sem reducdo significativa até o momento A2 (Figura 7). No
presente trabalho ndo foram medidos os niveis de TBARS apds 4 horas de
finalizacdo do bypass, mas a tendéncia de reducdo, em valores absolutos, nos

permite detectar a normalizacdo, e ndo a perpetuacdo do padréo ascendente como
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ocorreu no trabalho citado. Quando comparamos os momento SC2 e A2 (Figura 7),
confirmamos a tendéncia de reducéo (p<0,05). Essas diferencas podem ser devidas
ao fato de que, a leve hipotermia, como método de atenuacdo do metabolismo
sistémico, diminua o grau de dano provocado pela isquemia-reperfusdo. Portanto, a
utilizacao da referida técnica, necessariamente, repercute na reducédo precoce dos

niveis de malondialdeido.

Em relacdo as comparag@es entre o tempo de pingamento adrtico e os niveis
mensurados de MDA, observamos que ocorre uma maior elevagdo apos o segundo
despincamento, principalmente na amostra do seio coronario (SC2) (Figura 7). Por
outro lado, essas concentracfes se reduzem progressivamente apos a finalizacdo da
CEC. Isto se faz mais evidente quando comparamos os valores de TBARS entre os
momentos SC2 e A2, fazendo supor que 0s mecanismos antioxidantes intrinsecos

do miocardio sdo mais efetivos na atenuacéo do estresse oxidativo.

Outro aspecto a ser ressaltado, € o fato de que nesse momento (A2), o
término da confeccdo dos enxertos permitiu restabelecer o fluxo sanguineo
miocardico dantes comprometido pela coronariopatia. Dessa forma, circulacdo ali
restituida, possibilitou a mobilizacdo ao tecido miocardico isquémico, de todas as
defesas antioxidantes organicas produzidas, possibilitando uma reducdo precoce

dos niveis de malondialdeido.

Dessa forma, podemos constatar que os métodos de prote¢cdo miocardica
ainda merecem ampla discussdo, uma vez que, na maioria dos trabalhos que
abordam o processo isquemia e reperfusao, utiliza-se como metodologia a dosagem
de marcadores de lesdo e necrose miocardica, ou seja, se restringem apenas aos
surtos de hipdxia. Assim, ocorrendo ou ndo a lesdo mediada pela isquemia, a
reperfusdo desencadeara lesdo adicional a ja instalada, acarretando graves
alteracbes de desempenho cardiaco, muitas vezes irreversiveis. Além disso,
também podemos constatar que, as investigacdes no campo da biologia molecular e
atbmica tém por objetivo desvendar o0s processos metabdlicos em sua
microestrutura, no intuito de se descobrir métodos ou mecanismos subcelulares que
permitam bloquear ou amenizar as lesées miocitarias. A metodologia de detec¢céo de

lesGes mediadas pela reperfusdo (TBARS), ainda € um campo a ser explorado pela
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cardiologia. Os elementos cobre e zinco, relativamente faceis de serem dosados,
podem ser utilizados como marcadores de gravidade do estresse oxidativo. A
técnica de pincamento adrtico intermitente proposta em 1987 por BONCHEK &
BURLINGAME, adotada por poucas equipes de cirurgides cardiovasculares, faz com
que os trabalhos seguindo essa técnica, sejam escassos. Apesar disso, as
comparagcdes com os demais métodos, demonstra que o pincamento adrtico
intermitente pode diminuir as lesdes mediadas pela reperfusdo. Nao obstante a isso,
também evidenciamos que, apesar dos diversos métodos de protecdo miocardica, 0
estresse oxidativo sempre ocorrera. Dessa forma, cabe ao cirurgido cardiovascular,
investigar novas formas, artificios ou medicacdes que possibilite a otimizacado das

defesas organicas do proprio paciente diante do estresse oxidativo.

Assim, abre-se um vasto campo de pesquisa, baseada na biologia molecular

e atdbmica, com intuito de diminuir os agravos do binémio isquemia-reperfuséo.
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7 CONCLUSOES

1. As concentracfes plasmaticas do cobre no pré-operatorio foram maiores
em comparagdo com os trabalhos relatados na literatura, confirmando

niveis locais mais altos em Mato Grosso do Sul.

2. A elevacdo das concentracbes de cobre durante a circulacao
extracorpérea foi maior do que aquela prevista para a hemodiluicéo,

indicando o envolvimento dos processos inflamatorios locais.

3. A dindmica das concentragbes de cobre durante a cirurgia de
revascularizacdo miocardica reflete seu papel como elemento traco

fundamental nos processos de estresse oxidativo.

4. O impacto da isquemia-reperfusédo faz com que os niveis de cobre subam
durante a intervengdo cirurgica, voltando aos niveis bésicos devido a

atenuacao do estresse oxidativo.

5. Em contraste com o cobre, o comportamento do zinco reflete o papel

protetor miocardico, pois ndo depende dos processos redox..

6. As concentracfes plasmaticas de zinco no pré-operatdrio concordam com

os dados da literatura para a populacédo geral.

7. Os resultados das dosagens de malondialdeido mostram claramente que,
a revascularizacdo miocardica com circulacdo extracorpérea €
acompanhada de surto de radicais livres com a tendéncia deste diminuir

progressivamente.

8. O comportamento das espécies reativas ao acido tiobarbitarico, apesar
das diferencas nas metodologias, apresenta-se semelhante, indicando que

0 estresse oxidativo € um componente patofisiolégico inevitavel.
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