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RESUMO

Ativacio linfocitaria durante a cirurgia de revascularizacio miocardica:

Papel da Circulacdo Extracorporea

Candidato: Celso Blacher

Orientador:  Jorge Pinto Ribeiro

Introdugdo: Sabe-se que a cirurgia de revascularizagdo miocardica esta associada com
alteracdo dos mediadores inflamatdrios e da funcdo imunitaria, com ativagcdo precoce dos
linfocitos que poderia ser responsavel pela linfopenia e diminui¢do da atividade dos
linfocitos no pos-operatdrio. A elevagdo enzimatica estd diminuida na cirurgia sem
circulagdo extracorporea mas este achado ndo estd associado a melhor evolucdo clinica.
Nesta tese, testamos a hipotese de que a cirurgia de revascularizagdo miocardica realizada
sem circulacdo extracorpérea pode levar a uma ativagdo linfocitaria de menor intensidade
do que a cirurgia com circulagdo extracorporea.

Métodos: A resposta da ativacdo linfocitaria foi estudada durante o periodo trans e pos-
operatério em 28 pacientes randomizados para cirurgia de corondria sem circulaciao
extracorporea (n=13) ou cirurgia convencional com circulagdo extracorporea (n=15),
utilizando citometria de fluxo para determinar a expressdo de CD25, CD26, CD69 e DR em

linfocitos T (CD3+) e B (CD19+), em sangue periférico. No mesmo periodo foram

10



realizadas dosagens de troponina I por quimioluminescéncia e realizado ecocardiograma
uni-bidimensional antes e apds a cirurgia.

Resultados: Nao houve diferenga estatisticamente significativa para nenhum dos
marcadores de ativacao linfocitaria quando comparados os grupos operados sem ou com
circulacao extracorporea (ANOVA bicaudal para medidas repetidas, p>0,05). Considerando
todos os pacientes estudados, houve uma elevagao da expressdao proporcional de CD25 e
CD69 em linfocitos T (CD3+) e B (CD19+). Nos linfécitos T, o valor proporcional médio
mais elevado (+ EP) de CD69 foi observado 6 horas apos terem sido completadas as
anastomoses (+75 + 476%) e CD25 teve uma eleva¢do mais gradual, com o pico de seu
valor médio (+48 + 24 %) ocorrendo 24 horas ap6s a revascularizagdo. Em linfocitos B, o
pico do valor médio de CD69 (+104 + 269 %) ocorreu também apos o fim das
anastomoses. CD25 teve seu pico de valor médio (+150 + 773 %) 112 horas apos a
revascularizagdo e seu ultimo valor medido ainda estava elevado. A expressao de CD26 em
linfocitos T teve um aparente declinio nos seus valores proporcionais médios (-42 + 32 %)
12 horas ap6s o fim das anastomoses. Nao houve diferenca significativa na elevagao
enzimatica entre os dois grupos (teste estatistico >0,05). No ecocardiograma, o grupo
operado sem circulagdo extracorporea apresentou diminuicdo do volume diastolico
(p=0,001) de da fracdo de ejecao (P=0,012), enquanto no grupo com circulagdo
extracorporea, diminuiram os volumes diastolico (p=0,006) e sistolico (p=0,01).
Conclusodes: 1) Comparando a cirurgia de revascularizacdo miocardica com circulagao
extracorpoérea, a cirurgia sem circulagao extracorpdrea nao reduz a ativacao dos linfocitos.
2) A cirurgia de revascularizagcdo miocardica produz uma ativagdo precoce dos linfocitos,

com aumento da expressdo de CD69 e CD25 em linfocitos T (CD3+) e B (CD19+), em
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sangue periférico. A elevagdo precoce de CD69, e elevacdo mais tardia de CD25, pode
indicar duas partes de uma seqiiéncia de ativacao linfocitaria. 3) O comportamento das
enzimas cardiacas e dos achados ecocardiograficos ndo sugere beneficio da cirurgia sem

circulagdo extracorpodrea sobre o dano miocardio.
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ABSTRACT

Lymphocyte activation during coronary artery bypass: the role of extra

corporeal circulation

Doctoral Candidate: Celso Blacher

Adyvisor: Jorge Pinto Ribeiro

Background: Coronary artery bypass surgery is known to be associated with alteration of
inflammatory mediators and immune function, with early phase lymphocyte activation, that
could be responsible for postoperative lymphopenia and lymphocyte unresponsiveness.
There is lower enzymatic elevation in of-pump surgery but it is not associated with better
clinical outcome. In this thesis, we test the hypothesis that off- pump coronary bypass
surgery might result in less lymphocyte activation than on-pump coronary surgery. The
influence of extra corporeal circulation on myocardium is evaluated by the evolution of
cardiac enzymes (troponin I) and echocardiographic findings. We also study lymphocyte
activation markers behavior during trans and post-operative period.

Methods: We studied lymphocyte activation response during the operative and post-
operative period in 28 patients randomized to off-pump coronary surgery (n = 13) or
conventional on-pump coronary surgery (n = 15) using flow cytometry to determine
expression of CD23, CD25, CD26, CD69 and DR on T (CD3+) and B (CDI19+)

lymphocytes in the peripheral blood. At the same period, blood samples where tested for
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troponin I by chemo luminescent method. Uni-bidimentional echocardiograms where done
previously and after surgery.

Results: There were no significant differences in any of the lymphocyte activation markers
off-pump compared to on-pump coronary surgery (2 way ANOVA for repeated measures,
P > 0.05). Considering all patients studied, there was an elevation of the proportional
expression of CD69 and CD25 in T (CD3+) and B (CD19+) lymphocytes. In T
lymphocytes, the higher proportional median value (+ SE) of CD69 was observed 6 hours
after completion of anastomosis (+75 + 476 %), and CD25 had a more gradual elevation,
with its peak median value (+48 + 24 %) occurring 24 hours after revascularization. In B-
lymphocytes, CD69 peak median value (+104 + 269 %) occurred also 6 hours after the end
of anastomosis. CD25 had its peak median value (+150 + 773 %) 12 hours after
revascularization and its last measured value was elevated. The expression of CD 26 in T
lymphocytes had an apparent decrease in proportional median values (-42 + 32 %) 12 hours
after end of anastomosis. There were no significant differences in enzymatic elevation
between groups. By echocardiography, off-pump patients presented reduction of diastolic
volume (p=0,001) and ejection fraction (p=0,012), and on-pump presented reduction of
diastolic (p=0,006) and systolic (p=0,01) volumes).

Conclusions: 1) Compared to on-pump cardiopulmonary bypass, off-pump surgery does
not reduce lymphocyte activation. 2) Coronary bypass surgery results in early activation of
lymphocytes, with increased expression of CD69 and CD25 on T (CD3+) and B (CD19+)
peripheral blood cells. The early elevation of CD69, and late elevation of CD25, may

indicate two parts of a sequence of lymphocyte activation. 3) Cardiac enzymes and
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echocardiographic measurements behavior do not suggest better results on myocardial

damage with off-pump surgery.
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Cirurgia de Revascularizagao Miocardica Sem Circulagao

Extracorpérea: uma técnica em busca de evidéncias

Introducao

O grande impulso da cirurgia de revascularizagdo miocéardica se deu a partir da
publicagio da experiéncia de Favaloro ' com o uso de pontes de safena, em 1968, tendo, a
partir de entdo, se tornado rapidamente uma das cirurgias mais realizadas em todo o mundo.
A morbidade e mortalidade desta cirurgia sdo, em grande parte, atribuidas ao uso da
circulagdo extracorpérea (CEC), a parada cardiaca total e a hipotermia. Existe preocupacao
com a liberagdo de micro€émbolos, com a resposta inflamatoéria sistémica, a hemodiluicdo, a
heparinizac¢do, a depressdo miocardica pds-reperfusdo e problemas cicatriciais motivados
pela hipotermia 2. J4 no inicio da década de 70, alguns autores apresentavam sua
experiéncia com a técnica da cirurgia de revascularizagdo miocardica (CRM) sem a
utilizagdo da CEC, tentando evitar os problemas a ela relacionados, principalmente para
revascularizagdo da artéria descendente anterior ¢ da coronaria direita 34 Em 1984, Akins
et al > apresentaram um trabalho onde avaliaram a movimentagdo do septo ventricular pos-
CRM com e sem CEC. Todos os 11 pacientes operados com CEC apresentavam alteracao
da mobilidade do septo, enquanto no grupo operado sem CEC, apenas 1 de 11 pacientes
teve 0 mesmo comportamento. Apesar do otimismo destes pioneiros quanto ao futuro da
CRM sem CEC, havia ja a preocupagdo com a necessidade de obtengdo de dados sobre

resultados, especialmente em longo prazo, que comprovassem ser esta técnica comparavel a
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cirurgia realizada sob CEC *,

Com o aprimoramento ¢ melhor dominio da CEC e preservacdo miocardica, a cirurgia
sem CEC ficou praticamente abandonada, tendo a quase totalidade dos cirurgides optado
pela cirurgia convencional, que proporciona condi¢des técnicas muito mais favoraveis e
cujos resultados estdo completamente estabelecidos . A CRM sem CEC ¢ realizada sem
parada cardiaca, o que cria duas dificuldades para o cirurgido: o movimento constante da
coronaria dificulta as anastomoses e, nas intervengdes sobre a parede posterior do coragao,
ha necessidade de desloca-lo, o que provoca queda importante da pressio arterial °.

No inicio da década de 90, dentro de um amplo movimento ocorrido na cirurgia
cardiaca, direcionado a simplificar os procedimentos, tornando-os mais efetivos e, ao
mesmo tempo, diminuindo custos, retornou o interesse para a realizagdo de cirurgias sem
CEC. Para isto favoreceram o surgimento de novas drogas, de dispositivos que auxiliam a
resolver os problemas da técnica cirurgica e a motivacdo da experiéncia de mais de uma
década apresentada por dois servicos da América Latina, abrangendo mais de 1000
pacientes selecionados em cada uma das instituicdes . Neste artigo, revisamos as
evidéncias atualmente disponiveis de estudos clinicos e mecanisticos que avaliaram o

desempenho da cirurgia de revascularizacdo miocardica sem CEC.

Estudos Clinicos

Na experiéncia de inicial de Benetti et al °, em Buenos Aires, 700 pacientes foram
operados sem CEC entre 1978 ¢ 1990, com mortalidade operatéria de 1% e sobrevivéncia

em 7 anos de 90%. Houve menor uso de sangue e menor custo do que nas cirurgias usuais.
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A cirurgia foi entdo proposta principalmente para pacientes de alto risco, acima de 70 anos,
com doengas associadas, ou com infarto agudo do miocardio prévio. No Brasil, Bufollo et
al ® relataram 1274 pacientes submetidos a CRM sem CEC no periodo de 1981 a 1994, com
mortalidade de 2,5%. Um subgrupo de 378 pacientes foi comparado com 689 pacientes
operados com CEC e houve menor incidéncia de arritmias, complicagdes pulmonares e
neurolégicas no grupo operado sem CEC. Os autores consideraram a CRM sem CEC
justificada, segura e, principalmente, economicamente vantajosa. Sugeriram que esta
técnica favorecia principalmente pacientes com risco elevado, déficit de fungdo renal,
problemas respiratorios, idade avangada, acidentes cérebro-vasculares e outras doengas
sistémicas. O mesmo grupo ainda publicou sua experiéncia com a cirurgia sem CEC no
subgrupo etario acima de acima dos 70 anos ° e voltou sua atengdo especificamente para as
complicagdes neurologicas da cirurgia de revascularizagdo miocardica, sempre
demonstrando uma convic¢do muito grande nos resultados favoraveis da cirurgia sem CEC
10,1 l.

Vérios outros servicos relataram experiéncia com a cirurgia sem CEC, reafirmando os
resultados favoraveis em relagdo a complicagdes respiratorias, hematologicas, neurologicas
e renais '>'°. Ha relato de diminuigdo de fibrilagdo atrial, tempo de ventilagio mecénica,
reoperagdo por sangramento, infarto pré-operatorio -, além de vantagens econdmicas no
periodo hospitalar '*. Os pacientes de mais alto risco mostraram menor mortalidade . Uma
analise do banco de dados da Society of Thoracic Surgeons, que revisou 118.140 cirurgias

r

de revascularizagdo miocardica, sendo 9,9 % das cirurgias realizadas sem CEC, ¢

16

atualmente o maior estudo observacional ja publicado Os autores relatam uma

mortalidade de 2,9% com CEC ¢ 2,3% sem CEC (razdo de chances [RC] de 0,81, intervalo
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de confiangca de 95% [IC] 0,70-0,91; p<0,001). Além disso, pacientes operados sem CEC
apresentaram 10,6 % de complicagdes maiores, enquanto aqueles operados com CEC
tiveram complicagcdes maiores em 14 % dos procedimentos (RC = 0,77, IC 95% = 0,72-
0,82; p<0,0001). Os autores concluiram que a cirurgia sem CEC associou-se a uma reducao
do risco ajustado de mortalidade, de acidentes vasculares encefalicos, de insuficiéncia
respiratoria, reoperacdo por sangramento e insuficiéncia renal, além de associar-se com
reducdo do tempo de permanéncia hospitalar pos-operatorio '°. Os resultados encontrados,
apesar de estatisticamente significativos, devem ser melhor avaliados quando a sua validade
clinica pois, eles determinam que necessitariamos utilizar a técnica sem extracorpérea em
167 pacientes para evitarmos uma morte ¢ em 28 pacientes para diminuirmos um evento
considerado complicacdo maior. Esta publicagdo, mesmo sendo de extrema importancia,
ainda ndo tem respostas definitivas, principalmente por se tratar de um estudo retrospectivo
observacional, com todas as limitagcdes inerentes a esta metodologia, além de ndo poder
responder as questoes referentes ao risco de reoclusdo tardia dos vasos e necessidade de
reintervengdo. Outra avalia¢do anterior, que utilizou um numero menor de pacientes, com
critérios semelhantes ao dos utilizados para a formagao do banco de dados da Society of
Thoracic Surgeons, também encontrou risco imediato menor nos pacientes operados sem
CEC, principalmente para aqueles classificados como de risco mais elevado. O
acompanhamento posterior, porém, registrou tendéncia de indices mais elevados de
recorréncia de angina e procedimentos de reintervencio .

Gundry também reforga a necessidade de se obter resultados de acompanhamento em
longo prazo, apoiados em experiéncia pessoal com 47 pacientes operados sem CEC e que,

apds um aparente bom resultado inicial, tiveram uma evolugdo posterior com nimero
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r1: . 1 .
elevado de 6bitos e retornos precoces por angina /. Nos pacientes deste grupo, que foram
estudados com cinecoronariografia, houve um niimero elevado de estenoses nos locais das
anastomoses ou relacionadas aos procedimentos destinados a estabilizagdo dos vasos
durante a cirurgia .

Cirurgides brasileiros, além daqueles pioneiros anteriormente citados, também tém se
dedicado a cirurgia de revascularizagdo miocardica sem CEC e relatado aspectos de sua

18-21 . . . ~ . ,qe
21 Neste contexto, a cirurgia de revascularizagio miocardica

experiéncia com a técnica
sem CEC se mostra cada vez mais um procedimento capaz de trazer muitos beneficios aos
pacientes que necessitem do implante cirtirgico de enxertos coronarianos. Entretanto, o
entendimento completo sobre a seguranga e efetividade desta proposta ainda carecia de
ensaios clinicos randomizados, de grande porte e com desfechos clinicos relevantes, como
mortalidade e necessidade de reoperacdo, que abrangesse um longo periodo de
acompanhamento pos-operatorio.

Recentemente, foi publicada a andlise combinada dos ensaios clinicos ingleses
BHACAS 1 ¢ 2 *, que randomizaram pacientes para cirurgia com ¢ sem CEC. No
BHACAS 1, foram excluidos pacientes com infarto do miocardio no més anterior e aqueles
para os quais estava indicada revascularizacdo do ter¢o distal da artéria circunflexa,
enquanto no BHACAS 2 estes pacientes foram incluidos. No primeiro ensaio, os critérios
de entrada limitaram o recrutamento a 37 % dos pacientes triados, enquanto no segundo
ensaio o recrutamento aumentou para 63 % dos pacientes triados. Na andalise conjunta dos
ensaios, que incluiu 401 pacientes, a revascularizacio sem CEC resultou em menor

incidéncia de fibrilagcdo atrial e de infecg¢do toracica, redugcdo do uso de inotropicos e

transfusdo sanguinea e menor tempo de internagdo. Em um acompanhamento médio de 25
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meses no primeiro ensaio ¢ 14 meses no segundo ensaio, nao houve diferenga significativa
no desfecho combinado de mortalidade ou novo evento cardiaco, porém as tendéncias
favoreceram a cirurgia sem CEC. Os resultados combinados destes dois ensaios
representam a informacgdo cientifica de maior impacto clinico atualmente disponivel na
literatura, entretanto o tamanho da amostra total desta analise ndo tem poder estatistico
definitivo para estabelecer superioridade ou mesmo ndo inferioridade entre as duas
estratégias cirargicas.

Dados preliminares do ensaio clinico PRAGUE-4, (Widiminsky et al. Congresso da
Sociedade Européia de Cardiologia. Berlin, 2002), que randomizou 400 pacientes
consecutivos para cirurgia de revascularizagdo com e sem CEC, apresentaram resultados
semelhantes. Dos 208 pacientes randomizados para revascularizacdo sem CEC, 84% foram
submetidos ao procedimento, tendo os demais cruzado para cirurgia com CEC. A cirurgia
sem CEC associou-se com menor perda sanguinea, menor tempo de entubagdo e de
internacdo na unidade de terapia intensiva ¢ menor custo. Além disso, houve tendéncia a
menor incidéncia de eventos clinicos, porém sem significancia estatistica. Finalmente,
dados preliminares de outro ensaio clinico ingl€s sugerem menor paténcia de enxertos em 3
meses nos pacientes operados sem CEC, quando comparados aqueles submetidos a cirurgia
com CEC *. Portanto, até o momento a CRM sem CEC ainda nio é uma proposta
totalmente estabelecida e muitas questdes continuam pendentes, tanto em relagdo a aspectos
puramente técnicos quanto aos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos.

Uma das maiores preocupagdes relacionadas a CEC ¢é o processo inflamatério por ela
desencadeado. O trauma cirtrgico ¢ a CEC ativam a resposta inflamatdria sist€émica (RIS),

caracterizada por alteragdes clinicas na func¢do ventricular, pulmonar e renal, disturbios da
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coagulacdo, suscetibilidade a infecgoes, alteracao da permeabilidade vascular e acimulo de
, . . , . . e yqe D4 . ,

liquidos no intersticio, leucocitose, vasoconstric¢do e hemolise 30 Morbidade grave ¢ rara
nesta situacdo (1-2%), mas a maioria dos pacientes submetidos a CEC apresenta algum

2431

grau de disfuncao . Poderia se supor que a CRM realizada sem CEC evitaria todos estes

transtornos fisiopatoldgicos.

Resposta Inflamatoéria Sistémica

A RIS, durante a cirurgia cardiaca, pode ser iniciada pelo contato do sangue com
superficies ndo endoteliais, por desenvolvimento de isquemia e lesdo de reperfusdo e pela
presenca de endotoxemia. Os trés mecanismos estdo presentes simultaneamente e
contribuem para o desenvolvimento dos processos humorais e teciduais que levam a RIS **.

A inflamacao ¢ uma resposta protetora do organismo que normalmente se desenvolve
apo6s lesdo tecidual, como mecanismo de defesa que visa destruir o agente agressor € o
tecido lesado e pode, muitas vezes, desencadear respostas exageradas, com o recrutamento
do sistema de ampliacdo humoral do sistema imune **"*%. O sistema de ampliacio humoral
¢ composto por proteinas plasmaticas que respondem a estimulos inflamatorios com auto-
perpetuacdo e amplificacdo das reagdes organicas e ¢ constituido por quatro vias principais:
a cascata da coagulacdo, a cascata fibrinolitica, o sistema calicreina e o sistema
complemento *.

As cascatas da coagulagdo e fibrinolitica e o sistema da calicreina sdo ativados pelo
contato do sangue com as superficies nao endoteliais da CEC e apresentam uma intima

25,26 0O

relacdo entre as ativacdes dos seus sistemas sistema complemento é ativado por
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lesdes traumaticas, infecgdes ou exposi¢des a corpos estranhos % Sua ativagio ocorre em
procedimentos com ou sem CEC, porém esta tltima estd associada a uma elevagdo mais
expressiva dos de alguns dos seus componentes >%73%33,

As citocinas sdo proteinas soliveis que cumprem um papel de estabelecer comunicagao
entre os varios elementos do processo inflamatério e sdo produzidas por linfocitos,
monocitos, macréfagos, fibroblastos e outras células e, pelo seu papel de ligagdo, sdo

25,28

conhecidas também como interleucinas (IL) A liberagdo de C5a pelo sistema

complemento estimula a produgao de citocinas e a ativagdo dos leucocitos 26:27,32,33

As principais citocinas envolvidas na resposta inflamatoria pos-CEC sao a IL-8, IL-6,
IL-1 e IL-10 2277238 Ag alteragdes da concentracdo de fator de necrose tumoral (FNT)
ainda sdo controversas > ’. A IL-1 e o ENT promovem importantes respostas biologicas as
endotoxinas das bactérias gram-negativas ***°***. Sua acdio provoca febre, liberagio de
neuropeptideos, ativacdo da célula endotelial, hipotensdo, depressdo miocardica e estado

i1 . . . . 25,26,39-41
catabdlico, manifestagdes tipicamente associadas aos quadros de sepse A

endotoxina tem sido identificada em pacientes submetidos & CEC ***!

e acredita-se que sua
presenga esteja associada ao aumento da permeabilidade da barreira intestinal por
hipoperfusdo durante o procedimento, permitindo translocac¢ao bacteriana para a circulacao
) . . . A - . 250732,40-42
porta, liberagcdo de endotoxinas na circulagao sistémica e ativagao das citocinas .
A IL-6 ¢ um mediador da reacdo inflamatoria e sofre controle pela IL-1. Esta IL tem
sido utilizada para avaliacdo quantitativa do processo inflamatorio em pacientes submetidos
S [ ’ 25-2
a CEC por sua caracteristica de se alterar agudamente em resposta aos estimulos 7. Pela

sua reposta aguda a lesdo tecidual, a elevacdo sérica da IL-6 foi associada a morbi-

mortalidade ap6s trauma, queimaduras e cirurgias eletivas . A IL-8 estimula a migracio
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transendotelial dos leucocitos e sua degranulacdo, podendo alterar a permeabilidade
, 2 . ~ , . . y .
vascular pos-CEC *>*’. Sua origem ndo esta bem definida mas parece ser dos eritrocitos,

importantes depositos desta citocina *’.
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Tabela I: Citocinas em Cirurgia de Revascularizagdo Miocardica sem CEC

Marcadores Resposta
Autor n Delineamento Estudados Inflamatoéria
Fransen, 1988 (43) 16  naorandomizado IL-6 s/ diferenga
Brasil, 1998 (45) 20  naorandomizado FNT menor s/ CEC
Wan, 1999 (46) 44  nao randomizado IL-6, IL-8, FNT, menor s/ CEC
complemento
Striiber, 1999 (47) 24 nao randomizado IL-6, IL-8, FNT, menor s/ CEC
complemento
Matata, 2000 (48) 20  randomizado IL-8, FNT, menor s/ CEC
complemento
Ascione, 2000 (49) 60  randomizado IL-8, complemento  menor s/ CEC
Schulze, 2000 (51) 26  randomizado IL-2, IL-6, FNT menor s/ CEC
Czerny, 2000 (52) 30  randomizado IL-6, IL-10, ICAM-1 s/ diferenca

n: namero de pacientes, IL: interleucina; FNT: fator de necrose tumoral; CEC: circulacao

extracorporea

25



A dosagem de elementos relacionados a RIS pode nos dar informagdes sobre diferengas
eventualmente existentes na atividade inflamatoria de pacientes operados com ou sem a
utilizacdo de CEC. A Tabela I apresenta os resultados de diversos estudos que avaliaram a
resposta de citocinas durante cirurgia de revascularizagdo miocardica. Fransen et al *
estudaram 8 pacientes submetidos a CRM sem CEC e 8 pacientes operados com CEC.
Foram medidos a proteina de permeabilidade bactericida, como indicador de ativagao dos
neutrofilos, a interleucina 6, como indicador de fase aguda de resposta inflamatoria, a
proteina de ligagdo de lipopolissacarideos e proteina C reativa, como parametros de
resposta inflamatoria aguda. Os autores encontraram que a liberagdo de proteina de
permeabilidade bactericida pelos granulos leucocitarios aumentou marcadamente nos
pacientes que utilizaram CEC, mas nao no grupo operado sem CEC. O aumento dos fatores
de fase aguda foi semelhante em ambos os grupos. Os autores concluiram que a resposta
inflamatoria aguda ¢, em verdade, causada predominantemente pelo proprio procedimento
cirargico, enquanto a ativacdo leucocitaria so ocorre quando ha utilizagdo da CEC *. Em
nosso meio, ja houve a preocupagdo de estudar a relagdo entre os achados de ativacao
inflamatoria avaliados pela liberacdo de fator de necrose tumoral alfa (FNT-y) e as
alteracdes da fun¢do ventricular na cirurgia de revascularizacdo miocardica com CEC.
Savaris et al ndo demonstraram um papel importante da atividade inflamatoria sobre as
alteracdes funcionais do coragdo relacionadas a cirurgia *_Por outro lado, Brasil et al,
encontraram menor elevagio de FNT-y em pacientes submetidos a cirurgia sem CEC *

Em outro estudo, um grupo de 44 pacientes submetidos a cirurgia com e sem CEC foi

estudado com dosagem seriadas de niveis plasmaticos de fator de necrose tumoral, IL-6,
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IL-8, IL-10, CK-MB e troponina I. Os niveis plasmaticos de IL-8 ¢ IL-10 foram menores
no grupo operado sem CEC, e os valores de troponina I se elevaram mais neste grupo,
sugerindo que a cirurgia sem CEC esta associada a uma menor resposta das citocinas e
menor dano miocardico do que a cirurgia convencional *°. Resultados semelhantes foram
relatados por Strilber et al, que estudaram em seus pacientes IL-6, IL-8, FNT-y e
complemento sérico *’. Também o estudo de Matata et al, utilizando complemento sérico
C3a, IL-8, FNT-y, e sE-selectina, concluiu que a cirurgia sem CEC reduz o stress oxidativo
e a reacdo inflamatéria associada ao procedimento de circulagdo extracorporea 8- Ascione
et al encontraram redugdo da atividade inflamatoria avaliada por liberacdo de citocinas,

, e . ~ , 4
complemento sérico e ativagdo dos neutrofilos *~°

e do comprometimento miocardico,
avaliado pela liberagdo de troponina I, nos pacientes sem CEC comparados com pacientes
operados com CEC. Schulze et al °' avaliaram a resposta inflamatéria em 26 pacientes
através de TNF, IL-2 e IL-6 tendo como resultado uma ativagdo menor nos pacientes
operados sem CEC. Outro estudo, que avaliou IL-6, IL-10, ICAM-1, P-selectina e as
enzimas cardiacas mioglobina, CPK_MB, e troponina I em um grupo de pacientes de baixo
risco, ndo mostrou diferenca entre os grupos em relagao aos marcadores inflamatorios, mas
foi registrada elevagdo enzimatica mais acentuada no grupo que usou CEC. Os autores
concluem que, em pacientes de baixo risco, o processo inflamatorio ndo ¢ diferente nos dois
grupos ¢ que o menor dano miocardico registrado nas curvas enzimaticas seria decorrente
das diferencas no processo de isquemia miocardica durante o implante dos enxertos >>.

Em resumo, ndo tem sido encontrada diferenga de niveis de IL-6 nos trabalhos que

comparam cirurgia sem CEC e com CEC >, o que se justifica por ser a IL-6 mais do que
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um indutor, um marcador do dano tecidual. A liberacdo da IL-8 ¢ menor na cirurgia sem
CEC e se correlaciona com os niveis mais baixos de troponina no pos-operatério . A
cirurgia sem CEC também esta associada 4 maior libera¢io de IL-10 | que possui efeito
antiinflamatério e a¢do protetora do miocardio reperfundido >,

Embora existam evidéncias crescentes de que a cirurgia sem CEC esteja associada com
niveis circulantes de mediadores inflamatorios inferiores ao da cirurgia com CEC, a falta de
estudos randomizados criteriosamente controlados faz com que ndo se tenha ainda
conclusdes firmes em relacdo a extensdo com que estas alteragdes se traduzem em
vantagens clinicas significativas >*. Alguns estudos ndo conseguiram confirmar estes dados
e apresentam resultados conflitantes. Também os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos

sdo complexos e ndo totalmente esclarecidos.

Ativac¢ao de Linfocitos

Outra forma de avaliar o processo inflamatério ¢ pelo estudo dos linfécitos. Estas
células assumem um papel importante desde que se iniciam os mecanismos inflamatorios.
Os linfocitos existem na corrente sangiiinea e nos tecidos sob formas inativas e, quando em
contato com substancias estranhas, sofrem um processo de multiplicagdo e diferenciacao
que os transformam de células ativas, com capacidade de executarem fungdes especificas.
Os linfécitos se dividlem em células B, cuja fungdo principal é a produgdo de
imunoglobulinas (anticorpos) e linfécitos T, que, por sua vez, sdo de dois tipos. Os
linfocitos T auxiliares, que atuam sobre outros tipos de células, promovem sua proliferagao,

maturagdo e outras fungdes imunologicas. Por exemplo, linfocinas especificas secretadas
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por estas células sao muito importantes para controlar a atividade das células B, macrofagos
e linfocitos T citotoxicos. Os linfocitos T citotoxicos identificam e eliminam células que
expressem moléculas estranhas em sua superficie. Os linfocitos dos varios tipos sdo muito
semelhantes e de dificil diferenciagdo pelas técnicas histoquimicas usuais mas sao
facilmente individualizados por técnicas surgidas mais recentemente, que permitem a
identificacdo das proteinas de sua superficie > .

As proteinas de superficie dos linfocitos determinam o tipo e func¢do das células. Por
exemplo, os linfocitos T caracteristicamente expressam o complexo protéico CD3, os
linfocitos T auxiliares expressam a proteina CD4 e os linfocitos T citotoxicos expressam a
proteina CD8. Algumas das proteinas de superficie sdo expressas apenas quando os
linfocitos sdo ativados, ndo sendo possivel a sua identificacdo em células que estdo em
estado de repouso, inativas. Esta propriedade nos assegura uma ferramenta capaz de avaliar
o inicio da atividade imunoinflamatéria pelo surgimento, na corrente sangiiinea, de
linfocitos que expressem as “proteinas de ativagio” >°.

A preocupagdo com a atividade imunologica na cirurgia cardiaca com e sem CEC vem

1 °® avaliaram a atividade dos linfocitos em

de longa data. J& no inicio dos anos 80, Petri et a
8 pacientes submetidos a cirurgia cardiaca. Na época, era comum a cirurgia valvular
fechada e alguns pacientes realizaram este tipo de procedimento, portanto sem a utilizacao
de circulagdo extracorporea. Dentro da metodologia entdo disponivel, os autores relataram
uma diminui¢do da atividade linfocitaria, que era mais acentuada nos primeiros trés dias

apos a cirurgia, retornando, apos, a valores normais. O retorno a normalidade se processava

de maneira mais lenta nos pacientes submetidos a procedimentos com coragao aberto do
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que nos submetidos a cirurgia com coragdo fechado, sugerindo que a circulacio
extracorpdrea pudesse ser responsavel por uma acentuagdo do fenémeno relatado *°.

O estudo “in vitro” da atividade linfocitéaria pela resposta mitogénica, em 47 pacientes
levados a cirurgia de revascularizagdo miocardica com CEC, também mostrou diminui¢ao
da atividade celular apds a cirurgia. Os autores relataram que a atividade alterada dos
linfocitos no seu estudo parecia estar relacionada a CEC e se acentuava nos pacientes que
recebiam transfusdes sangiiineas. Manifestaram ainda sua preocupacdo por ser a ativacao
dos linfécitos uma capacidade essencial no processo inflamatério e na defesa contra
organismos estranhos. Apesar disto, ndo foi encontrada relagdo entre a diminuicdo da
atividade linfocitaria e achados clinicos indicativos de infec¢do .

De Angeli et al também manifestaram sua preocupacdo com as alteragdes induzidas
pela CEC sobre o sistema imune ¢ o risco de infecgdo °. Estudaram os efeitos da cirurgia
cardiaca sobre a imunidade mediada por células em dois grupos de pacientes, um grupo que
foi submetido a CEC com duragdo de até 100 minutos e outro com CEC de duragdo maior
que 100 minutos. Houve redugdo do numero percentual de linfocitos que foi mais
acentuada no primeiro dia apds a cirurgia. Os linfocitos T diminuiram apds o procedimento,
normalizando até o sétimo dia pos-operatorio. A diminuicao se deu predominantemente as
custas de linfocitos auxiliares. As alteracdes da atividade dos leucocitos se prolongaram por
mais tempo no grupo de pacientes que tiveram tempo de CEC prolongado *.

Misoph et al estudaram a ativacdo dos leucdcitos por citometria de fluxo em 27
pacientes submetidos a cirurgia de revascularizagdo miocardica sob CEC *. Houve um
aumento dos leucécitos durante a CEC com marcada leucocitose no periodo pos-operatorio.

Os linfocitos se elevaram no inicio da CEC, a que se seguiu uma significativa queda,
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predominantemente as custas de linfocitos B e linfocitos T citotoxicos. Em contraste, a
linfopenia encontrada 8 horas apds a inativagdo da heparina era predominantemente
relacionada a diminui¢do dos linfocitos T auxiliares, sugerindo uma resposta imune
especificamente relacionada a este tipo de célula. Como os linfécitos comegam a cair
apenas depois de iniciada a CEC, os autores consideraram que a destruicao dos linfécitos
pelo circuito do sistema seria uma das principais causas de linfopenia. Esta linfopenia, por
ser transitoria, provavelmente ndo traria necessariamente conseqiiéncias negativas para o
paciente e poderia, até mesmo, representar uma reacio fisiologica apropriada >’ .

Uma publicagdo bem recente avaliou, por citometria de fluxo, a expressao de antigenos
de ativacdo precoce em pacientes submetidos a cirurgia de revasculariza¢gdo miocardica
com CEC (6 pacientes) e pacientes submetidos a cirurgia de carcinoma de eséfago (8
pacientes). Houve aumento da ativacao linfocitaria no periodo pds-operatorio, que foi mais
evidente nos linfocitos T auxiliares do que nos linfocitos T citotoxicos. Os autores
concluiram que a cirurgia de revascularizacdo miocardica aumenta a ativacdo dos linfocitos
e propdem que a linfopenia encontrada apds a cirurgia possa ser decorrente de apoptose
desencadeada pela ativacio celular .

A ativacdo dos linfocitos estd intimamente relacionada com a liberagdo das citocinas. A
IL-1 beta, IL-6, IL-8 e FNT atuam no sistema imune inato, ndo especifico. A IL-2 e IL-12,
que sdo importantes para a ativagdo dos linfocitos T auxiliares do tipo 1, estdo diminuidas
apos a cirurgia cardiaca. Em contraste, IL-10 e o fator de crescimento beta, essenciais para

a resposta imune antiinflamatoria ou humoral, mediada pelos linfocitos T auxiliares do tipo

~ 1
2, estdo aumentados ©'.
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Conclusoes

Até o momento, a CRM sem CEC, apesar da racionalizagao tedrica de provavel grande
beneficio aos pacientes, ndo conseguiu evidéncias definitivas de vantagens sobre a cirurgia
com CEC. Além disso, nos trabalhos clinicos realizados ainda sdo controversos os
resultados nas primeiras tentativas de estudar a RIS. A cirurgia sem CEC passa por um
momento de grande euforia, junto com outros procedimentos cirargicos ditos minimamente
invasivos ®. H4 necessidade de que as conseqiiéncias destas novas técnicas sejam testadas
por ensaios clinicos randomizados, com poder estatistico para detectar diferengas em
desfechos clinicamente relevantes, assim como obter informagdes mecanisticas definitivas.
Baseado no pioneirismo de nosso pais nesta area, fica o desafio para os cirurgioes

cardiovasculares brasileiros e seus grupos fazerem mais esta contribuicdo fundamental.
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Cirurgia de Revascularizagcao Miocardica sem Circulagao
Extracorpérea Nao Reduz Ativacao Linfocitaria:

resultados de um ensaio clinico randomizado

Introducao

A cirurgia de revascularizagdo miocardica (CRM) teve grande impulso a partir da
publicacdo da experiéncia do Dr. Favaloro com o uso de pontes de safena em 1968'. A
morbidade e mortalidade ainda presentes nesta cirurgia, apesar dos muitos avangos
ocorridos, sao, em grande parte, atribuidas ao uso da circulagdao extracorpérea (CEC), a
parada cardiaca total e a hipotermia. A CRM sem CEC tornou-se motivo de maior interesse
a partir do inicio da década de 90, como uma das alternativas destinadas a melhorar a
efetividade e diminuir os custos do procedimento.

Desde os trabalhos pioneiros desta nova fase™, ja existem muitos outros mostrando
melhor evolugdo clinica dos pacientes operados sem CEC do que os que utilizam a técnica
tradicional, principalmente em grupos selecionados de pacientes de mais alto

4,5,6,7,8,9,

. 1 . . - .
risco O Persiste ainda a preocupagio com os resultados em longo prazo pois os

poucos trabalhos que avaliaram este periodo registraram a ocorréncia de um numero

10,11

excessivo de procedimentos de revascularizagdo tardios . A recente publicagdo dos

estudos randomizados BHACAS 1 e 2 mostrou diminui¢do da morbidade intra-hospitalar e
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evolucdo semelhante nos primeiros 1-3 anos de pés-operatorio, em pacientes operados com
e sem CEC'.

Os mecanismos fisiopatoloégicos mais importantes relacionados a CEC, limitagdo do
dano miocardico isquémico, a resposta inflamatoria sistémica e os efeitos sobre a
imunidade celular, t€ém sido motivo de atencdo dos pesquisadores dedicados a esta area,
com diferentes graus de esclarecimento até o momento.

A lesdo miocardica, avaliada pela liberagdo de enzimas cardiacas, CK-MB e
troponinas, pode estar diminuida na cirurgia sem CEC"'. A diminui¢io do dano
isquémico da cirurgia sem CEC parece ndo ser de magnitude suficiente para ter
repercussoes clinicas, mas pode ser muito importante nos pacientes de mais alto risco,
principalmente aqueles que ja tem fun¢io miocardica gravemente comprometida '*'°.

Um dos principais efeitos da CEC ¢ ativar a cascata do complemento, causando
ativacao dos neutrofilos e produgdo de citocinas. As citocinas reforgam a ativagdo dos
neutrofilos, favorecendo sua adesdo a parede dos vasos e a migracdo nos tecidos, tornando
as células parenquimatosas, inclusive os miocitos, mais suscetiveis aos produtos derivados
dos neutroéfilos. A interleucina (IL)-8 tem papel importante no processo inflamatorio, que €
contraposto por efeitos antiinflamatérios nos quais tem grande importancia a participacao
da IL-10". A IL-6 é um dos reagentes de fase aguda liberado em resposta ao dano tecidual,
que parece ser muito mais importante dos que as alteragdes relacionadas & CEC'".

Nao tem sido encontrada diferen¢a de niveis de IL-6 nos trabalhos que comparam
cirurgia sem CEC e com CEC 1416 4e acordo com o entendimento de que a IL-6 é, mais do
que um indutor, um marcador de dano tecidual. A liberagdo da IL-8 estd diminuida na

cirurgia sem CEC e se correlaciona com os niveis mais baixos de troponina no poés-
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operatorio””. A cirurgia sem CEC também estd associada a maior liberagdo de IL-10"*'°,

com efeito antiinflamatdrio e acdo protetora sobre o miocardio reperfundido’”.

Os linfocitos se dividem conforme suas fungdes que sdo especificas. Os linfocitos B
produzem imunoglobulinas (anticorpos), os linfocitos T auxiliares atuam sobre outras
células, promovendo diversas fungdes imunoldgicas e os linfocitos T citotoxicos sao
capazes de eliminar células portadoras de proteinas estranhas em sua superficie. Os
linfocitos circulam na corrente sanguinea sob forma inativa e, quando estimulados, passam
a forma ativada, que lhes confere a capacidade de exercerem suas fungdes imunologicas'”.

Ja na década de 80, Petri et al avaliaram pacientes submetidos a cirurgia cardiaca e
relataram linfopenia e diminuigdo da ativagdo linfocitaria. Foram incluidos alguns pacientes
submetidos a cirurgia valvar sem abertura do coragdo e os autores concluiram que a CEC
pudesse ser responsavel pela acentuagdo dos efeitos sobre os linfocitos' . Outros autores
também se dedicaram ao assunto, com a preocupagdo principal de que a depressao da
atividade e redug@o do numero de linfocitos pudesse ser responsavel por aumento do risco
de infeccdo'?.

Um estudo, ja empregando as novas técnicas de citometria de fluxo, mostrou uma
significativa queda dos linfocitos apds o inicio da CEC, predominantemente as custas de
linfocitos B e linfécitos T citotoxicos. Em contraste, a linfopenia encontrada 8 horas apos a
inativacdo da heparina foi predominantemente relacionada a diminuicdo de linfocitos T
auxiliares. Os autores consideraram a destrui¢do dos linfocitos pela interagdo com o sistema
da CEC como sendo a principal causa dos fendmenos encontrados *'.

Mais recentemente, um estudo que incluiu pacientes com cirurgia de carcinoma de

esofago e cirurgia cardiaca avaliou a expressio de CD69, um marcador de ativacio
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precoce”. A ativagio dos linfécitos no trans e pos-operatério se deu em proporgdes
significativamente maiores nos linfocitos T auxiliares do que nos linfocitos T citotoxicos e,
ndo houve diferenca entre os dois tipos de cirurgia. Os autores concluiram que a linfopenia
presente apds a cirurgia se deva a um processo relacionado a ativacdo dos linfécitos T
auxiliares, possivelmente apoptose. Nao existe, at¢ o momento, relato de estudos

randomizados que avaliem a ativagdo de linfocitos em pacientes submetidos a cirurgia de

coronaria com e sem CEC destinado a avaliar o papel da CEC na ativagao linfocitaria.
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Objetivo Primario.

Objetivos Secundarios:

Objetivos

Testar a hipotese de que a CRM sem CEC desencadeia um
processo inflamatorio, avaliado pela ativac¢do linfocitaria, de

menor intensidade do que a CRM com CEC.
Avaliar a influéncia da circulagdo extracorpérea sobre o dano
miocardico através do estudo do comportamento de enzimas

cardiacas (troponina I) e dos achados ecocardiograficos.

Estudar o comportamento dos marcadores de ativagdo dos

linfocitos ao longo do periodo trans e pos-operatdrio.
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Pacientes e Métodos

Pacientes

\

Vinte e oito pacientes consecutivos, candidatos a cirurgia de revascularizacao
miocardica, com caracteristicas clinicas e anatomicas que permitissem a realizacdo do
procedimento sem a utilizagdo de circulagao extracorpérea (CEC), foram randomizados
para dois grupos: cirurgia com CEC e cirurgia sem CEC. Todos os pacientes foram
avaliados quanto a ativagdo linfocitaria, curva de liberagdo de troponina I e medidas
ecocardiograficas e foram manejados segundo as técnicas usuais do servico para os
procedimentos efetuados. O projeto do estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Pesquisa da Institui¢ao e os pacientes assinavam um consentimento informado previamente
a randomizacao.

Nao foram incluidos no estudo pacientes que as seguintes caracteristicas: historia de
cirurgia cardiaca prévia; infarto agudo do miocardio hd menos de 3 meses; pacientes que
necessitassem procedimento cardiaco concomitante (troca valvar, corre¢do de defeitos
congénitos ou outros procedimentos cirurgicos); pacientes portadores de insuficiéncia renal,

definida como creatinina sérica maior que 2 mg%; os portadores de sindrome de
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imunodeficiéncia; corticoterapia cronica ou perioperatoria; fragdo de ejecdo menor que
40% no estudo angiografico de ventriculo esquerdo; infec¢do ativa; angina instavel
necessitando cuidados em unidade de terapia intensiva; e insuficiéncia cardiaca classe III
ou IV da NYHA.

Foram excluidos os pacientes inicialmente randomizados e submetidos a cirurgia; que
apresentassem intercorréncias no periodo trans- ou pds-operatério que pudessem interferir
nos parametros que foram motivo do estudo: infarto agudo do miocardio caracterizado pelo
aparecimento de novas ondas Q, perda de mais de 25% da amplitude de ondas R em duas
ou mais derivagdes contiguas e altera¢do da isoenzima MB da creatinofosfoquinase (CPK-
MB) > 5% do valor da creatinofosfoquinase (CPK), por periodo acima de 18 horas; choque,
caracterizado por pressdo sistolica < 80 mmHg, oliguria e sinais de hipoperfusdo tecidual,
nao responsivos a reposi¢do de volume; e arritmias cardiacas que exigissem tratamento por

cardioversao/desfibrilacao elétrica.

Técnica anestésica

Os pacientes receberam lorazepan VO na dose de 0,02-0,04 mg/kg na noite anterior a
cirurgia ¢ 90 minutos antes da inducao anestésica. A inducdo anestésica foi realizada com
midazolan (50-100 pg/kg) e propofol 1 a 2 mg/kg e o relaxamento muscular produzido com
pancuronio (0,008 mg/kg). A ventilagdo mecanica foi realizada com volume corrente de 10
a 12 ml/kg, freqtiéncia respiratoria 10-12 mpm, posteriormente alterada segundo resultados
de amostras de gases arteriais, e fragcdo inspiratdria de oxigénio (Fi02) de 30%.

Nos pacientes operados com CEC, a manutencdo da anestesia foi realizada com

47



infusdo continua de midazolan (0,5 a 2 pg/kg . min) e fentanil (0,04 a 0,16 pg/kg . min).
Doses adicionais de midazolan (1 a 3 mg) e/ou fentanil (50 a 200 pg) foram administradas
na incisdo da pele, na esternotomia, no manuseio da aorta ou sempre que era suspeitada
superficializacdo da anestesia. Depois de terminada a CEC, eram usadas as menores doses
de infusdo de ambas as drogas.

No grupo operado sem CEC, previamente a indu¢do, foi realizada a administragao
subaracnoidea de fentanil (100 pg) e morfina (0,5 mg), ambas as medicagdes sem
conservantes. A manutengdo da anestesia foi realizada com isoflurano (concentracio
expirada 0,5 a 1,5 vol%). Midazolan e fentanil foram administrados, nas mesmas doses, e,
nos mesmos momentos ja citados para o grupo operado com CEC.

Durante a cirurgia, a pressdo arterial sistolica foi mantida em valores os mais
proximos possiveis de 100 a 120 mmHg com a ajuda de medicagdes vasodilatadoras
(nitroglicerina e/ou nitroprussiato de s6dio) ou vasopressoras (noradrenalina) em infusdes
continuas, associadas a ajustes no plano anestésico, conforme citado acima. A freqiiéncia
cardiaca foi mantida entre 60 ¢ 80 bpm com betabloqueador (metoprolol) ou marca-passo,
sempre que possivel, com estimulagao atrial.

A isquemia miocardica, analisada pelo comportamento do segmento ST, pelo
surgimento de arritmias associadas ao clampeamento de coronarias ou pela alteragdo da
motilidade regional, foi tratada pela eliminacdo dos fatores etioldégicos envolvidos
(taquicardia, modificagdes da pressao arterial, ou manifestacdo pré-coagulante em
pacientes com angina instavel pré-operatoria) e pela administracdo de nitroglicerina.

As quedas do débito cardiaco foram tratadas de acordo com a andlise dos seus

determinantes (pré-carga, resisténcia vascular periférica ou pulmonar, freqiiéncia cardiaca,
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ritmo e contratilidade). Foi utilizada para este fim, a infusdo continua de dopamina (2 a 5
pg/kg . min). No grupo de pacientes operados sem CEC, a determinacdo destas alteragdes
do débito cardiaco foi feita freqiientemente, a cada modificagdo da posi¢ao do coragdo para
a exposicao da coronaria a ser revascularizada.

A anticoagulagdo foi feita, no grupo operado com CEC, com heparina na dose de 5
mg/kg, repetida a cada hora (1 mg/kg). O controle da acdo da heparina foi realizado pelo
Tempo de Coagulagdo Ativado (TCA), mantido acima de 480 segundos. No grupo operado
sem CEC, foi utilizada dose de ataque de 1,5 mg/kg e mantida infusdo continua de heparina
de 1000 U/h. A reversdo da acdo da heparina foi obtida com a utilizagdo de protamina
numa relagdo mg/mg de ambas as drogas.

A reposicdo hidrica foi realizada com solucdo fisioloégica a 0,9% para repor as
seguintes perdas: jejum (1 ml/kg/h de jejum pré-operatério), perdas insensiveis (2 ml/kg/h
de cirurgia), translocacdo (2 a 4 ml/kg/h), diurese (volume a volume), e perda sanguinea
(volume a volume). A perda sangiiinea que determinasse a instabilidade hemodinamica,
acompanhada de valores de hemoglobina circulante inferior a 9 mg% ou hematdcrito
inferior a 28%, foi reposta com concentrado de hemacias. A glicemia foi mantida entre 100
e 200 mg/% pela administracdo de glicose a 5% e, nos diabéticos, pela infusdo IV de
insulina simples (5 a 10 UI). Em ambos os grupos, apos a cirurgia, os pacientes foram
transferidos para a Unidade de Cuidados Intensivos e mantidos em ventilagdo mecanica

artificial, até atingir critérios para desmame da ventilagdo e extubagao.
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Técnica cirurgica

Cirurgia com Circulacdo Extra-Corporea (CEC). Todos os pacientes foram submetidos
a esternotomia mediana e, apds a disseccdo da artéria toracica interna esquerda e da safena
magna de melhor qualidade, foi realizada a canulagdo aortica e a introdug¢do da canula
unica de duplo estagio em atrio direito. Foi utilizada a técnica de CEC com hipotermia leve
(32°C) com oxigenador de membrana adulto MRX cql4 3000ml (Braile Biomédica) e
maquina de CEC Sarns™8000 com 5 roletes, Safety monitor 3M, arterial monitor 3M,
cardioplegia monitor 3M, Sarns™ Occluder com misturador Sechrist®. O controle da
temperatura foi realizado com termdmetro nasofaringeo e o volume de enchimento da
maquina num total de 1.750 ml com Ringer Lactato adicionando-se concentrado de
hemécias conforme o hematocrito do paciente até chegarmos a um hematocrito final de
30%. O fluxo arterial foi mantido em 2,5 I/m? e, na cardioplegia, foi utilizado o sistema
Braile Biomédica com uma inducao e doses de manutencdo a cada 10 minutos. Realizadas
inicialmente as anastomoses distais com prolene 7-0 (sutura continua) e, posteriormente, as
anastomoses proximais com prolene 6-0. Administraram-se cristaldoides no volume de
7ml/kg . hora. A anticoagulagdo foi revertida, apos as saida de CEC e retirada das canulas,
com Sulfato de Protamina na dose 1:1 para cada mg de heparina. O uso de sangue foi
regulado por dados hemodindmicos e por medidas de hematdcrito e hemoglobina. Os
pacientes foram transferidos para a unidade de tratamento intensivo com pressdo arterial

média entre 60-70mmHg, recebendo volume ou drogas vasoativas, conforme a necessidade.
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Cirurgia sem Circulacdo Extra-Corporea. Apo6s a abertura do esterno e dissec¢des da
artéria toracica interna esquerda e veia safena magna de melhor qualidade, foi utilizado o
afastador/estabilizador da CTS OPCAB™ Access Systems. Heparinizado o paciente, foi
passado um ponto no pericardio posterior, ponto de Lima, suturada uma fita de 2 cm de
largura neste ponto de forma a construir um tripé onde o coragdo pode ser rotado. Fios de
marca-passo foram implantados no ventriculo direito. Realizada, primeiramente, a
anastomose da artéria tordcica interna esquerda na artéria descendente anterior. Escolhido o
sitio do implante, um fio de prolene 4-0 com feltro passado por torniquete que circunda a
artéria num ponto proximal. O estabilizador foi colocado, a artéria incisada e o shunt CTS®,
com diametro adequado a artéria, foi introduzido na luz do vaso. O ponto proximal foi
solto, retornando o fluxo de sangue intraluminal e iniciou-se a anastomose com prolene 7-0
em sutura continua. Antes do tltimo ponto, o shunt interno foi retirado, saindo todo o ar, e
a sutura finda. Posteriormente, implantada a veia safena na aorta ou na artéria toracica
interna e realizadas as outras anastomoses, conforme descrito anteriormente. Para a
obtencdo de um campo exangue, foi empregado um soprador com CO,. Todas as pontes
foram testadas com fluxdmetro Doppler e, no caso do fluxo ser insatisfatério, a anastomose
foi refeita. O sangue aspirado do campo foi estocado em coletor Transfusam® e

reinfundido no paciente.

Dosagens Sangiiineas

As amostras de sangue para dosagem os exames do estudo foram colhidas da canula

arterial nos seguintes tempos: Grupo com CEC: T1: logo apods a indugdo anestésica; T2: no
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desclampeamento aortico; T3: 6 horas apds desclampeamento; T4: 24 horas apds
desclampeamento. Grupo sem CEC: T1: logo ap6s a indugdo anestésica; T2: ao término das
anastomoses dos enxertos coronarianos; T3: 6 horas ap6s término das anastomoses; T4: 24
horas apds término das anastomoses.

As amostras de sangue foram colhidas em tubos Vacutainer, sem anticoagulante,
marca BD (Becton Dickinson UK Ltd, Plymouth, England), imediatamente centrifugadas e
os soros armazenados a —20°C para posterior analise bioquimica de Troponina I. A amostra
destinada a avaliagdo dos linfocitos foi colhida ¢ mantida em tubos Vacutainer contendo
K3EDTA (4cido etileno diamino tetra-acético tripotdssico), a temperatura ambiente, até o
processamento realizado em periodo inferior a 24 horas. As dosagens das Troponinas foram
realizadas por quimioluminescéncia, em equipamentos Immulite (DPC - Diagnostic
Products Corporation, Los Angeles, USA)*?*. As dosagens de CK ¢ CK-MB foram
realizadas por método cinético automatizado, em equipamento Integra 700 (Roche
Diagnostic Systems, Besel, Switzerland)*>. Amostras de sangue arterial periférico total,
foram testadas com anticorpos monoclonais. Foi empregada a técnica de
imunofluorescéncia direta, utilizando FITC, PE e PErCP com fluorocromos, em um painel
com os seguintes marcadores de superficie: CD3, CD19, CD25, CD26, CD69 e HLADR.
As amostras foram incubadas com anticorpo fluorescente, lisadas (FACS Lysing Solution),
lavadas e ressuspendidas em paraformaldeido 0,1% para posterior analise no Citdmetro de
Fluxo (BD FACSCalibur, San Jose , Estados Unidos da América) e estudo dos dados

através do software Cell Quest.
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Ecocardiograma

Foi realizado ecocardiograma uni-bidimensional com doppler colorido num periodo
de duas semanas antes da cirurgia e repetido no pds-operatério, antes da alta hospitalar. Foi
utilizado aparelho Hewlett Packard modelo Sonus 5500 e realizado o exame pelas técnicas
usuais. As medidas das dimensdes cardiacas e calculos de indices de desempenho
ventricular esquerdo foram realizados de acordo com as recomendacdes da American

Society of Echocardiography.”®*’

Analise estatistica

As variaveis continuas com distribuigdo normal sdo apresentadas
como médias + desvio padrao e os dados com distribui¢ao ndo-paramétrica como medianas
+ erro padrao. A andlise das variaveis categoricas foi realizada pelo teste do qui-quadrado
ou pelo teste exato de Fisher, conforme apropriado. Para as variaveis continuas foram
utilizados o teste t, a analise de variancia de dupla entrada para dados repetidos, e teste de
Friedman e a analise de variancia para dados repetidos. Considerado como significativos
valores de p < 0,05. Foi utilizado o programa estatistico Statistical Package for Social

Sciences (SPSS) Versao 8.0, SPSS INC.
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Resultados

Caracteristicas dos Grupos e Variaveis Cirurgicas. A Tabela 1 apresenta as
caracteristicas dos dois grupos, apdés a randomizacio. Os dois grupos de pacientes nao
apresentavam diferenca em relagdo a idade, sexo e cor, doencas prévias e co-morbidades. O
tempo médio de duracdo das cirurgias foi menor nos procedimentos com CEC do que nas
cirurgias realizadas sem CEC, mas ndo houve diferenca entre os dois grupos quanto ao

nimero de enxertos vasculares implantados.

54



Tabela 1: Caracteristicas clinicas e dados da cirurgia apdos randomizac¢io

Variavel com CEC sem CEC P

n 15 13 28

Idade (média + DP) 61+10,2 63+73 0,61
Sexo masculino n (%) 8 (53,3) 10 (76,9) 0,37
Cor branca n (%) 14 (93,3) 12 (92,3) 1,00
Infarto prévio n (%) 7 (46,7) 8 (61,5) 0,68
Insuficiéncia Cardiaca Classe I-II n (%) 0 (0,0) 2 (15,4) 0,21
Hipertensdo n (%) 10 (66,7) 10 (76,9) 0,86
DBPOC n (%) 2 (13,3) 3 (23,1) 0,86
Diabete melito n (%) 2 (13,3) 1 (7,7 1,00
Doenca Péptica n (%) 1 (6,7) 2 (15,4) 0,9
Doenca Arterial Periférica n (%) 2 (13,3) 2 (15,4) 1,00
Tempo de cirurgia (média + DP) (min) 268 + 46 312443 0,02
Pico CPK (média + DP) (U/1) 302+ 174 390 +300 0,34
Pico CPK-MB (média + DP) (U/1) 15+6 18+10 0,53
Vasos Revascularizados (média + DP) 27+1,0 2,6+0,5 0,78

Enzimas Cardiacas e Troponinas. A concentracdo maxima de CPK e CPK-MB no
periodo pos-operatdrio imediato ndo foi diferente entre os grupos operados com e sem CEC
(Tabela 1). As troponinas ndo apresentaram elevacdo detectavel nas colheitas de sangue
realizadas durante o procedimento cirurgico em ambos os grupos (Tabela 2). Nas medidas
realizadas apds a cirurgia, houve elevacao das troponinas, que foi maior no grupo operado

com CEC de que no grupo operado sem CEC, mas sem atingir significancia estatistica.
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Tabela 2: Variagdo das troponinas durante e apos a cirurgia (ng/ml)

Amostras com CEC sem CEC P
Mediana EP Mediana EP

Indugdo Anestésica 0,00 0,05 0,00 0,00 0,35

Fim Anastomoses 0,00 0,1 0,00 0,07 0,44

6 Horas Pos-Anastomoses 2,20 1,26 0,87 0,53 0,08

24 Horas Pos-Anastomoses 1,10 3,12 1,00 1,29 0,73

p <0,001 <0,001

Achados Ecocardiograficos. As medidas ecocardiograficas antes e apos a cirurgia sdo

apresentadas na Tabela 3. No grupo operado com CEC, houve diminui¢do dos volumes

registrados apos a cirurgia. As outras medidas ndo mostraram diferenca significativa entre

os valores encontrados antes e apds a cirurgia: O grupo submetido a cirurgia sem CEC

apresentou diminuicdo do volume diastdlico e da fracdo de eje¢do apds a cirurgia. O

volume sistdlico apresentou pequeno aumento, sem significancia estatistica, e os didmetros

ndo registraram diferenca entre valores encontrados antes e ap6os o procedimento.

Tabela 3: Medidas ecocardiograficas antes e apds a cirurgia.

com CEC sem CEC

medidas pré-op pos-op p pré-op poOs-op p

pré —op (média + DP) (média + DP) (média + DP) (média + DP)
Didmetro Diastolico (mm) 49+5 49+6 0,11 51+5 49+7 0,18
Didmetro Sistolico (mm) 3146 3247 0,15 31+4 34+6 0,09
Volume Diastolico Final (ml ) 87+ 30 79+36 0,01  112+33 96+36 0,01
Volume Sistolico Final (ml) 33+17 32418 0,01 44427 56+36 027
Fragdo de Ejecéo (%) 64+ 9 65+9 0,77  63+12 56+ 11 0,01

56



Efeito da Circulacdo Extracorpoérea na Ativacdo Linfocitaria. A avaliagdo do
comportamento do percentual dos linfocitos T (CD3+), durante o periodo de tempo do
estudo, ndo teve diferenga entre os grupos operados com e sem CEC. Da mesma forma, nao
houve diferenga entre os dois grupos quanto ao percentual de expressdo em linfocito T
(CD3+) dos marcadores de ativacdo linfocitaria CD25 (p=0,41), CD26 (p=0,50), CD69

(p=0,312), DR (p=0,56) (Tabela 4)

Tabela 4: Dados evolutivos dos marcadores de ativacdo em linfocitos T por tipo de
cirurgia (%)

Marcadores  Tipo de Indugao Fim 6h Pos 24h Pés p

(média+tDP)  Cirurgia  Anestésica Anastomoses Fim Anastomoses Fim Anastomoses

CD3 clsec  704+72 649479  50,6+11,8  61,3749,1 0,65
slcec 722481 69,7494  51,2+10,8 62,7+8,3

CD25 clsec 58435 49428 6,143,7 8,9+51 031
s/cec 79464  7,6+4,9 6,4+33 8,4+5,0

CD26 c/sec  30,7+10,9 26,6+11,9 18,4+8,6 26,9493 0,96
slcec  28,6+14,1 25,4+10,3 17,5+8,0  24,2+10,7

CD69 clsec 7,645,6 132+11,0 10,745.,9 6,643,0 0,79
s/cec 4,6+4,0 10,2+8,3 9,8+4,5 50422

DR c/sec 49422 49423 5,8+4,1 44419 0,14
slcec  7,040543  5,943.6 5,5+4.3 6,3+4,4
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Tabela 5: Dados evolutivos dos marcadores de ativacido em linfécitos B por tipo de

cirurgia (%)

Marcadores  Tipo de Indugao Fim 6h Pos 24h Pés p

(média+tDP) Cirurgia Anestésica Anastomoses Fim Anastomoses Fim Anastomoses

CD19 c/sec 12,0+5,0 8,7+4,5 12,7+4,7 19,3+7,2 0,19
s/cec 10,5+2,7 9,1+3,8 14,5+10,6 16,3+8,7

CD25 c/sec 0,5+0,7 0,6+0,9 1,0+0,8 0,9+0,9 0,96
s/cec 0,5+0,6 0,4+0,3 1,1+0,9 1,0+1,3

CD26 c/sec 1,9+1,2 2,1+1,5 1,8+1,2 2,4+1.3 0,25
s/cec 4,3+6,0 2,3+2,4 2,7+2,6 2,4+2.2

CD69 c/sec 4,6+3,8 4,5+3,4 7,0+3,9 4,1+1,8 0,92
s/cec 2,7+3,0 3,6+2.3 5,7+4,7 2,6+2.5

DR c/sec 12,3+4,9 9,2+4,7 13,7452 20,2+8,6 0,32
s/cec 10,7+2,6 8,9+3,2 14,1494 16,2+7.4

O percentual de linfocitos B (CD19+) também nao apresentou comportamento
diferente nos dois grupos durante o tempo de avaliagdo, assim como o percentual de
expressao em linfocitos B (CD19+), dos marcadores de ativagao linfocitaria CD25, CD26,

CD69 e DR (Tabela 5).

Ativacao Linfocitaria em Resposta ao Trauma Cirdrgico. Como ndo houve diferenca
na ativagdo linfocitaria entre a cirurgia com e sem CEC, analisamos a resposta dos
marcadores ao trauma cirtrgico reunindo os resultados dos dois grupos. O percentual de
apresentacdo dos diferentes marcadores de ativagdo linfocitaria em linfocitos T (CD3+) e
linfocitos B (CD19+), nas diversas medidas efetuadas durante o estudo, teve

comportamentos distintos. Em linfocitos T (CD3+), hd evidéncia de ativagdo precoce,
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demonstrada pela elevagdo do percentual de ativacdo de CD 69 que se inicia logo apds a
inducdo anestésica, persiste em ascensao até o final das anastomoses (hora 3) dos enxertos
coronarianos, a partir dai tende a se estabilizar e atinge valores semelhantes ao do inicio da
cirurgia na ultima medida (hora 27) (p<0,001). O marcador CD25 apresenta uma curva
semelhante ao CD69 porém mais tardia, inicia uma elevagdo a partir da hora 9 (6 horas
apods o término das anastomoses coronarianas), sendo a ultima medida efetuada a de valor
mais alto (p=0,027). O marcador de ativacdo CD26 diminui seus valores percentuais de
apresentacdo no inicio do procedimento, sendo seus valores menores, cerca de 20%
inferiores aos valores iniciais, encontrados 6 horas apds o término das anastomoses
coronarianas (hora 9) . A partir deste momento a expressdo de CD26 tende a retornar aos
valores prévios e sao muito préximos aos do inicio da cirurgia na tltima medida (hora 27)
(p<0,001). O comportamento dos valores percentuais de apresentacdo do marcador DR ¢
de uma pequena queda, mais acentuada 6 horas apds o término das anastomoses (hora 9),

retornando a valores iniciais (p=0,91) (tabela 4 e figura 1)
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Figura 1: Variagdo temporal dos marcadores de ativacdo em linfécitos T
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Nos linfécitos B (CD19+), o percentual de expressao de CD 69 eleva-se ja a partir do
final das anastomoses coronarianas (hora 3), tem seu pico 6 horas apds (hora 9), voltando a
valores proximos aos obtidos na inducao anestésica na ultima medida (hora 27) (p<0,001).
O marcador CD25, apés queda ao final das anastomoses coronarianas (hora 3), tem
expressdo muito aumentada 6 horas apds (horas 9), com queda ao final das medidas (hora
27), mas ainda longe dos valores iniciais (p=0,003). O marcador CD26 n3o acompanha a
linfocitose relativa dos linfocitos B, e sofre um declinio gradual, pouco expressivo, que
comeca a se manifestar 6 horas ap6s o término das anastomoses (hora 9) e ainda apresenta
uma tendéncia ao declinio na medida final (hora 27) (p=0,94). O marcador DR apresenta
curva de expressao que acompanha muito préximo a evolucdo de CD19 mostrando que nao
tem sua expressao alterada em linfocitos B ao longo do tempo do estudo (p<0,001) (tabela

5 e figura 2).
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Tabela 6: Dados evolutivos de marcadores de ativacao dos linfocitos T em todos os
pacientes (%)

Marcadores Inducao Fim 6h Pos 24h Pos p
(média+DP) Anestésica Anastomoses Fim Anastomoses Fim Anastomoses

CD3 71,2+7,6 67,2+8,8 50,9+11,1 62,0+8,6 <0,001
CD25 6,9+5,2 6,3+4,2 6,3+3,4 8,6+4,9 =0,027
CD26 29,7+12,3  26,0+11,0 18,0+8,2 25,749,9 < 0,001
CD69 6,3+5,1 11,949,8 10,3+5,2 6,0+2,7 < 0,001
DR 5,9+4.2 5,443,0 5,7+4,1 53434 =0,912

Tabela 7: Dados evolutivos de marcadores de ativacao dos linfocitos B em todos os
pacientes (%)

Marcadores Indugdo Fim 6h Pos 24h Pos p
Fim Fim

(média+DP) Anestésica Anastomoses Anastomoses Anastomoses

CD19 11,3+4,0 8,9t4,1 13,6+8,0 17,9+7,9 <0,001
CD25 0,5+0,6 0,5+0,7 1,0+0,8 1,0+1,1 =0,003
CD26 3,0+4,3 2,242.,0 2,242.,0 2,4+1,8 =0,939
CD69 3,743,5 4,1+2,9 6,4+4,3 3,4+2,2 <0,001
DR 11,5+4,0 9,0+4,00 13,9+7.4 18,1+8,1 < 0,001
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Discussao

A cirurgia de revasculariza¢do miocardica realizada sem a utilizagdo de CEC tem sido
muito valorizada com o propésito de diminuir a morbidade, mortalidade e custos™ ¥,
Além do esforco para se obterem evidéncias clinicas sobre a importancia das novas
técnicas, ¢ também importante que sejam esclarecidos os aspectos fisiopatologicos
envolvidos.

Na cirurgia de revascularizacdo miocardica existe aumento da liberagao de citocinas e
da expressdo de moléculas de adesdo celular tanto em leucocitos quanto no endotélio®>*®, A
atividade dos mediadores soluveis e o contato com as moléculas de adesdo podem induzir a
ativagdo dos linfocitos™.

A elevacao de citocinas e aumento de expressdo de moléculas de adesdo celular estdo

33,34

relacionadas ao trauma cirurgico e a circulagdo extracorporea™ . J4 demonstrada menor

atividade destes fatores nos pacientes submetidos a cirurgia sem utilizacdo de CEC do que

, . . 116,50-54
naqueles submetidos ao procedimento convencional ™

, sem, contudo, que isto tenha
A . s . 16 ~ , . ~
conseqliéncias clinicas evidentes . Nao ha relato de estudo que tenha comparado a ativacao

linfocitaria em pacientes submetidos a cirurgia de revascularizacdo miocardica com e sem

CEC.
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Marcadores de necrose miocardica

Savaris et al estudaram o comportamento das troponinas I em pacientes submetidos a
CRM convencional e encontraram uma relagao inversa entre o nivel de troponina e a fragao
de ejecdo avaliada ecocardiograficamente no pos-operatério™. Um estudo retrospectivo,
sobre o comportamento enzimatico de pacientes que realizaram CRM, ndo mostrou
diferenca significativa dos niveis de CK-MB ou troponina I entre pacientes operados com
CEC (n=181) e, sem CEC (n=122)>. No estudo de Leal et al, os pacientes submetidos a
cirurgia com CEC tiveram niveis significativamente mais elevados de troponina do que os
submetidos a cirurgia sem CEC. Nao houve porém, entre os operados com CEC, correlagao
entre os valores registrados das enzimas e tempo de isquemia ou tempo de CEC, o que
sugere ser a elevagdo maior, registrada no grupo com CEC, decorrente de dano miocardico
diretamente ligado a diferencas técnicas da cirurgia e ndo pelo processo da CEC®. No
estudo de Wan et al, os niveis de troponina I, nos pacientes operados sem CEC foram
inferiores aos dos pacientes operados com CEC e houve correlacdo entre os valores de
troponina 24 horas apoés a cirurgia e os niveis de IL-8. Isto evidenciaria que o grau de dano
miocardico pudesse estar relacionado a intensidade do processo inflamatorio desencadeado
na cirurgia'®. Czerny et al também encontraram elevagio mais acentuada nos pacientes
operados com CEC do que nos operados sem CEC, ndo s6 para troponina I, mas também
para CK-MB e mioglobina. Neste estudo, que nao incluiu IL-8, diferentemente do anterior,
nao houve diferenca significativa quanto aos marcadores inflamatorios entre os dois grupos
de cirurgias. Em presenca destes achados, os autores propdem que o dano miocardico seria

menos intenso, nas cirurgias sem CEC, principalmente por serem estes pacientes
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submetidos a isquemia regional transitoria produzida pelo colapso da artéria coronariana no
momento da sua revascularizacdo ao invés de isquemia global prolongada e cardioplegia,
caracteristicas da CEC. As alteragdes eventualmente relacionadas ao processo inflamatdrio
seriam de importancia muito menor'*. A mediana dos valores de troponina I dos nossos
pacientes passou a elevar-se nas medidas realizadas no pos-operatorio. Os valores foram
maiores no grupo operado com CEC, mas sem que se atingisse diferenca significativa em
nenhum destes momentos. Nao consideramos que este resultado tenha sido prejudicado
apenas pela falta de poder estatistico da nossa amostra, visto que, um dos relatos, que
maiores evidéncias apresenta sobre esta diferenca de comportamento das enzimas nos
pacientes operados com e sem CEC, ¢ constituido de apenas 30 pacientes. Os diferentes
resultados encontrados pelos diversos autores, em nossa opinido, se devem ao fato de que
interagem na elevacdo enzimatica dos pacientes submetidos a CRM, varios mecanismos,
relacionados a técnica cirargica, a CEC e as caracteristicas individuais dos pacientes, que se

manifestam de forma variavel nos trabalhos apresentados.

Avaliacdo da Funcido Ventricular

As modificagdes das dimensdes e da fungdo ventricular na CRM podem estar
relacionadas as condig¢des prévias dos pacientes, aos varios fatores que interagem durante o
procedimento e ao resultado obtido na recuperagdo da perfusdo miocardica comprometida
pela doenca. A ecocardiografia ¢ instrumento que pode ser extremamente util no

~ . , q- , . . 57 ~
acompanhamento das alteragdes miocardicas durante e apos a cirurgia’'. Os parametros de

fungdo sistolica e diastolica sofrem um comprometimento moderado durante a cirurgia sem
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CEC em conseqiiéncia do posicionamento do coracdo ¢ da interrupcdo do fluxo
coronariano. Estas alteragdes sdo mais marcadas quando ha manuseio da artéria circunflexa
e desaparecem ao final do procedimento®®. Nos pacientes operados sem CEC, com fragio
de eje¢do muito baixa (>30%) nota-se aumento significativo da contratilidade miocardica
nas avaliagdes realizadas um més e um ano apés a cirurgia®’. No grupo que estudamos,
entre os pacientes operados com CEC, houve diminuicdo estatisticamente significativa, mas
em valores de discutivel importancia clinica, dos volumes sistolico e diastolico do
ventriculo esquerdo, sem modificacdo da fracdo de eje¢do. Ja no grupo operado sem CEC,
diminuiu apenas o volume diastolico, sem alterag¢do significativa no volume sistolico, e isto
se refletiu em diminuicdo da fragdo de ejecdo em aproximadamente dez pontos percentuais
em relagdo ao pré-operatorio. Como nossos pacientes foram avaliados precocemente, ainda
na fase hospitalar, ¢ possivel que estas alteracdes ainda sejam resultantes das modificagdes
hemodinamicas secundarias ao manuseio do coragdo, caracteristico da técnica sem CEC.
Por outro lado, a melhora da fungdo ventricular, resultante do sucesso cirurgico sobre a
isquemia miocardica, ndo seria de se esperar que fosse muito evidente por tratar-se de uma
amostra na qual se excluiram os pacientes com a fun¢do ventricular muito comprometida,

que deveriam expressar o maior beneficio.

Comparacao dos marcadores de ativacio e cirurgia c/cec versus s/cec

No grupo de pacientes que estudamos, foi avaliada expressdo dos marcadores de
ativacdo celular CD25, CD26, CD69 e DR em linfécitos T (CD3+) e linfocitos B (CD19+),

em 2 medidas realizadas durante o ato operatdrio e 2 medidas realizadas até 24 horas apds a
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cirurgia. Quando comparados os pacientes operados com CEC e sem CEC, ndo foi
encontrada diferenca entre as curvas de expressdo dos diversos marcadores de ativagdo,
seja para linfocitos T (CD3+) ou para linfocitos B (CD19+). Este resultado ¢ semelhante ao
obtido na comparacdo de 8 pacientes submetidos a cirurgia de esdfago com pacientes
submetidos a cirurgia cardiaca (4 cirurgias de revascularizacdo miocardica e duas cirurgias
valvulares) que, da mesma forma, ndo mostrou diferenca entre os grupos quanto a ativacao
linfocitaria precoce estudada pela expressio de CD69*%. Também nio houve diferenca entre
os grupos de pacientes operados com ou sem CEC por Griebler et al® , em estudo que
avaliou o efeito da CRM sobre as subpopulagdes de linfocitos. Conclui-se que a acdo sobre

os linfocitos, neste tipo de procedimento, seja resultante predominantemente do trauma

cirargico e ndo pela circulagdo extracorporea.

Comportamento dos marcadores de ativacao no trans e pos-operatorio

Na avalia¢ao da evolucdo dos marcadores de ativagdo linfocitaria em todos os 28
pacientes por nds estudados, encontramos um aumento precoce da expressao de CD69 em
linfécitos T (CD3+) e linfocitos B (CD19+). As curvas de expressao do marcador CD25
também sofreram elevagdo. Sua ascensdo, pico maximo e descenso se registraram
posteriormente aos pontos respectivos das curvas de CD69, evidenciando um
comportamento que sugere agdes em seqiiéncia na ativacdo dos linfocitos. O marcador
CD26 mostrou diminui¢do progressiva dos seus valores em linfocitos T e B. Persistiu com
0 mesmo comportamento até o 1 ° dia pds-operatorio em linfocitos B, mas sofreu retorno

parcial a valores pré-operatorios em linfocitos T, na medida realizada 24 horas apds as
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anastomoses coronarianas. O marcador DR ndo teve expressao alterada em linfocitos T. O
marcador DR também mostra comportamento que acompanha a curva de linfocitos B.

As publicac¢des que inicialmente se dedicaram ao comportamento dos linfocitos apds
procedimentos ciriirgicos mostram auséncia ou mesmo diminui¢do da atividade linfocitaria
apos cirurgias de grande porte. Esta aparente diminui¢do da capacidade imunitaria poderia
ser positiva por evitar reagdes exageradas do organismo aos diferentes produtos com que ¢
posto em contato durante o ato cirurgico, mas também aumentaria os riscos inerentes
relacionados a complicagdes infecciosas®”.

Misoph et al estudaram 27 pacientes submetidos a revascularizacdo miocardica e
encontraram um aumento dos linfécitos no inicio da cirurgia e ap6és um declinio, que
atingia seus valores minimos 8 horas ap6s a inativacao da heparina pela protamina. A partir
deste ponto houve ascensdo gradual até 24 horas apo6s a cirurgia. Estudando as sub-
populacgdes de linfocitos, os linfocitos T auxiliares também mostravam valores minimos 8
horas ap6s a protamina, com elevacdo progressiva apds. Os linfécitos T citotdxicos
apresentaram uma elevacao inicial, com posterior descenso até a ultima medida, ¢ os
linfocitos B apresentaram declinio inicial com ascensdo posterior. Em relagdo a marcadores
de ativacdo linfocitaria, ndo houve modificacdo de CD25 ¢ CD69 em nenhum dos
leucocitos estudados. O marcador HLA-DR estava aumentado em seu valor maximo em
linfocitos T citotoxicos 8 horas apds a protamina, exatamente no mesmo ponto em estes
linfécitos atingiam seu valor numérico minimo. Os autores referem que a linfopenia, que ¢
registrada por periodo muito breve, e as alteracdes diferentes nas diversas sub-populagdes
de linfocitos sugerem tratar-se de uma reacdo imune ativa muito rapida e ndo um processo

. ~ . 21
de imunossupressiao, como previamente proposto” .
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Diferentemente de Misoph et al, Shimaoka et al encontraram elevacdo da expressao
de CD69, que ¢ um marcador de ativagdo precoce dos linfocitos. A populagao desde estudo
era constituida de pacientes submetidos a cirurgias esofagicas ou cardiacas™. A ativagio
precoce dos linfocitos levaria a anergia e apoptose. Estas seriam responsaveis pela
diminui¢do da atividade e do nimero de linfocitos, encontrados quando a avaliagdo se
realiza em momentos mais avancados em relacao ao procedimentozz. Este raciocinio vai de
encontro aos resultados de Franke et al, que avaliram a resposta inflamatéria pds cirurgia de
revascularizagio miocardica desde o pré-operatorio até cinco dias apos a cirurgia®'. Estes
autores descrevem uma resposta bifasica. Uma resposta inicial, na qual estdo presentes
fatores pro-inflamatérios e antiinflamatorios relacionados ao sistema imune inato, que
normaliza até o terceiro dia. A segunda fase (5 °. dia PO) representaria a resposta do
sistema imune adaptativo, dependente da atividade dos linfécitos, caracterizada por uma
reacdo do tipo antiinflamatoria. Isto explicaria porque a resposta inflamatoria sist€émica
ocorre imediatamente apos a cirurgia enquanto as complicagdes infecciosas sdo mais
tardias®.

Nosso trabalho, pelo aumento da expressao de CD69 e CD25 em curvas sucessivas
compativeis com uma ativacao em cadeia, e pelo comportamento diversificado dos outros
marcadores, reforga a possibilidade de que o trauma cirtirgico tenha como conseqiiéncia a
ativacao de uma reacao linfocitaria muito rapida, com finalidades imunologicas especificas.

Estas finalidades poderiam ser, como sugerem Shimaoka et al, a apoptose ¢ anergia.
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Teorias que integram os novos conhecimentos sobre Sindrome da

Resposta Inflamatéria Sistémica

Varios autores tem procurado decifrar o complexo e multifatorial sistema que envolve
a fisiopatologia da Sindrome da Resposta Inflamatoria Sistémica (SIRS) e sua
conseqiiéncia mais grave, a Faléncia de Multiplos Orgdos (MODS). A regulacio da
apoptose parece ser um processo homeostatico mediado por fatores intracelulares. O
desencadeamento da apoptose através de sinalizacao especifica intracelular seria a via final
comum que levaria a resposta inflamatdria exagerada, vista nas situagdes de SIRS, a evoluir
para a faléncia de multiplos 6rgaos®.

Inicialmente pensava-se que a resposta a qualquer agente, seja infec¢ao, hemorragia
ou trauma, era o desencadeamento pelo organismo de uma reagdo inflamatoria capaz de
amplificar a si mesma indefinidamente. O resultado seria um gravissimo estado séptico que,
freqiientemente, levava ao choque, disfungao de multiplos 6rgaos e morte. Pouco se sabia
da capacidade do corpo reduzir, por si mesmo, a atividade desta cascata inflamatoria. As
tentativas de utilizar terapéuticas direcionadas a atenuar os efeitos dos mediadores pro-
inflamatoérios tiveram resultados desapontadores. Hoje se propde que, simultancamente a
ativagdo pro-inflamatdria, o organismo inicia uma resposta antiinflamatoria, da qual muitos
agentes ja foram identificados (p. ex. IL-4, IL-10, IL-11 e IL-13)***. Estes mediadores
também inibem a atividade dos linfocitos T e B, podendo resultar em imunossupressao, que
pode ser grave. Se a resposta antiinflamatoria for suficientemente importante, ela se
manifestara clinicamente por anergia imunolédgica e aumento da suscetibilidade a infecgdes.

A esta ativagdo antiinflamatoéria foi proposta a designacdo de Sindrome da Resposta Anti-
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Inflamatéria Compensatéria (CARS). A resposta ao agente externo deve ser vista como a
interacdo entre os mediadores pré e antiinflamatorios. Se estes fatores antagOnicos se
opdoem com intensidades semelhantes ¢ o agente desencadeante ¢é resolvido, recompde-se a
homeostasia. Quando o equilibrio ndo pode ser estabelecido, surge uma reagdo grave que
pode ser, predominantemente, inflamatoria ou antiinflamatoria. Quando houver predominio
de SIRS, teremos manifestagdes cardiovasculares graves, incluindo o choque e apoptose.
Caso haja predominio de CARS, teremos anergia imunoldgica e maior risco de infecgdes®.

Mesmo sendo esta proposta de um sistema bindrio para a resposta inflamatéria, mais
satisfatoria do que a simples modulagdo de sistema exclusivamente pro-inflamatorio, outras
questdes, mais arrojadas sdo levantadas. Considerando que a Resposta Inflamatoria
Sistémica e a Faléncia de Multiplos Orgios sdo processos extremamente complexos, onde
interagem varios 6rgdos, tecidos e agentes quimicos, com mecanismos que se processam
em multiplas direcdes, surge a necessidade de modelos capazes de abranger toda esta
complexidade. Atualmente, um novo entendimento dos sistemas complexos vem sendo
buscado por uma variedade de cientistas no campo das ciéncias geologicas, biologicas,
psicologicas e do comportamento. O campo da matematica que se dedica ao estudo dos
sistemas complexos chama-se dindmica ndo-linear. Os Sistemas Complexos Nao-Lineares
(SCNL) podem ser definidos como sistemas constituidos por um numero muito grande e
variavel de componentes, onde cada um dos componentes, individualmente, apresenta
grande variabilidade no correr do tempo, e¢ s3o caracterizados por um alto grau de
conectividade ou interdependéncia entre a variaveis. Os SCNL tém uma propriedade unica
mais importante, eles sdo capazes de criar a grande estabilidade e ordem que observamos

diariamente no mundo que nos cerca. A propriedade fundamental dos SCNL de integrar as
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multiplas partes e suas complexas inter-relacdes, formando um conjunto estdvel e com
propriedades definidas, ¢ chamada de "ordem emergente"®.

Godin et al propdem que os varios fatores que concorrem a instalagdo da SIRS sejam
vistos e estudados como um SCNL. Neste contexto, afirmam que a evolugao da SIRS para
a faléncia de multiplos 6rgdos se instalaria quando houvesse dano irreversivel dos érgaos
em si ou das inter-relagdes entre os diversos componentes do sistema. Reforcam novamente
que os efeitos inesperados e, até indesejados, das terapias anti-citocinas para sepse
poderiam refletir a "ndo-linearidade" na fisiologia humana, ou, mais especificamente, na
fisiopatologia da sepse e da faléncia de multiplos drgdos®’.

E cabivel transpor para a situagdo da cirurgia cardiaca estes conceitos de equilibrio
entre mecanismos pro-inflamatorios e antiinflamatorios coexistindo dentro de um sistema
complexo. Partindo destes principios tedricos, podemos inferir a necessidade de existirem
processos de ativacdo linfocitaria indutores de apoptose e anergia imunoldgica que se
contraponham a intensa atividade dos mecanismos pro-inflamatorios relacionados ao

trauma cirargico, mantendo o equilibrio do sistema, necessdrio a manutengdo da

estabilidade homeostatica.
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Conclusoes

1. A ativagdo linfocitaria na cirurgia de revascularizacdo miocardica esta relacionada
primariamente ao trauma cirurgico e nao aos procedimentos da CEC

2. A CRM desencadeia ativacao precoce dos linfocitos evidenciada pelo aumento da
expressdo de marcadores de membrana da ativagdo linfocitdria. A forma como se
apresentam as curvas de expressdo dos diversos marcadoras sugerem uma agdo integrada
com finalidades imunolégicas especificas.

3. Ha elevagdo de troponinas na CRM, cuja intensidade ndo mostrou diferenca entre
pacientes operados com ou sem CEC.

4. Nosso estudo mostra que, nos primeiros dias ap6s o procedimento, a cirurgia sem
CEC houve uma pequena piora na contratilidade miocardica avaliada pela fragdo de eje¢do

ao ecocardiograma, ndo registrada nas cirurgias com CEC.
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ABSTRACT

Background: Coronary artery bypass surgery is known to be associated with alteration of
inflammatory mediators and immune function, with early phase lymphocyte activation, that
could be responsible for postoperative lymphopenia and lymphocyte unresponsiveness.
There is lower enzymatic elevation in off-pump surgery but it is not associated with better
clinical outcome. In this thesis, we test the hypothesis that off- pump coronary bypass
surgery might result in less lymphocyte activation than on-pump coronary surgery. The
influence of cardiopulmonary bypass on myocardium is evaluated by the evolution of
cardiac enzymes (troponin I) and echocardiographic findings. We also study lymphocyte
activation markers behavior during trans and post-operative period.

Methods: We studied lymphocyte activation response during the operative and post-
operative period in 28 patients randomized to off-pump coronary surgery (n = 13) or
conventional on-pump coronary surgery (n = 15) using flow cytometry to determine
expression of CD23, CD25, CD26, CD69 and DR on T (CD3+) and B (CDI19+)
lymphocytes in the peripheral blood. At the same period, blood samples where tested for
troponin I by chemo luminescent method. Uni-bidimentional echocardiograms where done
previously and after surgery.

Results: There were no significant differences in any of the lymphocyte activation markers
off-pump compared to on-pump coronary surgery. Considering all patients studied, there
was an elevation of the proportional expression of CD69 and CD25 in T (CD3+) and B
(CD19+) lymphocytes. In T lymphocytes, the higher proportional median value (+ SE) of
CD69 was observed 6 hours after completion of anastomosis (+75 + 476 %), and CD25 had

a more gradual elevation, with its peak median value (+48 + 24 %) occurring 24 hours after
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revascularization. In B-lymphocytes, CD69 peak median value (+104 + 269 %) occurred
also 6 hours after the end of anastomosis. CD25 had its peak median value (+150 + 773 %)
12 hours after revascularization and its last measured value was elevated. The expression of
CD 26 in T lymphocytes had an apparent decrease in proportional median values (-42 + 32
%) 12 hours after end of anastomosis. There were no significant differences in enzymatic
elevation between groups. By echocardiography, off-pump patients presented reduction of
diastolic volume (p=0,001) and ejection fraction (p=0,012), and on-pump presented
reduction of diastolic (p=0,006) and systolic (p=0,01) volumes).

Conclusions: 1) Compared to on-pump cardiopulmonary bypass, off-pump surgery does
not reduce lymphocyte activation. 2) Coronary bypass surgery results in early activation of
lymphocytes, with increased expression of CD69 and CD25 on T (CD3+) and B (CD19+)
peripheral blood cells. The early elevation of CD69, and late elevation of CD25, may
indicate two parts of a sequence of lymphocyte activation. 3) Cardiac enzymes and
echocardiographic measurements behavior do not suggest better results on myocardial

damage with off-pump surgery.
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INTRODUCTION

Myocardial revascularization surgery received a major impulse in 1968, following the
publication of Dr. Favaloro’s work with bypass grafting in 1968'. The morbidity and
mortality that are still associated with this surgical procedure, despite several
improvements, are attributed mostly to cardiac arrest, hypothermia, and the use of
cardiopulmonary bypass (CPB). Therefore, since the 1990s, off-pump cornoary artery
bypass surgery (CABG) has been used as an alternative to improve treatment effectiveness
and decrease cost.

Since the publication of the first results of off-pump CABG™?, several investigators
have reported a better clinical evolution in patients operated without CPB than in those
submitted to the traditional technique, especially in selected high-risk groups*'®. However,
the few papers so far that have focused on long-term follow-up reported an excessively

. . 10,11
high number of late revascularization procedures'®

. The recent publication of the
BHACAS 1 and 2 studies showed decreased intrahospital morbidity and a similar evolution
in the first 1 to 3 postoperative years in patients operated with and without CPB'2,

The most important pathophysiologic mechanisms associated with CPB — myocardial
ischemic damage, systemic inflammatory response and effects on cellular immunity — have
received special attention. The extent of myocardial injury, assessed by measuring the
release of creatine kinase-MB (CK-MB) and troponins, may be decreased in off-pump

13,14

surgeries . This may have important consequences for high-risk patients, especially

. . . . . 14.1
those in whom myocardial function is already compromised'*"’.

One of the most important effects of CPB is the activation of the complement

cascade, causing activation of neutrophils and production of cytokines. Cytokines reinforce
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the neutrophil activation process, promoting neutrophil adhesion to vessel walls and
migration through the tissues, and making parenchymatous cells, including myocytes, more
susceptible to neutrophil-derived products. Interleukine-8 (IL-8) plays an important role in
the inflammatory process, which is counterbalanced by anti-inflammatory effects in which
IL-10 has an important participation'”. IL-6 is one of the acute-phase reactants released in
response to tissue damage, which seems to be much more significant than the alterations
associated with CPB".

No difference has been found in the levels of IL-6 in patients submitted to of-pump or
on-pump CABG'*'®. This supports the notion that IL-6 is a marker of tissue damage, rather
than being an inductor. In surgeries without CPB, the release of IL-8 is decreased and
correlated with lower postoperative levels of troponin'”. Off-pump surgeries have also been

associated with increased release of IL-10'%'

, which has an anti-inflammatory and
protective effect on the reperfused myocardium'.

Lymphocytes are classified according to their specific functions. B lymphocytes
produce immunoglobulins (antibodies), helper T lymphocytes have several immunological
functions, and cytotoxic T lymphocytes eliminate cells carrying foreign proteins. To
become active, lymphocytes require stimulation'’. In the 1980s, Petri et al. assessed
patients submitted to cardiac surgery and reported a decrease in lymphocyte activation. The
study, which included patients submitted to closed-heart (off-pump) valve surgery,
concluded that the effects of cardiac surgery on lymphocytes could be associated with
CPB'®. Other investigators have also studied the association between cardiac surgery and
lymphocyte action, focusing on the possibility that a decrease in lymphocyte activity could

. . . . 19.2
increase the risk for infection'?°.
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A study employing new flow cytometry techniques showed a significant decrease in
lymphocyte activity, mainly B and cytotoxic T lymphocytes, after the beginning of CPB. In
contrast, lymphopenia was observed 8 hours after the inactivation of heparin and was
predominantly related to helper T lymphocytes. The authors considered that CPB was the
main cause of the phenomena observed?'.

More recently, a study including patients submitted to esophageal carcinoma surgery
and cardiac surgery assessed the expression of CD69, an early activation marker®”. The
activation of lymphocytes in the trans- and postoperative period was significantly higher in
helper than in cytotoxic T lymphocytes, with no difference between the two types of
surgery. The authors concluded that the lymphopenia observed after the surgery was caused
by a process related to the activation of helper T lymphocytes, probably apoptosis.
However, until the present moment, no randomized studies have compared the activation of
lymphocytes in patients submitted to coronary surgery with and without CPB.

The objectives of this study were: 1) to test the hypothesis that lymphocyte activation
(and thus the inflammatory process) is less intense in off-pump than in on-pump CABG; 2)
to assess the influence of CPB on myocardial damage through the study of cardiac enzymes
(troponin I) and echocardiographic findings; 3) to study the behavior of lymphocyte

activation markers during and after surgery.
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PATIENTS AND METHODS
Patients

Twenty-eight consecutive patients with indication for myocardial revascularization
surgery and clinical/anatomical characteristics that allowed surgery without CPB were
randomly allocated to two groups: on-pump and off-pump CABG. All patients were
assessed in terms of lymphocyte activation, troponin I release and echocardiographic
measurements, and all were managed following the routine of the service. The study project
was approved by the Research Ethics Committee at Santa Casa of Porto Alegre, and
patients provided written informed consent prior to randomization.

Patients presenting one of the following characteristics were not included in the
study: previous history of heart surgery; acute myocardial infarction 3 months before the
study; need for concomitant cardiac procedure (valve replacement, correction of congenital
defects, or other surgical procedures); renal failure, defined as serum creatinine above 2
mg%; immunodeficiency syndrome; chronic or perioperative corticotherapy; ejection
fraction below 40% in the angiographic study of the left ventricle; active infection; unstable
angina requiring intensive care; and class III or IV heart failure according to the
classification of the New York Heart Association (NYHA).

After randomization, the patients were excluded from the study in the presence of any
trans- or postoperative events that could interfere with the parameters under analysis, such
as acute myocardial arrest, characterized by the appearance of new Q waves; decrease of
over 25% in R wave amplitude in two or more contiguous leads; levels of
creatinephosphate kinase isoenzyme MB (CPKMB) >5% of the CPK value for over 18

hours; shock, characterized by systolic pressure <80 mmHg, oliguria and signs of tissue
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hypoperfusion (nonresponsive to volume infusion); and cardiac arrhythmia requiring

electric cardioversion/defibrillation.

Anesthesia

Patients received 0.02-0.04 mg/kg oral lorazepam in the night before surgery and 90
minutes before anesthesia induction. Anesthesia was induced with midazolam (50-100
pg/kg) and 1-2 mg/kg propofol. Muscle relaxation was achieved with pancuronium (0.008
mg/kg). Mechanical ventilation was carried out with a current volume of 10-12 ml/kg, a
respiratory frequency of 10-12 mpm (subsequently altered according to blood gas samples),
and fraction of inspired oxygen (FiO;) of 30%.

In patients operated with CPB, anesthesia was maintained by means of continuous
infusion of midazolam (0.5-2 pg/kg .min) and fentanyl (0,04-0,16 pg/kg . min). Additional
doses of midazolam (1-3 mg) and/or fentanyl (50-200 pg) were administered during skin
incision, sternotomy, handling of the aorta or whenever anesthesia was suspected to have
become superficial. After ECC was completed, lower doses of both drugs were used.

In the off-pump group, subarachnoid administration of preservative-free fentanyl
(100 pg) and morphine (0.5 mg) was performed prior to anesthesia induction. Anesthesia
was maintained with isoflurane (expiratory concentration of 0.5-1.5 vol%). Midazolam and
fentanyl were administered as described for the on-pump group.

During surgery, systolic arterial pressure was kept as close as possible to 100-120
mmHg with the aid of continuous infusion of vasodilators (nitroglycerin and/or sodium

nitroprussiate) or vasopressors (noradrenaline) associated with anesthetic adjustments as

91



described above. Heart rate was maintained between 60 and 80 bpm with betablockers
(metoprolol) or with atrial stimulation by pacemakers, whenever possible.

To treat myocardial ischemia, determined by assessment of the ST segment,
arrhythmia associated with coronary clamping or altered regional motility, the etiological
factor (tachycardia, changes in arterial pressure, or procoagulation in patients with unstable
preoperative angina) was eliminated, and nitroglycerin was administered.

In the event of decreased cardiac output, continuous dopamine infusion (2-5 pg/kg .
min) was used, guided by the determinants of cardiac output (preload, peripheral or
pulmonary vascular resistance, heart rate, rhythm and contractility). In the off-pump group,
such alterations were assessed whenever the position of the heart was changed for exposure
of the coronary vein to be revascularized.

In the group operated with CPB, 5 mg/kg heparin was administered every hour (1
mg/kg) for anticoagulation. The action of heparin was controlled through the activated
clotting time, which was kept above 480 seconds. In the off-pump group, an initial dose of
1.5 mg/kg was used, in addition to continuous infusion of heparin at 1000 U/h. Reversion
of heparin action was obtained with protamine at a mg/mg ratio.

Volume replacement was performed with saline solution at 0.9% to counterbalance
the following losses: 1 ml/kg/h during preoperative fasting, insensible losses (2 ml/kg/h
during surgery), translocation (2-4 ml/kg/h), diuresis (volume to volume), and blood loss
(volume to volume). Blood losses resulting in hemodynamic instability and associated with
circulating hemoglobin concentrations below 9 mg% or hematocrit concentrations below
28% were restored with administration of packed red blood cells. Glycemia was maintained

between 100 and 200 mg/% through the administration of glucose at 5%, and, in diabetic
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patients, through intravenous insulin infusion (5-10 IU). In both groups, patients were
transferred to the intensive care unit after the surgery and kept on mechanical ventilation

until they fulfilled the criteria for weaning and extubation.

Surgical technique

On-pump CABG. All patients were submitted to median sternotomy. After
dissection of the left internal thoracic artery and the greater vena saphena magna, aortic
cannulation was performed and a two-stage cannula was introduced into the right atrium.
The CPB technique was carried out with mild hypothermia (32 °C), with an MRX cql4
3000ml membrane oxygenator (Braile Biomédica, Brazil), a Sarns™ 8000 perfusion
system with five roller pumps, 3M safety monitors, 3M arterial flow and cardioplegia
monitors, a Sarns ~ occluder and a Sechrist® mixer. Temperature was controlled with a
thermometer through the nasopharynx. The CPB circuit volume was kept at 1,750 ml with
Ringer-Lactate solution and addition of red blood cell concentrate so as to reach a final
hematocrit volume of 30%. Arterial flow was maintained at 2.5 1/m? and, at the moment off
the cardioplegia the Braile Biomedica system was used, with an induction dose and
maintenance doses every 10 minutes. Distal anastomoses were initially performed with 7-0
prolene continuous suture, and proximal anastomoses, with 6-0 prolene suture. Crystalloids
were administered at 7 ml/kg . hour. Anticoagulation was reverted after CPB completion
and after cannula removal with protamine sulfate at a dose of 1:1 for each mg of heparin.
The need for blood transfusion was regulated by hemodynamic data and by hematocrit and

hemoglobin measurements. Patients were transferred to the intensive care unit with mean
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arterial pressure between 60 and 70 mmHg, receiving volume or vasoactive agents as
needed.

Off-pump CABG. After sternum opening and dissection of the left internal thoracic
artery and greater vena saphena magna, a CTS Off-Pump Coronary Artery Bypass System
(OPCAB)™ spacer/stabilizer was used. Following the administration of heparin, a Lima
stitch was made in the posterior pericardium, and a 2-cm stitch was used to build a tripod
on which the heart could be rotated. Pacemaker wires were implanted in the right ventricle.
First, anastomosis of the left internal thoracic artery was performed on the anterior
descending artery. Once the grafting site was selected, 4-0 prolene suture with felt was
passed through the tourniquet around the artery at a proximal point. After the stabilizer was
placed, the artery was incised, and a CTS® shunt of appropriate diameter was introduced
into the lumen of the vessel. The proximal point was released, and intraluminal blood flow
was reestablished; then, anastomosis was started with 7-0 prolene continuous suture. Before
the last stitch, the internal shunt was withdrawn, eliminating all the air, and the suture was
completed. Afterwards, the saphenous vein was implanted in the aorta or in the internal
thoracic artery and anastomoses were performed, as described above. A CO, ventilator was
used in order to obtain a bloodless field. All bypasses were tested with a Doppler
flowmeter, and whenever the flow was not satisfactory, new anastomoses were made. The
blood aspirated from the field was stored in a Transfusam® collector and reinfused

afterwards.
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Blood dosages

Blood samples were collected from the arterial cannula as follows: On-Pump Group:
Time 1 (T1), right after anesthesia induction; T2, on aortic declamping; T3, 6 hours after
declamping; T4, 24 hours after declamping. Off-Pump Group: T1, right after anesthesia
induction; T2, at the end of coronary anastomoses; T3, 6 hours after anastomosis
completion; T4, 24 hours after anastomosis completion.

The blood samples were collected and stored in Vacutainer tubes (Becton Dickinson
UK Ltd., Plymouth, England) without anticoagulant agents, and immediately centrifuged.
Sera were stored at -20 °C for posterior biochemical analysis of troponin I levels. The
sample set aside for assessment of lymphocyte activity was collected and maintained at
room temperature in Vacutainer tubes containing tripotassium ethylene-diaminetetraacetic
acid (K;EDTA) until processing (24 hours later at the most). Troponin dosages were carried
out using the chemiluminescence method in Immulite devices (DPC - Diagnostic Products
Corporation, Los Angeles, USA)***. CK and CK-MB dosages were performed with the
automated kinetic method using an Integra 700 device (Roche Diagnostic Systems, Besel,
Switzerland)®. Total peripheral arterial blood samples were tested with monoclonal
antibodies. The direct immunofluorescence technique was used to assess FITC, PE, PerCP
and other fluorochrome conjugates, in a panel with the following surface markers: CD3,
CD19, CD25, CD26, CD69, and HLADR. Samples were incubated with fluorescent
antibodies, lysed (FACS Lysing Solution), washed and suspended in 0.1%
paraformaldehyde for posterior analysis in a flow cytometer (BD FACSCalibur, San Jose,

USA). Data were analyzed with the Cell Quest software.
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Echocardiography

Uni-bidimensional color Doppler echocardiograms were performed 2 weeks before
and after the procedure, prior to hospital discharge. A Hewlett Packard device (model
Sonus 5500) was used, and the usual techniques were followed. Heart dimensions and the
performance of the left ventricle were assessed, following to the recommendations of the

American Society of Echocardiography”®*’.

Statistical analysis

Continuous variables with normal distribution are presented as means =+ standard
deviation, and nonparametric data are presented as medians + standard error. Categorical
variables were analyzed with the chi-square test or Fisher's exact test, as appropriate. For
continuous variables, we employed the t test, two-way variance analysis for repeated
measures, Friedman's test and variance analysis for repeatede mesures. Significance was set
at p<0.05. The Statistical Package for the Social Sciences, Version 8.0 (SPSS Inc., USA)

was used for data analysis.
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RESULTS

Table 1 presents the characteristics of the two groups after randomization. The groups
were similar in terms of age, sex, skin color, previous disease and comorbidities. Mean
surgery duration was lower in on-pump procedures than in off-pump procedures, but there

was no difference between the two groups in the number of grafts implanted.

Table 1

The maximum CPK and CPK-MB concentration in the immediate postoperative
period was not different in the groups operated with and without CPB (Table 1). No
increase in troponin levels was detected in transoperative blood samples from either group
(Table 2). A postoperative increase in troponin concentration was observed; this increase
was higher in the on-pump than in the off-pump group, but the difference was not

statistically significant.

Table 2

Pre and postoperative echocardiographic measurements are presented in Table 3. In
the on-pump group, systolic and diastolic volume decreases were observed postoperatively.
Other pre and postoperative measurements were not significantly different: the group
submitted to off-pump surgery presented a decrease in diastolic volume and ejection
fraction after surgery and a nonsignificant increase in systolic volume. Systolic/diastolic

diameters did now show differences before and after the procedure.
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Table 3

The assessment of T lymphocytes (CD3+) revealed similar results for both groups.
Similarly, there was no difference in the expression of lymphocyte activity markers CD25
(p=0.41), CD26 (p=0.50), CD69 (p=0.312), and DR (p=0.56) in T lymphocytes (CD3+)

(Table 4).

Table 4

The percentage of B lymphocytes (CD19+) and lymphocyte activation markers
CD25, CD26, CD69 and DR in B lymphocytes (CD19+) (Table 5) was similar in the two

groups during the study period.

Table 5

Since there was no difference in lymphocyte activation between the groups operated
with or without CPB, the two groups were combined for analysis of the response of

markers to surgical trauma (Tables 6 and 7).

Table 6

Table 7
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The expression of different lymphocyte activation markers in T lymphocytes (CD3+) and B
lymphocytes (CD19+) had distinct behaviors. In T lymphocytes (CD3+), there was
evidence of early lymphocyte activation, with an increased percentage of CD69 activation
right after anesthesia induction; values continued to increase until the completion of
coronary anastomoses (3rd hour). From then on, the percentage of lymphocyte activation
markers in CD3+ cells tended to stabilize, reaching levels similar to those measured before
the surgery (27th hour) (p<0.001). The CD25 curve was similar to the CD69 curve,
although the increase in CD 25 levels started later. An increase was observed starting at the
9th hour (6 hours after completion of coronary anastomoses), with the last measurement
presenting the highest value (p=0.027). The levels of the CD26 activation marker decreased
in the beginning of the procedure. The lowest CD26 values, about 20% lower than initial
values, were observed 6 hours after coronary anastomoses were completed (9th hour). From
that moment on, the expression of CD26 tended to return to levels that were similar to those
found in the preoperative measurement (27th hour) (p<0.001). Percentages related to the
DR marker presented a slight decrease, which was more pronounced 6 hours after the end

of anastomoses (9th hour), and then returned to initial values (p=0.91) (Table 4 and Figure

).

Figure 1

In B lymphocytes (CD19+), the expression of CD69 increased starting at the
completion of coronary anastomoses (3rd hour), reached its peak 6 hours later (9th hour),

and returned to values similar to those obtained in the first measurement, during anesthesia

99



induction (27th hour) (p<0.001). The CD25 marker, after a decrease at the end of coronary
anastomoses (3rd hour), had a significant increase in the 9th hour, and a new decrease in
the last measurement (27th hour). However, the levels of CD25 in B lymphocytes did not
return to initial values (p=0.003). The expression of CD26 did not follow the relative
increase observed in B lymphocytes. Rather, there was a gradual and inexpressive decrease,
which started 6 hours after the end of anastomoses (9th hour) and continued until the last
measurement (27th hour) (p=0.94). The DR curve was similar to that of CD19, with no
alterations in expression in B lymphocytes throughout the study period (p<0.001) (Table 5

and Figure 2).

Figure 2
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COMMENT
Off-Pump CABG has been considered as an alternative to decrease morbidity,

mortality and cost’*3!

. When evaluating new techniques, in addition to collecting
clinical evidence, it is also important to clarify pathophysiologic aspects associated with the
procedure.

In myocardial revascularization surgery, there is an increase in the release of
cytokines and in the expression of cellular adhesion molecules, both in leukocytes and in
the endothelium®™; the activity of soluble mediators and the contact with adhesion
molecules may lead to the activation of lymphocytes™®.

The increase in cytokine levels and in the expression of adhesion molecules is
associated with surgical trauma and CPB****. A decrease in the activity of these factors has
been demonstrated in patients submitted to surgery without CPB in comparison to patients
submitted to the conventional procedure'®**>* however with no evidence of clinical

implications'®. Still, no study so far has focused on lymphocyte activation in patients

submitted to myocardial revascularizaton surgery with and without CPB.

Myocardial necrosis markers

In patients submitted to the conventional technique with CPB, an inverse association
between the level of troponins and the ejection fraction has been observed
echocardiographically in the postoperative period*. A retrospective study on the enzymatic
behavior of patients submitted to myocardial revascularization surgery did not find a
significant difference in the levels of CK-MB or troponin I between patients operated with

CPB (n=181) and without CPB (n=122)". In the study by Leal et al.”, patients submitted
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to on-pump surgery had significantly higher levels of troponin when compared to those
submitted to off-pump procedure. However, in on-pump patients, enzymatic values did not
correlate with duration of ischemia or duration of CPB, which suggests that the greater
increase observed in the CPB group resulted from the myocardial damage caused by
technical differences in the surgical procedures, and not by CPB itself.

In another study'®, the levels of troponin I in patients operated without CPB were
lower than in patients operated with CPB, and a correlation between troponin values 24
hours after surgery and IL-8 levels was observed. This suggests that the degree of
myocardial damage may be related to the intensity of the inflammatory process caused by
surgery. Czerny et al.'* also found a more pronounced increase of troponin I, CK-MB and
myoglobins in patients operated with CPB in relation to those operated without CPB. In
that study, which did not include IL-8, there was no significant difference in terms of
inflammatory markers between the two surgery groups. Based on those findings, the
authors suggested that myocardial damage would be less intense in off-pump surgeries,
mainly because patients are submitted to transitory regional ischemia, rather than to
prolonged global ischemia, as occurs in CPB. Thus, the alterations resulting from the
inflammatory process would be less important'*.

In our patients, an increased in the median value for troponin I was observed in all
postoperative measurements. Although values were higher in the group operated with CPB,
the difference was not significant. In our opinion, the different results found by different
authors are due to the several mechanisms that interact to raise enzyme levels in patients
submitted to myocardial revascularization, such as the surgical technique, CPB, and the

individual characteristics of patients.
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Ventricular function assessment

In terms of ventricular assessment, the changes observed in both size and function
during myocardial revascularization procedures may be associated with the patient’s
previous status, with several factors that interact during the procedure and with the result
obtained in terms of myocardial reperfusion. Echocardiography is extremely useful in the
follow-up of myocardial alterations during and after surgery’’. Systolic and diastolic
function parameters are moderately compromised during surgery without CPB due to the
positioning of the heart and the interruption of coronary flow. These alterations are more
marked when the circumflex artery needs to be manipulated, but they disappear after the
procedure™ . In patients operated without CPB, with a very low ejection fraction (>30%), a
significant increase in myocardial contractility has been observed in evaluations carried out
1 month and 1 year after the surgical procedure™.

In on-pump patients, there was a statistically significant decrease in systolic and
diastolic volumes in the left ventricle, without alterations in the ejection fraction; however,
the clinical significance of the decrease is questionable. In the group operated without CPB,
a decrease was observed in diastolic volume only, with no significant alterations in systolic
volume; this translated into a decrease of approximately 10% in the ejection fraction in
relation to preoperative values. Since our patients were assessed rather early, before
hospital discharge, these alterations may still have been the result of hemodynamic changes
secondary to the manipulation of the heart which takes place during off-pump procedures.

On the other hand, we would not expect an impressive improvement in ventricular function,
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since patients with highly compromised ventricular function (who would benefit the most

from the effects of surgery on myocardial ischemia) were excluded.

Comparison of activation markers in off-pump and on-pump CABG

In our group of patients, the expression of CD25, CD26, CD69 and DR in T
lymphocytes (CD3+) and B lymphocytes (CD19+) was assessed by two measurements
during surgery and by two measurements performed up to 24 hours postoperatively. When
patients operated with and without CPB were compared, no difference was found between
the expression of different markers. This result is similar to that obtained in the comparison
of eight patients submitted to esophageal surgery with patients submitted to cardiac surgery
(four myocardial revascularization surgeries and two valve surgeries), which did not show
differences between the groups concerning early lymphocyte activation, assessed by
measuring the expression of CD69”*. There was also no difference between patients
operated with or without CPB on lymphocyte subpopulations studied postoperatively®.

We conclude that the effect on lymphocyte activation is mainly a result of surgical trauma.

Behavior of activation markers during and after surgery

The assessment of lymphocyte activation markers in our 28 patients revealed an early
increase in the expression of CD69 in T lymphocytes (CD3+) and B lymphocytes (CD19+).
The expression curves for CD25 also showed elevation (similarly to CD69). However, the
increase, peak and decrease in CD25 levels occurred later than for CD69, suggesting a
mechanism of successive lymphocyte activation. The levels of CD26 decreased

progressively in T and B lymphocytes. This was observed until the 1st postoperative day in
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B lymphocytes, but T lymphocyte values presented a partial return to initial values in the
measurement carried out 24 hours after coronary anastomoses. There were no changes in
DR levels in T lymphocytes. The behavior of the DR curve was similar to that of the B
lymphocyte curve.

Initially, studies focusing on the behavior of lymphocytes following surgical
procedures showed absent or decreased lymphocyte activity after major surgeries. This
apparent decrease in immune function is at the same time positive, since it could prevent
exaggerated reactions during surgery, and negative, since it may also increase the risk for
infection®'.

Misoph et al.?' studied 27 patients submitted to myocardial revascularization and
found an increase in lymphocytes at the beginning of surgery, with a posterior decrease.
Minimal lymphocyte values were achieved 8 hours after the inactivation of heparin by
protamine. From that moment on, a gradual increase was observed until 24 hours after the
procedure. Helper T lymphocytes showed minimal values 8 hours after protamine
administration, followed by a progressive elevation; cytotoxic T lymphocytes presented an
initial elevation, followed by a decrease that was still observed in the last measurement; and
B lymphocytes presented an initial decrease followed by increase. In relation to lymphocyte
activation markers, no change was observed by Misoph et al. in CD25 and CD69
expression. The HLA-DR marker reached its peak in cytotoxic T lymphocytes 8 hours after
the administration of protamine, exactly when these lymphocytes reached their minimal
value. According to those authors, lymphopenia, recorded for an extremely short period, in

addition to the different alterations found in lymphocyte subpopulations suggest the
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occurrence of an extremely fast immune reaction rather than the presence of a process of
immune suppression, as previously proposed”.

Differently from Misoph et al., Shimaoka et al.** found an increase in the expression
of CD69, an early lymphocyte activation marker. Shimaoka et al. studied a population of
patients submitted to esophageal and cardiac surgeries. According to those authors, the
early activation of lymphocytes could lead to anergy and apoptosis and these phenomena
would account for the decreased activity and number of lymphocytes observed in late
evaluations®.

Franke et al.,, who evaluated the inflammatory response to myocardial
revascularization from the preoperative period until the 5t postoperative day®', describe a
biphasic inflammatory response: the first phase would be characterized by the presence of
pro- and anti-inflammatory factors associated with the innate immune system, which would
be normalized by the 3rd postoperative day. The second phase (5th postoperative day)
would correspond to the onset of an adaptive immune system response. This response
would be dependent on lymphocyte activity and characterized by an anti-inflammatory-type
reaction. This would explain why the systemic inflammatory response occurs immediately
after surgery, while infectious complications appear later®.

In our study, the increased expression of CD69 and CD25 is compatible with a
sequential lymphocyte activation mechanism. This observation, in addition to the different
behaviors showed by other markers, reinforces the hypothesis that surgical trauma results in
extremely fast lymphocyte activation, with specific immunological purposes — which could

be, as suggested®, apoptosis and anergy.
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New theories on the systemic inflammatory response syndrome
Several authors have sought to understand the complex and multifactorial system

involved in the pathophysiology of systemic inflammatory response syndrome (SIRS) and
its severe consequences, namely multiple organ failure. Apoptosis regulation seems to be a
homeostatic process mediated by intracellular factors; the activation of apoptosis caused by
specific intracellular signaling events could lead to multiple organ failure due to the
exaggerated inflammatory response observed in SIRS®.

Originally, the organism was thought to respond to any agent — infection, hemorrhage
or trauma — by triggering an increased inflammatory response. The result would be severe
sepsis leading to shock, multiple organ failure, and death. Little was known about the
ability of the human body to reduce the activity of this inflammatory cascade. In addition,
the results of experiments with different forms of treatment aimed at attenuating the effects
of anti-inflammatory mediators were disappointing.

Nowadays, the body is believed to initiate an anti-inflammatory response
simultaneously to the activation of pro-inflammatory mechanisms, and several agents
associated with this anti-inflammatory response have already been identified (e.g. IL-4, IL-
10, IL-11, and IL-13)**%. These mediators also inhibit the activity of T and B lymphocytes,
and may result in immune suppression. If the anti-inflammatory response is sufficiently
strong, then it will manifest itself by means of immunological anergy and increased
susceptibility to infection — known as compensatory anti-inflammatory response syndrome
(CARS).

The response of the body to external agents should be seen as an interaction between

pro- and anti-inflammatory mediators. Thus, if the antagonic factors present similar
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intensity and the causal agent is eliminated, homeostasis can be restored. However, when
balance is not established, a severe reaction — either inflammatory or anti-inflammatory —
occurs. With predominance of SIRS; severe cardiovascular manifestations, including shock
and apoptosis, will be observed. On the other hand, if CARS predominates, then
immunologic anergy and an increased risk for infection will be present®*.

Although the proposition of a dual inflammatory response system is more satisfactory
than an exclusive modulation by a pro-inflammatory system, new questions are raised.
Considering that systemic inflammatory response and multiple organ failure are extremely
complex processes (in which several organs, tissues and chemical agents interact in the
presence of multidirectional mechanisms), there is a need for new models that comprise all
this complexity. A new understanding of these complex systems has been sought by a
variety of investigators in the fields of geological, biological, psychological and behavioral
sciences. In mathematics, the area that investigates complex systems is called nonlinear
dynamics. Complex nonlinear systems can be defined as the combination of a great and
variable number of components, where each individual component presents great
variability in time. In addition, these systems are characterized by a high degree of
interconnectivity or interdependency between variables. Complex nonlinear systems
present an extremely important property: they are capable of establishing stability and order
in the world that surrounds us. This fundamental property of integrating multiple parts and
their complex inter-relations, forming a stable set with defined properties, is called
emergent order®.

Godin et al. suggest that the several factors contributing towards the onset of SIRS

should be studied as a complex nonlinear system. In this context, they state that the
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progression of SIRS to multiple organ failure occurs when the organs themselves or the
inter-relations between system components suffer irreversible damage. They underscore
that the unexpected — and even undesirable — effects of anticytokine therapies for treatment
of sepsis may be merely reflecting nonlinearity in human physiology, or, more specifically,
in the pathophysiology of sepsis and multiple organ failure®’.

It is fair to assume that these concepts of balance between pro- and anti-inflammatory
mechanisms co-existing in a complex system can be applied to cardiac surgery. Based on
such theoretical principles, it is possible to infer the existence of lymphocyte activation
processes that induce apoptosis and immunological anergy in order to counterbalance the
intense activity of pro-inflammatory mechanisms associated with surgical trauma,

maintaining the necessary balance to ensure homeostatic stability.
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CONCLUSIONS

1. Lymphocyte activation in myocardial revascularization surgery is primarily
associated with surgical trauma and not with CPB per se.

2. Myocardial revascularization surgery causes the early activation of lymphocytes,
as evidenced by the increased expression of lymphocyte activation markers. The expression
curves of several markers suggest an integrated action with specific immunological aims.

3. There was an increase in troponins in operated patients with no difference between
on-pump and off-pump groups.

4. Our study showed that, on the first postoperative days, off-pump surgery patients
had a slight worsening in myocardial contractility, detected through echocardiographic

assessment of ejection fraction; this worsening did not occur in on-pump surgery.
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Table 1. Clinical characteristics and surgical data after randomization.

Variable On-Pump Off-Pump p

n 15 13

Age - mean + SD 61+10.2 63+7.3 0.61
Males - n (%) 8 (53.3) 10 (76.9) 0.37
White - n (%) 14 (93.3) 12 (92.3) 1
Previous infarction - n (%) 7 (46.7) 8 (61.5) 0.68
Class I-II heart failure - n (%) 0 (0.0) 2 (15.4) 0.21
Hypertension - n (%) 10 (66.7) 10 (76.9) 0.86
Chronic obstructive pulmonary disease - n (%) 2 (13.3) 3 (23.1) 0.86
Diabetes mellitus - n (%) 2 (13.3) 1 (7.7) 1
Peptic disease - n (%) 1 (6.7) 2 (15.4) 0.9
Peripheral arterial disease - n (%) 2 (13.3) 2 (15.4) 1
Duration of surgery (min) - mean + SD 268 + 46 312+43 0.02
Peak CPK (U/L) - mean = SD 302+ 174 390 + 300 0.34
Peak CPK-MB (U/L) - mean + SD 15+6 18+ 10 0.53
No of revascularized vessels - mean = SD 2.7+1.0 26+0.5 0.78

120



Table 2. Troponin variation during and after surgery (ng/mL).

On-Pump Off-Pump p
Samples Median SE Median SE
Anesthesia induction 0 0.05 0 0 0.35
Anastomosis completion 0 0.1 0 0.07 0.44
6 hours after anastomoses 2.2 1.26 0.87 0.53 0.08
24 hours after anastomoses 1.1 3.12 1 1.29 0.73
p <0.001 <0.001
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Table 3. Echocardiographic measurements before and after surgery.

On-Pump

Off-Pump

Preoperative Postoperative

Preoperative Postoperative

Measurements (mean = SD) (mean+SD) p (mean=+SD) (meanx=SD) p
Diastolic diameter (mm) 49+5 49+ 6 0.11 51+5 49+7 0.18
Systolic diameter (mm) 31£6 32+7 0.15 31+4 34+6 0.09
Diastolic volume (mL) 87+ 30 79 + 36 0.01 112+33 96 + 36 0.01
Final systolic volume (mL) 33£17 32+18 0.01 44 + 27 56 +36 0.27
Ejection fraction (%) 64+9 65+9 0.77 63+ 12 5611 0.01
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Table 4. T lymphocyte activation markers according to type of surgery (%).

Markers Type of Anesthesia Anastomoses 6 hours after24 hours after

(mean £ SD) surgery induction completion anastomoses anastomoses b

CD3 On-Pump 704 £7.2 649+7.9 50.6+11.8 61.37+9.1 0.65
Off-Pump 72.2+8.1 69.7+9.4 51.2+10.8 62.7+8.3

CD25 On-Pump 5.8+£3.5 49+28 6.1 +£3.7 89+5.1 0.31
Off-Pump 7.9+6.4 7.6+4.9 6.4+33 84+5.0

CD26 On-Pump 30,7+ 109 266+11.9 18.4+ 8.6 26.9+9.3 0.96
Oft-Pump 28.6t14.1 254+10.3 17.5+8.0 242 +10.7

CD69 On-Pump 7.6+5.6 13.2+11.0 10.7+5.9 6.6 +3.0 0.79
Off-Pump 4.6+4.0 10.2 £8.3 9.8+4.5 52+22

DR On-Pump 49+22 49+23 5.8+4.1 44+19 0.14
Oft-Pump 7.0+£543 59+3.6 55+43 6,3+4,4
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Table 5. B lymphocyte activation markers according to type of surgery (%).

Markers Type of Anesthesia Anastomoses 6 hours after24 hours after

(mean £ SD) surgery induction completion anastomoses anastomoses b

CD19 On-Pump 120+5.0 8.7+4.5 12.7+4.7 193+7.2 0.19
Off-Pump 10.5+2.7 9.1+3.8 14.5+10.6 16.3 +8.7

CD25 On-Pump 0.5+0.7 0.6+0.9 1.0+0.8 0.9+0.9 0.96
Off-Pump 0.5+0.6 04+0.3 1.1+0.9 1.0+1.3

CD26 On-Pump 1.9+1.2 21+1.5 1.8+1.2 24+13 0.25
Off-Pump 43+6.0 23+24 277+£2.6 24+22

CD69 On-Pump 46+38 45+34 7.0+3.9 41+1.8 0.92
Off-Pump 2.7+£3.0 3.6+2.3 5.7+4.7 26+25

DR On-Pump 12.3+49 92+47 13.7+5.2 20.2 £ 8.6 0.32
Off-Pump 10.7+2.6 89+3.2 14.1+94 16.2+74
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Table 6. T lymphocyte activation markers in all patients (%).

Markers Anesthesia Anastomoses 6 hours after24 hours after

(mean £ SD) induction completed anastomoses anastomoses b

CD3 71.2+7.6 67.2+8.8 509+11.1 62.0+ 8.6 <0.001
CD25 6.9+52 6.3+4.2 63+34 8.6+49 =0.027
CD26 29.7+123 260+11.0 18.0+8.2 25.7+£9.9 <0.001
CD69 6.3+5.1 11.9+9.8 10.3+£5.2 6.0+2.7 <0.001
DR 59+4.2 54+3.0 5.7+4.1 53+34 =0.912
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Table 7. B lymphocyte activation markers in all patients (%).

Markers Anesthesia Anastomoses 6 hours after24 hours after

(mean £ SD)induction completed anastomoses anastomoses b
CD19 11.3+4.0 89+4.1 13.6 +8.0 17.9+7.9 <0.001
CD25 0.5+0.6 0.5+0.7 1.0+ 0.8 1.0£1.1 =0.003
CD26 3.0£43 22+2.0 22+2.0 24+1.8 =0.939
CD69 3.7£3.5 41+29 6.4+4.3 34+22 <0.001
DR 11.5+4.0 9.0+4.00 139+74 18.1+8.1 <0.001
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Legends to figures
Figure 1. Behavior of T lymphocyte activation markers. * p<0.0166 in relation to initial

values.

Figure 2. Behavior of B lymphocyte activation markers. * p<0.0166 in relation to initial

values.
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Figure 1
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Figure

B lymphocyte activation
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Anexo 2: Consentimento informado

AUTORIZACAO PARA PARTICIPAR DE UM PROJETO DE PESQUISA

Nome do Estudo: Atividade imunoinflamatdria em cirugia de revasculariza¢do miocéardica

com e sem circulacdo extracorporea.

Responsaveis pelo projeto: Dr Celso Blacher e Dr. Jorge Pinto Ribeiro

1.

Objetivos do estudo

A finalidade deste estudo ¢ entender melhor o efeito da circulagdo extracorpdrea (uma
maquina usada para manter a circulagdo do sangue durante a cirurgia) sobre o coracdo e
o resto do organismo nas cirurgias de revascularizagdo miocardica (pontes de safena e
implantes de artéria mamaria). Para tanto serdo coletadas amostras de sangue durante e
apos a cirurgia para dosar substancias liberadas durante a mesma e que possam estar
relacionadoas ao uso de circulagdo extracorporea.

Explicagdo dos procedimentos

A cirurgia de revascularizacdo miocardica pode ser realizada com a utilizagdo de
circulagdo extracorporea (sistema que substitui o coragdo e pulmdes durante a cirurgia)
ou sem circulagdo extracorporea. A escolha do tipo de cirurgia a ser realizado depende
de critérios técnicos e da aceitacdo do paciente. O procedimento considerado mais
adequado para seu caso lhe serd proposto pelos médicos e o Sr. terd oportunidade de
participar desta decisdo.

A sua cirurgia obedecera todas as rotinas de qualquer cirurgia de revascularizacio

realizada neste hospital. Como parte desta rotina, para acompanhamento da sua pressido
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arterial, serd colocado um cateter na arteria do seu pulso (radial). Este cateter serve
também para coletar exames e, através dele serdo coletadas 4 amostras de 5 ml de
sangue, durante e até 24 horas apo0s a cirurgia.

A sua participagdo € voluntiria e as amostras apenas serdo colhidas com o seu
consentimento.

. Possiveis riscos e desconfortos

A presente pesquisa prevé apenas coleta de amostras sangue através do cateter
intraarterial, que faz parte da rotina para este tipo de cirurgia, ndo trazendo qualquer
desconforto ou risco acima do habitual.

. Possiveis beneficios do estudo

A sua participacdo neste estudo ndo lhe trard qualquer beneficio pessoal mas
possibilitara um melhor conhecimento sobre os efeitos da circulagdo extracorporea,
podendo melhorar as condi¢des dos pacientes operados no futuro.

. Exclusdo do estudo

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

. Direito de desisténcia

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

. Sigilo

Todas as informagdes obtidas neste estudo, bem como as constantes do prontuario
hospitalar do paciente poderdo ser publicados apenas com finalidade cientifica,

mantendo-se 0 anonimato.
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8. Indenizacdes e ressarcimentos
Nao estdo previstos ressarcimento para cobrir despesas inerentes ao estudos. Nao ha
programacao deste tipo de despesa ou indenizagdes por eventuais danos decorrentes a
pesquisa por serem os procedimentos da mesma isentos de risco acima do habitual para
cirurgias de revasculariza¢do miocardica.

9. Consentimento
Declaro ter lido, ou que me foram lidas, as informagds acima antes de assinar este
formuladrio. Foi-me dada ampla oportunidade de fazer perguntas, esclarecendo
plenamente minhas dividas. Estou ciente que, se persistirem quaisquer duvidas, poderei
contatar os médicos responsaveis pelo presente projeto, pessoalmente no Centro Médico

do Hospital Sao Francisco/ Santa Casa de Porto Alegre ou através do telefone 225-3019.

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

Porto Alegre,

Assinatura do paciente Assinatura do pesquisador responsavel
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