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RESUMO

Paulitsch FS. Alteragbes hemostaticas e clinicas em cirurgias de
revascularizagdo miocardica com e sem circulacdo extracorpdrea: estudo
prospectivo randomizado [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo, 2009. 89 p.

Introdugcdo: a revascularizagdo miocardica (RM) sem circulagdo
extracorpérea (CEC) tem sido associada a menores complicagées quando
comparadas a com CEC. Objetivos: determinar os efeitos da CEC em
marcadores de hemostasia, fibrindlise, inflamacdo e correlacionar com
eventos clinicos. Método: os pacientes foram incluidos de forma prospectiva
e randomizada para cirurgia de RM com (n=41) ou sem CEC (n=51). As
concentragdes de proteina C reativa (PCR), fibrinogénio, dimero-D e inibidor
do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI1) foram quantificadas antes e apds
(1 e 24 horas) a RM. As técnicas cirurgicas e anestésicas foram
padronizadas para ambos os grupos. Eventos clinicos foram avaliados
durante a hospitalizagdo inicial e apdés 1 ano de seguimento. Resultados: as
concentragcdes de PAI1 e dimeros-d foram maiores quando comparados os
valores pré-operatérios com os de 1 e 24 h, ap6s a RM em ambos os
grupos, porém as concentragcdes de PAI1 aumentadas estenderam-se por 24
h apés a RM com CEC (p<0,01). A concentragdo de PCR teve um aumento
de pequena magnitude imediatamente apds a cirurgia em ambos 0s grupos
e aumentou de modo similar 24h apdés a RM (p<0,01). A RM com CEC foi
associada com maior perda sanguinea durante a cirurgia e mais
sangramento poés-operatério (p<0,01). A incidéncia de todas as outras
complicagdes foi similar nos dois grupos. Conclusdo: a RM com CEC
apresentou evidéncias bioquimicas de um estado pro-trombdtico precoce
apods a cirurgia, porém, sem evidéncias no aumento no numero de eventos
tromboticos. O estado pré-trombdtico pode ser consequéncia do circuito
extracorpdreo, resposta compensatoria ao sangramento, ou a ambos em
pacientes submetidos a cirurgia com CEC.

Descritores: 1. Ponte de artéria coronaria 2.Inflamacdo 3.Ponte de artéria
coronaria sem  circulagdo  extracorpdrea 4. Trombose/cirurgia
5.Revascularizacdo miocardica 6.Circulacado extracorporea



SUMMARY

Paulitsch FS. Hemostatic changes and clinical sequelae after on-pump
compared with off-pump coronary artery bypass surgery: a prospective
randomized study. [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo”, 2009. 89 p.

Objective: To delineate the effects of extracorporeal bypass on biomarkers of
hemostasis, fibrinolysis, and inflammation and clinical sequelae. Methods:
Patients were assigned prospectively and randomly to either on-pump (n=41)
or off-pump (n=51) coronary bypass surgery. The concentrations of C-
reactive protein (CRP), fibrinogen, D-dimer, and plasminogen activator
inhibitor type 1 (PAI-1) in blood were quantified before and after (1 hour and
24 hours) surgery. Similar surgical and anesthetic procedures were used for
both groups. Clinical events were assessed during initial hospitalization and
at the end of 1 year. Results: The concentrations of PAI-1 and d-dimer were
greater compared with preoperative values 1 hour and 24 hours after surgery
in both groups, but their concentrations increased to a greater extent 24
hours after surgery in the on-pump group (p<0.01). The concentration of
CRP did not change appreciably immediately after surgery in either group but
increased in a parallel fashion 24 hours after either on-pump or off-pump
surgery (p<0.01). Bypass surgery in the on-pump group was associated with
greater blood loss during surgery and more bleeding after surgery (p<0.01).
The incidence of all other complications was similar in the 2 groups.
Conclusion: On-pump surgery was associated with biochemical evidence of a
pro-thrombotic state early after surgery but no greater incidence of
thrombotic events. The pro-thrombotic state may have been a consequence
of extracorporeal bypass, compensation in response to more bleeding, or
both in patients undergoing on-pump surgery.

Descriptors: 1. Coronary artery bypass graft 2. Inflammation 3. Off-pump
CABG 4. Thrombosis/surgery 5. Cardiac surgery 6. Extracorporeal
circulation
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O uso de técnicas menos invasivas para a abordagem cirurgica do
coracdo nem se difundido nos ultimos anos pelos diversos servicos no

I"* e no Mundo*®. Para diminuir os efeitos adversos do circuito

Brasi
extracorpéreo (CEC), diferentes vias de acesso e de aparelhos tém sido
utilizadas para se realizar as cirurgias cardiacas sem o auxilio desse
dispositivo’'°. A esternotomia mediana sem o uso da CEC"'"'? e a cirurgia

coronariana minimamente invasiva (acesso minimo)®'°

sao exemplos de
técnicas preconizadas para realizagdo de cirurgias cardiacas de
revascularizagdo miocardica (RM), em que existiiam vantagens ao se
utilizar como alternativa a técnica com o uso da CEC"'#'™, A principal
vantagem da RM sem CEC, como o préprio nome informa, € evitar o uso da

CEC, levando a menos complicagdes pods-operatorias, recuperacdo mais

rapida e retorno as atividades habituais em tempo menor™.

Acredita-se que, apés uma cirurgia sem o uso do circuito
extracorpéreo, a hemostasia esteja preservada e o sangramento poés-
operatorio é significativamente reduzido, comparado com procedimentos que

utilizam esse tipo de circuito™ "’

, podendo levar a menor necessidade do uso
de hemoderivados e antifibrinoliticos. No entanto, essa hemostasia
preservada pode resultar em atividade pro-coagulante apds cirurgias sem

CEC'™. Este estado pré-coagulante é descrito em cirurgias de grande

Felipe da Silva Paulitsch



Introdug&o 3

porte %2

e, também, pode ser esperado apds cirurgias cardiacas como a
revascularizagdo miocardica, acarretando um risco aumentado de
tromboses. Além disso, na cirurgia sem CEC, existe maior dificuldade
técnica em relacéo a cirurgia que utiliza a parada cardioplégica do coragao,
0 que pode levar a uma revascularizagcdo incompleta com maior

frequéncia.?*?*.

Alguns marcadores vém se mostrando Uteis para estudar a atividade
pré-coagulante e comparar a fisiologia da hemostasia entre cirurgias com e
sem CEC. Por isso, o conhecimento do papel de cada um deles durante o
processo hemostatico fisioldgico é fundamental para a compreensao de seu
comportamento durante essas cirurgias. No entanto, ndo se pode deixar de
pensar que, apesar dos avangos nas técnicas de perfusdo, anestesia e
cirurgica € mesmo quando se comparam dois procedimentos de grande
porte, a atividade inflamatéria desencadeada® pode levar a reagdes
importantes e desencadear maior sangramento%, retencdo de fluidos e

2729 Desse modo, estudar atividade

disfungdo orgénica temporaria
hemostatica sem dosar fatores inflamatérios pode levar a conclusdes

equivocadas.

Felipe da Silva Paulitsch



Introdug&o 4

1.1 ATIVIDADE HEMOSTATICA

Resumidamente®, o evento que desencadeia a coagulacdo do
sangue € a lesao da parede do vaso e a apresentagao do fator tissular (FT).
A ligagao do fator tissular com outros fatores forma complexos que irdo
desencadear a cascata de coagulagao, tanto na vias intrinsecas como nas
extrinsecas. Isso forma o fator Xa (transformagéo do fator X em sua forma
ativada) que, por sua vez, ira atuar na protrombina, transformando-a em
trombina. Por sua vez, a trombina, é regulada pela antitrombina Il e
trombomodulina, que inibem sua atividade proteolitica. A antitrombina Il
inibe tanto diretamente a trombina como de forma indireta, por meio da
inibicdo dos fatores Xl, IX e X. Enquanto a trombomodulina regula, ativando
os sistemas C e S que inibem os fatores V e VIll, sem acdo direta sobre a
trombina. Quando presente na circulagéo, a trombina converte o fibrinogénio
em monbémeros de fibrina, que se agregam espontaneamente, formando
protofibrilas. Além disso, a trombina ativa o fator Xlll (Xllla), agregando as

fibrilas em varios sentidos para solidificar o coagulo (Figura 1)°.

Felipe da Silva Paulitsch
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Regulacdo da Cascata de .
Coagulagio Les&o do vaso ou tissular

Fator XII \. Fator VII
Fator Xl ) Fator W—/
Fator Xlla

Complexo fator Vlla-Fator tissular

Fator [X Fator Xla+
Fator VI3 LRI
* <+
Fator VIl Fator X —% *
4
Protrombina Fellelf Fator Va
Trombina

Fibrinogénioc = Fibrina

<+ Inibig&o pela anti-trombina Il
% Inibig&o pelaproteinaCe S

Figural- Cascata de coagulagdo e seus mecanismos de regulagéo

O plasminogénio circulante liga-se ao coagulo de fibrina e é
convertido em plasmina pelo ativador do plasminogénio tissular (t-PA).
Desse modo, a plasmina € liberada na circulagdo e liga-se a fibrina
dissolvendo-a. Isso resulta em lise do coagulo e liberagdo de produtos da
degradagao da rede de fibrina, contendo dimeros-D (Figura 2). Associadas
as plaquetas, as mesmas células endoteliais ativadas que liberam t-PA
liberam, também, o inibidor do plasminogénio tecidual tipo 1 (PAI-1). Desse
modo, o t-PA estimula a liberagdo de seu inibidor, o PAI-1, fazendo um
controle hemostatico e permitindo uma regulagdo da ativagdo da plasmina,

inibindo sua ativacdo excessiva e potencialmente deletéria. Além disso, o

Felipe da Silva Paulitsch
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fator Xllla promove a ligacdo da alfa-2-antiplasmina ao coagulo de fibrina.
Assim esses dois inibidores (PAI-1 e alfa-2-antiplasmina) atuam no controle
da fibrindlise™. Portanto, o PAI-1, os dimeros-D e o fibrinogénio sao
proteinas que participam diretamente do processo de fibrindlise e que
refletem mecanismos envolvidos durante a ativagdo da hemostasia (Figura

2).

. . Fator XIII
Ativacao

_— Trombina /—’Fatolxa

Fibrinogénio ‘—} Monémeros de Fibrina s Coagulo de Fibrina

Produtos da
Produtos da Plasmina degradagéao
degradagéo do o da rede de
Fibrinogénio « fibrina
* contendo
Plasminogénio - D-dimeros
Céls Endoteliais
Fibrinélise
Figura2 - Fisiologia da fibrindlise endégena e liberagdo de dimeros-D.

PAI-1, inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1; tPA,
ativador do plasminogénio tecidual

Outra via que deve ser citada no mecanismo de ativacéo da fibrindlise

€ por intermédio do fator Xll, pré-calicreina e cininogénio de alto peso

Felipe da Silva Paulitsch
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molecular (CAPM). O sangue em contato com a superficie do circuito
extracorpéreo sofreria uma ativacdo dessa via de contato, ativando a via

intrinseca da cascata de coagulacéo e posterior fibrindlise®.

1.1.1 Marcadores de hemostasia
1.1.1.1 Dimeros-D

Detalhando o mecanismo de formacdo dos dimeros-D durante a
formagado do coagulo, a trombina € ativada, clivando os fibrinopeptideos do
fibrinogénio e formando os mondémeros de fibrina. Posteriormente, ocorre
uma polimerizagdo com a formacdo de uma rede de fibrina. Esta rede é
inicialmente, soluvel, sendo estabilizada com ligagdes covalentes por meio
do fator Xllla, produzindo, desse modo, um coagulo de fibrina insoluvel no
plasma. A rede de fibrina estabilizada sera, posteriormente, degradada pela
atividade de uma enzima fibrinolitica, a plasmina, cujo processo é
denominado fibrindlise®'. Em condicdes fisiolégicas normais, a plasmina é
neutralizada pela alfa-2-antiplasmina na regido do coagulo. Uma variedade
de produtos de degradagao da fibrina € formada, dependendo da extensao
da fibrindlise. O menor fragmento € uma espécie de plasmina resistente, os
dimeros-D*°. Consequentemente, a detecgdo de dimeros-D indica a
sequéncia de eventos: ativacdo da trombina, formagdo de coagulo e

subsequente lise®**2.

Felipe da Silva Paulitsch
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O aumento dos dimeros-D indica atividade fibrinolitica e é visto em
inUmeros estados trombadticos arteriais e venosos33, incluindo tromboses
venosas profundas® (TVP) elou embolia pulmonar®, infarto agudo de
miocardio®®, coagulagdo intravascular disseminada®’ e fibrindlise primaria®,
doencas hepaticas®, sepsis grave®®, cirurgias®® e pré-eclampsia®®. A
elevacdo expressiva ou persistente deles no pds-operatério pode preceder
episodio tromboembdlico®®. Seus valores tém sido utilizados também para

monitorar o curso e a resposta a terapia trombolitica®®.

1.1.1.2 PAI-1

O inibidor da ativagao do plasminogénio tipo 1 (PAI-1) inibe a ativagao
do plasminogénio plasmatico rapidamente, inativando tanto a forma tecidual
(t-PA) como a forma uroquinase (u-PA). O PAI-1 é uma cadeia simples
glicoprotéica com peso molecular de 47 kD*'. Durante a fibrindlise, o t-PA
converte a forma protéica do plasminogénio inativa em plasmina, que exerce
atividade proteolitica localizada fazendo a degradacdo da fibrina. Isso
estimula a liberagdo do PAI-1, que € um regulador fisiolégico da agédo da

plasmina®?.

O PAI-1 é sintetizado no figado e pelas células endoteliais, sua
sintese € regulada por diversos mediadores fisiolégicos, incluindo
endotoxinas, interleucina-1, fator de crescimento de fibroblasto tipo 2 e

lipideos*'. O PAI-1 é um importante inibidor do sistema fibrinolitico. Assim,
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niveis elevados podem suprimir a fibrindlise e resultar em risco aumentado
para trombose. A elevacgao plasmatica de PAI-1 tem sido demonstrada como
um fator pro-trombaético em disttrbios tromboembdlicos arteriais e venosos™.
Além disso, niveis altos de PAI-1 sdo relacionados a maior incidéncia de
sindromes coronarianas agudas43. Verificou-se também que pacientes com
doenca arterial coronaria crbnica e que apresentaram re-estenose apos

angioplastia mostraram niveis maiores de PAI-1*.

1.1.2 Marcadores de Inflamacéao
1.1.2.1 PCR

A Proteina C Reativa (PCR) é uma proteina da fase aguda produzida
exclusivamente no figado, foi identificada, em 1930, no plasma de pacientes
com quadro de pneumonia e foi denominada por sua capacidade de se ligar
ao polissacarideo C do pneumococo**°. A PCR pertence a familia das alfa-
globulinas composta de cinco subunidades idénticas resultando em um peso

molecular de 110-140 kD**.

Os papéis fisiologicos da PCR sdo numerosos, sendo a mais
importante a fungdo de participacdo no sistema de defesa**. A PCR é
sintetizada rapidamente pelos hepatdcitos em resposta a citocina, e liberada
na circulagado por leucécitos ativados. Os niveis séricos e plasmaticos de

PCR tém se mostrado elevados durante a resposta inflamatéria em uma
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larga variedade de doencas incluindo infecgdes bacterianas*®, fase aguda de
artrite reumatéide®®, inflamacdo das vias biliares®®. Uma PCR elevada
também pode ser encontrada na Sindrome de Guillain-Barret, esclerose
multipla, infec¢des virais, tuberculose, hepatite infecciosa aguda, doencgas

necréticas, pacientes vitimas de queimaduras e apds trauma cirdrgico*®2.

A PCR tem se mostrado um bom marcador de processos
inflamatdrios. Em média, aumenta no soro ou no plasma apoés 24h do dano
tissular agudo, tendo seu valor maximo no pico do processo agudo e
diminuindo gradativamente com a resolucdo da inflamagdo ou trauma®®°.
Além de ser um marcador de doencas inflamatdrias, a PCR parece ter valor
como marcador cardiaco na avaliacdo do risco cardiovascular e de doencgas

vasculares periféricas®' ™%,

1.1.3 Marcadores de Inflamacédo e Hemostasia
1.1.3.1 Fibrinogénio

O fibrinogénio é um polipeptidio complexo, produzido pelo figado e
constituido por trés diferentes pares de cadeias. Além de sua importancia
primaria, como proteina da coagulacédo (quando sob a agao proteolitica da
trombina, forma a fibrina), € também uma proteina de fase aguda e,
portanto, eleva-se em todas as situagdes que envolvem dano, infecgdo ou

inflamacéao tissular (neoplasias, pés-operatérios e sindrome nefrética) e,
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também, na gestagdo®***®°. A determinacdo do fibrinogénio é usada nas
situagcbes onde se procura o diagnédstico diferencial das coagulopatias
congénitas, adquiridas e de consumo (coagulagao intravascular disseminada
e fibrinogendlise), no diagndstico da disfibrinogenemia, hipofibrinogenemia e
afibrinogenemia, no controle da fibrindlise primaria e secundaria, no

diagnéstico diferencial de individuos com risco trombético aumentado®*°%°".

1.2 ESTUDOS CLINICOS EM DOENCA CORONARIA CRONICA

O estudo MASS®*® (Medicine, Angioplasty or Surgery Study) é um
grande projeto desenvolvido no Instituto do Coracédo do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&do Paulo, que analisa o
efeito terapéutico de diversas estratégias para o tratamento da doenga
arterial coronariana crbénica com fungao sistélica preservada. A sua terceira
versao (denominada MASS IIl) foi projetada para comparar a eficiéncia,
seguranga, comorbidades cerebrais, morbidade e mortalidade, qualidade de
vida e custo-efetividade da cirurgia de revascularizagdo com e sem uso de
circuito extracorporeo em pacientes com doenga arterial coronariana
multiarterial que necessitem de terapia cirurgica, passivel de ser realizada
por ambas as técnicas. Até a elaboracdo deste trabalho, um total de 304
pacientes neste unico centro ja havia sido randomizado para uma das

estratégias.
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Estudos em literatura que comparem mudangas hemostaticas de
forma prospectiva sdo escassos e com nimero reduzido de pacientes®. O
MASS Ill, por se tratar de um estudo randomizado e prospectivo produz
grupos homogéneos e comparaveis entre si, e permite atribuir ao uso do
circuito extracorporeo as diferengas encontradas. Vieses como erros e
dificuldades de técnica sdo controlados pela propria randomizagao. Desse
modo, podemos realizar um subestudo em que se avaliem as alteracdes
hemostaticas durante o ato cirurgico e o pds-operatério, correlacionando-as

com eventos adversos e necessidade de intervengdes especificas.
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Os objetivos deste estudo foram:

e Comparar o comportamento de variaveis selecionadas de
hemostasia e inflamagdo em pacientes submetidos a cirurgia com
e sem circulagéo extracorporea que possam determinar um estado
pro-trombotico ou sangramento, correlacionando com eventos

clinicos adversos;

e Correlacionar as variaveis de inflamagdo e hemostasia com
sangramento e numero de transfusdes, determinando se existem

valores que possam predizer esses eventos precocemente.

Felipe da Silva Paulitsch



3 METODOLOGIA




Metodologia 16

3.1 COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O projeto MASS Il foi aprovado pela Comiss&o Cientifica e de Etica
do Instituto do Coracdo em 394/01/16 de 06/09/2001, protocolo de pesquisa
SDC — 1926/01/114 e pela Comissédo de Normas Eticas e Regulamentares
do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de

Sa0 Paulo sob o n° 698/01 em 10/10/2001.

O projeto de andlise da atividade hemostatica, € um subestudo do
MASS Il (Medicine, Angioplasty, or Surgical Study lll), foi aprovado pela
Comissao Cientifica e de Etica do Instituto do Coracdo e pela Comissdo de
Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica
do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo, em 25/05/2006 com o protocolo SDC 2774/06/019, numero

421/06.

3.2 PROJETO MEDICINE, ANGIOPLASTY, OR SURGICAL STUDY -

MASS IlI

O estudo MASS III esta sendo desenvolvido no Instituto do Coracéao

(InCor) da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP).
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Entre os pacientes que acompanham no ambulatério do InCor, séao
considerados admissiveis para o estudo aqueles que nao foram submetidos
a cirurgia cardiaca prévia, que apresentavam funcdo ventricular esquerda
preservada e doencga arterial coronariana com indicagdo de cirurgia de
revascularizagdo miocardica. Além disso, devera haver concordancia do
cirurgidao de que a cirurgia seja factivel de ser realizada, tanto pelas técnicas
com e sem circulagdo extracorpérea (CEC). Esta selegcdo depende
predominantemente da localizacao precisa da estenose, da capacidade do
coracao de resistir a oclusao temporaria das artérias coronarias envolvidas e

das consequéncias hemodinamicas da imobilizacdo da parede ventricular.

Apds a concordancia e assinatura do Termo de Consentimento
Informado, os pacientes foram incluidos de forma prospectiva e
randomizados em dois grupos: grupo com CEC - com pacientes
randomizados para cirurgia de RM, com auxilio de CEC; e grupo sem CEC

— com pacientes randomizados para RM, sem auxilio de CEC.

3.2.1 Critérios de inclusao

O diagndstico de doenga arterial coronariana (DAC) é definido pela
presenca de lesbes coronarianas obstrutivas superiores a 70% no

cateterismo. Os critérios de inclusao foram:
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1. ldade acima de 18 anos;

2. Angina estavel e/ou isquemia documentada devido a doenca
multiarterial coronariana e fungao ventricular esquerda preservada;

3. Doenca arterial coronariana  multiarterial confirmada  por
cineangiocoronariografia com, ao menos duas artérias epicardicas
com lesdo = 70% em, pelo menos, dois territérios arteriais diferentes:
Descendente Anterior, Circunflexa e Coronaria Direita;

4. Pacientes factiveis de serem operados por ambas as técnicas
cirargicas: com e sem CEC;

5. Podem ser incluidos pacientes sem lesédo significativa de estenose
em tronco de coronaria esquerda,;

6. Possibilidade de realizar as visitas de acompanhamento e realizacao
dos exames pertinentes ao estudo;

7. Concordancia e assinatura do consentimento informado.

3.2.2 Critérios de nao inclusao

Os critérios de n&o inclusao foram:

1. ldade inferior a 18 anos;

2. Insuficiéncia cardiaca classes Ill ou IV da NYHA,;

3. Cirurgia cardiaca valvar ou de revascularizagdo miocardica prévia;

4. Angioplastia com implante de stent nos ultimos 6 meses;
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5. Acidente vascular cerebral (AVC) prévio nos ultimos 6 meses ou
paciente com AVC ha mais de 6 meses, porém com sequelas

neuroldgicas, definidas como pontuagao no escore de Ranking > 1;

6. Necessidade concomitante de outra cirurgia de grande porte, tais
como: cirurgia valvar, resseccdo de aneurisma ventricular, cirurgia
cardiaca de doenga congénita, cirurgia vascular de caroétidas ou aorta

toracica, ou abdominal;

7. Doencas concomitantes que tornem o acompanhamento por, pelo
menos, 5 anos improvavel ou impossivel, tais como: neoplasias,

hepatopatias ou doengas malignas sistémicas importantes;

8. Infarto do miocardio com surgimento de onda Q no eletrocardiograma

de repouso nas ultimas 6 semanas;
9. Diatese hemorragica ou estado de hipercoagulabilidade;

10.Deformacgdes toracicas que impegam a cirurgia sem o circuito

extracorpéreo;

11.Incapacidade de compreensdo e assinatura do Termo de

Consentimento Informado.

Os pacientes foram acompanhados durante todo seu periodo de

internacdo e em seguimento ambulatorial.

Felipe da Silva Paulitsch



Metodologia 20

3.2.3 Procedimento anestésico e cirargico

3.2.3.1 Geral

O procedimento foi realizado, conforme as recomendacdes atuais das
técnicas anestésicas e cirurgicas para revascularizagdo miocardica. A
cirurgia é realizada por pessoal experiente nas técnicas com e sem
circulagao extracorpérea. O acesso cirurgico € feito por esternotomia
mediana em todos os casos. As técnicas de incisdo e sutura sao idénticas
em ambos os grupos, mas a informacéo do tipo da técnica cirurgica para o
qual foi randomizado, n&o foi divulgada aos familiares nem ao médico

assistente do grupo.

Nao havia restricdbes quanto ao uso do procedimento de
reaproveitamento de sangue autdlogo no intraoperatério, que é definido
como sendo a aspiragdo de sangue de circuitos sanguineos extracorpéreos
com subsequente retorno deste sangue ao paciente. Para este
procedimento, sdo utilizadas maquinas de autotransfusdo automatica
intraoperatodria, que lavam e concentram hemacias. O uso destas maquinas
reduz a exposi¢cao a doadores halogénicos, além de possibilitar a obtengéo
rapidamente do volume de sangue necessario em casos de transfusao
macica. O reservatério Fresenius (Fresenius Kabi, Alemanha) foi utilizado
para retornar o conteudo sanguineo para todos os pacientes, quando em

quantidade suficiente.
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3.2.3.2 Cirurgia com circuito extracorporeo

A cirurgia convencional com auxilio de circulagdo extracorpérea é
realizada com a tentativa de minimizar o impacto da CEC. Previamente ao
ato cirargico, € administrado um grama de hidrocortisona, conforme
protocolo da equipe de cirurgia cardiaca do InCor. Os pacientes séo
rotineiramente resfriados até 34 °C para operacdes com trés enxertos e
32 °C para quatro enxertos ou mais. A cardioplegia com solugdo sanguinea
resfriada é feita por via anterdégrada (raiz adrtica) e retrograda (seio
coronario), seguida por heparinizagao de 300 UI/Kg. A protamina é utilizada
para reverter os efeitos da heparinizagcdo somente na técnica com CEC.

Todas as anastomoses sao suturadas manualmente.

3.2.3.3 Cirurgia sem circuito extracorpoéreo

A cirurgia sem circuito extracoporeo utiliza o estabilizador Octopus®
(Medtronic Inc., Minneapolis, Estados Unidos da América). A porcao distal
do estabilizador com dois bragos e ventosas é colocada em ambos os lados
da artéria a ser revascularizada. Este procedimento fixa a artéria nativa e
permite uma imobilizagado suficiente para a anastomose do enxerto. O
protocolo de heparinizagao utiliza 150 UI/Kg na cirurgia sem CEC. O uso de
shunt intracoronario ndo é rotineiramente utilizado; indicacbes para seu
emprego incluem visibilidade ruim, alteragbes do segmento ST e

instabilidade hemodinamica.
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3.3 ESTUDO DA ATIVIDADE HEMOSTATICA E INFLAMATORIA

Foram analisados os 100 primeiros pacientes randomizados pelo
estudo MASS Ill para marcadores inflamatoérios e de atividade fibrinolitica.
Similarmente ao estudo MASS Ill os pacientes foram divididos nos dois
grupos: com CEC — pacientes randomizados para cirurgia de RM com CEC,;

e sem CEC - pacientes randomizados para cirurgia de RM sem CEC.

3.3.1 Definicdes

O momento basal foi considerado como o periodo que precede o
procedimento cirurgico, momento pds foi considerado o periodo em torno da
primeira hora apds o término do ato cirurgico e o momento 24h foi o periodo

em torno da 242 hora apdés o término da cirurgia.

O diabetes melitus foi considerado como glicemia de jejum superior a
126 mg% (em duas amostras diferentes ou em uma amostra, porém
acompanhada de sintomas: polifagia, polidipsia e poliuria) ou maior que 200
mg% na glicemia ao acaso, ou pacientes com historia de diabetes e em uso
de medicacgao especifica para tratamento. A hipertensao arterial sistémica foi
definida com niveis tensionais superiores a 140/90 mmHg em duas visitas ou
pacientes em uso de medicacao anti-hipertensiva que referiam histéria de
hipertensdo. Hipercolesterolemia foi definida como niveis de colesterol total

superior a 240 mg/dL, hipertrigliceridemia foi considerada como triglicérides
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superior a 200 mg/dL e dislipidemia foi definida como a presenca de
hipercolesterolemia ou hipertrigliceridemia. A infec¢ao de ferida operatdria foi
definida como secrec¢ao purulenta pela ferida operatéria com cultura positiva
para micro-organismos e que requer antibioticoterapia. Os critérios de infarto
do miocardio perioperatério foram a presenca de nova onda Q maior que
0,04 ms e aumento de CK-MB superior a trés vezes o valor basal.
Insuficiéncia renal aguda foi definida com aumento de uréia e creatinina

(superior a 1 mg/dL ao dia).

Acidente vascular cerebral foi definido como lesao cerebral focal que
persiste por mais de 24h acompanhado de sintoma neuroldégico que eleve a
escala de Ranking em mais de 1 ponto, com aparecimento subito e achados
de tomografia computadorizada do cranio compativel com isquemia cerebral.
Insuficiéncia cardiaca sistdlica foi definida como fracdo de ejecao inferior a
40% pela ecocardiografia utilizando-se o método bidimensional de Simpson.
Sangramento elevado foi definido como volume de sangramento superior a
400 ml no perioperatorio, dosado por meio do aspirado do campo cirurgico,
residuo de circulagdo extracorporea e peso de compressas; volume de
sangramento superior a 400 ml pelos drenos mediastinais e pleurais nas
primeiras 6h; e volume de sangramento superior a 1.000 ml pelos drenos
nas primeiras 48h apds a cirurgia. Morte foi considerada como morte por

qualquer causa.
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3.3.2 Bioquimica

Os seguintes exames bioquimicos foram dosados: hematdcrito,
hemoglobina, leucdcitos, numero de plaquetas, tempo de protrombina (TP),
tempo parcial de tromboplastina ativada, ureia, creatinina, glicemia,

velocidade de hemossedimentagao e colesterol total e fracdes.

As dosagens foram realizadas em todos os pacientes antes do
procedimento cirurgico. As dosagens de hematdcrito, hemoglobina,
leucécitos, plaquetas, tempo de protrombina (TP), tempo parcial de
tromboplastina ativada foram repetidas nos momentos pés. Vinte e quatro
horas apds a cirurgia, as dosagens de hematocrito e hemoglobina foram
repetidas novamente. A Figura 3 mostra esquematicamente os momentos

das coletas realizadas.
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Momento da coleta de marcadores e quantificagédo de sangramento

1 1 1 1
I'Zl | ] 1 ®
v + +
6h pos cirurgia 24h pos cirurgia 48h pés cirurgia
-Sangramento de drenos. -Hematdcrito/hemoglobina. -Sangramento de
-PAI-1, PCR, Fibrinogénio, drenos.

Pés cirurgia dimero-D, plaquetas.

-Hematdcrito/hemoglobina.

-r-TP, r-TTPa.

-PAIl-1, PCR, Fibrinogénio,
dimero-D, contagem de
plaquetas.

v
Cirurgia
-Sangramento per-operatorio.

A 4

Basal

-Hematocrito/hemeoglobina.

-r-TP, -TTPa. Legenda

-PAI-1, PCR, Fibrinogénio, - 1-TP =relagdo do tempo de pro-trombina

dimero-D, contagem de - r-TTPa =relagdo do tempo de tromboplastina ativada
plaquetas. - PAI-1 = inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1
- Bioquimica basal. - PCR = proteina C reativa.

Figura3 - Plano de trabalho com os momentos em que foram coletados
0s marcadores bioquimicos e quantificados os sangramentos.
As bioquimicas da rotina foram coletadas no momento pré e
24h apds a cirurgia

3.3.3 Marcadores inflamatoérios e de hemostasia dosados

Marcadores inflamatérios e de hemostasia (proteina C reativa,
fibrinogénio, dimero-D e PAI-1) foram dosados. As amostras foram coletadas
nos momentos pré-procedimento, e pos e 24h apds o término da cirurgia.
Amostras do plasma foram obtidas de sangue anticoagulado com Citrato de
Saédio (0,129 M, pH 6,0, 1:10 V/V), apds centrifugacao (30.000 G x min) e
foram armazenadas a -80 °C até afericdo. As amostras foram analisadas

utilizando a técnica de ELISA, que esta descrita em detalhes no anexo 7.
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3.3.3.1 Fibrinogénio

Em nosso estudo, o fibrinogénio foi mensurado, usando-se reagente
antifibrinogénio pelo método ELISA (Affibody Fibrinogen®, Affibody®,
Bromma, Suécia), conforme orientagdes do fabricante. Esta molécula tem
uma afinidade especifica que se liga ao fibrinogénio humano e favorece a
captura do reagente na técnica de ELISA. A sensibilidade da técnica é de 2

ng de fibrinogénio/ml.

A técnica consiste em diluir o reagente Affibody® em uma de solugao
buffer, até obter-se uma concentragao final de 5,0 ug/ml. Cobre-se apenas o
fundo da placa de 96 micropogos com a adigdo de 50 pl do reagente diluido
por micropo¢o. Fecha-se a placa com adesivo plastico e incuba-se a +4 °C
por toda noite. Remove-se a camada da solu¢cdo e lava-se a placa duas
vezes com agua deionizada. As goticulas remanescentes sao removidas
com papel toalha. Tapam-se os sitios de ligagdo das proteinas
remanescentes, fazendo-se a incubacdo com buffer. Adicionam-se 200 pl
por micropogo, cobre-se a placa com cobertura plastica e incuba-se por 1
hora a temperatura ambiente. Em seguida, a placa é esvaziada sem

lavagem.

Adicionam-se 50 ul da amostra e de um controle negativo diluido com
PBST (2,68 mM KCI, 1,47 mM KH2POQO4, 137 mM NaCl, 8,1 mM NayHPO4, pH
7,4, 0,05%) por micropogo. Utiliza-se o fibrinogénio purificado como padréao.

As concentragdes foram determinadas pelo usuario. Logo apds, cobre-se
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novamente a placa com adesivo plastico e incuba-se por 1h a temperatura

ambiente, sendo lavada novamente 4 vezes com PBST.

Dilui-se o anticorpo antifibrinogénio para uma concentragao final de
1:10.000 em PBST. Adicionam-se 50 ul de anticorpo por micropogo, cobre-
se a placa com cobertura plastica e incuba-se por 1h a temperatura
ambiente. Adicionam-se 50 ul de anticorpo por micropogo, cobre-se com
plastico e incuba-se por 1h. Lava-se a placa novamente 4 vezes com PBST.
Dilui-se o conjugado HRP (anti-lgG de coelho) 1:10.000 em PBST.
Adicionam-se 50 ul por micropogo, cobre-se a placa com plasticos e incuba-
se por mais 1h a temperatura ambiente. Apds, lava-se mais 4 vezes com

PBST.

Adicionam-se 50 pl por micropoco de substrato ImmunoPure® TMB
preparado, conforme as especificagdes do fabricante. Para-se a reacado apés
30 minutos com buffer especifico (2 M HySO4), 50 pl por micropogo. Em
seguida, mede-se a absorbdncia em placas a 450 nm, usando
espectofotdmetro. Com isso, é tragada uma curva com o valor de referéncia
obtido contra a concentracao utilizada. Esta curva € usada para determinar a

concentragao do fibrinogénio.

Felipe da Silva Paulitsch



Metodologia 28

3.3.3.2 Proteina C reativa

A PCR foi determinada pela técnica de ELISA (Human Soluble high
sensity CRP Immunoassay, R&D Systems Inc, Mineapolis, MN), conforme
orientacdes do fabricante. Em resumo, o principio fundamental do teste é a
existéncia de um revestimento de proteinas policlonais anti-PCR humana em
uma placa, onde a PCR presente na amostra liga-se a aos anticorpos dessa
superficie. Lava-se o material, sendo retirado o material que nao se ligou a
superficie. A seguir, liga-se um substrato que tem a propriedade de assumir
coloragao diferente quando em contato com a enzima, sendo proporcional a
quantidade de PCR presente na amostra. A leitura é feita em leitoras de
placas (BioRad, Toquio, Japdo) a 450 nm e comparada com uma curva-
padrdao obtida com concentracbes conhecidas de mediadores

recombinantes.

3.3.3.3 Dimeros-D

A técnica de ELISA foi usada para dosagem de dimero-D (TintElize®
D-Dimer, BioPool®, Umea, Suécia), conforme as orientagdes do fabricante.
Este reagente € de uso exclusivo para pesquisas e utiliza o principio do
duplo anticorpo. Amostras de plasma sao adicionadas ao recipiente do teste,
0 que é coberto com um anticorpo monoclonal, MA-8D3, contra o dimero-D.
Depois da incubacéo, suficiente para permitir que mais que 85% do dimero-

D liguem-se aos anticorpos. Os HRP IgG marcados com fragmentos Fab de
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antidimeros-D sdo adicionados. Isso permite a reagdo com os dimeros-d
adsorvidos. Os micropocos da placa séo esvaziados e lavados para remover
0 conjugado nao ligado. Em seguida, o conjugado peroxidase (OPD/H,0;) é
adicionado. Assim, a quantidade de coloracdo amarela desenvolvida é

diretamente proporcional a quantidade de dimero-D presente na amostra.

3.3.3.4 Inibidor da ativacdo do plasminogénio tipo 1

A técnica utilizada para dosagem do PAI-1 foi a de ELISA (TintElize®,
BioPool®, Umea, Suécia), conforme as orientagcbes do fabricante. Este
reagente é de uso exclusivo em pesquisas, e nao é empregado

comercialmente para procedimentos diagnosticos.

O teste TintElize® PAI-1 é baseado no principio do duplo anticorpo e
utiliza a mesma cobertura de anticorpos (MA-7D4B7). Durante a analise, séo
usados anticorpos normais e inativos para excluir resultados falso-positivos
em uma resposta especifica, uma limitagdo do teste ELISA convencional.
Este método para obter um ELISA especifico € denominado ISAC

(Immunological Specificity and Accuracy Control).

Os micropogos A (de cor verde) contém anticorpos monoclonais
contra PAI-1 imobilizados na superficie dos micropogos, assim como

anticorpos soluveis contra PAI-1. Os micropogos N (de cor azul) contém os
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mesmos anticorpos monoclonais contra PAI-1, imobilizados na superficie

dos micropogos e anticorpos ndo imunes soluveis.

Durante a incubagdo da amostra, o antigeno PAI-1 na amostra &
quantitativamente ligado a anticorpos cobertos nos micropogos N, mas nao
nos micropogos A (isso previne a ligagao pelos anticorpos soluveis anti-PAl-
1). O conjugado HRP e anti-PAI-1 sdo adicionados e também se ligam a
molécula PAI-1. Isso forma um sanduiche de cobertura de anticorpos-PAl-1-

anticorpo conjugado.

Os micropogos sao lavados para remover o0 excesso de conjugado e
outros materiais ndo ligados. O substrato HRP (OPD/H,0,) € adicionado e
convertido em um produto amarelo na propor¢cdo da quantidade de HRP-
conjugado ligado. A diferenga na resposta entre o micropogo N e 0 A é a

resposta especifica ao PAI-1.

3.3.4 Anédlise Estatistica

Os dados foram analisados apds os calculos realizados em software

estatistico especifico SPSS 13.0.

As variaveis foram analisadas descritivamente, obtendo-se valores
minimos e maximos, calculo da média, desvio-padrao, erro-padrdo e
medianas para variaveis quantitativas; e valores de frequéncia absoluta e

relativa para as variaveis qualitativas.
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Para as variaveis ordinais e nominais, foi usado o teste Qui-quadrado
para testar a igualdade entre as amostras, entre os grupos com e sem CEC.
O Qui-quadrado compara as frequéncias observadas e esperadas em cada
categoria, e testa se cada categoria contém a mesma proporgao de valores
ou que cada categoria contém uma propor¢ao de valores especificados pelo
usuario. O teste ndo paramétrico ndo requer a suposicdo sobre o tipo de

distribuicdo dos dados.

Assim, as frequéncias esperadas para cada categoria foram de, ao
menos 1, e ndo mais que 20% das categorias esperada que tiveram
frequéncias menores que 5. No caso da frequéncia esperada ser inferior a 5,
foi utilizado o teste de exatiddo de Fisher. Esta variante do teste Qui-
quadrado permite calcular a probabilidade de associagao das caracteristicas
que estdo em analise, ou seja, a probabilidade de tais caracteristicas serem
independentes, quando o numero total de dados é pequeno. Assim, em
amostras pequenas deve-se executar esse teste, pois produz erro menor

que o teste de Qui-quadrado®.

Para testar diferengcas entre os grupos, entre variaveis quantitativas
com distribuicdo Gaussiana e valores de base entre os grupos, foi utilizado o

test t de Student para amostras independentes.

Este teste compara médias entre dois grupos de casos. Idealmente,
para este teste, os sujeitos da pesquisa devem ser randomicamente

distribuidos entre os grupos, como é o caso do presente estudo. Desse
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modo, nao é esperada diferenga entre os grupos em relagdo aos dados de
base (se houver, é atribuido a randomizagao), e qualquer diferengca na
resposta € atribuida ao tratamento ou a falta do mesmo, e ndo a outros

fatores®.

Quanto a suposigao de normalidade dos dados rejeitada, utilizou-se o
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney que avalia se duas amostras de
populagdes distintas sao equivalentes para determinada categoria. As
observagdes de ambos 0s grupos sdo combinadas e classificadas e, no caso
de empate entre os valores, a média do mesmo ¢é utilizada. O numero de
empates deve ser inferior ao numero de observacdes. Se as populagdes
forem idénticas, as classificagdes serdo randomicamente misturadas entre
as duas amostras®. O nivel de significancia é calculado, levando-se em
consideragao o menor valor entre 0 numero de vezes que o grupo com CEC
precedeu sobre o grupo sem CEC, e o numero de vezes que 0 grupo sem

CEC precedeu sobre o grupo com CEC.

A analise de variancia (ANOVA — Analysis Of Variance) bicaudal foi
utilizada para analisar os dados de atividade inflamatdria, fibrinolitica e
funcao plaquetaria, assim como as afericdes bioquimicas e quantificacdo de
sangramento. As medidas dessas variaveis foram feitas em trés momentos
diferentes em cada sujeito do estudo, sendo procedido o calculo com a
analise de varidncia de medidas repetidas. A circulacdo extracorpérea foi
especificada como fator que divide a populagdo em grupos (grupo com CEC

e grupo sem CEC), e investigadas interagdes entre os fatores, bem como
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seus efeitos individuais. Além disso, os efeitos de covariaveis e suas
interacdes também foram incluidos. No caso de significancia entre o fator e o
grupo, o teste de Tukey HSD (honest significant difference) ou o teste LSD
(Least significant difference) foi utilizado para estabelecer diferengas ponto a

ponto na analise post hoc com comparacges multiplas®®.

Como a ANOVA ¢é um teste indicado para distribuicdo gaussiana, foi
feita conversdo logaritmica dos valores previamente a analise, com o
objetivo de normalizar os valores. Por meio dessa conversao, a diferencga
entre os numeros que estejam muito altos ou muito baixos é reduzida apds

esse calculo.

A curva ROC (Receive Operator Caracteristic) € usada para avaliar o
desempenho de um teste diagndstico, na qual uma variavel existe com duas
categorias, nas quais o sujeito pode ser classificado®. Este teste foi utilizado
para determinarmos o melhor ponto de corte entre variaveis continuas de
atividade inflamatéria e fibrinolitica em relagdo a quantidade de

sangramentos considerados elevados.

As correlagbes entre sangramentos, transfusdes e marcadores de
inflamacdo e hemostasia foram realizadas por intermédio do calculo de
Spearman para variaveis nao paramétricas. O coeficiente de correlacao
varia entre -1 e 1. Coeficientes de correlagdo maiores que zero indicam uma
correlacao linear positiva; e os coeficientes menores que zero indicam uma

correlagdo linear negativa. Quanto mais distante do zero o coeficiente de
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correlagdo maior sera a sua associagao. Via de regra, valores entre 0,00 e
10,19 indicam uma correlacdo bem fraca; entre +0,20 e 0,39, uma
correlacao fraca; entre 0,40 e +0,69, uma correlacdo moderada; entre +0,70
e =0,89, uma correlacao forte; e entre £0,90 e 1,00, uma correlacido muito

forte.

O valor de p inferior a 0,05 foi considerado como estatisticamente
significativo. A menos que outra definicdo seja indicada, os dados
apresentados serdo mencionados nos graficos como média com erro-padrao

(EP).
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4.1 DADOS BASAIS DOS PACIENTES ESTUDADOS

Dos 100 primeiros pacientes randomizados pelo estudo MASS lll, oito
tiveram perda do material apés a coleta (hemolise ou coagulagdo da
amostra), prejudicando a analise e sendo retirados do estudo. O presente
estudo contou, entdo, com 92 pacientes com amostra integra, e 41 foram

randomizados para o grupo com CEC e 51, ao grupo com CEC.

Os dados da Tabela 1 mostram que os grupos com e sem CEC foram
similares em relagdo a idade (anos), sexo, infarto do miocardio prévio,
hipertensdo, diabetes, tabagismo, dislipidemia, angina e numero de vasos

com doencga coronariana.

Tabela l- Caracteristicas basais dos pacientes

L Com CEC Sem CEC
Caracteristicas Valor de p
(n=41) (n=51)

Idade (anos) 59,319,7 61,418,9 0,21
Sexo feminino (%) 19 35 0,08
Infarto prévio (%) 46 42 0,68
Hipertensao (%) 60 65 0,62
Diabetes (%) 18 26 0,34
Tabagismo (%) 42 22 0,06
Dislipidemia (%) 81 72 0,31
Angina 47 53 1,00
Biarterial 31 69

0,31
Triarterial 46 54

CEC, circulagao extracorpérea.
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Os dados da Tabela 2 mostram a fracdo de ejecdo, hemoglobina,
hematdcrito, numero de plaquetas, numero de leucécitos, relagdo de tempo
de protrombina, relacdo de tempo de tromboplastina parcial ativado,
velocidade de hemossedimentacao, colesterol total, ureia, creatinina e
glicemia. Com exceg¢ao do LDL colesterol que se apresentava mais elevado
no grupo com CEC (p = 0,02), os demais valores foram similares em ambos

OS grupos.

Tabela 2 - Caracteristicas dos valores bioquimicos basais dos pacientes

Com CEC Sem CEC

Caracteristicas (n=41) (n=51) Valor de p
Hemoglobina (g/dL) 12,82+1,22 12,37+1,65 0,15
Hematdcrito (%) 37,77+3,79 36,29+4,75 0,09
Plaquetas (x 103/mcL) 205455 192155 0,24
Leucdcitos (x 103/mclL) 6,5%+1,8 71124 0,70

Relagao de tempo de protrombina 1,02+0,05 1,08+0,17 0,22

Relacao de tempo de

: : . 1,07+£0,23 1,07+0,17 0,62
tromboplastina parcial ativada

Velocidade de sedimentacao

2224131 22,2+13,2 0,81
glomerular (s)

Fracdo de ejecéo (%) 62114 64112 0,43
Colesterol total (mg/dL) 224149 211153 0,14
HDL colesterol (mg/dL) 3919 45128 0,88
LDL colesterol (mg/dL) 142147 125150 0,02
Triglicérides (mg/dL) 84+10 86+17 0,46
Glicemia (mg/dL) 116144 110134 0,83
Creatinina (mg/dL) 1,1+0,25 1,1+0,32 0,86
Ureia (mg/dL) 43+11 40+11 0,33

CEC, circulagéo extracorpérea.
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4.2 DADOS DO INTRA E POS-OPERATORIO

O tempo de circulacdo extracorpérea meédia foi de 77,02+28,51
minutos nos pacientes do grupo com CEC. A duragao da cirurgia (com CEC:
289162 minutos vs sem CEC: 248165 minutos; p<0,01), numero de enxertos
(com CEC: 2,93 vs sem CEC: 2,37; p<0,01), numero de territérios com
enxerto (p < 0.01) foram maiores no grupo com CEC. Os grupos mostraram-
se similares quando comparados quanto a revascularizagao completa, uso
de antifibrinoliticos, tempo de internagdo em unidade de terapia intensiva e

tempo de hospitalizagao (Tabela 3).

Tabela 3 - Caracteristicas dos pacientes cirurgicos

Caracteristica Com CEC Sem CEC Valordep
(n=41) (n=51)

Tempo de CEC (min) 77,02+28,51 NA NA
Tempo de cirurgia (min) 289+62 248165 <0,01
Numero de enxertos 2,93 2,37 <0,01
Revascularizagao completa (%) 62 48 0,17
Tempo de pingamento (min) 48,13 NA NA
Numero de territorios tratados (%)

2 14,6 56,9 < 0,01

3 85,4 43,1
Uso de antifibrinolitico (%) 15 8 0,33
Transfuséo peroperatoria (%) 37 25 0,26
Volume de transfus&o peroperatoria 0,70+0,99 0,45+0,82 0,25
(nimero de bolsas/paciente)
Sangramento peroperatorio (mL) 381 177 288+114 0,01
Sangramento pds-operatoério (mL) (6h) 211 £150 1761152 0,30
Sangramento pos-operatério (mL) (48h) 8144372 5911379 <0,01
Tempo em unidade de terapia intensiva 2,42+0,81 3,2115,35 0,16
(dias)
Tempo de hospitalizagao (dias) 12,05£10,29 13,64+14,82 0,52

CEC, circulacao extracorporea; NA, ndo aplicavel.
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A média do sangramento durante o procedimento cirdrgico foi
significativamente maior no grupo com CEC nos momentos perioperatorios
(p = 0,01) e 48h apds a cirurgia (p < 0,01), em relagao ao grupo sem CEC.
Embora a perda sanguinea, 6h apds a cirurgia, tenha sido também superior
no grupo com CEC (211+150 ml) em relagdo ao grupo sem CEC (176+£152

ml), ela ndo foi estatisticamente significativa (p = 0,30).

Os dados da Tabela 4 e 5 mostram os eventos avaliados, tais como:
morte, acidente vascular cerebral, infarto do miocardio, transfusao,
insuficiéncia cardiaca/sindrome de baixo débito cardiaco, transfusao
sanguinea, infecgao respiratéria, derrame pleural, insuficiéncia renal aguda e
mediastinite. A incidéncia de eventos nao foi estatisticamente significativa
entre os grupos quando comparados até a alta hospitalar (Tabela 4) e até

um ano apos a cirurgia (Tabela 5).
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Tabela 4 - Eventos ocorridos no pés-operatério até alta hospitalar

Evento Com CEC (n=41) Sem CEC (n=51) Valor de
eventos % eventos % P
Morte 1 2,4 0 0,0 0,56
Infarto 2 49 5 9,8 0,31
Baixo débito cardiaco 1 24 4 7,8 0,25
Sindrome da angustia 1 2,4 2 3,9 0,58
respiratdria do adulto
Insuficiéncia renal 1 24 1 2,0 0,69
Acidente vascular cerebral 3 7,3 0 0,0 0,08
Insuficiéncia cardiaca 0 0,0 0 0,0 ns
Transfusdo sanguinea 22 53,7 25 49,0 0,65
Derrame pleural 3 7,3 3 5,9 0,55
Infecgéo respiratoria 2 4,9 3 59 0,60
Fibrilacao atrial 3 7,3 6 11,8 0,36
Mediastinite 1 24 1 2,0 0,69
CEC, circulagao extracorpdrea; ns, ndo significativo.
Tabela5- Eventos ap6s 1 ano de seguimento
Evento Com CEC (n=40) Sem CEC  Valor de
(n=51) p
eventos % eventos %
Nova cirurgia 1 2,5 0 0 0,44
Nova angioplastia 1 25 2 3,9 0,59
Infarto do miocardio 0 0,0 3 6,3 0,17
Angina 4 10,0 10 19,6 0,20
Morte 0 0,0 1 2,0 0,56
Acidente vascular cerebral 0 0,0 0 0,0 ns
Eventos combinados (*) 5 12,2 11 21,6 0,24

CEC, circulagéo extracorporea; (*) Eventos combinados: combinagao dos eventos infarto,

nova cirurgia, nova angioplastia, angina, morte e acidente vascular cerebral.
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4.3 ANALISE DO HEMATOCRITO, HEMOGLOBINA, LEUCOCITOS,
PLAQUETAS, COAGULACAO E MARCADORES DE HEMOSTASIA

EM CADA GRUPO

Os dados da Tabela 6 mostram os valores de PCR, fibrinogénio,
dimero-D, plaquetas, hematdcrito, hemoglobina, leucécitos, relacédo de TP e
TTPa nos grupos com e sem CEC, nos diferentes momentos das coletas

pré, pés e 24h apds a cirurgia.
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Tabela6 - Valores de marcadores de inflamagado e hemostasia dosados
no estudo, em diferentes tempos nos grupos com e sem CEC
COM CEC SEM CEC p*
PRE 5,1619,29 3,921+6,55 ns
PCR (mcg/mL) POS 22,76x41,73 10,43+17,32 0,03
24H 81,06+35,13 86,48+38,68 ns
o PRE 355,63+158,47 309,25+89,20 ns
(Frfg;'/gi?e”'O POS  283,2492,43 058,57+92,48 ns
24H 381,98+93,39 406,86+153,24 ns
) PRE 0,48+0,52 0,93+1,57 ns
(Dn']ré‘ge/g’l_? POS 2,502,70 1,42+0,83 <0,01
24H 0,87+0,73 1,57+£2,36 ns
PRE 41,61+20,66 30,63+19,82 ns
PAI-1 (ng/mL)  POS 102,73+81,64 65,58+47,24 < 0,01
24H 55,151£53,69 35,56+20,51 0,03
PRE 205455 192+55 ns
(F)’('E:%%frff) POS 16154 176452 ns
24H 150146 168147 ns
_ PRE 12,82+1,22 12,3+1,65 ns
g%"sgbb'”a POS 10,78+1,08 10,74+1,33 ns
24H 10,46+2,72 10,71+0,98 ns
o PRE 37+3,79 36+4,75 ns
Ez)matoc”to POS 313,20 31+3,73 ns
24H 3148,41 31+2,84 ns
o PRE 6,54+1,83 7,08+2,45 ns
(Lf;ﬁr?nﬂf_‘;s POS 18,241,27 15,045,5 ns
24H 14,5+6,4 18,1+13,3 ns
Relagdo de TP PRE 1,02+0,05 1,08+0,17 ns
POS 1,2410,28 1,27+0,25 ns
Relacdo de PRE 1,07+0,23 1,07+0,17 ns
TTPa POS 1,02+0,24 1,03+0,14 ns

CEC, circulagao extracorpoérea; PCR, proteina C reativa; PAI-1, inibidor do ativador do
plasminogénio tipo 1; PRE, momento pré-operatério; PER, durante a cirurgia; POS,
momento pds-cirurgia; 6h, 6h apds a cirurgia; 24h, 24h apés a cirurgia; 48h, 48h apés a
cirurgia; ns = nao significativo; *comparag¢des entre os grupos realizadas pelo teste de
analise de variancia (ANOVA) bicaudal.
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No Grafico 1 observamos que a proteina C reativa mostrou uma
tendéncia a ter niveis maiores no pos-operatorio imediato no grupo com
CEC, comparado com o grupo sem CEC. Aumentos de grandeza

semelhante foram vistos em ambos os grupos 24 h apés a cirurgia (p<0,01).

100 -
90 - —e—Sem CEC
---o--- Com CEC
80 -
CEC: p=0,13
70 4 | PCR:p<0,01
g 60 - Interagdo: p = 0,12
S
E 50+
®
o 40 ~
30 -
20 ~
10 -
0

pré pos 24 h

Gréfico 1 - Valores de proteina C reativa (média + erro-padrao) nos grupos
com e sem CEC, nos momentos pré-operatorio (pré), apos a
cirurgia (pés) e 24 horas apdés o procedimento (24h). CEC,
circulagao extracorpérea; PCR, proteina C reativa
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Em ambos os grupos, a queda na concentragdo de fibrinogénio
(Grafico 2) foi modesta e nao significativa no momento pés. Como era
previsto, a concentracdo do fibrinogénio aumentou substancialmente e de

forma significativa (p<0,01) 24h apds a cirurgia em ambos os grupos.
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0
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Gréfico 2 - Valores de fibrinogénio (média + erro-padrao) nos grupos com e
sem CEC, nos momentos pré-operatério (pré), apds a cirurgia
(pbs) e 24 horas apds o procedimento (24h). CEC, circulagéo
extracorpérea
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O dimero-D (grafico 3) apresentou um aumento significativo em
ambos os grupos no momento pos-procedimento, porém sua concentragao
no grupo com CEC foi significativamente maior (p<0,01). Também no grupo

com CEC, o dimero-D foi significativamente maior no momento pds-cirurgia

quando comparado com o momento pré-cirurgico (p<0,01).
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pos vs 24hs: p < 0,01 pos vs 24hs: p = 0.71
0
pré pés 24 h

Gréafico 3- Valores de dimero-D (média + erro-padrao) nos grupos com
e sem CEC, nos momentos pré-operatério (pré), apos a
cirurgia (pos) e 24 horas apés o procedimento (24h). CEC,

circulagao extracorpérea
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A proteina de expressdo do PAI-1 mostrada no Grafico 4, aumentou
significativamente no pds-cirurgia em ambos os grupos (p<0,01), porém a
magnitude do aumento foi maior no grupo com CEC (pré = 41,61+20,66
ng/ml; pos = 102,73+81,64 ng/ml), comparado com o grupo sem CEC (pré =
30,63£19,82; pos = 65,58+47,24 ng/ml). A concentragdo de PAI-1 foi
significativamente maior no grupo com CEC quando comparada ao grupo

sem CEC, no momento pés (p<0,01).
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Grafico 4 - Valores do Inibidor do Ativador de Plasminogénio-1 (média %
erro-padrao) nos grupos com e sem CEC, nos momentos pré-
operatorio (pré), apdés a cirurgia (pés) e 24 horas apds o
procedimento (24h). CEC, circulagdo extracorpérea; PAI-1,
Inibidor do Ativador de Plasminogénio-1
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A relagdo do tempo de pro-trombina aumentou de forma paralela em
ambos os grupos apo6s a cirurgia (p < 0,01). Quando se comparou o0 grupo
com e sem CEC no momento pos da cirurgia, ndo se observou diferencga
significativa (Grafico 5). Inversamente, a relagdo de tempo de tromboplastina
ativada apresentou pequena redugao nos valores nos dois grupos (p < 0,01)
considerando estes dois momentos analisados, sem diferenga estatistica

entre os grupos (Grafico 6).
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Grafico 5- Valores da relagdo do tempo de pré-trombina (média % erro-
padrdo) nos grupos com e sem CEC, nos momentos pré-
operatorios (pré) e apos a cirurgia (pos). CEC, circulagao
extracorporea; TP, tempo de protrombina
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Gréafico 6 - Valores da relacdo do tempo de tromboplastina ativada
(média + erro-padréo) nos grupos com e sem CEC, nos
momentos pré-operatérios (pré) e apés a cirurgia (pés). CEC,
circulagdo extracorpérea; TTPa, tempo de tromboplastina

ativada
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As anadlises de hemoglobina (Grafico 7) e hematdcrito (Grafico 8)
apresentaram queda significativa e paralela em ambos os grupos (p < 0,01),
sendo mais acentuadas no momento pdés-cirurgia. Em relagdo ao uso de

circulagao extracorporea, a magnitude da queda dos valores foi similar nos

dois grupos.
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Gréfico 7 - Valores da hemoglobina (média * erro-padrao) nos grupos com
e sem CEC, nos momentos pré-operatorios (pré), apds a
cirurgia (pdés) e 24h apdés o procedimento (24h). CEC,
circulagao extracorpérea; Hb, hemoglobina
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Gréfico 8 - Valores do hematdcrito (média + erro-padrao) nos grupos com e
sem CEC, nos momentos pré-operatérios (pré), apos a cirurgia
(p6s) e 24h apdés o procedimento (24h). CEC, circulagao
extracorpérea; Ht, hematacrito
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A contagem de plaquetas apresentou queda em ambos 0s grupos
apos a revascularizacdo do miocardio, sendo significativa no grupo com
CEC em razédo da magnitude da redugéo ter sido maior (pré = 205+£55 x
10%/ml; pds = 16154 x 103/ml; p < 0,01) em relac&o ao grupo sem CEC (pré
= 192455 x 10%/ml; pés = 17652 x 10%ml; p = 0,09). O Grafico 9 mostra que
essa queda manteve-se do momento pds-operatério até 24h apds a cirurgia
em ambos os grupos, porém de forma n&o significativa (com CEC: p = 0,64;
sem CEC: p = 0,63). Além disso, a diferenga no numero de plaquetas entre

os dois grupos manteve-se nao significativa nos momentos pés (p = 0,12) e

24h (p = 0,09).
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Gréfico 9 - Valores das plaquetas (média + erro-padrdo) nos grupos com €
sem CEC, nos momentos pré-operatérios (pré), apos a cirurgia
(p6s) e 24h apds o procedimento (24h). CEC, circulagao
extracorpérea; *analise Post Hoc com o teste de Tukey honnest
significant difference (HSD) para comparagdes multiplas
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Como era esperado, os leucécitos aumentaram significativamente no
pos-procedimento em ambos os grupos (p < 0,01), e mantiveram-se
elevados até 24h apds a cirurgia de forma similar entre os grupos com e sem

CEC (Gréfico 10).
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Gréfico 10 - Valores dos leucdcitos (média + erro-padréo) nos grupos com e
sem CEC, nos momentos pré-operatérios (pré), apos a cirurgia
(p6s) e 24h apds o procedimento (24h). CEC, circulagao
extracorpérea; Leuc, leucécitos
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A diferenga entre os grupos considerando o volume de sangramento
foi significativa nos momentos pré-operatorios (p = 0,03) e 48h apos a
cirurgia (p < 0,01). O grupo com CEC apresentou um maior volume de
sangramento (p < 0,01), como era previsto. Em ambos os grupos, o

sangramento foi maior em 48h.
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Gréfico 11 - Valores do sangramento (média + erro-padrdao) nos grupos com
e sem CEC, nos momentos pré-operatorios (pre), 6h apos a
cirurgia (6h) e 48h apds o procedimento (48 horas). CEC,
circulagao extracorpérea; *analise Post Hoc com o teste de LSD
para comparag¢des multiplas
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4.4 EVOLUCAO CLINICA NO POS-OPERATORIO IMEDIATO E EM 1

ANO

Durante o periodo de internacdo hospitalar dos pacientes (Tabela 4)
nao se observou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
quando comparados quanto aos eventos infarto do miocardio, sindrome de
baixo débito cardiaco, sindrome de estresse respiratorio do adulto,
insuficiéncia renal aguda, acidente vascular cerebral, insuficiéncia cardiaca,
transfusdo sanguinea, derrame pleural, pneumonia, fibrilagdo atrial,
confusdo mental, mediastinite e ébito. Apds 1 ano de seguimento, também,
nao foram encontradas diferengas entre os dois grupos nos eventos

analisados (Tabela 5).

45 CORRELACAO ENTRE MARCADORES DE FIBRINOLISE E

SANGRAMENTO

Os dados da Tabela 7 mostram que independente do uso de circuito
extracorpéreo, houve correlagéo significativa entre o fibrinogénio dosado nas
24h e o sangramento de 48h apds o procedimento; o numero de plaquetas
mensuradas antes da cirurgia também se correlacionou com sangramento

durante o procedimento, 6h e 48h apds seu término.
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Tabela7—- Todos os pacientes. Correlacdo entre sangramento
perioperatdrio, 6 e 48h apds a cirurgia cardiaca e marcadores
inflamatodrios e de fibrindlise em todos os pacientes da amostra

(n=92)

Pre 6h 48h

PCR pré cc 0,11 -0,08 -0,03
p 0,33 0,48 0,75

PCR pés cc * 0,08 0,12
p * 0,48 0,26

PCR 24h cc * * -0,08
p * * 0,49

DD pré cc -0,01 0,05 0,02
p 0,91 0,60 0,83

DD pos cc * -0,07 0,09
p * 0,51 0,41

DD 24h cc * * -0,06
p * * 0,57

Fib pré cc -0,06 -0,02 -0,03
p 0,61 0,83 0,76

Fib pos cc * -0,04 -0,11
p * 0,70 0,29

Fib 24h cc * * -0,23
p * * 0,03

PAI1 pré cc 0,09 -0,09 -0,06
p 0,40 0,37 0,56

PAI1 pos cc * 0,09 0,01
p * 0,37 0,96

PAI1 24h cc * * 0,01
p * * 0,92

Plaquetas pré cc 0,24 -0,21 -0,20
p 0,02 0,05 0,06

Plaquetas pds cc * -0,28 -0,36
p * 0,01 < 0,01

Plaquetas 24h cc * * -0,41
p * * < 0,01

Transfusao per-operatoria cc 0,34 0,12 0,16
p < 0,01 0,26 0,15

Numero de CHAd infundidas no cc 0,35 0,15 0,17
perioperatoério p < 0,01 0,17 0,11
Numero de CHAd infundidas no cc * 0,22 0,29
pos-operatério p * 0,04 < 0,01

PCR, proteina C reativa; DD, dimero d; Fib, fibrinogénio; PAI1, inibidor da ativagdo do
plasminogénio tipo 1; per, pré-operatorio; pos, apds a cirurgia; 24h, 24h apds a cirurgia; cc,
coeficiente de correlagdo; p, nivel de significancia; Per, sangramento perioperatério; 6h,
sangramento 6h apds cirurgia; 48h, sangramento 48h apds cirurgia; CHAd, concentrado de
hemacias do adulto; * sem significado clinico.
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Os pacientes do grupo com CEC apresentaram correlagdo com
fibrinogénio dosado 24h e sangramento em 48h apds procedimento; A
contagem de plaquetas basais correlacionou-se com o sangramento pré-
operatorio (Tabela 7). Entre os pacientes do grupo sem CEC, houve
correlagdo entre sangramento em 48h e fibrinogénio dosado apds
procedimento; a contagem de plaquetas basais correlacionou-se com

sangramento 6h e 48h apds a cirurgia (Tabela 8).
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Tabela8- Grupo COM CEC. Correlacdo entre sangramento pré-
operatério, 6 e 48h apds procedimento e marcadores
inflamatodrios e de fibrindlise em pacientes do grupo submetido
a cirurgia com circuito extracorpéreo (n = 41)

Per 6h 48h

PCR pré cc 0,23 -0,03 0,06
p 0,16 0,86 0,74

PCR pés cc 0,23 0,30 0,23
p * 0,06 0,15

PCR 24h cc * * 0,15
p * * 0,36

DD pré cc -0,14 0,20 0,17
p 0,41 0,22 0,31

DD pos cc * -0,19 -0,05
p * 0,25 0,76

DD 24h cc * * 0,02
p * * 0,92

Fib pré cc -0,17 -0,02 -0,03
p 0,31 0,91 0,84

Fib pos cc * 0,11 -0,03
p * 0,50 0,84

Fib 24h cc * * -0,32
p * * 0,04

PAI1 pré cc -0,20 -0,03 -0,12
p 0,23 0,84 0,48

PAI1 pos cc * -0,04 -0,18
p * 0,80 0,28

PAI1 24h cc * * 0,03
p * * 0,86

Plaquetas pré cc 0,34 -0,14 -0,13
p 0,04 0,40 0,42

Plaquetas pds cc * -0,20 -0,22
p * 0,21 0,17

Plaquetas 24h cc * * -0,16
p * * 0,32

Transfusao perioperatoria cc 0,26 0,24 0,18
p 0,10 0,13 0,26

Numero de CHAd infundidas no cc 0,30 0,22 0,17
perioperatorio p 0,06 0,16 0,28
Numero de CHAd infundidas no cc * 0,18 0,31
pos-operatério p * 0,25 0,05

PCR, proteina C reativa; DD, dimero d; Fib, fibrinogénio; PAI1, inibidor da ativagdo do
plasminogénio tipo 1; per, pré-operatorio; pos, apos a cirurgia; 24h, 24h apos a cirurgia; CC,
coeficiente de correlacdo; p, nivel de significancia; Per, sangramento perioperatério; 6h,
sangramento 6h apds cirurgia; 48h, sangramento 48h apds cirurgia; CHAd, concentrado de
hemacias do adulto; * sem significado clinico.
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Tabela 9 - Grupo SEM CEC. Correlagao entre sangramento perioperatorio,
6 e 48h apds procedimento e marcadores inflamatérios e de
fibrindlise em pacientes do grupo submetido a cirurgia sem
circuito extracorporeo (n = 51)

Per 6h 48h
PCR pré cc -0,05 -0,10 -0,15
p 0,74 0,51 0,35
PCR pés cc * -0,17 -0,09
p * 0,29 0,56
PCR 24h cc * * -0,23
p * * 0,14
DD pré cc 0,26 -0,01 0,02
p 0,10 0,97 0,90
DD pos cc * 0,04 0,11
p * 0,79 0,48
DD 24h cc * * 0,05
p * * 0,76
Fib pré cc 0,02 -0,08 -0,10
p 0,88 0,63 0,51
Fib pos cc * -0,25 -0,35
p * 0,11 0,02
Fib 24h cc * * -0,17
p * * 0,28
PAI1 pré cc 0,18 -0,21 -0,17
p 0,26 0,17 0,27
PAI1 pos cc * 0,21 0,09
p * 0,19 0,55
PAI1 24h cc * * -0,06
p * * 0,70
Plaquetas pré cc 0,10 -0,28 -0,38
p 0,53 0,07 0,01
Plaquetas pos cc * -0,31 -0,43
p * 0,04 < 0,01
Plaquetas 24h cc * * -0,58
p * * < 0,01
Transfusao perioperatoria cc 0,38 -0,03 0,04
p 0,01 0,84 0,80
Numero de CHAd infundidas no cc 0,38 < 0,01 0,06
perioperatério p 0,01 0,97 0,71
Numero de CHAd infundidas no pés- cc * 0,22 0,34
operatorio p * 0,15 0,02

PCR, proteina C reativa; DD, dimero d; Fib, fibrinogénio; PAI1, inibidor da ativagdo do plasminogénio
tipo 1; per, perioperatério; pds, apdés a cirurgia; 24h, 24h apods a cirurgia; CC, coeficiente de
correlagdo; p, nivel de significancia; Per, sangramento perioperatério; 6h, sangramento 6h apos
cirurgia; 48h, sangramento 48h apods cirurgia; CHAd, concentrado de hemacias do adulto; * sem
significado clinico.

Felipe da Silva Paulitsch



Resultados 59

Mostraram-se também significativas as correlagbes entre o
fibrinogénio dosado imediatamente apds a cirurgia no grupo sem CEC e o
sangramento 48h apds o procedimento (coeficiente de correlagdo = -0,35;
p = 0,02). Também o dimero-D dosado imediatamente apds a cirurgia
(momento pds) correlacionou-se com o numero de concentrados de
hemacias transfundidos no periodo entre o0 momento apdés o término da
cirurgia até a alta hospitalar, com coeficiente de correlacdo de 0,33
(p = 0,03). As demais correlagdes entre os marcadores de inflamagao e
hemostasia com o numero de concentrados de hemacias transfundidos,

tanto no perioperatério como no pés-operatério ndo foram significativos.

Com a finalidade de avaliar uma utilizacdo em potencial de variaveis
como marcadores precoces de sangramento, aplicamos o teste de curva
ROC, utilizando as dosagens de plaquetas, dimeros-D, fibrinogénio, PAI-1 e
PCR nos momentos pds e 24h apds a cirurgia, considerando como padréao
as mensuragdes de sangramento 6h e 48h. O marcador positivo foi aquele
que se associou com o sangramento de 6h superior a 400 ml e sangramento

de 48h superior a 1.000 ml.

Nao houve significancia estatistica entre os marcadores dosados no
momento imediatamente apds a cirurgia, e o sangramento em 6h

considerando a amostra inteira ou dividindo em grupos com e sem CEC.
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O fibrinogénio dosado 24h apds a cirurgia com CEC mostrou boa
acuracia na determinacédo de sangramento elevado em 48h, com area sob a
curva (ASC) de 0,747 (p=0,015). Os pacientes do grupo com CEC que
tiveram sangramento superior a 1.000 ml nas primeiras 48h apresentaram
uma dosagem de fibrinogénio 24h de 317+27 mg/dL contra 40515 mg/dL

entre aqueles com sangramento inferior a 1.000 ml.

Curva ROC - Fibrinogénio 24h, grupo com CEC
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Gréfico 12 - Curva ROC do fibrinogénio sérico dosado 24h apds cirurgia em
pacientes do grupo com circulagdo extracorpérea (CEC) em
pacientes com sangramento superior a 1.000 ml apdés 48h do
procedimento
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Ja no grupo sem CEC, a contagem de plaquetas dosadas 24h apés o
procedimento apresentou uma ASC de 0,817 (p=0,023) em relagdo ao
sangramento de 48h. Também nesse grupo, em pacientes com sangramento
superior a 1.000 ml apés 48h da RM, a média do fibrinogénio dosado foi de
195116 mg/dL no momento pds-RM, contra a média de 264+14 mg/dL entre
os demais que tiveram sangramento inferior a 1.000 ml. Embora exista
correlagdo negativa desse sangramento com os valores de fibrinogénio do
momento pds, a curva ROC nao se mostrou significativa (p = 0,08). Quando
analisados todos os pacientes da amostra, ndo houve variaveis com

significancia estatistica.
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Em nosso estudo, os pacientes submetidos a cirurgia com CEC
tiveram maior quantidade de sangramento perioperatério com uma
incidéncia similar de eventos adversos, em relagédo ao grupo sem CEC. Os
marcadores bioquimicos demonstraram que pacientes de qualquer um dos
grupos com e sem CEC exibiram uma resposta inflamatoria refletida pelo
aumento das concentragdes séricas de proteina C reativa (PCR) e do

fibrinogénio.

Além disso, pacientes do grupo com CEC tiveram maiores
concentragbes de dimero-D e inibidor do ativador de plasminogénio tipo 1
(PAI-1) no pds-operatorio imediato. Os resultados s&do compativeis com um
estado pro-trombético precoce apés a RM com CEC e podem ser
consequéncia de maior perda sanguinea, do circuito extracorporeo, ou de

ambos.

Uma resposta inflamatéria a RM ja foi demonstrada em outros
estudos®®®’. Optamos por estudar esta resposta pela dosagem da PCR, uma
vez que a elevagéo de outros marcadores inflamatérios culmina por elevar a
PCR. Além disso, também, acreditavamos que a resposta inflamatéria seria
similar entre os grupos, visto que se tratava de pacientes de baixo risco,

observagao esta constatada por outros pesquisadores® 7.
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Desse modo, nossos dados demonstram uma elevagdo da PCR
precoce imediatamente apds a cirurgia no grupo com CEC, porém, com
aumento similar entre os grupos apdés 24 horas. Em outro estudo
randomizado, mostrou-se que concentragdes de PCR foram maiores apoés
cirurgias com CEC'?, porém, diferentes de nossa amostra, a elevagdo

ocorreu de forma persistente.

Quanto a hemostasia, o circuito extracorpéreo ativa, tanto coagulagao
como fibrindlise™ ™. A ativacdo da cascata de coagulacdo pela via de
contato leva a geragao de trombina e plasmina’. Assim, a exposicdo do
sangue ao circuito extracorpéreo leva a formagao de trombina que gera
fibrina, ativando a fibrindlise e as plaquetas; como parte de uma resposta
inflamatdria sistémica, a ativacao do sistema de hemostasia pode levar a

28,74

geracao de microtrombos™"", apesar da heparinizagao plena.

Quando o sangue circulante entra em contato com esses
microtrombos, o ativador de plasminogénio tecidual (t-PA) presente no
sangue liga-se a fibrina dos mesmos e gera plasmina. A fibrindlise, que é a
degradacgao de fibrina mediada pela plasmina, € associada a exposi¢ao do
sangue ao circuito extracorpdéreo e leva a geracdo de produtos de
degradacdo de fibrina e do dimero-D**. Em nosso estudo, o circuito
extracorpoéreo e a oclusao adrtica aumentaram a proteina de expressao PAI-
1, que é o inibidor fisioldgico do t-PA*. Uma concentracdo elevada de PAI-1
em pacientes submetidos a cirurgia com CEC sugere que o balango entre

fibrindlise e trombose é favoravel a trombose apds cirurgia com CEC.
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Nossos resultados sdo consistentes com os de outros pesquisadores
que determinaram a concentragdo de marcadores de coagulagdo e
fibrindlise apds uso de CEC”>"". A concentracéo de trombina-antitrombina Il
e do dimero-D é elevada nas 24 horas apos cirurgias toracicas sem CEC.
Por outro lado, aumentos substanciais sdo demonstrados apdés o uso de
CEC™. Além disso, semelhantemente aos nossos achados, outros estudos
demonstraram que pacientes operados com o auxilio extracorporeo tiveram

uma atividade aumentada de PAI-178.

Um dos mecanismos que media a resposta pré-coagulante do circuito
extracorporeo, € a ativagao de monacitos pelo fator nuclear kB, ativado apds
a exposicdo do sangue a CEC’®. Outro estudo, com desenho diferente do
nosso, porém, com resultados similares, comparou a cirurgia com e sem
CEC com a cirurgia minimamente invasiva, demonstrando maior ativagéao
perioperatdria da coagulacédo e da fibrindlise no grupo com CEC e similar

ativacao tanto nos grupos minimamente invasivo e sem CEC®.

Nosso estudo foi concordante com outros que observaram reducao
significativa na contagem de plaquetas’®. Em nossa amostra, 24h apds a
cirurgia, a CEC mostrou maior consumo de plaquetas, maior sangramento
pos-operatorio € nao houve correlagdo entre a queda no numero de

plaquetas e o sangramento.

Por outro lado, mesmo apresentando maior conservagao no numero

de plaquetas, a cirurgia sem CEC mostrou correlagdo entre sangramento
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pos-operatorio e queda no numero de plaquetas. Embora em 24h apods a
RM, o numero de plaquetas seja menor na RM com CEC, este nao foi
clinicamente relevante (com CEC = 161+8x10%ml versus sem CEC =

176+7x10°/ml).

Assim, acreditamos que, em pacientes de baixo risco e com tempo
cirargico reduzido, o contato do sangue com a CEC ativa mediadores de
inflamacdo e de coagulagdo, que levam a uma ativacdo plaquetaria,
destruicdo mecanica e a hemodiluicdo, o que justificaria a plaquetopenia

nesse grupo.

Outro dado interessante é o fibrinogénio sérico, que se correlacionou
com sangramento pos-operatorio nos dois grupos separadamente e quando
toda a amostra foi testada. Valores baixos de fibrinogénio, 12h apés CEC ou
imediatamente apds cirurgia sem auxilio de CEC correlacionaram-se com
sangramento 48h apds a cirurgia. Além disso, independente do uso de CEC,
a dosagem de fibrinogénio 24h apés a RM apresentou uma significativa

correlagdo com sangramento pds-operatorio.

Assim, o fibrinogénio poderia ser utilizado como um marcador de
sangramento nessa cirurgia, uma vez que os marcadores habituais de
hemostasia (r-TP e r-TTPa) nédo se alteraram de forma significativa

comparando o pré com o pos-operatorio.

Além disso, deve ser lembrado que neste estudo a administragao

desproporcional de protamina e heparina entre os grupos (ou seja, o grupo
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com CEC recebeu o dobro de heparina que o sem CEC) pode levar a
alteracao nos resultados comparativos entre esses dois grupos. Mas esta é
a técnica-padrao utilizada no InCor e o delineamento planejado no estudo

1881 também, foram desenhadas de

MASS Ill, e em outras pesquisas
maneira similar a nosso estudo. Outro fator que contribuiu para uma analise
mais cautelosa foi a utilizagdo de antifibrinolitico no pds-operatério®. Seu
critério de administracédo ficava a cargo da rotina protocolar do servigo de
cirurgia e hemoterapia da instituicdo. No entanto, seu uso néo influenciou os
dados e sua analise, visto que o numero de pacientes que o utilizou foi
pequeno, mesmo quando retiramos esses pacientes da amostra e
analisamos somente aqueles que nao fizeram uso desse medicamento, os

resultados nao se alteraram (os valores de p mantiveram-se significativos

apos a analise pela ANOVA).

Em resumo, em nosso estudo demonstramos que a RM com ou sem
CEC leva a uma resposta inflamatéria demonstrada pelas concentracdes
elevadas de PCR e fibrinogénio apds o procedimento. Além disso, valores
baixos de fibrinogénio apdés a cirurgia podem estar relacionados a um
sangramento aumentado 48h apds a cirurgia. Por ultimo, concentracdes
elevadas de dimero-D e de PAI-1 na cirurgia estdo relacionadas a um estado
pré-trombadtico, que pode ser consequente a um maior sangramento ou ao

circuito extracorporeo, ou a ambos.
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A cirurgia de revascularizacdo com e sem CEC leva a uma resposta
inflamatdria, demonstrada pelo aumento das concentracbes de PCR e
fibrinogénio 24h apds o procedimento. A RM com CEC apresentou
evidéncias bioquimicas de um estado pré-trombdético precoce apds a
cirurgia, porém, sem evidéncias do aumento do numero de eventos
trombodticos. O estado pré-trombdtico pode ser consequéncia do circuito
extracorpéreo, resposta compensatéria ao sangramento ou a ambos em
pacientes submetidos a cirurgia com CEC. Além disso, valores baixos de
fibrinogénio sérico foram preditores de sangramento aumentado em ambos

0S grupos na amostra analisada.
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TECNICA DE ELISA

A técnica de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) € um
teste imunoenzimatico que permite a deteccao de marcadores especificos
no sangue. O método consiste em detectar a presenga de uma proteina-alvo
no sangue com o auxilio de uma reagao enzimatica. Inicialmente, adsorve-se
o0 anticorpo na placa de poliestireno, sendo o soro-teste adicionado logo
apos na placa. Isso permite que as proteinas-alvo especificas liguem-se aos
anticorpos. Apds um periodo de incubacao, a placa é lavada para retirar as
proteinas nao ligadas. Para detectar as proteinas-alvo ligadas aos
anticorpos, é utilizado um conjugado (anticorpo anti-imunoglobulina ligado
quimicamente a uma enzima), que se unira a proteina-alvo ligada a placa,
obtendo-se o complexo anticorpo-proteina-anticorpo-enzima (técnica do
sanduiche) (Figura 4). Apés um periodo de incubacéo, a placa é lavada para
retirar os conjugados nao ligados e é adicionado um substrato cromogénico
para detectar a presencga da ligagdo antigeno-anticorpo. A intensidade da cor
desenvolvida pelo substrato € proporcional a quantidade de anticorpos
(especificos para o antigeno) presente no soro. Esta intensidade é analisada

por um espectrofotdmetro, permitindo uma analise quantitativa®’.
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.
Anticorpo ligado a {‘:}

enzima conjugada
Substrato
cromogénico

Anticorpo de detecg¢éo

Anticorpo de captura «— "

Micropogo

Figura 4 - Etapas do processo de incubagao da técnica de ELISA Sanduiche
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