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RESUMO

A cirurgia cardiaca com circulacdo extracorpérea desencadeia
importante estresse oxidativo devido a formagdo de espécies reativas de
oxigénio e radicais livres produzidos durante o periodo de isquemia e
reperfusdo. Estes elementos sdo danosos para as células cardiacas e
responsaveis pelo atordoamento miocérdico. Esse processo esta intimamente
associado com o metabolismo do cobre e do zinco. O cobre, na forma de ions
livres participa na produgcdo e transformagdo dos radicais livres, com
consequente peroxidagdo lipidica e dano ao DNA. O zinco atua como
antioxidante, por competicdo com o cobre, deslocando esse metal do sitio de
ligagéo na proteina. O objetivo deste estudo foi analisar, na crianga, a dinamica
das concentragbes plasmaticas desses metais durante e apOs a cirurgia
cardiaca com circulagcdo extracorpérea. Vinte e uma criancas de 2 a 14 anos
foram incluidas no estudo. Amostras de sangue para dosagem de cobre,
ceruloplasmina e zinco foram colhidas dos seguintes locais: cateter venoso
central antes da cirurgia; do atrio direito; do oxigenador do circuito de circulagdo
extracorpdrea no 5° e 10° minutos apos o inicio da CEC; do seio coronario e do
oxigenador do circuito de CEC, concomitantemente, no 3° minuto apos remocao
da pinca da aorta e ao final do procedimento. Uma ultima amostra de sangue foi
colhida apdés 24 horas. Os principais parametros hemodindmicos, como a
presséo arterial, freqiéncia cardiaca, bem como o ECG néo tiveram alteracdes
inesperadas. A concentragdo plasmética de cobre antes do procedimento
cirurgico foi mais alta do que a média da populacdo pediatrica. Durante a CEC
foi observada uma diminuicdo nas concentragbes do cobre além daquela
prevista para a hemodiluicdo, que retornou ao normal ao final da intervengao
cirirgica. As alterac6es da ceruloplasmina foram similares as do cobre. No
grupo estudado, a concentracdo plasmética inicial do zinco foi menor do que a
média na populagdo pediatrica e ndo houve alteragfes significativas durante a
CEC, confirmando que esse elemento ndo foi envolvido nas alteragdes
metabdlicas devidas a ela e sim ressaltou o papel chave do cobre nesses
processos. As alteragcdes do cobre e do zinco ndo foram correlacionadas. O
estudo concluiu que as alteragdes do cobre e do zinco evidenciaram menor
estresse oxidativo e consequentemente menor leséo celular.

Palavras-chaves — Cobre, Zinco, Circulagcdo Extracorpérea, Cardiologia Pediatrica
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ABSTRACT

The cardiac surgery, comprising extracorporeal circulation, is known to trigger
oxidative stress due to the formation of reactive oxygen species and free radicals
during the periods of ischemia and reperfusion. They are hazardous to the heart cell
components and regarded as responsible for the myocardial stunned. These
processes are intricately associated with the metabolism of the most important trace
elements, copper and zinc. The former, in the form of weakly bonded or free ions,
can easily provoke a massive sprout of free radicals, thus contributing to lipid
peroxodation, DNA damage and other undesirable consequences. The latter acts as
natural antioxidant, substitutes for copper in the active catalyst centers of major
enzymes and carriers, and plays a significant role in the processes of cell and tissue
proliferation. The purpose of the present work was to evaluate the alterations
observed in the trace elements levels in children, which undergo cardiac surgery with
cardiopulmonary bypass. Twenty one children of the age between 2 and 14 years
took part in the study. The following blood samples were collected for copper,
ceruloplasmin and zinc analysis: from venous line before the operation; from right
atrium; from oxygenator of the extracorporeal circuit, on 5" and 10™ minutes of
bypass; from coronary sinus and oxygenator, simultaneously, on 3° minutes after the
removal of aortic cross-clamp; at the end of the procedure and 24 hours after, that is
in post-operative period. The main haemodynamic parameters, such as blood
pressure, heart rate and ECG showed neither unexpected alterations, nor
correlations with copper and zinc levels. Plasma concentration of copper before the
operation in the group studied was higher than average in the children population. Its
decrease was deeper than predicted by haemodilution and the values returned to
normal and at the end of the surgical intervention. The changes in ceruloplasmin
concentrations were similar to those of total copper, but showed lesser deviations. Its
values returned to normal after 24 hours. Zinc concentrations before the operation in
the group studied were lower than average for normal children, and there were no
significant changes during the bypass, confirming that this element was not involved
in the metabolic alterations, but corroborate the key role of copper in these
processes. The variations in copper and zinc concentrations were not correlated. The
study concluded that the changes of copper and zinc showed less oxidative stress
and consequently less damage cell.

Key words — Copper, Zinc, Cardiopulmonary Bypass, Pediatric Cardiology
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1 INTRODUCAO

A cirurgia cardiaca com circula¢é@o extracorporea representou um dos grandes
avancos da medicina no século XX. A possibilidade de corrigir defeitos cardiacos
sob visao direta foi um sonho antigo, perseguido por muitos com insisténcia, apesar
dos sucessivos fracassos que frustravam tantos quantos se aventurassem a
substituir a fungdo de bomba do coracdo e a funcdo ventilatéria dos pulmdes. O
desenvolvimento da circulagdo extracorpérea criou novas possibilidades para a cura
de doengas cardiacas jamais imaginadas na primeira metade do século passado.
Acompanhando essa nova tecnologia, muitos conhecimentos vieram, em relagédo a
fisiologia da circulacdo, as reacdes do organismo frente as agressdes cirdrgicas, a
manutencdo do equilibrio eletrolitico e acido-basico e melhor compreensdo do
metabolismo. Esses conhecimentos beneficiaram néo sé a cirurgia cardiovascular,

mas todas as outras especialidades médicas.

A pratica da circulagdo extracorpdrea (CEC) consiste na simulagdo mecénica
dos principios fisiolégicos da circulagdo sanguinea, da respiragdo e dos balangos
hidrico, eletrolitico e &cido-basico. Basicamente compreende um conjunto de
maquinas, aparelhos, circuitos e técnicas que substituem temporariamente as
funcdes do coracdo e dos pulmdes, enquanto esses 6rgdos ficam excluidos da
circulagdo. A fungcdo de bombeamento do coragdo € substituida por uma bomba
mecéanica e a funcdo dos pulmdes por um aparelho capaz de realizar as trocas
gasosas. Tubos de plastico conectam as partes desse sistema entre si e com 0

paciente.

Apesar de a cirurgia cardiaca ter se tornado um procedimento rotineiro em
muitos centros por todo o mundo, as complicagbes poés-operatdrias ainda séo

significativas, com alta morbidade e mortalidade.

A injuria endotelial e/ou disfuncéo cardiaca, renal, hepéatica ou pulmonar
decorrentes da cirurgia com CEC tém sido associadas com resposta inflamatoria
(WAN, LECLERC, VINCENT, 1997; CHRISTEN et al., 2005; GOUDEAU et al., 2007)
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e estresse oxidativo sistémicos (MOLICKI et al., 2001; CLERMONT et al., 2002;
LUYTEN et al., 2005; CHRISTEN et al., 2005).

Quando comparadas, as cirurgias cardiacas realizadas com CEC apresentam
inflamacéo sistémica mais acentuada do que aquelas realizadas sem esse
procedimento (RASTAN et al., 2005). Além do trauma cirirgico, essas alteracdes
sdo decorrentes do contato do sangue com as superficies néo fisiolégicas dos
materiais que compdem 0s equipamentos, fendmenos decorrentes da isquemia e
reperfusdo do miocardio e as alteracdes na temperatura corporal, principalmente a
hipotermia (WAN, LECLERC, VINCENT, 1997).

Além das condicdes hemodindmicas néo fisiologicas durante a CEC, as
alteragcbes relacionadas ao fenémeno isquemia-reperfusdo do miocardio séo
bastante significativas. Uma grande quantidade de radicais livres (RL) é liberada
devido ao metabolismo da xantina oxidase, ativagdo dos neutrofilos e oxidagdo das
catecolaminas. Esses radicais livres sdo responsaveis pela inflamagéo sistémica e
consideravel lesdo celular, tanto estrutural quanto funcional, envolvendo danos a
membrana lipidica, desnaturacdo de proteinas, inativagdo de enzimas e alteracdes
na fita do DNA.

A injaria de reperfusdo aumenta a peroxidacéo lipidica e a concentragdo de
peroxidases provocando danos na parede celular. Estudos realizados por Bolli et al.
(1989) demonstraram que 50% a 70% da disfuncdo miocardica apés a circulacao
extracorpdrea foram devidos ao surgimento dos radicais livres, liberados durante os

primeiros minutos de reperfuséo.

O estresse oxidativo, com a formacédo das espécies reativas do oxigénio, esta
intimamente relacionado com o comprometimento da funcdo cardiaca e com as
complicacfes pos-operatérias (CHRISTEN et al., 2005; KUNT et al., 2006).

Os metais de transicdo como o cobre, o ferro, manganés e outros sao
considerados fatores importante no estresse oxidativo, pois participam ativamente
nas reacdes de oxido-reducdo, doando ou recebendo elétrons, com consequente

formagéao dos radicais livres.
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O cobre é o principal catalisador da formacédo do radical hidroxila (OH") a
partir de H.O», Os sitios de ligagdo do cobre e do ferro nas macromoléculas servem
como centros para a producdo de radicais hidroxil, gerados via reagcdo de Fenton
(vide infra). A formagd@o desses radicais livres causa desnaturacdo de proteinas,
modificacdes do DNA, peroxidacdo lipidica, inativagdo de enzimas e efeitos
carcinogénicos (CLERMONT et al. 2002; OCHOA et al., 2003; VALKO, MORRIS,
CRONIN, 2005). Como mecanismo de defesa antioxidante o organismo procura
manter esse elemento ligado as proteinas e indisponivel para atuar como catalisador
(GOLDSTEIN, CZAPSKI, 1986; STOHS, BAGCHI, 1995; VALKO, MORRIS,
CRONIN, 2005).

O zinco, importante elemento traco, ndo participa das reagbes de Oxido-
reducdo como o cobre. Sua funcdo bioquimica essencial & atuar como antioxidante
(BRAY, BETTGER, 1990). Estd envolvido na estabilizacdo de membranas
estruturais, na protecéo celular, prevenindo a lipoperoxidacdo e a desnaturagéo de
proteinas (POWELL, 2000). Estudos experimentais indicam que ele exerce um papel
protetor para a célula cardiaca, diminuindo a formacgao do radical hidroxila (OH"), um

dos radicais mais lesivos para as estruturas celulares (POWELL et al., 1994).

Além disso, é um componente essencial da enzima superoxido dismutase,
presente no citoplasma de todas as células, cuja acéo é reduzir a toxicidade dos

radicais superoxido, transformando-os em formas menos danosas para as células.

No paciente pediatrico s8o pouco conhecidas as alteragbes nas
concentragcdes do cobre e outros metais de transicdo, que poderiam atuar como
mediadores das reacdes de Oxido-reducdo e conseqiente formacdo de radicais
livres, mesmo considerando que esse grupo de pacientes estd mais sujeito as

complicacfes pés-operatérias do que os adultos.

A literatura realmente ndo permite uma visdo completa e convincente no que
diz respeito ao estresse oxidativo nas criangas, que poderia ser indiretamente
avaliado, determinando as concentracbes dos metais de transicdo, que de certo

modo poderiam ser chamados de marcadores desse estresse.
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Diante disso, o0 presente estudo teve como principal objetivo analisar as
alteragbes plasmaticas do cobre e do zinco na crianga submetida a cirurgia cardiaca

com circulacdo extracorporea, e compara-las com parametros clinicos.
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2 FUNDAMENTOS TEORICOS
2.1 RADICAIS LIVRES E ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

2.1.1 Definicao

Um radical livre (RL) pode ser definido como uma espécie quimica que possui
um elétron ndo emparelhado no ultimo orbital e é capaz de existéncia independente,
Os radicais livres sdo formados de trés maneiras: 1 — pela clivagem homolitica de
uma ligacdo covalente de uma molécula, com cada fragmento conservando um dos
elétrons emparelhados; 2 — pela perda de um uUnico elétron de uma molécula; 3 —
pela adicdo de um Unico elétron a uma molécula, sendo esse Ultimo o processo mais
comum nos sistemas biolégicos. O elétron ndo emparelhado é convencionalmente
indicado como um ponto. Esses processos pelos quais os radicais livres sé&o

formados estao ilustrados abaixo:

Formacao de radicais por clivagem homolitica: X:Y—» X +Y
Formag&o de ion por clivagem heterolitica: X:Y —» X + Y*

Formagéo de radicais por transferéncia eletronica: A + e —» A

A producé@o de RL é um processo fisioldgico e que, em algumas situacdes,
tem finalidade positiva. Esses radicais s&o constantemente formados no organismo
humano, tal como ocorre durante a fagocitose realizada pelos neutréfilos, mondcitos
e macréfagos no combate a microrganismos invasores. Essas células, quando
ativadas, geram os radicais superoxido e peréxido de hidrogénio que tém papel
bactericida. As acOes deletérias sdo decorrentes da producdo excessiva desses

radicais.

A denominacdo espécie reativa de oxigénio (ERO) é mais abrangente, pois
inclui ndo s6 os radicais livres de oxigénio, mas também os derivados de oxigénio
ndo radicais que estdo envolvidos na produgédo de radicais de oxigénio. Essas
substancias séo caracterizadas por grande instabilidade e por isso elevada

reatividade, e tendem a produzir o elétron ndo emparelhado ligando-o com outros,
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presentes em estruturas proximas de sua formag&do. Desse modo, comportam-se
como receptores (oxidantes) ou como doadores (redutores) de elétrons
(CHEESEMAN, SLATER, 1996). Um exemplo tipico € o perdxido de hidrogénio
(H20y).

2.1.2 Tipos de Radicais Livres e Espécies Reativas de Oxigénio

Os radicais livres mais importantes dos sistemas biolégicos sdo os derivados
do oxigénio. A reducdo do oxigénio pelo recebimento de um dnico elétron ir4

produzir o &nion superoxido.

O, + e —» 0Oy

Nos sistemas biologicos duas moléculas de superoxido podem reagir com o

proton H para formar o perdxido de hidrogénio e oxigénio livre.

SOD
20,7 + 2H"'——> H,0, + O,

Nesse processo, dois radicais livres reagem, um atuando como oxidante e o
outro como redutor, para formar produtos n&o radicais, numa reagdo conhecida

como dismutagao.

O perdéxido de hidrogénio ndo € um radical livre, porém esté na categoria das
espécies reativas de oxigénio. Ele atua como um agente oxidante e representa a
principal fonte para a formagédo do radical hidroxila (OH’) na presenga de metais de
transicdo (cobre, ferro, manganés, cromo, etc). Dentre os RL formados pelo
organismo, o radical hidroxila é o mais reativo e lesivo (CHEESEMAN, SLATER,
1993). Esse processo ocorre pela reagdo de Fenton (I) e pela reagcdo de Haber-
Weiss (Il) (FENTON, 1894 apud KEHRER, 2000, p. 44; HABER-WEISS, 1934 apud
KEHRER, 2000, p.44).
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H,O, + Fe®* ——— OH" + OH + Fe* ()

Cu ou Fe

H,0, + Oy , O, + OH + OH (Il

O catalisador da reagdo acima pode ser tanto o cobre como o ferro ou

manganés.

A auto-oxidacdo dos metais de transicdo reduzidos pode também gerar
superoéxido:

cut + 00 —» cu® o+ 0y

Fe2+ + O ——» Fe3+ + Oo

Consequentemente, as reagfes dos ions de metais de transicdo com
oxigénio podem ser consideradas reacfes redox reversiveis e sdo extremamente
importantes na promogao das reagdes que envolvem os radicais livres. Para que nédo
possam desencadear a producdo dos radicais, 0 organismo mantém os ions livres
de metais ligados as proteinas. Isso representa um importante mecanismo de defesa
antioxidante (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1990). Esse sequestro de ions livres é
reversivel e, caso a homeostase precise, eles voltam a ficar disponiveis para as

funcdes fisiologicas.

2.1.3 Fontes de Radicais Livres e Espécies Reativas de Oxigénio
2.1.3.1 Fontes Enddgenas

Nas condi¢bes fisiolégicas do metabolismo celular aerdbico, o transporte
mitocondrial de elétrons reduz 95% do oxigénio a agua, sem gerar nenhum
intermediario. Entretanto, os 5% remanescentes sdo reduzidos e transformados em
radicais livres. Humanos e outros organismos aerobicos s6 podem tolerar o oxigénio

devido as defesas antioxidantes que se desenvolveram paralelamente aos aerdbicos
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multicelulares. O oxigénio tanto é um agente toxico como necessario na cadeia
transportadora de elétrons e sistemas enziméaticos celulares. Na cadeia respiratoria,
atua como receptor de elétrons, sendo consumido ao longo do processo metabdlico
gerando ATP, 4gua e dioxido de carbono. Enquanto o saldo desse processo (38
moles de ATP por mol de glicose) é vital para a existéncia da maioria dos
organismos multicelulares vivos, os consumidores de oxigénio necessitam se

adaptar a producao paralela das espécies reativas de oxigénio (DROGE, 2002).

Gershman et al. (1954) foram os primeiros a propor que a maior parte do
dano causado aos organismos vivos pelas concentragbes elevadas de oxigénio
poderia ser devida a formacao de radicais livres. Desde 1969, essa idéia pioneira
permeia a imaginacgdo de biologistas e clinicos, pois foi nesse ano que, pela primeira
vez, uma proteina especifica removedora dos radicais livres, foi descrita em células
de mamiferos e denominada por McCord e Fridovich (1969) de superoxido

dismutase (SOD). Apds a descoberta da SOD muitas pesquisas continuaram sobre

0s mecanismos de gerago e os danos causados pelo radical O, .

2.1.3.2. Fontes Exbgenas

As fontes exdégenas séo representadas pelo fumo, metais livres no ar, como
ferro, cromo, manganés, produtos contaminados com pesticidas, alcool, radiagcéo

gama e ultravioleta, entre outros.

2.1.4 Propriedades dos Radicais Livres e Espécies Reativas de Oxigénio

O elétron livre, que caracteriza o radical livre, pode estar localizado em um
atomo de hidrogénio, oxigénio, nitrogénio, carbono ou em &tomo de metal de
transicdo, sendo o fator chave na estrutura dessas espécies e a razdo pela qual sdo
altamente reativas (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1984). Na tentativa de adquirir
estabilidade pela captura de um elétron, os radicais livres ndo sobrevivem por muito
tempo no seu estado original, reagindo indiscriminadamente com a maioria das

moléculas presentes ao seu redor. Esses compostos organicos, essenciais a
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integridade e fungdo dos organismos vivos, incluem proteinas, lipideos, carboidratos
e DNA (Fig. 1).

Mitocondria catalase, GPX

0Oz — 0, —» HO, —» H.O

NADPH

Oxidases
Cu++/ Fe++ fons livres de metal induzidos

pela isquemia

OH

injaria celular direta

Lipideos DNA Proteinas

Figura 1 — Metabolismo reativo do oxigénio. Producéo de superéxido (O) e

peroxido de hidrogénio (H,0,).

Uma vez que os radicais livres “atacam” as moléculas proximas, “roubando”
seu elétron, essa se torna, por sua vez, um radical livre, iniciando uma rea¢do em
cadeia, resultando no rompimento da célula (HALLIWELL, CROSS, 1994; BECKER,
2004).

Todas as classes principais de biomoléculas podem ser atacadas pelos RL,
porém os lipideos sdo os mais suscetiveis. As membranas celulares séo fontes ricas
de &cidos graxos poliinsaturados (AGPI), que s&o prontamente atacados. A
destruicdo oxidativa dos AGPI, conhecida como peroxidagdo lipidica, é

particularmente lesiva porque se processa como uma reagdo em cadeia

autoperpetuadora. A oxidagdo do AGPI gera um radical de &cido graxo (L) que
adiciona rapidamente o oxigénio para formar o radical peroxila 4cido graxo (LOO).

Esses radicais peroxila sdo os carreadores da reagdo em cadeia, podem oxidar mais
moléculas de AGPI, formando hidroxiperdxidos lipidicos (LOOH) que séo

desmembrados em diferentes radicais e outros compostos.
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IH + R ——» L + RH

L" + O — LOO
LOO" + LH — LOOH + L
LOOH ——» LO", LOO" e aldeidos

Os metais de transicdo frequentemente estdo envolvidos na quebra dos
hidroperoxidos lipidicos. A peroxidacao lipidica esté intimamente relacionada com a
patogénese da aterosclerose (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1990; AMBROSIO et al.,
1991; DIXIT, MUKHTAR, BICKERS, 1983).

As proteinas e os acidos nucléicos sdo menos susceptiveis do que os &cidos
graxos poliinsaturados ao ataque dos radicais livres, a menos que se concentrem
nos sitios especificos de proteinas particulares. Um modo pelo qual a leséo pode se
concentrar em locais especificos da proteina é encontrado quando ela esté ligada a
um ion de metal de transicdo, por exemplo, a ligagdo do cobre por um residuo de
histidina. Nesse caso, a reagcdo do metal de transicdo com o perdxido de hidrogénio
pode gerar radicais hidroxila que irdo agir no ou perto do sitio de ligacdo do metal,
“explodindo” a molécula hospedeira (MARX, CHEVION,1986).

Outro alvo vulneravel e importante € o DNA que pode ser prontamente
atacado por radicais oxidantes quando formados em sua vizinhanga. Assim como as
proteinas, a lesdo deve ser “sitio especifica”, de modo que seja concentrada e de
alta intensidade. Essas lesGes desencadeiam a quebra do filamento ou alteram o
sistema de reparagdo das bases antes que ocorra a replicagdo, levando as
mutagdes (EPE, HEGLER, WILD, 1990; BREIMER, 1991). Estudos demonstram que
a dupla hélice do DNA pode ser modificada para a forma linear quando em contato
com peréxido de hidrogénio na presencga de cobre (STOHS, BAGCHI, 1995).

A capacidade do ion cobre de causar danos ao DNA e induzir mutagdes foi
demonstrada por Tkeshelashvili et al. (1991) num estudo realizado com Escherichia
coli onde observaram que, dentre os ions testados, o cobre foi 0 mais mutagénico e

a frequéncia de mutagdes foi maior que aquelas produzidas pelo ferro.
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Em outro estudo com o objetivo de avaliar o papel dos ions cobre e ferro em
promover dano ao DNA pelo peroxido de hidrogénio (H202), Aruoma et al. (1991)
observaram que esse isoladamente n&o tinha efeito, mas que a adi¢cdo de ions cobre
aumentou significativamente sua capacidade lesiva sobre a cadeia de DNA.
Baseados na biologia molecular, os autores confirmaram nesse estudo que as
concentragdes dos ions livres de cobre e ferro no organismo humano deveriam ser

cuidadosamente controlados.

2.1.5 Espécies Reativas do Nitrogénio

O oxido nitrico (NO) é considerado um segundo mensageiro intracelular com
inameras  funcbes biologicas, incluindo as fungdes neurotransmissora,
vasodilatadora, imunoldgica e metabdlica. E gerado a partir do substrato arginina e
02.

O oOxido nitrico € uma molécula neutra, que apresenta um elétron
desemparelhado na ultima camada. Esta propriedade é de grande relevancia, uma
vez que a maioria das interagbes quimicas do 6xido nitrico em sistemas biologicos é
caracterizada pela estabilizacdo do elétron desemparelhado. Em geral isto acontece
através da reacdo do oOxido nitrico com outra espécie reativa ou pela sua
complexacdo a um metal. Sendo uma espécie radicalar, o 6xido nitrico é capaz de
reagir rapidamente com outros radicais importantes do ponto de vista bioldgico, tais

como oxigénio molecular e superéxido. Uma das mais significantes reagfes do 6xido
nitrico € com o O, , sendo o peroxinitrito (OONO ) o produto desta reagdo. Tais

espécies sdo oxidantes potentes, capazes de oxidar tidis e bases do DNA.

Sob condi¢des fisiolégicas o éacido peroxinitroso (ONOOH), conjugado do
peroxinitrito, possui a reatividade do radical hidroxila. A meia-vida do peroxinitrito é
muito longa, aproximadamente 1 segundo, decompondo-se espontaneamente para
produzir nitrato (NOg), conforme ilustra a equagdo abaixo : (BREDT, 1999; DROGE,
2002).



24

NO + O, OONO" + NOs3~

 —

As considerac¢des referentes aos radicais de nitrogénio fogem dos objetivos
deste estudo, mas sem duavida serdo levadas em conta como uma possivel causa
para explicar algumas das alteracbes observadas nas situacdes clinicas dos
pacientes do estudo. J& sdo conhecidos os aspectos clinicos da aplicacdo de
farmacos que liberam o 6xido nitrico. O exemplo mais antigo é a amilnitrita e a
nitroglicerina, que sdo doadores do 6xido nitrico no tecido endotelial. Dentre as
geracdes mais recentes de farmacos fornecedores de NO esta o sildenafil citrato,
que demonstra afinidade para os tecidos dos corpos cavernosos penianos e também
para os tecidos pulmonares. Isto permite, com éxito, usar o sildenafil citrato nos

casos de hipertenséo pulmonar.
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2.2 ESTRESSE OXIDATIVO E CIRCULACAO EXTRACORPOREA

O termo estresse oxidativo denota um desequilibrio entre a producdo de
oxidantes e o sistema de defesa antioxidante (SIES, 1997). A existéncia do
desequilibrio pode ser em favor da geragdo ou em detrimento da velocidade de
remocgdo dessas espécies. Embora uma razoavel quantidade de radicais livres seja
necesséaria para a manutencdo da vida, sua producdo excessiva pode conduzir a

dano celular.

A determinacdo direta das concentracbes de RL é praticamente impossivel
devido a sua existéncia extremamente curta. A presenca e concentragfes dessas
espécies sdo geralmente avaliadas por efeitos quimicos ou fisiolégicos que

desencadeiam.

A circulagdo extracorpérea, necessaria e parte integral da cirurgia cardiaca,
pode por si s6 induzir efeitos deletérios, dano difuso a varios tecidos, resultando em

disfuncéo dos rins, figado, pulméo, cérebro, sistema cardiovascular e outros 6rgaos.

A génese da disfuncdo organica é multifatorial, sendo desencadeada em
parte pela resposta inflamatoria sistémica & CEC, induzida pela exposicdo dos
elementos sangliineos ao traumatismo mecéanico e as superficies néo fisioldgicas. A
maior resposta inflamatéria sistémica, potencialmente responsével pela ativacao dos
neutréfilos (MORSE, ADAMS, 1998) e a alta tensdo de oxigénio usada durante a
CEC representam fontes importantes de producéo de radicais livres responsaveis
pelo estresse oxidativo (IHNKEN et al., 1998; BRUECKL et al., 2006).

Em relacdo ao dano miocérdico local, esse estaria associado mais
especificamente com o fendmeno isquemia e reperfusdo, mediado pelos radicais
livres, costumeiramente removidos pelos “varredores” especializados e antioxidantes
presentes nas células (MEZZETTI et al., 1993; INAL et al., 1999).

Clinicamente a disfungdo miocéardica apés a circulacdo extracorporea €

expressa por arritmias cardiacas, depressdo da contratilidade e baixo débito
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cardiaco, sendo todos esses fatores complicadores do periodo pés-operatorio

imediato.

Num estudo realizado em adultos e conduzido por Clermont et al. (2002),
durante a cirurgia cardiaca com circulagdo extracorporea, o estresse oxidativo
sistémico ocorreu durante todo periodo de CEC, mas n&do no periodo compreendido
entre a anestesia e a esternotomia. A maior produgéo de RL ocorreu nos primeiros 3

minutos de reperfusao.

Com o objetivo de analisar o estresse oxidativo e sua evolugdo durante a
cirurgia cardiaca com CEC, Ochoa et al. (2003) conduziram um estudo com 22
pacientes adultos. Observaram que a concentragéo tanto do alfa-tocoferol (vitamina
E) como do retinol (vitamina A) diminuiram ap6s o inicio da CEC em relagdo aos
valores iniciais. Portanto, um aumento do estresse oxidativo foi demonstrado durante
a CEC, e concluido que, apesar do organismo ser capaz de utilizar vérias defesas

antioxidantes, existe maior possibilidade de complicagdes ap6s esse procedimento.

Estudando a injaria oxidativa e as enzimas antioxidantes em pacientes
adultos submetidos a cirurgia cardiaca com e sem CEC, Akila et al. (2007)
observaram que a peroxidacgao lipidica aumentou significativamente, atingindo o pico
na primeira hora de reperfusdo. Tal fato ndo ocorreu no grupo de pacientes
submetidos a cirurgia sem CEC. Também, em relagdo as enzimas antioxidantes, os
autores concluiram que a concentragdo mais baixa da glutationa foi aos 5 minutos, e
a atividade da catalase foi maxima apés 1 hora da reperfusdo. Assim sendo, o
estresse oxidativo foi mais evidente nos pacientes submetidos a cirurgia cardiaca
com CEC, quando comparados aqueles sem CEC. Resultados semelhantes também

foram observados no estudo de Goneng et al. (2006) com pacientes adultos.

Além das alteracdes citadas, a apoptose tem sido demonstrada nos episédios
de isquemia — reperfusdo. Apoptose é o processo de morte celular geneticamente
programado, com subsequente remogdo das células. Esse processo inicia pela
ativacdo das caspases 3 e 7, clivagem do DNA gendmico e subsequente morte
celular. Vérios estimulos extracelulares e intracelulares, que ocorrem durante a

cirurgia cardiaca com CEC, incluindo a liberacdo de citocinas, estiramento mecanico
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da fibra miocérdica e o estresse oxidativo, podem representar os gatilhos para
desencadear a cascata da apoptose. Citocinas liberadas dos macréfagos e midcitos
bem como as espécies reativas do oxigénio também podem induzir a apoptose em

midcitos submetidos a isquemia e reperfusao.

Fischer et al. (2004) conduziram um estudo com bidpsias do miocérdio,
coletadas antes e ao afinal da CEC, de 40 pacientes adultos. O objetivo desse
estudo foi investigar se a parada cardiaca durante a cirurgia cardiaca com CEC era
responsavel por iniciar a apoptose, e se o uso de varredores de espécies reativas do
oxigénio como a N-acetilcisteina (NAC), atenuava a iniciacdo desse processo. Os
autores observaram que a atividade das caspases 3 e 7 foi significativamente menor
no grupo de pacientes que recebeu NAC quando comparada com o grupo placebo.
Concluiram que a parada cardiaca iniciou a cascata da apoptose e que a N-
acetilcisteina, por atuar como “varredora” de espécies reativas do oxigénio, inibiu a
ativacao das caspases 3 e 7, prevenindo o processo de apoptose celular. Portanto, a
apoptose das células cardiacas é um dos fatores envolvidos no aturdimento
miocérdico e medidas preventivas desse processo sdo coadjuvantes atrativos nas

técnicas de protecdo miocérdica durante a cirurgia cardiaca.

Assim como no adulto o estresse oxidativo ocorre também na crianga. Calza
et al. (2002) num estudo com 18 criancas submetidas & cirurgia cardiaca com CEC,
observaram aumento da glutationa, enzima “varredora” de radicais livres, e aumento
da taurina miocéardica, demonstrando assim que esses pacientes apresentaram

estresse oxidativo e dano miocardio como resultado do procedimento.

O estresse oxidativo também foi avaliado num estudo conduzido por Christen
et al. (2005) em pacientes pediatricos submetidos a cirurgia cardiaca com CEC.
Nesse estudo, os autores fizeram uma andlise da magnitude da inflamacg&o e das
alteragbes do ferro em relagdo ao estresse oxidativo e as variaveis clinicas. Os
resultados evidenciaram que a CEC na crianga foi acompanhada de grave estresse
oxidativo, confirmado pelos marcadores plasmaticos (ascorbato, a-tocoferol,
glutationa). A hemdlise e a inflamacdo desencadeadas pela CEC foram

consideradas como causas do estresse oxidativo.
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2.3 DEFESAS ANTIOXIDANTES

O excesso de radicais livres é prejudicial ao organismo. Os sistemas naturais
de eliminagdo, chamados “varredores” ou “sequestradores” de RL, atuam produzindo
sua neutralizacdo ou impedindo sua transformag¢@o em produtos mais toxicos para
as células. Esses sistemas de defesa s@o compostos pelas seguintes enzimas:
glutationa peroxidase (que necessita do selénio), catalase, metionina redutase,
manganés superoxido dismutase e a cobre-zinco superdxido dismutase. Os RL
neutralizados por essas enzimas sdo o superoxido, oxigénio singlet, radical hidroxila,

peroxido lipidico, 6xido nitrico e 6xido nitroso.

Os antioxidantes ndao enzimaticos sado em sua maioria provenientes de uma
alimentacdo apropriada. Os principais sdo as vitaminas lipossoliveis, E e A,
vitaminas hidrossollveis, C e do complexo B, os oligoelementos zinco, cobre,
selénio, magnésio e também os bioflavondides, entre outros. O quadro abaixo

relaciona as espécies reativas de oxigénio e seus respectivos antioxidantes.

QUADRO 1 — Espécies reativas de oxigénio e seus respectivos antioxidantes.

ERO Antioxidantes
Endégenos Exdgenos
Superéxido Superéxido dismutase Vitaminas, zinco, cobre,
Cu-ZnSOD, MnSOD manganés, EDTA
Perdxido lipidico Glutationa peroxidase, Vitamina E, selénio
cisteina
Radical Hidroxila Vitamina C, dimetil
sulféxido, EDTA e manitol
Oxigénio Singlet Betacaroteno
Perdxido de hidrogénio Catalase

2.3.1 Antioxidantes Nao Enzimaéticos

Alguns nutrientes essenciais podem atacar diretamente os radicais de
oxigénio. A vitamina E (alfa-tocoferol) € o maior antioxidante lipossoluvel presente

em todas as membranas celulares, atua na protecdo contra a lipoperoxidagéo,
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devido a sua alta reatividade com radicais peroxil (LOO") (KAY et al., 1986; REITER,
MAESTRONI, 1999).

Os carotenoides, principalmente o beta-caroteno, podem funcionar como
precursores da vitamina A. Tém papel duplo, diminuem a formagédo de oxigénio
singlet e ajudam a remover aqueles ja formados. O beta-caroteno, um pigmento
presente em todas as plantas, pode ser encontrado em membranas celulares,

inclusive nos lipossomos.

A vitamina C (acido ascorbico) é hidrossolivel e também age contra os
radicais livres. Uma importante propriedade quimica do ascorbato é sua habilidade

para reagir como agente redutor.

A melatonina € um antioxidante produzido pela glandula pineal e atua na
peroxidacdo lipidica diminuindo o dano protéico causado pelos radicais livres, e
protegendo o DNA contra os efeitos da radiagcdo. Quando encontra o radical
hidroxila, altamente reativo, doa seu elétron e se transforma em radical melatonil,
muito menos reativo (REITER, MAESTRONI, 1999).

2.3.2 Antioxidantes Enziméaticos

As enzimas superoxido dismutase juntamente com a catalase e glutationa
peroxidase constituem as principais defesas antioxidantes que atuam nos
organismos superiores. A capacidade antioxidante da superoxido dismutase foi
inicialmente descrita por McCord e Fridovich (1969) e tem importante fungdo na
dismutacdo dos radicais superoxidos. A forma dependente de cobre e zinco,
denominada Cu-Zn superoxido dismutase, € muito estavel e estd presente no citosol
de praticamente todas as células eucaritticas. = A forma contendo manganés no
seu sitio ativo, denominada manganés superdxido dismutase (Mn-SOD), esta

presente na mitocondria. Essas enzimas atuam removendo o O, acelerando sua

conversao em H,0.,.
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As catalases contidas nos peroxisomos convertem a H,O, em agua e O, e
sdo encontradas principalmente no figado, rim e eritrocitos. As células do coragéo,
cérebro e musculo contém pequenas quantidades dessas enzimas (CHANCE, SIES,
BOVERIS, 1979).

A glutationa peroxidase, contida apenas nas células animais, possui um

atomo de selénio, e atua reduzindo os radicais hidroperéxidos.

A natureza dos eventos relacionados ao estresse oxidativo leva a deplecao
dos antioxidantes plasméaticos, evidenciada pela diminuicdo da capacidade
antioxidante total do plasma, bem como aumento da peroxidagdo lipidica
(HADJINIKOLAQU et al., 2003, PECHAN et al., 2004). Com o objetivo de estudar
essa questdo, Luyten et al. (2005) conduziram um estudo em 10 pacientes
submetidos a cirurgia das artérias coronarias com CEC, onde analisaram as enzimas
antioxidantes e a capacidade antioxidante global do plasma, correlacionando com a
atividade inflamatodria. A atividade das enzimas glutationa peroxidase e a superoxido
dismutase aumentou significativamente durante a CEC, sendo esta a primeira linha
de defesa contra as espécies reativas de oxigénio. Os autores observaram ainda
uma diminuicdo das concentracbes do alfa-tocoferol, somente apds a cirurgia.
Resultados semelhantes foram observados por Ulus et al. (2004), quando
demonstraram que a concentrac@o de alfa tocoferol aumentou ap6s 20 minutos de

CEC e assim se manteve por 6 horas consecutivas.

Os estudos com relac&o ao alfa-tocoferol sdo contraditorios. Alguns relataram
que a suplementacéo dessa vitamina durante a cirurgia (CANBAZ, et al., 2003) ou
no pré-operatério foi benéfica (YAU et al.,, 1994), porém outro grande estudo
demonstrou claramente que sua suplementacdo ndo teve efeito aparente nos
eventos cardiovasculares: estudo HOPE - Heart Outcome Prevention Evaluation
(YUSUF et al., 2000). Assim, o consumo do alfa-tocoferol durante e apoés a cirurgia

cardiaca continua matéria de discusséao.

A diminuicAdo da concentragdo da vitamina C, antioxidante hidrossoluvel
também foi demonstrada no estudo de Luyten et al. em 2005. Esses autores

concluiram que a resposta antioxidante, sob condi¢des de estresse oxidativo agudo,
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ocorreu durante a cirurgia cardiaca com CEC, mas ndo foi suficiente para

compensar a intensa producdo de oxidantes desencadeada pelo procedimento.

Uma terceira categoria de defesa antioxidante natural sdo os processos de
reparagdo, que removem as biomoléculas lesadas. As proteinas oxidadas séo
removidas por sistemas proteoliticos; os lipideos oxidados das membranas séo
removidos pelas lipases e peroxidases, e o0s &acidos nucléicos lesados

oxidativamente sao reparados por enzimas especificas.
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2.4 COBRE

2.4.1 Metabolismo

O cobre (Cu) é um elemento trago cuja essencialidade foi primeiramente
reconhecida em 1928, onde experimentos em animais evidenciaram que juntamente
com o ferro tinha uma fung&o importante na prevencdo da anemia ferropriva (HART
et al., 2002). E um metal de transicdo com uma massa atdbmica de 63,54 e trés
estados de oxidacdo, Cu, Cu?* e Cu®, podendo mudar entre um e outro estado
durante reacfes enzimaticas. Estas caracteristicas conferem ao elemento uma

grande instabilidade, sendo que a estabilizacdo s6 € alcancada nas reacdes

quimicas.

Os valores analiticos do conteudo total de cobre no corpo humano variam de
50 a 120 mg, teor médio considerado para um individuo adulto de 70 kg. A
concentracdo plasmética de referéncia do cobre, publicada num estudo global
conduzido entre 1982 e 1988 é de 0,8 a 1,2 mg/l (IYENGAR, WOITTIEZ, 1988;
IYENGAR, 1987 apud in OMS, 1998). No leite humano a concentragédo cobre é de
0,14 + 0,10 mg/l (MELNIKOV et al., 2007). Apresentam maiores concentracoes
desses ions os tecidos do figado, cérebro, baco, osso e muasculo esquelético
(WILLIAMS, 1983).

Esse metal esta contido nos alimentos como carne, ovo, queijo, marisco e em
bebidas como café, vinho e estd presente em grande quantidade na Coca-Cola. As
fontes de cobre no meio ambiente sé@o residuos industriais como os provenientes da

queima de carvao e os domésticos como as panelas de cobre.

Do cobre ingerido, 35% a 70% s&o absorvidos no duodeno e jejuno por
transporte ativo dentro de epitélio intestinal. Durante a absor¢cdo e o transporte o
cobre compete com outros ions metélicos bivalentes que favorecem ou inibem sua
absorcédo. Pode ser absorvido pela pele e mucosas de fontes como os braceletes de

cobre ou ligas de proteses (OMS, 1998).
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O citrato e a histidina, por atuarem como quelantes formando complexos
intermediarios estaveis, favorecem a absorcdo. Entre os fatores que inibem a
absorgéo estdo o cadmio e o zinco, que atuam por competicdo pela metaloproteina,
as fibras, que atuam por estimulagéo do intestino, o ferro, que atua competindo ao
nivel das células transportadoras, os fitatos contidos nos cereais e vegetais, vitamina
C, por inibir a atividade plasmética das enzimas de cobre, o molibdénio e os
carboidratos refinados (FESTA et al., 1985; TORRE et al., 1991).

Uma vez absorvido, o cobre é transportado na forma de complexos com a
albumina e transcupreina. O cobre livre recém absorvido desaparece rapidamente
do plasma. A maior parte é captada pelo figado, através do sistema porta sendo ai
incorporado por numerosas enzimas dentre elas a ceruloplasmina. Esse cobre é
liberado do figado para a circulagdo sanguinea e distribuido entre as células que tém
receptores especificos para as enzimas especializadas na sua superficie (HARRIS,
PERCIVAL, 1990 apud in SHILS et al., 2003).

O caminho principal de excrecdo do cobre € a via biliar para dentro do trato
intestinal, junto com pequenas quantidades de cobre das células intestinais e com o
cobre dietético ndo absorvido. E entdo eliminado nas fezes. Pela urina, os seres
humanos sadios excretam apenas 10 a 30 upg de cobre, podendo aumentar
acentuadamente nos casos de defeitos tubulares renais (DANKS, 1988 apud in
SHILS et al., 2003).

A importancia biolégica, funcional e estrutural do cobre em animais e
humanos estd relacionada com as fun¢des metabdlicas das enzimas cobre -
dependentes.

2.4.2 Principais Enzimas que Contém Cobre

2.4.2.1 Ceruloplasmina

A ceruloplasmina € uma proteina plasmética de cor azul, também chamada

ferroxidase I. E uma oz — glicoproteina que contém 7 &tomos de cobre em sua
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molécula. Devido aos deslocamentos da carga entre os ions Cu e Cu®", a enzima
esta envolvida nas reacdes de oxido-reducéo. Existem evidéncias que a ligacao dos
atomos de cobre a ceruloplasmina € um pré-requisito para sua utilizacdo na sintese
da citocromo C oxidase e outras proteinas desse elemento (FRIEDEN, HSIEH,
1976).

Uma importante fungdo da ceruloplasmina, apés sua sintese no figado, é
transportar cobre. No ser humano adulto saudavel aproximadamente 90% a 95% do
total do cobre circulante esta ligado a ela. E uma proteina reativa da fase aguda,
sendo que, apos infarto agudo do miocéardio ou outras desordens acompanhadas por
inflamacgé&o, a ceruloplasmina e também o contetdo plasmatico de cobre mudam em
paralelo indicando um processo fortemente acoplado (ADELSTEIN, COOMBS,
VALEE, 1956 apud in FOX et al., 2000).

Quanto ao metabolismo do ferro, a ceruloplasmina e a ferrosidade Il oxidam o
ferro ferroso de modo que ele possa ser transportado do lumen intestinal e dos
locais de armazenamento para os locais de eritropoiese. Isso explica por que a

anemia desenvolve-se na deficiéncia de cobre.

Estudos demonstram que a atividade da ceruloplasmina como agente
oxidante é determinada pela estrutura da proteina, que permite remover um dos
atomos de cobre ligados a ela. A ceruloplasmina pode estimular a oxidacdo da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) na presencga de radicais O, que reduz um
dos atomos de cobre ligados a ela (MUKHOPADHYAY, EHRENWALD, FOX, 1996;
MUKHOPADHYAY, FOX, 1998).

2.4.2.2 Caobre - Zinco Superéxido Dismutase

Em 1939, uma proteina contendo 0,34% de cobre, foi isolada de eritrocitos
bovinos por Mann e Keilin e denominada de hemocupreina. Posteriormente, uma
proteina também contendo cobre, foi isolada de eritrocitos humanos e denominada
eritrocupreina. Aparentemente, como ambas néo evidenciaram atividade enzimética,

foi entdo sugerido que elas serviriam como depdsitos de metais. Contudo, em 1969,
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McCord e Fridovich demonstraram que a “proteina do eritrocito”! catalisava a
dismutacéo dos radicais superéxido (02" + 02"+ 2H —» H>0> + Oy), identificando

assim a sua fungdo. Essa enzima foi denominada superédxido dismutase (SOD) e
altas concentracdes sdo encontradas no cérebro, tiredide, figado, hipoéfise, eritrécitos
e no rim dos seres humanos. Estudos realizados em ratos submetidos a dietas
deficientes em cobre evidenciaram um decréscimo nas concentracdes da SOD em
pulmao, figado, aorta e eritrocitos (DAMERON, HARRIS, 1987). E uma enzima que

acompanha a evolugdo estando presente ja nas bactérias.

A superoxido dismutase contém dois 4&tomos de cobre por molécula e esté
presente dentro da maioria das células do organismo humano, principalmente no
interior do citosol. Protege o0s componentes celulares da lesdo oxidativa,
convertendo os ions superdxido em perOxido de hidrogénio. Para sua acao
catalitica, além dos ions de cobre, exige também a presenca do zinco. Suas
propriedades tém sido marcadamente resistentes as modificacdes evolutivas
(HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1985).

O cobre contido na Cu-ZnSOD participa das reagbes de dismutacéo,

passando alternadamente por oxidacao e redugéo, conforme abaixo:

Enzima—-Cu* + 0, —» E-Ccu® + O,

E-Cut® + O, + 2H' —» E-Cu® + H,0,

0% + 0% + 2H"'_°°°, H,0, + O, (reacdo resultante)

A atividade da Cu-ZnSOD esta bastante diminuida em animais submetidos a
dietas deficientes em cobre (PROHASKA, BROKATE, 2001).

Existem ainda dois outros tipos de superdxido dismutase, aquela dependente
do manganés e a superoxido dismutase extracelular, sendo essa Ultima de atividade

pouco expressiva quando comparada com as outras.
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2.4.2.3 Citocromo C Oxidase

A enzima citocromo C oxidase, presente nas mitocondrias das células, € o
elemento terminal na cadeia de transporte de elétrons. Reduz O, para formar agua e
ATP para producéo de energia. A citocromo C oxidase é considerada a enzima mais
importante isolada da célula de mamifero. Ela contém dois a trés 4tomos de cobre
por molécula. A atividade dessa enzima é méaxima no coragdo e alta no cérebro,
figado e rins (FRIEDEN, 1986).

A sintese de fosfolipides para a formagdo da mielina no sistema nervoso
central depende da atividade da citocromo C oxidase. Em experimentos com animais

a deficiéncia desse metal leva a alteragdo na mielinizacdo, necrose do tecido

nervoso e ataxia.

2.4.2.4 Dopamina p-Hidroxilase

A dopamina, adrenalina e noradrenalina sdo catecolaminas que partilham a
mesma via biossintética, que inicia com o aminoacido tirosina. A tirosina é convertida
em dopamina pela enzima tirosina hidroxilase. A dopamina, por sua vez, é
convertida em noradrenalina pela dopamina p-hidroxilase. Na medula da supra-renal

a noradrenalina recebe um radical metil e é convertida entdo em adrenalina.

Seidel, Failla e Rosebrough (1991) estudaram o metabolismo das
catecolaminas cardiacas em ratos recém nascidos, submetidos a dieta deficiente em
cobre e observaram que ocorreu, apos a 4@ semana, um aumento do coragdo e da
concentracdo de dopamina e diminuigdo da concentracdo de norepinefrina,
resultado da diminuicdo da atividade da dopamina B-hidroxilase. No grupo controle,
a sintese da norepinefrina cardiaca a partir da dopamina foi significativamente maior.
Em outro estudo igualmente conduzido em animais, Pyatskowit e Prohaska (2007)

confirmaram essas mesmas observacgoes.
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2.4.2.5 Monoamino Oxidase

A monoamino oxidase (MAO) é uma enzima envolvida no metabolismo da
serotonina e dos neurotransmissores catecolaminérgicos, tais como adrenalina,
noradrenalina e dopamina. Havendo uma reducéo na atividade da MAO, produz-se
um aumento da concentragdo desses neurotransmissores nos locais de
armazenamento, em todo o0 sistema nervoso central ou no sistema nervoso
simpético. Os antidepressivos classicos, inibidores da monoamina oxidase (IMAO),
promovem o aumento da disponibilidade da serotonina através da inibicdo dessa

enzima responsavel pela degradacao intracelular do neurotransmissor.

2.4.2.6 Diamina Oxidase

Essa enzima atua no tubo digestivo onde a histamina estimula a secregao
acida e em reacdes alérgicas em todo corpo, onde a histamina é liberada em
resposta a exposicdo de antigenos. Também inativa poliaminas envolvidas na
proliferagéo celular, o que sugere que essa enzima pode desempenhar um papel

inibidor do crescimento.

2.4.2.7 Lisil Oxidase

Na formacgao do tecido conjuntivo o cobre atua como integrante da enzima lisil
oxidase, que € essencial para a ligagdo cruzada do colageno e da elastina,
necessario para a formacdo de tecido conjuntivo forte e flexivel. E uma enzima
importante na formag&o de tecido morfologicamente normal. Sua deficiéncia leva a
formacdo defeituosa do coldgeno, com diminuicdo da resisténcia mecanica dos
0ssos e do tecido conjuntivo cardiovascular, predispondo assim a instalagcdo de
osteoporose e aneurismas. A concentracdo dessa enzima € méaxima durante o
desenvolvimento do individuo. Assim o cobre desempenha um papel na formagéo do
0ss0, mineralizagdo esquelética e integridade do tecido conjuntivo do coracdo e do

sistema vascular.
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2.4.3 Proteinas Ligadoras de Cobre

2.4.3.1 Metalotioneinas

As metalotioneinas s@o pequenas proteinas ndo enzimaticas, ricas em
cisteina, sendo que cada molécula é capaz de se ligar a 11 ou 12 4tomos de cobre e
atuam sequestrando o excesso de ions metélicos, impedindo a intoxicagdo. Também
estdo relacionadas com o armazenamento e transporte do metal através do
enterdcito e no plasma desempenhando um papel regulador nos processos de
reparo, crescimento e diferenciagdo celular. Tém ac&o antioxidante diminuindo a
producdo de radicais hidroxil e protegendo a célula da apoptose induzida pelo
estresse oxidativo (THIRUMOORTHY et al., 2007).

2.4.3.2 Albuminas

As albuminas séo as proteinas mais prevalentes no plasma sanguineo e nos
liquidos intersticiais. Transporta os ions metédlicos desempenhando também um
papel de se ligar ao excesso de cobre circulante, que de outro modo seria toxico. As
estimativas da fracdo de cobre plasmatico ligada a albumina variam de 5 a 18%
(SHILS et al., 2003).

2.4.4 Deficiéncia do Cobre

Em relagdo ao coracgéo, o eletrocardiograma de ratos alimentados com dieta
deficiente em cobre mostrou aumento significante da amplitude dos complexos QRS
e do intervalo QT, arritmias cardiacas, como batimentos ventriculares e
supraventriculares prematuros, alteracbes do segmento S-T, bloqueio de ramo e
bloqueio atrio-ventricular de segundo e terceiro graus quando comparados com
grupos controle (VIESTENZ, KLEVAY, 1982; SHIRY et al., 1999).
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Cardiomiopatia hipertrofica com alteragdo da funcdo sistdlica e diastdlica,
insuficiéncia cardiaca congestiva (ELSHERIF et al., 2003) e regurgitacao das valvas
cardiacas foram observadas, decorrentes das alteracdes do colageno, elastina e da
deficiéncia de atividade da lisil-oxidase (SHIRY et al., 1999).

As anormalidades cardiacas observadas nos modelos animais foram similares
em humanos quando submetidos a uma dieta deficiente em cobre, segundo um
estudo realizado com 24 voluntarios portadores de doenca cardiaca isquémica, que
foram submetidos a 15 semanas de dieta deficiente em cobre. Ocorreu infarto
miocérdico e taquicardia em 2 dos 24 participantes (NATH, 1997). Ao nosso parecer,
esses achados sédo pouco informativos jA que 24 casos ndo séo suficientes para
afirmar que a incidéncia de infarto agudo do miocéardio seja maior do que na

populacéo geral.

2.45 Desordens Genéticas

Doenca de Wilson € uma doenca recessiva autossdmica do armazenamento
do cobre, onde o gene afetado localiza-se no cromossomo 13 e que codifica o
aminoacido ATP 7B. O cobre absorvido no intestino ao alcancar os hepatdcitos liga-

Y z Y

se a apotioneina para formar a Cu-metalotioneina ou é incorporado a
ceruloplasmina, retornando a circulagdo, ou € excretado na bile. Os dois ultimos
passos estdo alterados na doenca de Wilson. A excre¢do biliar de cobre esta
marcadamente diminuida e o metal ndo pode ser incorporado adequadamente a
ceruloplasmina. Consequentemente, o cobre em excesso distribui-se inicialmente no
citoplasma, provavelmente ligado a uma forma ndo-toxica de metalotioneina e
posteriormente aparece em densos granulos nos lisossomos. O cobre livre (n&o
ligado a ceruloplasmina), liberado na circulacdo a partir de hepatdcitos lesados,
passa entdo a se acumular em diversos 6rgdos, como no figado, cérebro e cornea
(anéis de Kayser-Fleischer), resultando em lesdo neuroldgica e cirrose hepética

(SHILS et al., 2003).

Doenca de Menkes € um distarbio fatal ligado ao cromossomo X,

caracterizada por um defeito na codificagdo da proteina ATPase tipo P
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transportadora de cobre (ATP 7A). Ocorre defeito no influxo celular de Cu, por
desativacdo de sistemas enzimaticos com consequente inversdo na distribuicdo do
metal pelo organismo. Ocorre aprisionamento do Cu no intestino delgado e no rim e,
ao mesmo tempo, deficiéncia em outros 6rgaos, principalmente no cérebro e figado.
Essa condicdo ¢é caracterizada por retardo mental e do crescimento,
hipopigmentacdo do cabelo, defeitos esqueléticos e aneurismas. Convulsdes
também sdo descritas, provavelmente decorrentes da degeneracdo do sistema
nervoso central (SHILS et al., 2003; NATH, 1997).
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2.5 ZINCO

2.5.1 Metabolismo e Func¢®8es Fisioldgicas

O zinco (Zn) foi reconhecido como um elemento distinto em 1509. Evidéncias
de sua essencialidade foram demonstradas em plantas em 1869 e em animais em
1934. Em virtude da sua ampla concentragdo nos alimentos, a deficiéncia de zinco
foi considerada improvével até 1955, quando foi entdo demonstrado que a
paraceratose suina era uma doenca causada por deficiéncia desse metal. O
significado clinico da deficiéncia de Zn no homem adquiriu magnitude de saude
publica apdés 1961, quando foi observado que o hipogonadismo e o nanismo

endémicos no Ird eram devidos a deficiéncia desse elemento (SHILS, 2003).

O conteudo total de zinco no organismo varia de 1,5 a 2,5 g, estando presente
em praticamente todos os oOrgdos. A maior parte esta concentrado nos 0ssos,
musculos esqueléticos, figado e pele. Também esti presente no pancreas, rins e
fluidos corporais como préstata, espermatozoides, em diversas partes dos olhos,
cabelos, unhas e saliva. A concentragcdo na massa corpérea magra € de
aproximadamente 30 pg/g. As concentragcbes mais altas estdo na coroide do olho
(274 mg/g) e no liquido prostatico (300 a 500 mg/ml) (MILLS, 1989, apud in OMS,
1998). No sangue, cerca de 80% do zinco € encontrado nos eritrécitos e 16% no
plasma. No leite humano a concentragdo deste elemento € de 0,48 + 0,24 mg/l
(MELNIKOV et al., 2007).

No soro humano a principal proteina transportadora de zinco é a albumina. De
forma semelhante ao cobre, em torno de 98% do zinco plasmatico esta ligado as
proteinas, sendo 14% ligado & o, - macroglobulina e em torno de 86% a albumina.
Porém, apenas 1,1% a 2,6% da albumina presentes no soro estdo ligadas ao
transporte de zinco (FOOTE, DELVES, 1984).

A concentracdo plasmética de referéncia de zinco, derivado de um estudo
global conduzido entre 1982 e 1987 é de 0,8 a 1,1 mg/l (IYENGAR, 1987 apud in

OMS, 1998). Um estudo nacional realizado por Favaro e Vannucchi (1990) em 126
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criangcas de 2 a 7 anos de idade, na cidade de Ribeirdo Preto, demonstrou que 13%
delas apresentaram concentragfes plasmaticas de zinco inferiores a 0,7 mg/l. Em
outro estudo em 86 criangas da periferia da cidade de S&o Paulo, com idade entre 7
a 15 anos, 6,9 % delas apresentaram concentracdo plasmatica de zinco abaixo de
0,6 mg/l (SANTOS, OLIVA, AMANCIO, 2003). Em ambos os estudos acima nao
houve correlagédo entre os valores plasmaticos das concentracdes de Zn e o0 sexo, a
idade e os pardmetros antropomeétricos, quais sejam, a prega tricipital, circunferéncia

braquial e peso.

Ao contrario do cobre, ndo existem compostos que formam estoques
corporais de zinco. Sob condi¢des de reabsor¢éo 6ssea e catabolismo tecidual ele
pode ser liberado e reutilizado. Na presenca de dietas com baixo teor desse metal, o
conteddo plasmatico e a atividade enzimética podem ser mantidos normais por
véarios meses, indicando que h& mobilizacdo de zinco a partir de tecidos e diminuigéo

da excrecéo nas fezes e urina (OMS, 1998).

Os alimentos diferem amplamente no seu conteddo de Zn. Crustaceos, carne
bovina e outras carnes vermelhas, gréos integrais, nozes e legumes séo boas fontes
desse metal (SHILS et al., 2003).

A absorcdo do zinco € uma funcdo de mudltiplas variaveis, incluindo a
solubilidade dos compostos no local de absor¢cdo, presenca de enzimas
transportadoras e, principalmente, as necessidades do organismo. E absorvido em
toda extensdo do intestino delgado e pequenas quantidades sdo absorvidas no
estdbmago. Estas pequenas quantidades sinalizam ao figado a necessidade de
produzir enzimas transportadoras teciduais e intracelulares. E um elemento de facil

extragdo em pH gastrico.

Na célula, o zinco se une as metaloenzimas entre as quais as mais
importantes sdo metalotioneinas e proteinas contendo enxofre, como a cisteina
(OMS, 1998).

Fatores que favorecem a absor¢do deste metal incluem o meio acido do

estbmago, a mastigacdo dos alimentos e o consumo de cereais cozidos. Entre os
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que dificultam a absorcdo esta a presenca de elementos bivalentes como o cobre,
ferro, cddmio e chumbo, devido a competicdo pela metalotioneina, o fitato e
hexafosfato de inositol, medicamentos como a cimetidina e antibiéticos (TURNLUND
et al., 1986).

O zinco € eliminado do organismo através dos rins, da pele e do intestino. As
perdas endogenas intestinais podem variar de 0,5 a 3 mg/dia; a perda pela
perspiracdo e células epidérmicas descamadas é estimada em 0,5 mg/dia, mas
essas perdas dependem da quantidade da ingestdo do metal. A perda diaria pela

urina é aproximadamente 0,7 mg/dia (MILLS, 1989).

Zinco, o mais abundante elemento-traco intracelular, esta envolvido em varias
funcBes cataliticas, estruturais e reguladoras. E encontrado em numerosas enzimas

e é um componente das biomembranas.

Esse elemento desempenha fungdes cruciais em diversos processos
biol6gicos do organismo, incluindo a sintese protéica, o metabolismo de DNA e RNA,
metabolismo de carboidratos e lipideos, metabolismo energético, entre outras. Uma
das principais fungbes do zinco é sua atuacdo enzimatica, seja na estrutura da
enzima ou em sua acgdo reguladora ou catalitica. Dentre as aproximadamente 300
enzimas das quais 0 zinco faz parte estdo a anidrase carbdnica, fosfatase alcalina,
carboxipeptidases, alcool desidrogenase, superoxido dismutase, proteina C quinase,
acido ribonucléico polimerase e transcriptase reversa (SANDSTEAD, 1994; McCALL,
HUANG, FIERKE, 2000).

O zinco exerce funcdo fundamental na proliferagdo celular, cujos constituintes
indispensaveis durante a sintese protéica sdo o DNA e RNA. Ele esta presente no
ndcleo, nucléolo e nos cromossomos. Varias enzimas que participam da sintese de
DNA e RNA sdo metaloenzimas que contém zinco, incluindo a DNA-polimerase e
RNA-transcriptase (MILLS, 1989),

O zinco forma um complexo funcional caracteristico chamado “dedos de

zinco,” que desempenha muitas fungBes em varios processos celulares como
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replicagéo, reparo, proliferacéo e apoptose. Os “dedos de zinco” agem como moldes

e se ligam a uma variedade de moléculas como &cidos nucléicos e proteinas.

Esses complexos tém coordenacgdo tetraédrica tipica, com o Zn no centro do
tetraedro formado por 4 cisteinas ou 3 cisteinas e 1 histidina ou 2 cisteinas e 2
histidinas. Dependendo da natureza dos aminoécidos ligados ao tetraedro as
arestas podem ser equidistantes, caso seus vértices correspondam a um mesmo
aminoacido. Nesse caso o tetraedro seria um poliedro regular (Fig. 2). Se diferentes
aminoacidos se coordenarem as arestas deixam de ser iguais e o poliedro ficara
distorcido. Durante os processos de proliferacdo celular a sintese protéica necessita
da informagé&o estrutural para proporcionar a colocacdo adequada dos aminoécidos
na cadeia peptidica. Nesse caso o tamanho das arestas serve de compasso para
produzir uma determinada sequéncia de aminoacidos. Esse € o ponto central do
controle da atividade enzimatica e também dos processos de proliferacdo e

crescimento celular (MILLS, 1989).

Figura 2 — Coordenacdo tetraédrica com o atomo de zinco na posicao central.

O Zn esté relacionado com as células do sistema imune, e os efeitos da sua
deficiéncia no sistema imunoldgico incluem os fatores que afetam a produgéo de
linfécitos: menor producdo de timulina e maior producdo de glicocorticéide. A
timulina é um hormdnio importante para a maturacdo e diferenciacdo de linfocitos T
e producao de células CD4+, cuja atividade biolégica depende do zinco. A diminuida
producdo de citocinas e de interferon-o pelos leucdcitos também esta relacionada a
deficiéncia de zinco. Esse elemento também induz os mondcitos a produzirem
interleucina-1, interleucina-6 e inibe a producdo do fator de necrose tumoral, que
estqd implicado na fisiopatologia da caquexia na sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (BAUM, SHOR-POSNER, CAMPA, 2000).
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O zinco tem acgdo direta como regulador da apoptose celular, inibindo a
atividade da endonuclease. Essa enzima destr6i o DNA desencadeando a morte
celular. Normalmente as células envelhecidas e anormais enviam um sinal que ativa
uma série de eventos intracelulares eliminando as mesmas. Na deficiéncia deste
metal ha uma maior atividade da endonuclease e as células relativamente sas
também sofrem apoptose (KEEN, GERSHWIN, 1990).

Os estados cronicos de deficiéncia de zinco levam ao aparecimento de
diarréia, alteragcdes do crescimento, lesbes de pele, infeccbes de repeticdo e

comprometimento do desempenho neuropsicolégico (HAMBIDGE, 2003).

2.5.2 Propriedades Antioxidantes do Zinco

O zinco esta envolvido na estabilizacdo de membranas estruturais e na
protecéo celular, prevenindo a oxidacao de lipideos e de proteinas. Difere dos outros
metais de transi¢do, pois contém a camada eletrbnica "d" completa e assim néo
participa de reacBes redox, mas age como &cido de Lewis para aceitar um par de

elétrons, fazendo com que seja um ion estavel.

Os mecanismos pelos quais 0 Zn atua como antioxidante incluem a regulagéo
da expressdo da metalotioneina, a atividade da superoxido dismutase e a protecéo
de grupos sulfidrilas das proteinas das membranas celulares, por antagonismo com
0S metais pro-oxidantes como o cobre e ferro (POWELL, 2000; MARET, 2000).

Diferentemente do Cu, a metalotioneina (MT) é uma proteina com capacidade
para ligacGes apenas com 5 a 7 atomos de Zn por molécula, apresenta propriedades
antioxidantes em diversas condi¢des, tais como: exposicdo a radiacdo, drogas e
metais pesados. A MT inibe a formagéo dos radicais livres pela ligacao seletiva com

fons cobre e ferro.

Sob condi¢bes de elevado estresse oxidativo, o zinco ligado a MT é liberado,
resultando em maior disponibilidade de agrupamentos sulfidrilas reduzidos na MT

prontos para atuar na protegdo antioxidante. Por sua vez, o Zn liberado seria
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redistribuido na célula, podendo ser utilizado em outros mecanismos antioxidantes.
A capacidade de regulacdo da metalotioneina depende de um estado nutricional
adequado de zinco (BRAY, BETTGER, 1990; MARET, 2000)

O zinco é componente estrutural e catalitico da enzima superdxido dismutase,
presente no citoplasma de todas as células, e também compde a enzima superoxido
dismutase extracelular (EC-SOD), presente no plasma, na linfa e no liquido sinovial.
A acdo da SOD reduz a toxicidade dos radicais superoxido, transformando-os em
peroxido de hidrogénio. A atividade da EC-SOD esté reduzida nas deficiéncias de
zinco (BRAY, BETTGER, 1990; POWELL, 2000).

Conforme citado anteriormente, o cobre e o ferro desempenham um papel
importante na iniciagdo e propagacdo da peroxidacdo lipidica, pela conversédo de
hidroperdxidos lipidicos (LOOH) em radicais altamente reativos (alcoxila, LO™ e

peroxila, LOO’), conforme as reagdes abaixo:

LOOH + Cu —— 0O + OH + Ccu*
LOOH + Cu” — LOO" + H" + Cu

Esses radicais, por sua vez, iniciam nova cadeia de reagdes com
consequente destruicdo da camada lipidica da membrana celular. Nessas situacoes,
0 zinco também pode atuar como antioxidante por competicdo com o cobre ou ferro,
deslocando esses metais do sitio de ligacao no lipideo, tornando-os mais disponiveis
para se ligarem as metalitioneinas ou ferritina (CHEVION,1988; STADTMAN,
OLIVER, 1991).

No estudo de Powell et al. (1994) realizado em ratos, foi examinado o
mecanismo potencial da cardioprotecdo mediado pelo zinco. Os autores
demonstraram que durante a perfusdo do coragao isolado com solugdo contendo
zinco a concentragdo de cobre e a formagdo do radical OH’ diminuiram de modo
significativo. Resultados semelhantes foram obtidos pelos mesmos autores em
estudo posterior. Além da constatagédo da reducdo do cobre miocéardico, esse estudo

demonstrou um decréscimo da oxidagdo da proteina, devido ao deslocamento do
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cobre para fora da célula, e consequente reducdo da sua disponibilidade para a
formacdo de radicais OH (POWELL et al., 1999). Essas observacdes provéem

bases para a teoria que o zinco atua como protetor cardiaco devido a inibicdo do

estresse oxidativo mediado por metais, atuando de forma a inibir a apoptose.
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2.6 ISQUEMIA E REPERFUSAO DO MIOCARDIO

2.6.1 Isquemia

A isquemia miocérdica no ser humano pode ser decorrente ndo sé de
processos como a aterosclerose, tromboembolismo, angioplastia coronariana
transluminar percutdnea como também pode ser produzida durante as intervencdes

cirdrgicas cardiacas com circulagao extracorporea.

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

metabolismo.

Quando o miocérdio é submetido a um processo de isquemia, no primeiro
minuto a via glicolitica é estimulada, mas é inibida finalmente pelo desenvolvimento
de acidose tecidual. O oxigénio disponivel é insuficiente para suprir a fosforilacao
oxidativa, e o piruvato, que deveria passar para o ciclo de Krebs, é convertido em
acido latico. Em torno de dez minutos de isquemia o pH intracelular atinge 5,8 a 6,0
e a quantidade de particulas osmoticamente ativas como lactato, fosfato inorganico
e creatina aumenta (FLEET et al.,, 1985; JENNINGS, REIMER, STEENBERGEN,
1986).

Durante o periodo de isquemia as reservas de ATP s&o rapidamente
depletadas, ha acumulo de acido latico, e sdo ativadas proteases intracelulares. A
producdo anaerdbica da ATP é insuficiente para suprir as necessidades teciduais e
a refosforilacdo da ADP em ATP est& muito lentificada pelo acumulo de &cido lactico.
Com isso, tem inicio uma série de eventos deletérios para a célula. Desses o mais
importante € a inabilidade da célula para manter o balanco ibnico da membrana
devido a diminuicdo da atividade da Na*- K" ATPase, acarretando acimulo de sodio
que é acompanhado por aumento na concentracdo do calcio intracelular, devido a
diminuic&o da troca Na* / Ca* (JENNINGS et al., 1985).
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2.6.2 Reperfuséao

Em modelos animais experimentais a oclusédo da artéria coronaria por um
tempo menor que 20 minutos ndo resulta em necrose muscular, mas a reperfusao,
embora necesséria para reverter o estado isquémico, desencadeia uma série de
eventos responsaveis pela disfungdo contratii do miocardio, que pode demorar

vérias horas para a completa recuperagao.

H& mais de 30 anos, a disfuncdo pos-isquémica do miocéardio foi descrita por
Heyndrickx et al. (1975) em c8es submetidos a breves episodios de oclusédo
coronariana seguidos de reperfusdo. Nessa época tal fenbmeno recebeu pouca
atencao. A partir de 1980 esse tema se tornou foco de crescente interesse, uma vez
que a reperfusdo coronariana, através da terapia trombolitica, angioplastia
percutanea ou cirurgias com pontes aorto-coronarias, € o tratamento indicado para

0s pacientes portadores de doencas das artérias coronarias.

Se o coracao esta globalmente isquémico, como ocorre durante a circulagdo
extracorpdrea, a disfungdo contratil que se instala é global e mesmo apds a
restauragdo do fluxo sanguineo, o miocéardio ira requerer horas ou dias antes que
ocorra completa restauracdo da sua funcdo. Portanto, a disfuncdo miocardica pés-
isquémica € parte da historia natural tanto das doencas das artérias coronarias,
como também esta presente apds a circulagdo extracorpérea e contribui

significativamente para a morbidade e mortalidade dessas situagdes clinicas.

A disfungdo mecénica pos-isquémica que persiste apds a reperfusao, isto &,
apdés o restabelecimento do fluxo coronariano, apesar da auséncia de dano
irreversivel, é denominada de aturdimento ou atordoamento cardiaco
(BRAUNWALD, KLONER, 1985). Tanto a funcéo sistélica quanto a funcdo diastolica
estdo deprimidas nessa situacdo decorrente do desarranjo global das propriedades

mecanicas do coragéo.

A injuria responsével pelo aturdimento miocardico € composta pelos eventos

que se desenvolveram durante a isquemia, denominado injuria isquémica, e pelos
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eventos ocorridos durante o periodo de reperfusdo sdo mais representativos do que
aqueles ocorridos durante o periodo de isquemia. No entanto, deve ser ressaltado
gue ndo representam eventos independentes. Por isso, atualmente, o termo mais

apropriado para denominacao é injuria de isquemia-reperfuséo.

2.6.3 Mecanismos do Atordoamento Miocardico

Até o presente as duas teorias que explicam o atordoamento miocéardico sao

as hipéteses do calcio e dos oxiradicais.

2.6.3.1 Efeito do Célcio

Os distarbios da homeostase do calcio podem ser explicados por 3
mecanismos: sobrecarga de calcio, diminuicdo da responsividade das proteinas
contracteis e desacoplamento excitagdo-contracdo. Estudos demonstram que o
miocérdio aturdido mantém a responsividade as alteragfes do célcio, porém a leséo
€ evidenciada pela incapacidade dos miofilamentos miocardicos gerarem forca
méaxima de contracdo. Dentre suas mdltiplas acfes, os radicais livres afetam as
proteinas miofibrilares, pela oxidacdo do grupo thiol, sendo a injuria as proteinas

contrateis a causa da depresséo contratil (KUSUOKA et al., 1990).

2.6.3.2 Hipdtese dos Radicais Livres

No inicio da década de 80, vérios autores postularam que o atordoamento
miocérdico era causado em parte pela geracdo de espécies reativas de oxigénio,
principalmente o anion superéxido (O;"), peréxido de hidrogénio (H.O,) e radical
hidroxil (OH *) (BOLLI et al., 1989).

Entre as numerosas fontes potenciais para produgédo de espécies reativas de

oxigénio no miocéardio pés-isquémico estdo: a cadeia mitocondrial de transporte de
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elétrons na célula endotelial, o complexo NADPH-oxidase ligado a membrana dos
neutréfilos, a oxidagdo das catecolaminas e os subprodutos do &cido araquiddnico
(ASHRAF, ZHAI, 1995; TAYLOR, SHAPPELL, apud MOSLEN, SMITH, 1996).

Cadeia Mitocondrial de Transporte de Elétrons

As mitocondrias sdo as principais organelas envolvidas nas reagbes de
oxidagdo celular e também a fonte principal de espécies reativas de oxigénio. O
transporte de elétrons pela mitocdndria normalmente € um processo fortemente
acoplado, resultando em uma reducdo eficiente de quatro elétrons de oxigénio
molecular em duas moléculas de 4gua. Sob condi¢cBes normoxicas, cerca de apenas
2% do consumo de oxigénio mitocondrial resulta na producéo de anion superoxido
(TAYLOR, SHAPPELL, apud MOSLEN, SMITH, 1996). Entretanto, sob condi¢des de
isquemia, a medida que o pool de adenina nucleotideo diminui os centros
mitocondriais de transporte de elétrons tornam-se cada vez mais reduzidos,
deixando assim pouco ADP para ser utilizado como substrato. Resulta dai um
aumento na producdo mitocondrial de superdxido, que dismuta para produzir
peréxido de hidrogénio. Quanto mais durar a fase isquémica, mais tempo a
mitocdndria permanecera com a cadeia respiratoria em estado reduzido e mais
propensa a produzir superéxido e, consequentemente, o peroxido de hidrogénio
aumenta. Na reintroducdo do oxigénio, o substrato ADP é sempre limitante, e a
producdo mitocondrial de superdxido continuard. Portanto, o processo isquemia-
reperfusdo desencadeia um aumento na producdo de radicais livres mitocondriais
que podem levar & deplecdo das defesas antioxidantes e, assim, a leséo

mitocondrial (VANDEPLASSCHE et al., 1989).

Producéo de Superoxido pela Xantina Oxidase

A xantina desidrogenase é uma enzima presente em varias células, inclusive
nas endoteliais capilares, e esta envolvida na transferéncia de elétrons para o NAD"
durante a oxidagdo da xantina ou da hipoxantina até a formag¢do do acido uUrico sob
condicdes normoxicas. Contudo, a maior disponibilidade de calcio intracelular,

decorrente do processo isquémico, é capaz de converter a xantina desidrogenase
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em xantina oxidase. Na restituicho do oxigénio molecular para as células
isquémicas, a xantina oxidase metaboliza a hipoxantina acumulada com formacéo

de anions superoxido (Fig. 3).
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Figura 3 — Mecanismo proposto para geracao de radicais livres de oxigénio apés periodos
de

isquemia e reperfusdo (adaptado de Granger, Hollwarth and Parks, 1986).

Formacao de Espécies Reativas do Oxigénio pelos Neutrofilos

Associado a reperfusdo do tecido miocérdico previamente isquémico,
neutrdfilos ativados invadem o tecido reperfundido, como parte do processo
inflamatério. Os neutrofilos determinam a produgédo de O, via NADPH-oxidase. As
mieloperoxidases liberadas das vesiculas lisossomais reagem com o cloro na

presenca do H,O, formando &cido hipocloroso, também extremamente toxico para
os tecidos (Fig. 4) (ZIMMERMAN, GRANGER, 1994).
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Figura 4 — Interacdo entre o neutrdéfilo e a célula endotelial com liberacdo dos radicais livres

de oxigénio (adaptado de Ashraf and Zhai, 1995)

Esses neutrdfilos ficam aderidos ao endotélio, liberam enzimas proteoliticas,

citocinas, fator de necrose tumoral e metabdlitos do &cido araquidénico, amplificando

a resposta inflamatoria e recrutando outras células, principalmente 0os mastocitos.

Oxidacéo das Catecolaminas

Infusdo de altas doses de catecolaminas — adrenalina e noradrenalina — em

animais de experimentagdo produz edema mitocondrial, ruptura miofibrilar da

membrana plasméatica e necrose miocardica. As catecolaminas liberadas durante os

periodos de isquemia-reperfusdo podem sofrer auto-oxidacdo, tornando-se capazes
de doar elétrons para a formacéo de radicais livres (SINGAL, BEAMISH, DHALLA,

1983). In vitro, estudos demonstram que a oxidagao da epinefrina, com producéo de

radicais hidroxila, em presenca de ions de cobre & acentuada em situacdes de

isquemia (ROBERTS et al., 2003).

Metabolismo do Acido Araquiddnico
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O célcio ativa tanto enzimas lisossbmicas, responsaveis pela lesdo de
organelas celulares, como a enzima fosfolipase A, que induz a liberacdo do &acido
araquidonico. Esse acido ao ser metabolizado durante a reperfusdo pela enzima
cicloxigenase, origina os mediadores da inflamacdo como as prostaglandinas,
tromboxanos e prostaciclinas. Também d& origem aos leucotrienos pela acdo da
enzima lipoxigenase. Esses eicosanoides produzem efeitos vasoativos com aumento
da permeabilidade vascular, agregagdo plaquetaria e quimiotaxia dos neutréfilos
(BRAUNWALD, KLONER, 1985).

O aumento da producdo dos radicais livres foi confirmado em estudos
conduzidos com modelos animais, onde a infuséo de “varredores de radicais livres”
como a catalase, superdxido dismutase, dimetiltiourea produziam significante e
sustentada melhora da funcdo do miocérdio aturdido (BOLLI et al., 1989; JENNINGS
et al., 1985; GRANGER et al., 1986).

A validacdo da hipétese dos oxiradicais foi realizada pela demonstracdo e
quantificacdo dos radicais livres no miocardio aturdido utilizando as “armadilhas

quimicas” de spin (a-fenil-N-butilnitrone — PBN) e a ressonancia magnética.

Os radicais livres sdo elementos muito reativos e que podem atacar
inespecificamente qualquer componente celular. Pelo menos dois componentes
chaves, as proteinas e os lipideos, sdo os alvos das reac¢Bes envolvendo radicais
livres, com consequente desnaturacdo da proteina, inativacdo enzimética e
peroxidacdo dos &cidos graxos poliinsaturados que constituem parte das
membranas celulares. As consequéncias sao a perda da permeabilidade seletiva da

membrana e interferéncia na funcdo de vérias organelas celulares (BOLLI, 1990).

Concluindo, os tecidos que foram submetidos a isquemia seguidos de
reperfusdo apresentam uma série de lesdes e perturbagbes, que s@o devidas a
faléncia energética da célula, a producéo de radicais livres e a reacgdo inflamatéria

sistémica, com a participacdo de mediadores teciduais.
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2.7 COBRE E ZINCO DURANTE A CIRCULACAO EXTRACORPOREA

Os elementos traco tém papel relevante na fisiopatologia do miocardio, mas
as diversas metodologias utilizadas nos estudos para avaliar suas alteragcdes
durante e ap0s a cirurgia cardiaca com circulagéo extracorpérea ndo permitem uma

conclusao definitiva.

O estudo de Meltzer et al. (1980) realizado em 12 pacientes adultos,
demonstrou diminuicdo na concentracdo de cobre e zinco durante a circulagao
extracorpérea, que foi atribuida & hemodiluicdo. Com 10 minutos de reperfusdo a
concentragcdo de zinco aumentou, mas diminuiu novamente no primeiro dia de poés-
operatério. A concentracdo de cobre continuou baixa até o sétimo dia de pos-
operatorio. As concentragbes miocardicas de Cu e Zn permaneceram inalteradas.
Resultados semelhantes foram obtidos em outros estudos com pacientes adultos
(SJOGREN, LUHRS, ABDULLA, 1986; ZHAO, 1989).

No estudo de Zamparelli et al. (1986), realizado em pacientes adultos, as
concentragdes intramiocardica de cobre e zinco aumentaram durante o periodo de
ocluséo da aorta quando comparadas com o periodo pos-operatorio. No entanto, as
concentragdes plasméticas de cobre e zinco diminuiram significativamente durante a
CEC, aumentando ao final do procedimento e diminuindo novamente no periodo
pds-operatério. Os autores atribuiram a diminuigdo da concentragdo dos elementos
traco a hemodiluicdo e também como parte da resposta do organismo ao trauma

cirurgico.

Um estudo publicado por Fraser et al. (1989) para verificar as alteragdes das
concentragdes de zinco e das proteinas transportadoras evidenciou que apds o
inicio da cirurgia ocorreu um aumento da concentracéo do zinco plasmético, seguido
por uma diminuigdo. Os autores correlacionaram essa diminuigdo com o trauma
desencadeado pela cirurgia, como ja previamente relatado, e que a liberagdo de
zinco a partir dos estoques intracelulares, resultado do dano tecidual, explicaria o

aumento observado inicialmente.
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Estudando os efeitos do zinco no muasculo esquelético submetido a isquemia
e reperfusdo, Atahan et al. (2007) observaram que no grupo de animais que
receberam aspartato de zinco e que foram submetidos a isquemia muscular as
concentragcdes de superoxido dismutase, catalase e glutatione peroxidase foram
menores do que nos outros grupos que ndo receberam suplementacdo de zinco.

Concluiram que o aspartato de zinco é um tratamento efetivo contra as injurias

causadas pela isquemia e reperfuséo.

O estudo conduzido por Fuhrer et al. (1986) em pacientes adultos,
demonstrou que as concentragfes de cobre aumentaram significativamente apos o
inicio da CEC, com diminui¢cdo apds 40 minutos. As concentra¢des de zinco também
aumentaram significativamente durante a cirurgia, para entdo diminuirem atingindo

novamente a concentracdo normal apenas no quinto dia de pos-operatorio.

No estudo de DEMENTEVA et al. (1993) em 10 pacientes adultos as
concentragdes dos elementos trago no sangue diminuiram consideravelmente
durante a cirurgia, e a hemodiluicdo causada pela solugéo cristaléide usada para o
preenchimento dos circuitos da maquina de assisténcia cardiocirculatoria, ndo foi o
Unico fator causal, pois apesar da normalizagdo do hematdcrito as concentracdes de
Cu e Zn ndo atingiram os valores pré-perfusdo. Os autores também relataram que as
concentragdes desses elementos foram menores nos pacientes que desenvolveram

insuficiéncia cardiaca no pos-operatorio imediato.

O estudo de Al-Bader et al. (1998), em 67 adultos, demonstrou que apés 30
minutos de CEC a concentracdo plasmatica de Zn diminuiu em torno de 50% dos
valores pré-operatorios. O consumo ou redistribuicdo do Zn foi atribuido & intensa
resposta inflamatéria que ocorre durante a CEC, pois o zinco é importante para a
funcdo normal do sistema imune, devido ao seu envolvimento nas enzimas e
também pelos seus efeitos mitogénicos. Por outro lado, o cobre aumentou durante a
CEC, seguido de reducéo gradual, até alcancar os valores normais no 5° dia apés a
cirurgia. Os autores sugerem que essa diminuicdo ocorreu em funcdo da
participagdo do Cu na enzima superoxido-dismutase, potente “varredora” dos

radicais livres. Nesse estudo, os autores correlacionaram a relacdo Cu/Zn com a
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gravidade do processo inflamatério e observaram que quanto maior a relagcao Cu/Zn,

tanto maior o processo inflamatorio.

Dessa forma, a literatura disponivel mostra resultados contraditérios. No que
diz respeito aos estudos na populacdo pediatrica, esses sdo praticamente

inexistentes.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL
Verificar as alteragbes plasméticas do cobre e do zinco em criangas
submetidas a cirurgia cardiaca com circulagdo extracorporea.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Analisar a dindmica da freqiéncia cardiaca e da pressdo arterial nas
primeiras 24 horas de pds-operatorio.
2. Correlacionar as variac6es da frequiéncia cardiaca e presséo arterial com as

variagfes do cobre e zinco durante as primeiras 24 horas ap0s a cirurgia.

3. Correlacionar tempo de CEC, tempo de anoxia, temperatura e intervalo QTc

com as variagbes do cobre, ceruloplasmina e zinco.

4. Analisar a dindmica das concentra¢des plasmaticas do cobre durante e apds

a cirurgia.

5. Determinar as concentragfes plasméaticas da ceruloplasmina durante e apés a

cirurgia cardiaca e correlacionar com as concentracdes de cobre.

6. Analisar a dindmica das concentra¢des plasmaticas do zinco durante e apds a

cirurgia.
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 ASPECTOS GRAFICOS DO TRABALHO

A estruturacdo do estudo, em linhas gerais, seguiu as normas elaboradas
pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), atualizada até a emenda 1
da NBR 14724, valida a partir de 30/01/2006 (SANTOS, 2006), adotando-se também

0 sistema autor — data para as citagdes no texto.

4.2 POPULACAO

Este estudo prospectivo, observacional foi conduzido no Hospital Sociedade
Beneficente Santa Casa de Campo Grande-MS, centro de referéncia tercirio para cirurgia

cardiaca pediétrica.

Vinte e uma criangcas de ambos os sexos, com doenca cardiaca congénita
sem cianose clinica, com idade entre 2 e 14 anos, com peso maior ou igual a 10 kg,
submetidas a cirurgia cardiaca eletiva com circulagdo extracorpérea para correcao
da malformagéo cardiaca foram incluidas no estudo entre Maio de 2005 a Dezembro
de 2006.

O protocolo para a investigagéo foi devidamente aprovado pela Comisséo de
Etica Médica do Hospital Universitario da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul (Anexo 1). O consentimento expresso para realizacdo do estudo também foi
obtido da diretoria clinica do Hospital Santa Casa. O termo de consentimento livre e
esclarecido foi obtido previamente de um dos pais de cada participante do estudo
(Anexo 2).

Os pacientes pediatricos que fizeram parte do estudo foram internados na

enfermaria de cardiologia pediatrica no dia anterior a cirurgia. Os exames
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laboratoriais foram realizados previamente a internacdo, durante a semana que

precedeu a intervengao cirargica.

4.2.1 Critérios de Excluséo

N&o foram incluidas no estudo criangas portadoras de cardiopatia congénita
cianogénica, ou submetidas a cirurgia cardiaca de urgéncia ou emergéncia. Também
ndo foram incluidas criangas com doenca inflamatoria crénica, patologias em outros
orgdos ou sistemas, doencas do metabolismo do cobre, em uso de suplementacéo
de cobre ou zinco. Foram excluidas do estudo as amostras de sangue que

apresentaram hemodlise.

4.3 EQUIPE

A equipe responséavel pelo Servigo de Cirurgia Cardiaca Pediatrica da Santa
Casa € composta pelos médicos cirurgides cardiacos Aparecida Afif el Ossais e
Marcus Vinicius Reggiori Pereira Caldas, médico anestesiologista Ivoney Assad
Villa Maior, instrumentadora Elaide Maria Follman, perfusionista Lindaura da Silva
Rodrigues e duas auxiliares de enfermagem. Durante este estudo n&o houve
mudanca de nenhum dos membros da equipe de cirurgia cardiaca, do protocolo da

circulacdo extracorpoérea, dos procedimentos operacionais ou da técnica analitica.

4.4 ANESTESIA

A anestesia foi induzida com citrato de fentanila (Fentanil® Cristalia), na dose
de 3 pg/kg, midazolam (Dormonid® , Roche) na dose de 0,2 mg/kg, propofol
(Propofol®, Cristélia), na dose de 1 mg/kg e cloridrato de cetamina (Ketamin®,
Cristélia), na dose de 0,5 mg/kg e oxigénio inalatério a 100%. A anestesia foi
mantida com infusdo continua de propofol, 1,2 ng/kg/min e cloridrato de alfentanila

(Alfenta®, Cristalia), na dose de 0,5 ug/kg/min. Nos casos de hipertensdo pulmonar o
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propofol foi substituido por bomba de cetamina, 30 pg/kg/min e fentanil, 0,05
ug/kg/min.

Relaxamento muscular foi realizado com brometo de pancurdnio (Pancuron®,
Cristélia), na dose de 0,1 mg/kg e repetido no inicio da circulagdo extracorporea, na
dose de 0,05 mg/kg.

Nos casos de hipertensdo arterial 0 gas isoflurane (Isoforine®, Cristalia) foi

introduzido por via inalatéria, na concentracao alveolar minima de 0,5% a 1%.

Durante a cirurgia todos os pacientes foram monitorizados com monitor
multicanal incluindo freqiéncia cardiaca, frequéncia respiratéria, eletrocardiograma
nas derivacbes D, e Vs e oximetria de pulso (Dixtal®). A pressdo arterial foi
monitorizada continuamente pela leitura em coluna de mercario através de um
sistema acoplado em cateter colocado, por puncéo na artéria radial. A temperatura
retal foi continuamente monitorizada por um eletrodo introduzido no reto previamente

ao procedimento.

4.5 CIRCULACAO EXTRACORPOREA

O circuito de circulagdo extracorporea infantil consistiu de uma bomba de
rolete (Macchi BM®6), circuitos, reservatorio de sangue venoso e oxigenador de
membrana capilar (Edwards Lifesciences OXIM 1I-06 Plus). O circuito foi preenchido
com uma mistura de concentrado de hemaéaceas, plasma, ou solugdo de Ringer
lactato (Biosintética®), no volume de 600 ml, para criangcas com peso até 20 kg e

1200 ml para criangas entre 20 a 40 kg.

Albumina humana (Sanofi Aventis®), 20 a 40 ml, gluconato de célcio, 10 a 30
ml e hidrocortisona, 10 mg/kg foram adicionados ao perfusato. Bicarbonato de sddio,
sulfato de magnésio e cloreto de potassio foram utilizados de acordo com as

dosagens bioguimicas realizadas durante o procedimento.

Todos os pacientes foram submetidos & hipotermia moderada, até 26 °C.
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O fluxo de perfuséo foi de 80 a 100 ml/kg/min para pacientes entre 11 e 20 kg
e de 60 a 80 ml/kg/min para pacientes entre 21 e 40 kg.

Cardioplegia foi realizada com a solucdo cardioplégica HC (Divisdo de
Farméacia ICHCFM-USP), na dose de 20 a 30 ml/kg. Heparina (Heparin®, Cristalia)
foi infundida na dose de 4 mg/kg, imediatamente antes do inicio da circulagédo
extracorpérea. O efeito anticoagulante da heparina na circulagdo sistémica foi
monitorizado pelo tempo de coagulacéo ativado (TCA). A heparinizagéo sistémica foi
considerada adequada quando o TCA alcangou um minimo de 480 segundos. No
final da CEC a heparina foi neutralizada com sulfato de protamina (Protamina®, ICN)

na dose de 1 mg para cada 100 Ul de heparina.

4.6 AMOSTRAS DE SANGUE

As amostras de sangue foram coletadas pessoalmente pela autora deste
estudo em seringas de polipropileno. O material foi imediatamente transferido para
tubos a vacuo, proprios para coleta de elementos trago (BD Vacutainer Systems,
Preanalytical Solutions® - Becton, Dickinson and Company), e centrifugado durante
15 minutos com uma forga relativa de centrifugagdo de 3000 g. Os soros foram
distribuidos em tubos eppendorf de polipropileno e imediatamente congelados a —
18°C.

A primeira amostra (A) foi coletada através do cateter venoso central, logo
apds a anestesia, antes do inicio da cirurgia, e foi utilizada para estabelecer os
parametros basais. A segunda amostra (B) foi colhida do atrio direito, antes da
colocagdo das canulas de perfusdo nas veias cavas. Apoés o inicio da CEC foram
colhidas amostras de sangue através do oxigenador do circuito da CEC, no 5°
minuto (C) e no 10° minuto (D). No periodo de reperfusdo foram coletadas amostras
do seio coronério () e do oxigenador do circuito da CEC (J), concomitantemente, no
3° minuto apds a remocgdo da pinga da aorta. A amostra M foi colhida apos a
retirada do paciente da CEC, durante o fechamento do térax, através do cateter da
artéria radial. Uma dltima amostra (N) foi colhida do cateter arterial, 24 horas ap6s o

procedimento cirdrgico.
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A amostra de sangue do seio coronério foi colhida através de um cateter de
polietileno previamente instalado para esta finalidade, antes do fechamento do atrio

direito.

4.7 ANALISE LABORATORIAL DAS AMOSTRAS

Todos os materiais de plastico ou de vidro utilizados no estudo ficaram
previamente imersos por um periodo minimo de 24 horas em solugdo de Extran
(Merck) a 5%, enxaguados abundantemente em 4gua corrente e nhovamente imersos
por, pelo menos, 24 horas em solucdo de acido nitrico (Merck) a 10%, para
descontaminacdo de qualquer residuo de metal. Em seguida, foram lavados
copiosamente com agua ultrapura do tipo Milli-Q (Millipore, Bedford, Estados Unidos)

e secados em estufa a 40°C.

Um espectrometro de absor¢do atdmica (Varian modelo SpectrAA 220 FS)
equipado com lampada de deutério como corretor de fundo, foi utilizado nesse
estudo nas seguintes condicdes: lampadas de cétodo oco (Varian Techtron) e
comprimento de onda de 324,7 nm para leitura do Cu, e 213,9 nm para leitura do Zn.
A chama oxidante de acetileno/ar foi utilizada para a determinacdo de ambos o0s
metais. Corrente de l|lampada e largura de fenda foram utilizadas conforme
recomendacgfes do catdlogo do fabricante. O fluxo de entrada das amostras e
padrbes no nebulizador do espectrometro foi de 1,3 ml/min e a leitura de
absorbancia foi de 10 segundos cada, sendo expresso o valor médio de trés leituras.
Cada amostra foi lida em duplicata. O resultado final considerado foi a média das

leituras das amostras.

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico (Merck). As solugbes
utilizadas foram preparadas com agua purificada por um sistema Milli-Q (resisténcia
18,2 mW/cm) e armazenadas em recipientes plasticos previamente

descontaminados.

Solugbes padrdo contendo 1000 mg/l de metal foram adquiridas da Aldrich

(Milwaukee, WI, USA). As solu¢des de referéncia para a curva analitica foram
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preparadas por diluicAo da solugdo padrdo estoque. As curvas analiticas foram
construidas com no minimo 5 concentracées com valores entre 0,03 e 0,80 mg /. A
equacdo da reta foi obtida pelo método dos minimos quadrados e apresentou

coeficiente de correlagéo superior a 0,997.

Para a realizagdo das leituras as amostras de soro foram descongeladas e
homogeneizadas. O procedimento consistiu na diluicdo de 500 ul de soro em 2000 pl
de &gua ultrapura. Para a andlise a solugéo foi aspirada através de um capilar de
plastico diretamente para dentro da chama do espectrémetro de absorgcdo atdmica
(SUBRAMANIAN, 1996; TERRES-MARTOS et al., 1997).

A ceruloplasmina foi dosada pelo método nefelométrico utilizando um
Nefeldometro N-100 (Dade Behring, Roche®). Essa técnica emprega um instrumento
especializado que permite medir a concentracdo de particulas (grau de turbidez) em
um solvente formada pela interagdo das imunoglobulinas com a antiimunoglobulina

adicionada ao soro.

Curvas de referéncia foram obtidas por calibracdo de pontos multiplos com os
controles N/T Protein SL/L, M e H (Dade Behring, Roche ®). As amostras foram
descongeladas até a temperatura ambiente e 200 ul foram automaticamente diluidas
pelo aparelho na propor¢gdo de 1: 20 com N diluente, e lidos. Os valores
considerados normais para a concentragdo sérica da ceruloplasmina estdo no
intervalo 0,2 a 0,6 g/l (DATI et al., 1996).

4.8 CALCULO DAS CONCENTRACOES PARA A HEMODILUICAO

A seguinte féormula para diluicdo de solugdes foi utilizada:

Volume inicial x Concentragéo inicial = Volume final x Concentracéo final

O célculo da volemia foi realizado usando o hematécrito como marcador da

hemodiluigdo, pela utilizagdo da féormula acima (SOUZA, ELIAS, 2006):
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Hematoécrito inicial x Volemia inicial

Volemia final =
Hematodcrito final

Uma vez calculada a nova situacdo volémica do paciente apés o inicio da
circulagédo extracorpoérea, foram entdo calculadas as concentragdes de cobre, zinco

e ceruloplasmina para os diversos momentos do estudo.

Exemplificando o uso da formula para os calculos do Zn, para os momentos

A, B, C, D, 1, J, Me N foram obtidos os seguintes valores:

Tabela 1 — Exemplo dos resultados obtidos e dos resultados esperados para a

hemodiluicdo para o 16° paciente.

Caso clinico Amostras

N° 16 A C D I J M N
Zn dosado 1,05 0,68 0,59 0,37 0,46 0,66 0,06
Zn esperado 0,85 0,85 0,85 0,85 1,03 1,06

Conforme observado acima, os valores encontrados foram ainda menores do

gue aqueles que seriam esperados para a situagao de hemodiluigéo.

4.9 PARAMETROS CLINICOS

A frequéncia cardiaca foi obtida nos momentos da coleta de sangue, antes do
inicio da CEC, ap0s o seu término e durante as primeiras 24 horas de pos-
operatério. A frequéncia cardiaca normal para a faixa etaria pediatrica foi
considerada conforme Tabela 2.

A presséao arterial foi obtida nos momentos da coleta de sangue e durante as
primeiras 24 horas de pds-operatério. A presséo arterial normal para a faixa etaria
pediéatrica foi considerada conforme Tabelas 3 e 4 (National High Blood Pressure
Education Program Working Group on High Blood Pressure in Children and
Adolescents, 1996) (Apéndices A e B).
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Tabela 2 — Frequéncia cardiaca em criancas normais de acordo com a faixa etaria.

Condicédo de medida em batimentos por minuto

ldade Em repouso, acordado Dormindo Exercicio
3 meses a 2 anos 80 - 150 70 - 120 200
2 anos a 10 anos 70 - 110 60 - 90 200
Acima de 10 anos 55 - 90 50 - 90 200

Fonte: GILLETTE et al., 1983.

4.10 ELETROCARDIOGRAMA

Para o eletrocardiograma registrado em 12 derivagbes foi utilizado um
eletrocardiografo da marca Ecafix, numa velocidade de 25 mm/s e ganho de 10
mV/cm. Este exame foi feito juntamente com o0s exames pré-operatérios. Também
foi repetido ap6s a cirurgia, na chegada do paciente na Unidade de Terapia
Intensiva. Foram analisadas as frequéncias, ritmo cardiaco, presenca de arritmias

cardiacas, o comportamento da onda T e intervalo QTc.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

A comparagdo entre os momentos de analise, em relacdo a concentragdo
plasmatica de cobre, ceruloplasmina, zinco e a razdo cobre/zinco, foi realizada por
meio do teste ndo paramétrico de Friedman, seguido pelo pds-teste de Dunn, para
multiplas comparagbes com o momento B. O mesmo teste e pds-teste foram
utilizados para a comparacédo dos 4 periodos de tempo (de 6 em 6 horas), apds a
CEC, em relacdo a frequéncia cardiaca, e em relacdo a pressao arterial sistolica,
diastolica e média. A comparacdo entre sexos, em relacdo a concentracdo
plasmatica de zinco e cobre, no momento A de mensuracao, foi realizada por meio
do teste de Mann-Whitney. O nivel de correlagdo linear entre a concentracdo
plasmatica de zinco, cobre e ceruloplasmina, em relacéo a idade, a massa corporal,
ao tempo de CEC, ao tempo de anoxia, & temperatura corporal e percentil peso para
a idade, foi analisado por meio do teste de correlagdo linear de Spearman. O mesmo

teste foi utilizado para analisar o nivel de correlagéo linear entre a concentracdo de
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cobre e a concentracdo de ceruloplasmina. A comparagao entre o tempo antes e o
tempo apoés, em relagdo a variavel QTc, no eletrocardiograma, foi realizada por meio
do teste ndo-paramétrico de Wilcoxon. Os demais resultados das varidveis avaliadas
neste estudo foram apresentados na forma de estatistica descritiva ou na forma de
tabelas e gréficos. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o “Software”
SigmaStat, versdo 2.0, considerando diferengas e correlagdes significativas quando

o valor de “p” foi menor que 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Neste estudo foram avaliados 21 pacientes, com idade variando entre 27 e 170
meses, com idade média de 80,14+9,27 meses (média £ erro padrao da média).
Destes, 66,67 % (n= 14) eram do sexo feminino e 33,33 % (n=7) eram do sexo
masculino. O peso médio dos pacientes foi de 24,82+2,94 kg. J& o percentil peso
para a idade dos pacientes variou de 3 a acima de 97, sendo o percentil médio de
42,14+6,18. As anomalias cardiacas congénitas dos pacientes estdo apresentadas
na Tabela 5. Os dados demogréficos dos pacientes e as informacdes cirdrgicas

estéo expressos na Tabela 10.

5.2 A concentragdo plasmética de cobre entre as criangas do sexo feminino, no
momento A de mensuragéo, foi de 1,29+0,14 mg/l, enquanto que para as do sexo
masculino ela foi de 1,37+£0,22 mg/l. Nao houve diferenca significativa entre sexos,
em relacdo a concentracdo plasmatica de cobre (teste de Mann-Whitney, p= 0,22). A
concentracdo plasmatica de zinco entre as criancas do sexo feminino, no momento
A de mensuracéo, foi de 0,72+0,10 mg/l, enquanto que para as do sexo masculino
ela foi de 0,85+0,13 mg/l. Nao houve diferencga significativa entre sexos, em relagéo

a concentracao plasmética de zinco (teste de Mann-Whitney, p= 0,43).

5.3 Na&o houve correlagéo linear entre a concentracdo de cobre, ceruloplasmina e
zinco, mensurada no momento A, e a idade/peso dos pacientes. Estes resultados

estdo apresentados na Tabela 6.

5.4 A pressdo arterial sistélica, diastolica e média dos pacientes, nas primeiras 24
horas apdés a CEC, estdo apresentadas na Figura 5. Agrupando-se os valores
relativos a pressédo arterial, de 6 em 6 horas, obteve-se a média da pressdo em 4
periodos (1-6h; 7-12h; 13-18h; 19-24h). A pressao arterial sistolica nos 4 periodos foi
respectivamente: 89,07£2,36 mmHg; 104,45+2,29 mmHg; 109,05£2,26 mmHg e
112,25+1,93 mmHg. Na comparacdo entre os periodos, houve uma diferenca

significativa entre eles (teste de Friedman, p< 0,001), sendo que a presséo arterial
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sistdlica observada no segundo, terceiro e quarto periodos foi maior do que aquela
observada no primeiro periodo de tempo (pos-teste de Dunn, p< 0,05). A pressao
arterial diastolica nos 4 periodos foi respectivamente: 50,19+1,08 mmHg; 58,29+1,39
mmHg; 59,84+1,59 mmHg e 62,95+1,50 mmHg. Na comparacao entre os periodos,
houve uma diferenca significativa entre eles (teste de Friedman, p< 0,001), sendo
que a pressao arterial diastélica observada no segundo, terceiro e quarto periodos
foi maior do que aquela observada no primeiro periodo de tempo (poOs-teste de
Dunn, p< 0,05). O mesmo foi observado em relacé@o a presséo arterial média, sendo
os valores em cada periodo: 62,76+1,53 mmHg; 71,22+1,65 mmHg; 74,71+1,52
mmHg e 75,60+1,39 mmHg.

5.5 A freqUéncia cardiaca nas primeiras 24 horas apo6s a CEC, esta apresentada na
Figura 6. Da mesma forma que para a pressao arterial, agrupando-se os valores de
6 em 6 horas, obteve-se a média da freqiéncia cardiaca em 4 periodos. A
frequéncia cardiaca nos 4 periodos foi respectivamente: 146,00+4,13 bpm;
131,89+3,39 bpm; 125,04+3,40 bpm e 126,98+3,02 bpm. Na comparagao entre 0s
periodos, houve uma diferenca significativa entre eles (teste de Friedman, p< 0,001),
sendo que a frequéncia cardiaca observada no terceiro e quarto periodos foi menor
do que aquela observada no primeiro periodo de tempo. Além disso, a freqiéncia
cardiaca observada no terceiro periodo foi menor do que aquela observada no

segundo periodo de tempo (p6s-teste de Dunn, p< 0,05).

5.6 O intervalo QTc no eletrocardiograma antes da CEC foi de 0,41+0,01 ms,
enquanto que apés a CEC o intervalo QTc foi de 0,43+0,01 ms. Apds a CEC o
intervalo QTc foi significativamente maior do que aquele observado antes da CEC
(teste de Wilcoxon, p= 0,008). Achatamento da onda T foi observada em oito

criangas representando 38% dos casos.

5.7 Emrelagéo as arritmias cardiacas, uma crianga apresentou taquicardia juncional

nas primeiras 24 horas de pés-operatoério, representando 4,8 %.

5.8 N&o houve correlagéo linear entre a concentragdo de cobre, mensurada nos
momentos M ou N e o tempo de CEC, tempo de andxia, temperatura dos pacientes,

intervalo QTc do eletrocardiograma e percentil peso. O mesmo foi observado em
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relagdo a concentracdo de zinco. Para a ceruloplasmina, houve uma correlagdo
linear positiva significativa entre a enzima e o intervalo QTc no eletrocardiograma, no
momento N de mensuracdo. As demais variaveis ndo foram correlacionadas
linearmente com a ceruloplasmina (teste de correlagéo linear de Spearman). Estes

resultados estéo apresentados na Tabela 7.

5.9 N&o houve correlagdo linear entre as concentragcbes de cobre e zinco,
mensuradas nos momentos M ou N e a pressao arterial, tanto sistélica, como
diastolica e média. Nos mesmos momentos (M e N) também n&o houve correlagéo
linear entre a concentragdo de cobre e zinco com a freqiéncia cardiaca dos
pacientes (teste de correlacdo linear de Spearman). Estes resultados estéo

apresentados nas Tabelas 8 e 9 respectivamente.

5.10 A concentragdo plasmatica de cobre nos momentos A, B, C, D, |, J, M e N, em
relagdo a CEC, foi de 1,32+0,12 mg/l, 1,21+0,10 mg/l, 0,87+0,09 mg/l, 0,91+0,10
mg/l, 0,77£0,07 mg/l, 0,74+0,07 mg/l, 0,93+0,08 mg/l e 1,21+0,09 mgll,
respectivamente. Na comparagdo entre os momentos, houve diferenga significativa
entre eles (teste de Friedman, p< 0,001), sendo a concentra¢do plasmatica de cobre
observada no momento B significativamente maior do que aquela observada nos
momentos C, D, J e M (p6s-teste de Dunn, p< 0,05) (Fig. 7). J4 a concentracao
plasmatica de cobre esperada na hemodiluicdo nos momentos C, D, I, J, Me N, em
relacdo a CEC, foi de 0,98+0,11 mg/l, 0,98+0,11 mg/l, 0,98+0,11 mg/l, 0,98+0,11
mg/l, 1,37£0,16 mg/l e 1,48+0,15 mg/l, respectivamente. Na comparacdo entre 0s
momentos, houve diferenca significativa entre eles, em relagcdo a concentracdo
plasmética de cobre esperada na hemodiluicdo (teste de Friedman, p< 0,001),
porém no pos-teste de Dunn n&o foram observadas diferengas entre o momento B e
os demais (p>0,05). Na comparagdo entre a concentracdo calculada e aquela
esperada na hemodiluicdo, houve diferenca entre elas nos momentos I, J, M e N
(teste de Wilcoxon, I: p= 0,007; J: p< 0,001; M: p< 0,001; N: p= 0,048). Nos demais
momentos ndo houve diferenca entre a concentragdo calculada e aquela esperada
na hemodiluicdo (teste de Wilcoxon, A: p= 1,00; B: p=1,00; C: p= 0,08; D: p=0,31).

Estes resultados estéo apresentados na Figura 8.



71

5.11 A concentracdo plasmética de zinco calculada nos momentos A, B, C, D, I, J,
M e N, em relacdo a CEC, foi de 0,76+0,08 mg/l, 0,66+0,05 mg/l, 0,46+0,03 mg/l,
0,45+0,04 mg/l, 0,46+0,04 mg/l, 0,41+0,03 mg/l, 0,59+0,04 mg/l e 0,41+0,05 mg/l,
respectivamente. Na comparagédo entre os momentos, houve diferenga significativa
entre eles (teste de Friedman, p< 0,001), sendo a concentragdo plasméatica de zinco
observada no momento B significativamente maior do que aquela observada para os
momentos C, D, J, | e N (pés-teste de Dunn, p< 0,05) (Fig. 7). J& a concentracao
plasmética de zinco esperada na hemodiluicdo nos momentos C, D, I, J, M e N, em
relagdo a CEC, foi de 0,57+0,07 mg/l, 0,57+0,07 mg/l, 0,57+0,07 mg/l, 0,57+0,07
mg/l, 0,77+0,09 mg/l e 0,85+0,10 mg/l, respectivamente. Na comparagéo entre 0s
momentos, houve diferenca significativa entre eles, em relacdo a concentracdo
plasmética de zinco esperada na hemodiluigdo (teste de Friedman p< 0,001), porém
no poés-teste de Dunn ndo foram observadas diferengas entre o momento B e o0s
demais (p>0,05). Na comparacao entre a concentragao calculada e aquela esperada
na hemodiluicdo, houve diferenca entre elas nos momentos J e N (teste de
Wilcoxon, J: p= 0,048; N: p= 0,003). Nos demais momentos ndo houve diferenca
entre a concentragdo calculada e aquela esperada na hemodiluicdo (teste de
Wilcoxon, A: p= 1,00; B: p= 1,00; C: p= 0,20; D: p= 0,09; I: p= 0,42; M: p= 0,09).

Estes resultados estéo apresentados na Figura 8.

5.12 A razdo entre a concentragdo plasméatica de cobre e a concentracdo
plasmética de zinco (Cu/Zn), nos momentos A, B, C, D, I, J, M e N, em relacdo a
CEC, foi de 2,13+0,32, 1,97+0,17, 2,01+0,22, 2,16+0,31, 2,08+0,35, 2,84+0,93,
1,64+0,16 e 3,76x0,51, respectivamente. Na comparacdo entre os momentos, houve
diferenca significativa entre eles (teste de Friedman, p< 0,001), sendo a razédo Cu/Zn
observada no momento B significativamente menor do que aquela observada no
momento N (pds-teste de Dunn, p< 0,05) (Fig. 7). JA a razdo entre concentracao
plasmética de cobre e zinco (Cu/Zn) esperada na hemodiluigdo, nos momentos C, D,
I, J, M e N, em relagdo a CEC, foi de 2,13+0,32 mg/l, 2,13+0,32 mg/l, 2,13+0,32
mg/l, 2,13+0,32 mg/l, 2,14+0,32 mg/l e 2,14+0,32 mg/l, respectivamente. Na
comparagao entre os momentos, ndo houve diferenga significativa entre eles, em
relagdo a concentracdo plasmatica esperada na hemodiluicdo de cobre sobre a de
zinco (teste de Friedman, p= 0,97). Na comparagao entre a concentragao calculada

e aquela esperada na hemodiluigéo, houve diferenga entre elas apenas no momento
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N (teste de Wilcoxon, p= 0,01). Nos demais momentos ndo houve diferenga entre a
concentragdo calculada e aquela esperada na hemodiluicido (teste de Wilcoxon, A:
p=1,00; B: p=1,00; C: p=0,89; D: p=0,38; I: p= 0,60; J: p= 0,89; M: p= 0,08). Estes

resultados estdo apresentados na Figura 8.

5.13 A concentracdo plasmatica de ceruloplasmina nos momentos A, B, C, D, |, J,
M e N, em relagéo & CEC, foi de 0,35+0,02 mg/l, 0,36+£0,02 mg/l, 0,21+0,01 mg/I,

0,23+0,01 mg/l, 0,20+0,01 mg/l, 0,21+0,01 mg/l, 0,23+0,01 mg/l e 0,37+0,01 mg/l,
respectivamente. Na comparagédo entre os momentos, houve diferenga significativa
entre eles (teste de Friedman, p< 0,001), sendo a concentracdo plasmatica de
ceruloplasmina observada no momento B significativamente maior do que aquela
observada nos momentos C, D, I, J e M (p6s-teste de Dunn, p<0,05). J4& a
concentracdo plasmatica de ceruloplasmina esperada na hemodiluicdo nos
momentos A, B, C, D, I, J, M e N, em relacdo a CEC, foi de 0,35+0,02 mg/I,
0,36+0,02 mg/l, 0,26+0,02 mg/l, 0,26+0,02 mg/l, 0,26+0,02 mg/l, 0,26+0,02 mg/I,
0,35+0,02 mg/l e 0,39+0,02 mg/l, respectivamente. Na comparagdo entre 0s
momentos, houve diferenca significativa entre eles, em relacdo & concentracdo
plasmética esperada na hemodiluicdo de ceruloplasmina (teste de Friedman, p<
0,001), porém no pés-teste de Dunn ndo foram observadas diferencas entre o
momento B e os demais (p> 0,05). Na comparagéo entre a concentragao calculada e
aquela esperada na hemodiluigdo, houve diferenga entre elas nos momentos C, I, J
e M (teste de Wilcoxon, C: p<0,001; I: p< 0,001; J: p= 0,002; M: p< 0,001). Nos
demais momentos n&o houve diferenca entre a concentragédo calculada e aquela
esperada na hemodiluicdo (teste de Wilcoxon, A: p= 1,00; B: p=1,00; D: p=0,07; N:
p= 0,38). Estes resultados estao apresentados na Figura 9. Os resultados referentes
as concentragdes de ceruloplasmina calculadas e aquelas esperadas para a

hemodiluigéo estéo ilustradas na Figura 10.

5.14 Houve uma correlagdo linear positiva significativa entre a concentragao
plasmética de cobre e aquela de ceruloplasmina, utilizando os valores médios destas
variaveis, nos momentos de mensuracédo A, B, C, D, |, J, M e N (teste de correlacao
linear de Spearman, p< 0,001, r= 0,87. Estes resultados estdo apresentados na

Figurall.



Tabela 5 — Anomalias cardiacas congénitas de 21 criancas submetidas a cirurgia

cardiaca com CEC.

Cardiopatia congénita NUimero
Comunicacéo interatrial 9
Comunicacéo interventricular 7
Comunicacéo interventricular e Estenose pulmonar 2
Comunicacéo interventricular e Hipertensdo pulmonar 1
Cor triatriatum 1

Comunicacao interatrial e Drenagem venosa andmala
pulmonar

Tabela 6: Correlacao linear entre a concentracao plasmatica de cobre, zinco e

ceruloplasmina mensurada no momento A com a idade e peso dos

pacientes.
Correlagéo Valor de p* Valor der
Zinco (A) X idade 0,53 NS 0,14
Zinco (A) X peso 0,65 NS 0,10
Cobre (A) X idade 0,98 NS 0,01
Cobre (A) X peso 0,86 NS 0,04
Ceruloplasmina (A) X idade 0,63 NS 0,11
Ceruloplasmina (A) X peso 0,44 NS 0,18

Valor de “p” no teste de correlacéo linear de Spearman;
NS=correlacdo néo significativa.
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Figura 5: Gréfico ilustrando a pressdo arterial sistélica, diastolica e média, nas

primeiras 24 horas apds a CEC. Os simbolos representam os valores médios
e as barras o erro padrao da média. As colunas representam 4 periodos de 6
horas.

* Diferenca significativa em relacdo ao primeiro periodo de tempo,
compreendido entre 1 e 6 horas ap6s a CEC (teste de Friedman,

p< 0,001, e pos-teste de Dunn, p< 0,05).
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Figura 6: Gréfico ilustrando a frequéncia cardiaca nas primeiras 24 horas apo6s a
CEC. Os simbolos representam os valores médios e as barras o erro
padrao da média. As colunas representam 4 periodos de 6 horas.

* Diferenca significativa em relacdo ao primeiro periodo de tempo,
compreendido entre 1 e 6 horas apds a CEC;

** Diferenca significativa em relacdo ao segundo periodo de tempo,
compreendido entre 7 e 12 horas ap6s a CEC (teste de Friedman,

p< 0,001, seguido pelo pés-teste de Dunn, p< 0,05).

75



76

Tabela 7: Correlacdo linear entre a concentracdo plasmatica de cobre, ceruloplasmina e

zinco nos momentos M e N versus pressao arterial, freqiiéncia cardiaca, tempo de

CEC, tempo de andxia, temperatura, intervalo QTc e percentil do peso.

Correlagéo Valor de p* Valor de r?
Cobre (M) x tempo de CEC 0,81 NS 0,05
Cobre (M) x tempo de andxia 0,70 NS 0,09
Cobre (M) x temperatura 0,93 NS 0,02
Cobre (M) x intervalo QTc 0,10 NS 0,37
Cobre (M) x percentil peso 0,06 NS -0,41
Cobre (N) x tempo de CEC 0,99 NS 0,001
Cobre (N) x tempo de andxia 0,50 NS -0,15
Cobre (N) x temperatura 0,93 NS 0,02
Cobre (N) x intervalo QTc 0,15 NS 0,32
Cobre (N) x percentil peso 0,63 NS -0,11
Ceruloplasmina (M) x tempo de CEC 0,25 NS 0,26
Ceruloplasmina (M) x tempo de anoxia 0,41 NS 0,19
Ceruloplasmina (M) x temperatura 0,28 NS -0,24
Ceruloplasmina (M) x intervalo QTc 0,15 NS 0,33
Ceruloplasmina (M) x percentil peso 0,24 NS -0,26
Ceruloplasmina (N) x tempo de CEC 0,30 NS 0,23
Ceruloplasmina (N) x tempo de andxia 0,47 NS 0,17
Ceruloplasmina (N) x temperatura 0,10 NS -0,36
Ceruloplasmina (N) x intervalo QTc 0,02 s 0,51
Ceruloplasmina (N) x percentil peso 0,76 NS -0,07
Zinco (M) x tempo de CEC 0,28 NS -0,25
Zinco (M) x tempo de andxia 0,27 NS -0,25
Zinco (M) x temperatura 0,15 NS 0,33
Zinco (M) x intervalo QTc 0,48 NS -0,16
Zinco (M) x percentil peso 0,36 NS -0,21
Zinco (N) x tempo de CEC 0,26 NS -0,26
Zinco (N) x tempo de anéxia 0,35 NS -0,21
Zinco (N) x temperatura 0,48 NS 0,16
Zinco (N) x intervalo QTc 0,84 NS -0,05
Zinco (N) x percentil peso 0,74 NS -0,07

* Valor de “p” no teste de correlacédo linear de Spearman

NS=correlacdo nao significativa
S = correlacao linear significativa



Tabela 8: Correlacao linear entre a concentracao plasmatica de cobre em relagéo a
presséao arterial e a freqiiéncia cardiaca nos momentos M e N de

mensuracao.
Momento Correlagéo Valor de p* Valor der

Cobre X PA sistélica 0,44 NS 0,17
E Cobre X PA diastélica 0,96 NS -0,01
% Cobre X PA média 0,77 NS -0,07
= Cobre X FC 0,10 NS 0,37

Cobre X PA sistélica 0,94 NS 0,02
E Cobre X PA diastélica 0,49 NS -0,16
é Cobre X PA média 0,15 NS -0,32

Cobre X FC 0,70 NS 0,09

* Valor de “p” no teste de correlacdo linear de Spearman; NS=correlagdo linear ndo
significativa.

Tabela 9: Correlacao linear entre a concentracao plasmatica de zinco, em relacéo a
presséao arterial e a freqiiéncia cardiaca nos momentos M e N de

mensuracao.
Momento Correlagéo Valor de p* Valor der
Zinco X PA sistélica 0,24 NS 0,27
E Zinco X PA diastélica 0,63 NS -0,11
% Zinco X PA média 0,78 NS 0,06
= Zinco X FC 0,38 NS 0,20
Zinco X PA sistélica 0,82 NS 0,05
E Zinco X PA diastélica 0,97 NS 0,01
% Zinco X PA média 0,46 NS -0,17
= Zinco X FC 0,15 NS 0,33

* Valor de “p” no teste de correlagéo linear de Spearman;
NS=correlacdo linear n&o significativa,
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Tabela 10 — Caracteristicas demograficas dos pacientes e informacdes cirdrgicas.
Tempo de
CECem Tempo de Temperatura
Paciente Idade Sexo Peso min Andxia Retal - °C
130 M 32,5 25 5 26
2 132 M 42 80 60 26
3 48 m 14 55 35 26
4 35 f 12,5 55 30 26,2
5 34 f 12 35 13 28,7
6 27 f 27 45 30 27
7 136 M 58,6 50 20 28
8 74 F 18 50 18 26
9 53 F 16 55 40 28
10 108 F 28,7 45 20 28
11 61 F 16 45 30 27
12 99 F 43 45 20 26,7
13 89 F 26 45 30 26
14 36 F 15 35 16 28
15 170 F 45 32 22 28
16 52 F 13 45 25 27
17 33 M 12 35 16 27,6
18 48 M 16 100 65 26
19 103 M 34 45 25 28,6
20 124 F 30 35 16 28
21 81 F 23 47 27 27
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Figura 7: Gréfico ilustrando as concentracfes de cobre, zinco e a razao Cu/Zn nos diversos

Razao cobre/zinco
w
1

momentos de analise em relacdo a CEC. Os simbolos representam os valores
médios e as barras o erro padréo da média.
* Diferenca significativa em relacdo ao momento B, em cada uma das variaveis

dependentes avaliadas (teste de Friedman, p< 0,001, e pés-teste de Dunn p< 0,05).
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Figura 8: Gréfico ilustrando a concentracdo de cobre, zinco e a razdo Cu/Zn, tanto a
calculada como a esperada na hemodiluicdo nos diversos momentos de andlise
em relacdo a CEC. Os simbolos representam os valores médios e as barras o
erro padrao da média.
* Diferenca significativa em relacdo ao momento B, em cada uma das variaveis
dependentes avaliadas (teste de Friedman, p< 0,001, seguido pelo pés-teste de
Dunn, p< 0,05).
# Diferenca significativa em relacdo ao esperado na hemodiluicdo, no mesmo

momento (teste de Wilcoxon,p< 0,05).
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Figura 9: Gréfico ilustrando a concentracao de ceruloplasmina nos diversos momentos de
analise, em relacdo a CEC. Os simbolos representam os valores médios e as
barras o erro padrdo da média.

* Diferenca significativa em relacdo ao momento B (teste de Friedman,

p< 0,001, seguido pelo pés-teste de Dunn, p < 0,05).
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Figura 10: Gréfico ilustrando a concentracdo de ceruloplasmina, tanto a calculada como a
esperada na hemodiluicdo, nos diversos momentos de analise, em relacdo a
CEC. Os simbolos representam os valores médios e as barras o erro padrao da
média.
* Diferenca significativa em relacdo ao momento B, em cada uma das variaveis
dependentes avaliadas (teste de Friedman, p< 0,001, seguido pelo pés-teste de
Dunn, p< 0,05).
# Diferenca significativa em relagdo ao esperado na hemodiluicdo, no mesmo

momento (teste de Wilcoxon, p< 0,05).
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Figura 11: Gréafico de dispersao ilustrando a correlagdo linear entre a concentracédo
plasmatica de cobre e aquela de ceruloplasmina nos diversos momentos de
analise. Cada ponto representa o valor médio para ambas as variaveis em um
Unico momento. A correlagdo entre as variaveis foi avaliada por meio do teste

de correlacdo linear de Spearman (p< 0,001).
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6 DISCUSSAO

De acordo com os fundamentos tedricos, o aumento do estresse oxidativo
durante a cirurgia cardiaca com circulac@o extracorporea € bem documentado e esta
ligado & grande producéo de espécies reativas de oxigénio decorrente o processo de

isquemia e reperfusdo desencadeando resposta inflamatéria sistémica.

A primeira vista o grupo de pacientes que participou deste estudo pode
parecer ndo uniforme em relagdo ao peso e a idade. Realmente, a idade variou de
27 a 170 meses e o0 peso de 12 a 58,6 kg. Assim a idade aumentou
aproximadamente 6 vezes e o0 peso 5 vezes. Portanto, antes de utilizar as médias na
avaliagdo estatistica € necesséario estar seguro que os valores obtidos para as
concentracdes de cobre, zinco e ceruloplasmina, de fato ndo sejam distorcidas por
estes dois fatores. Mas os resultados da Tabela 6 evidenciam a auséncia de
qualquer correlagéo entre as concentragoes de Cu, Zn e ceruloplasmina mensuradas
no momento A com a idade e peso dos pacientes. Assim sendo, a amostra pode ser

considerada uniforme e livre de perturbacdes estatisticas intrinsecas.

Em relacdo ao sexo, os resultados sdo limitrofes, ou seja, vislumbra-se uma
tendéncia das concentragbes de Cu e Zn serem algo maiores nas criangcas do sexo
masculino. Neste estudo, o nimero da amostra pode ter sido o fator limitante para a
conclusdo definitiva desta observacdo. Mencionamos esta particularidade apenas
pelo fato de também ter sido relatada na literatura (GIBSON, 1990 apud in SANTOS,
OLIVA, AMANCIO, 2003). Outras publicagdes ndo confirmam essa diferenca mesmo
tendo amostras comparaveis (IYENGAR, WOITTIEZ, 1988; OMS, 1998). E possivel
também que os valores maiores para o sexo masculino sejam caracteristicos apenas
das amostras de adultos, de onde foram citados os valores de referéncia. Para
maiores esclarecimentos, outros estudos com enfoque epidemiolégico devem ser

realizados no futuro.

A Figura 5 apresenta os valores da presséo arterial sistolica, diastélica e
média. O tratamento estatistico evidencia que os valores nas primeiras 6 horas, sao

estatisticamente diferentes dos 3 periodos seguintes, até completar as 24 horas de
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pds-operatorio. Nos trés ultimos periodos nédo existem diferencas significativas entre
os valores encontrados, sendo o0 aumento da presséo estatisticamente linear. Como
pode ser observado na Figura 5, a amostra é altamente homogénea, portanto nao
houve necessidade de classifica-la em subgrupos de acordo com a faixa etéaria e

peso.

Na recuperagdo pos-operatdria ndo complicada a progressiva liberagdo da
vasoconstriccdo periférica ocorre apds a 42 hora de pos-operatorio e a perfusédo
tecidual normaliza apés a 62 hora (MATTHEWS, MEADE, EVANS, 1974). Segundo
Kirklin et al. (1981) o desempenho cardiovascular estar4 adequado geralmente entre
a 42 e 72 hora de pos-operatorio. Assim, o primeiro periodo corresponde as
alteracdes decorrentes do aturdimento miocéardico, que geralmente se resolve em 8
a 24 horas de poés-operatédrio (KLONER, JENNINGS, 2001).

No presente estudo, esta estabilizagdo foi atingida num periodo
fisiologicamente razoavel de 6 horas. Os dados obtidos neste estudo podem ser
propostos como referenciais para avaliar o desempenho cardiocirculatorio do
paciente pediatrico no pds-operatorio de cirurgia cardiaca com CEC. Este tempo
curto para a recuperagao da presséo arterial mostra um desempenho adequado do
organismo na situacdo de estresse. Realmente, uma perturbagcdo metabdlica com

uma forte diluicdo plasmatica relativa ao sistema hormonal como um todo é

equilibrada em poucas horas.

A dindmica da frequéncia cardiaca esté apresentada na Figura 6. Pela forma
da curva, o gréfico pode ser dividido em trés partes, quais sejam: o periodo de
taquicardia (1 a 6 horas), periodo de transicdo (6 a 12 horas) e periodo de valores
estaveis (12 a 24 horas). Conforme a tabela de normalidade (Tab. 2), a frequéncia
cardiaca deveria estar entre 70 e 110 bpm (GILLETTE et al., 1983). O grafico mostra
qgue as criancas em pos-operatorio de cirurgia cardiaca ndo conseguem alcancar o
valor de referéncia padrdo. Esta taquicardia leve evidencia que o sistema
cardiocirculatério ainda ndo atingiu seu estado basal fisiologico. No caso da
frequéncia cardiaca ndo ha estabilizacéo nas primeiras seis horas, como no caso da
pressdo arterial. Mas em 8 horas ela ja foi alcancada, o que pode ser confirmado

pela linearidade do grafico.
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O prolongamento do intervalo Qtc observado no eletrocardiograma, apds o
procedimento cirdrgico, € equivalente ao alongamento do periodo refratario do
ventriculo que fica, entdo, predisposto ao aparecimento de alteragbes do ritmo
cardiaco. Apesar do valor do intervalo Qtc médio estar dentro do padrao de
referéncia, na avaliacdo individual dos casos o valor variou de 0,32 a 0,48s, sendo
gue 6 pacientes apresentaram o intervalo QTc acima de 0,44s. Isto mais uma vez
mostra que as médias devem ser consideradas no contexto das suas variacoes,
onde, de outro modo, se correria 0 risco de subvalorizar os riscos. Nao foram
observadas correlagdes entre intervalo QTc nos momentos M e N com o Cu e Zn
(Tab. 7). Apenas no momento N foi observada correlacdo com a ceruloplasmina,
mas nenhuma explicagdo simples parece cabivel, pois mesmo sendo alteracdes

concordantes ndo sdo necessariamente dependentes.

Do ponto de vista molecular, corresponde a alteragcdo da relagdo Na/K frente
a diminuicao do potassio corporal total devido a elevagdo do hormdnio antidiurético e
da aldosterona, apesar da liberacdo em massa do potassio no plasma, decorrente
da lesdo das heméceas induzida pela CEC. Indiretamente essa suposicdo é
confirmada pelo achatamento da onda T do eletrocardiograma, que reflete as
alteragOes deste eletrdlito. Outro fator relacionado com o exposto anteriormente, € a

diminuicdo da atividade da Na/K ATPase das membranas.

Episodios de arritmia cardiaca hemodinamicamente significativas no pos-
operatério de cirurgia cardiaca com CEC sdo complica¢cbes freqlentes, ocorrendo
em torno de 15% dos pacientes (DELANEY et al., 2006). Os fatores predisponentes
sdo o baixo peso e menor idade do paciente, presenca de cardiopatia complexa,
tempo prolongado de CEC, de oclusdo da aorta e hipotermia profunda
(VALSANGIACOMO et al., 2002; PFAMMATTER et al., 2002; REKAWEK et al.,
2007).

No presente estudo uma Unica crianga apresentou arritmia cardiaca nas
primeira 24 horas de p0ds-operatério, mas o grupo estudado € bem diferente

daqueles relatados na literatura.
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No que se refere ao Cu, ndo houve correlagdo entre as manifestacoes
eletrocardiogréficas e suas concentragdes. Neste contexto, ndo se deve esquecer
que nos dados da literatura as alteragdes eletrocardiograficas estdo descritas para
situacdes onde a deficiéncia de Cu é prolongada (VIESTENZ, KLEVAY, 1982;
SHIRY et al., 1999) . Para os casos de diminuicdo aguda da concentragédo de Cu, o
que ocorre raramente, a literatura disponivel ndo permite formular uma conclusédo

definitiva. Isto pode ser devido, justamente, & ndo existéncia de qualquer correlagéo.

Uma das caracteristicas da CEC é a presen¢ca de um pool adicional de
liquidos acarretando obrigatoriamente hemodiluicdo. Em vista disto, existem dois
caminhos para o tratamento estatistico dos resultados. O primeiro seria usar 0s
dados corrigidos para a hemodiluicdo, e o segundo, usar os valores de fato
mensurados. No primeiro caso seriam recalculados os valores levando-se em conta
a nova situagdo hemodinamica imposta pela mudanca da volemia. Era de se esperar
que o efeito da hemodiluicdo produzisse valores proporcionais ao volume de liquido

recebido pelo paciente.

Mas de fato, j& & primeira vista, as concentracdes obtidas dos 3 parametros
analisados n&o mostraram fungao linear com o volume adicionado. Isto ndo permitiu
calcular coeficientes de correcdo Unicos, uma vez que os coeficientes de correcdo

eram diferentes quando aplicados para a hemodiluigéo.

A andlise individual das concentracfes plasmaticas de Cu no momento A,
considerado como valores basais, evidencia que 1 crianga (4,7%) apresentou
concentracdo plasmética abaixo dos valores de referéncia considerados normais e 7
criangas (33,3%) apresentaram concentragbes acima deste valor (VR= 0,8 a 1,2
mg/l). A média das concentra¢des obtidas neste estudo foi de 1,32+0,12 mg/l. Na
literatura referente aos pacientes adultos, os valores publicados séo de 0,8 a 1,2
mg/l (IYENGAR, 1987; IYENGAR, WOITTIEZ, 1988; OMS, 1998). Os poucos dados
existentes para criangas citam valores entre 0,70 a 1,40 mg/l para meninos e 0,80 a
1,55 mg/l para meninas (GIBSON, 1990 apud in SANTOS, OLIVA, AMANCIO, 2003).

A principal via de ingresso de Cu no organismo humano é a via oral

(OMS,1998). A variagdo da ingestdo depende dos habitos alimentares e da
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concentracdo de Cu na agua consumida. Contudo num recente estudo em Campo
Grande, referente ao contetdo de Cu na &gua dos domicilios, foi mostrado que as
quantidades do metal séo praticamente insignificantes, ficando as diferengas na
margem de erro da medicdo (MELNIKOV et al., 2007). Portanto esta via pode ser
descartada para Campo Grande, ficando a Unica possibilidade de advir através dos
alimentos que, quando armazenados ou cozidos em recipientes de cobre ou latéo,

podem estar contaminados com quantidades significativas deste metal.

Poderia se pensar em outras vias, como a pulmonar e a dérmica. Mas neste
caso, levando em consideragdo que Campo Grande ndo possui nenhuma industria
siderargica ou quimica, estas vias tampouco devem ser consideradas. Tal sugestédo
€ ainda mais contundente quando se observam os relatos conhecidos da literatura,
onde estas vias também sdo consideradas insignificantes (OMS, 1998). Por outro
lado, o relato das consequiéncias da ingestéo de grandes quantidades de cobre em
humanos é muito raro devido ao efeito irritante dos seus ions sobre as membranas
mucosas, causando vomito imediato, diarréia e eliminando assim a possibilidade de

excesso do metal no organismo.

Os valores obtidos no momento A ndo dependem de modo algum da
intervencdo cirdrgica, nem do tipo de malformagédo cardiaca envolvida, quando
consideramos o grupo das malformacdes acianogénicas. Estes casos foram
eliminados pelo critério de selegdo da amostra. Portanto podem ser considerados

como valores normais na crianga.

Assim sendo, os valores obtidos no presente estudo sdo maiores do que em
criangas de outras localidades e até em adultos. Uma explicagdo razoavel seria que
esta elevacdo seja devida aos habitos alimentares locais. Isto € indiretamente
confirmado pelo fato que a quantidade de Cu em mées lactantes, em Campo
Grande, no primeiro més pdés-parto, em comparagdo com outras amostras com as
mesmas caracteristicas, porém geograficamente distintas (Denver, Colorado, USA),
foi quase 4 vezes maior (MELNIKOV et al., 2007). A procedéncia desse cobre é
incerta, porém pode estar ligado com o consumo de bebidas locais contendo cobre,

parte dos habitos alimentares especificos de Mato Grosso do Sul.
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A possibilidade de doenga de Wilson nestes pacientes ndo pode ser
considerada, uma vez que a concentracdo plasmética da ceruloplasmina esta dentro
dos valores de referéncia e também ndo existiam quaisquer outros sinais clinicos
compativeis com a doenca. Outra situacdo clinica que poderia explicar as

concentragdes maiores, como disfungdo hepatica, tampouco estava presente.

No momento B, ndo houve diferenga significativa em relagdo ao momento A,
gue corresponde ao periodo entre a anestesia e o inicio da circulacdo extracorporea.
Esta observacdo indica que a anestesia e o trauma cirdrgico causados pela
esternotomia e a abertura do pericardio ndo desencadearam alteragbes nas

concentragdes de Cu.

Ap6s o momento B, ocorreu diminuicdo significativa das concentracdes
plasmaticas. Nos momentos C, D, | e J se mantiveram as mesmas concentracdes.
No momento M, ja fora da CEC, o contetdo de Cu aumenta até atingir no momento

N os valores normais.

No tecido, durante e apés periodos de isquemia (C,D,I e J), o Cu pode ser
mobilizado, tornando-se disponivel para catalisar reacdes de 6xido redugcdo com
progressdo do estresse oxidativo (CHEVION et al., 1993). Um estudo em coragéo
isolado de ratos evidenciou que a perfusdo com solugdo contendo cobre resultou em
maior injaria pos-isquémica na reperfusdo, sugerindo o importante papel catalitico
desse metal (POWELL, HALL, SHIH, 1991). Em pacientes com infarto agudo do
miocérdio, a elevagdo das concentracdes dos marcadores cardiacos de necrose
mantém uma relacdo direta com a concentracdo de cobre plasmatico, isto é, quanto
maior a concentragdo do cobre plasmatico, tanto maiores as concentragbes da
troponina e da CK-MB (ALTEKIN et al., 2005).

Caso ocorresse aumento do Cu plasmatico isto poderia indicar um aumento
da concentracdo de superdxido dismutase, importante “varredora de radicais livres”,
gue por sua vez, conforme os dados da literatura, estaria elevada frente a importante
estresse oxidativo (AL-BADER, 1998).
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A manutencédo das baixas concentra¢des plasmatica de Cu durante o periodo
de isquemia e de reperfusdo (C, D, | e J) € altamente desejavel, pois o metal esta
indisponivel para as reacdes de oxido-reducdo, minimizando a injdria tissular. Por
outro lado, é razoavel supor que a concentracdo baixa de Cu reflete a menor de
necessidade da SOD, em funcdo do menor estresse oxidativo (LUYTEN et al.,
2005).

Conforme a literatura, a maior producdo miocardica de radicais livres,
detectadas em amostras coletadas do seio coronario, ocorre dentro de 3 a 5 minutos
de reperfusdo (TORTOLANI et al, 1993; CLERMONT et al., 2002). A maior
concentracdo de Cu no tecido miocardico durante o periodo de reperfusdo esta
diretamente relacionado com aumento da concentragdo dos radicais OH' e maior
injuria tecidual (POWELL, HALL, SHIH, 1991). Ha de se considerar também que 0s
radicais livres formados no circuito da circulacdo extracorpoérea, ao passarem pelo
miocardio no periodo de reperfusdo, podem se somar aqueles ali produzidos,
exacerbando o dano celular relacionado a isquemia-reperfusdo. Isso é demonstrado
tanto in vitro quanto in vivo (BOLLI, 1990). Dessa forma, o coragdo reperfundido
pode ndo ser apenas um sitio de produgdo de radicais livres, mas também
representar um alvo daqueles produzidos na circulagdo sistémica. Realmente, no
nosso estudo ndo houve diferenga entre as amostras coletadas concomitantemente
no seio corondrio (amostra l) e na bomba de circulagdo extracorpérea (amostra J).
Portanto, este resultado reforga a opinido que a menor concentragéo de Cu no fluxo
do seio coronério pode equivaler, de certa forma, a prote¢do do tecido miocérdico
contra injuria oxidativa. Mas também é possivel que o pool de radicais livres
produzidos na circulagdo sistémica, ndo contribua substancialmente no momento da

reperfuséo.

A diminuicdo da concentracdo plasmética de cobre, corroborada pela
diminuicdo concomitante das concentragbes da ceruloplasmina, demonstra uma
atividade inflamat6ria menor, o que pode ser atribuida ao adequado planejamento e
conduc¢éo do procedimento cirdrgico.

Todo este raciocinio seria infundado sem ter seguranca de que nos
momentos C. D, | e J a diminuigdo estatisticamente confirmada ndo fosse devida

simplesmente a hemodilui¢ao.



91

Na Figura 8 se d4-se a comparacado entre as curvas dos valores esperados
para a hemodiluicdo e os valores reais anteriormente discutidos. Este grafico mostra
que o efeito da hemodiluicdo, apesar de presente, ndo é o responsavel pela
diminuicdo das concentra¢des no intervalo de C a J. Isto se faria mais evidente se 0s
momentos A e B fossem considerados como um Unico momento, € 0s momentos C,
D, | e J como um Unico ponto, e os momentos M e N como um ponto final. Neste
caso, seria obtido um grafico em forma de tridngulo invertido, cujo &pice

corresponderia & diminuigdo da concentracéo do cobre.

Sabe-se que o papel do cobre pode ser ambiguo, dependendo da forma como
se apresenta. Neste caso, seja qual for sua forma, a concentragcdo de Cu, tanto no
final da CEC como apds 24 horas retorna aos valores normais, sugerindo que o
processo inflamatério agudo havia amenizado. O fato da concentragdo de Cu estar
normal apos 24 horas de pés-operatorio, diferentemente do que € mencionado em
alguns estudos (MELTZER et al., 1980; ZAMPARELLI et al. 1986; AI-BADER et al.,
1998), indica que os processos metabdlicos envolvendo a producdo dos radicais

livres ja ndo séo tao significativos.

Os dados da amostra A nos permitem supor que os valores iniciais da
ceruloplasmina, levando e conta o desvio padrdo, sdo muito menores do que 0s
aceitos como valores de referéncia (0,2 a 0,6 g/l). Alias, os valores aceitos como
normais, talvez ndo sejam equivalentes aos valores observados na situagdo da
inflamagé@o aguda, onde um dos marcadores é a ceruloplasmina. Portanto seria
adequado agir com cautela e considerar os valores da literatura para a
ceruloplasmina apenas como indicativos, posto que, Sao costumeiramente

observados em adultos.

Conforme os dados deste estudo, a concentracdo de ceruloplasmina é menor
(0,35+0,02 g/l) do que os valores médios publicados. Este valor pode ser
considerado seguro, devido & pequena magnitude do desvio padrdo. Isto é
corroborado pelos resultados idénticos obtidos no momento B (0,36 +0,02 g/l), onde

ndo era de se esperar nenhuma diferenga. Baseados nas mesmas consideragoes
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feitas para o cobre no momento A podemos propor os dados obtidos como valores

de referéncia para faixa etéaria pediatrica.

Analisando a dinamica da ceruloplasmina no transcurso da CEC, observa-se
que, analogamente ao comportamento do Cu, existe uma diminui¢cdo drastica apos o
momento B. Uma leve elevagdo no momento D, que foge da linearidade do intervalo
C-J, deve ser considerado um artefato experimental. Isto se faz em base de
comparagao com a curva calculada apenas para a hemodiluicdo, que mostra uma
linearidade perfeita, no dito intervalo. A linearidade da curva, neste caso, COmo nos
outros, no intervalo C-J é devido a manutencao do hematécrito constante, posto que
ndo hd mudanca na volemia, garantido pela manutencdo constante do nivel de

sangue do reservatorio de sangue.

Ao término da circulag@o extracorpérea, o estado de hemodiluicdo tende a
voltar ao normal com o uso dos diuréticos, reposicao de eletrolitos, etc., e o nivel da
ceruloplasmina aumenta no momento M, embora em menor propor¢cdo do que no
caso do Cu, voltando ao nivel inicial apés 24 horas. Esta demora no momento M, é
provavelmente devido as mudancas da relagcdo Cul/ceruloplasmina no periodo,

qguando ainda estéo presentes indicadores clinicos da inflamacéo.

Assim sendo, a ceruloplasmina que migrou da circulagdo para os tecidos,

deve participar nos processos redox teciduais que ainda néo finalizaram.

Pode-se supor que a quantidade de Cu circulando livremente poderia ser
relativamente maior para manter o balangco, porém esta conclusédo precisa de
estudos complementares, detectando as diferentes formas da presenca de Cu na

circulagéo.

Conforme a Figura 9 a anestesia néo influi de modo algum nas concentragdes
da ceruloplasmina, o que indica que o conjunto das medidas pré-operatorias foi

adequado.
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Os valores de referéncia para as concentracdes plasméaticas do Zn sdo quase
que unanimes na literatura consultada, mesmo ndo existindo grandes estatisticas da

concentragdo deste elemento.

Os valores de referéncia citados pelo fabricante do aparelho séo de 0,5 a 1,2
mg/l. Ao mesmo tempo, o estudo de lyengar e Woittiez (1998) cita como valores de
referéncia 0,8 a 1,1 mg/l. Os dados obtidos por Gibson (1990) para criangas de faixa
etéria estreita, de 11 anos, séo de 0,65 a 1,2 mg/l para meninos e de 0,6 a 1,2 mg/I
para meninas. Esses Ultimos valores coincidem com os dados dos adultos
anteriormente citados. As sutis divergéncias encontradas podem ser atribuidas as
diferencas em relacdo a faixa etéria, ao estado nutricional, variacdes da ingestéo,

como também da regido estudada.

Os dados nacionais (vide resumo bibliografico) mostram que a tendéncia para
as concentracdes de Zn em amostras estudadas encontra-se na faixa inferior aos

dados internacionais, ou seja, abaixo de 0,6 mg/I.

No nosso estudo a média da concentracdo inicial do Zn, no momento A,
tomado como parametro basal, foi de 0,76+0,08 mg/l, dentro, portanto, dos limites
considerados como valores de normalidade. No entanto, a avaliagdo individual dos
resultados mostra que 6 criancas (28%) apresentaram concentra¢des abaixo de 0,5
mg/l, 9 criangas (42%) apresentaram concentragdes abaixo de 0,6 mg/l, 10 criangcas
(47%) abaixo de 0,7 mg/l e 12 criangas (57%) apresentaram concentragdes abaixo
de 0,8 mg/l. Desse modo, a tendéncia nacional é confirmada, mostrando também
que as concentracdes pré-operatorias de Zn podem chegar até a metade do limite
inferior (0,31 mg/l).

Neste contexto, € possivel que a baixa ingestdo de Zn seja a causa das
concentragdes plasmaticas diminuidas, uma vez que, os alimentos fontes desse
mineral sdo os de origem animal e, portanto, de maior custo. Outras possibilidades
sdo as dietas ricas em célcio e fitato, presentes em farelos, cereais de graos

integrais e leguminosas, que dificultam a absor¢do de Zn (OMS, 1998).
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A Figura 7 deixa em evidéncia que as concentragcdes de Zn ndo foram
diferentes nos momentos A e B, que corresponde o periodo entre a anestesia e 0
inicio da circulacdo extracorpdrea. Assim pode-se inferir que durante este intervalo
de tempo o procedimento anestésico e o trauma cirirgico ndo desencadearam

atividade inflamatéria consideravel.

Dita figura também mostra que a diminuicdo do Zn nos momentos C e D foi
provocada apenas pela hemodiluicdo. Este fendmeno também foi observado na
amostra coletada no seio coronario. Mas no momento J, que equivale a coleta do
circuito sistémico da CEC, os valores de Zn diminuiram além daqueles esperados
para a hemodiluicdo, evidenciando, mais provavelmente, seu efeito antioxidante. Isto
estaria relacionado com a maior atividade inflamatéria, o que era de se esperar,

devido as particularidades da intervencéo cirdrgica.

No momento M as concentragdes de Zn comportam-se de modo semelhante
ao Cu. Porém no ponto N a concentragdo do Zn diminui, voltando praticamente ao
valor do momento J. E dificil dar uma explicacdo inequivoca para a diminuigdo do
elemento, contudo, é possivel supor que seja devida a redistribuicdo do Zn e sua
captacdo pelo figado, para sustentar a sintese acelerada de novas proteinas.
Também h& de se considerar a opgdo da migracdo deste ion para os locais que
sofreram trauma cirargico e que 0 necessitam para 0s processos de epitelizagédo e
outros tipos de proliferacdo celular local. Na literatura j& foram mencionadas as
possibilidades acima sugeridas (FRASER et al.,1989).

E provavel que o comprometimento das defesas antioxidantes dos pacientes
portadores de déficit de zinco, antes do inicio da cirurgia, ndo tenham se refletido em
maior dano tecidual, também devido a menor atividade inflamatéria imposta pelo
procedimento cirdrgico no grupo estudado. No entanto, isto poderia ndo se aplicar
para criangas portadoras de cardiopatias complexas ou cianogénicas e para aquelas
submetidas a CEC prolongada, mas, outros estudos sdo necessérios para avaliar

estas situacgoes.

A dinamica das concentragfes de Zn indica que a inflamagéo causada pela

CEC néo foi de extrema duracdo nem de intensidade substancial.
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Sendo o Zn um elemento reconhecidamente protetor da ultra-estrutura
cardiaca ap0s periodos de isquemia (POWELL et al., 1994) é razoavel supor que
sua reposi¢cdo no periodo pds-operatério seria benéfica, como coadjuvante para a
recuperacao da injaria de reperfusdo, mas esta suposicao necessita confirmacao

com futuros estudos.

Também, a inclusdo da dosagem do Zn como parte dos exames pré-
operatorios seria de grande valia, pois o déficit deste metal com conseqlente
comprometimento das defesas antioxidantes, poderia estar implicado numa evolugéo
pés-operatoria desfavoravel nos casos de cardiopatias complexas onde o tempo de

circulagéo extracorpdrea € mais prolongado.
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7 CONCLUSOES

1. A pressdo arterial e a frequéncia cardiaca ndo mostraram alteracdes
inesperadas, nem correlagbes com as concentragdes plasméticas de cobre e

zinco.

2. Nado foi observada nenhuma correlacdo entre o tempo de circulagdo
extracorpdrea, tempo de andxia, temperatura e intervalo QTc dos pacientes

com as variagdes do cobre e do zinco.

3. As variagOes das concentra¢des de cobre e zinco néo foram correlacionadas.

4. As concentracBes plasmaticas de cobre no pré-operatorio foram maiores do
que as relatadas na literatura para a populagdo pediatrica geral. Nao foi

observada correlagéo entre o peso e as concentracdes de cobre e zinco.

5. A reducgdo da concentracdo de cobre durante a circulagdo extracorporea foi
maior do que aquela previsto para a hemodiluicéo, indicando o envolvimento

dos processos inflamatorios locais.

6. A concentracdo plasmatica de cobre normalizou ao final do procedimento

devido ao maior estresse oxidativo nesse periodo de pos-operatorio.

7. Do ponto de vista fisioldgico, a indisponibilidade dos ions cobre durante a
circulagdo extracorpdrea indicou menor formacdo dos radicais livres e

consequentemente menor lesédo celular.

8. A dindmica do cobre durante a circulag@o extracorpdrea confirmou seu efeito
protetor, evidenciando, além disso, a forma correta e adequada da condugéo

do procedimento cirargico.
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9. A dindmica da ceruloplasmina refletiu as alteragbes nas concentrages de

cobre, indicando os mecanismos comuns de controle.

10. As concentracdes plasmaticas de zinco no pré-operatdrio foram abaixo dos
valores normais indicando deficiéncias no sistema antioxidante no grupo

estudado.

11.0 fato do zinco néo ter exibido alteragfes significativas durante a circulagéo
extracorpdrea, confirmou que esse elemento ndo foi envolvido nas alteragbes
metabdlicas devidas a CEC e sim ressaltou o papel chave do cobre nesses

processos.

12. A diminuicdo das concentracdes de zinco com 24 horas de pds-operatorio
poderiaO refletir sua migragdo para os tecidos onde participaria da reparacéo

local.
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9 APENDICE A

TABELA 3 - Pressao arterial em mmHg para meninos de acordo com o percentil idade /

estatura
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TABELA 4 - Pressao arterial em mmHg para meninas de acordo com o percentil idade /

estatura
Idade Percentil Presséao Arterial Sistolica Presséao Arterial Diastolica
PA Percentil da Estatura Percentil da Estatura

Sih 10:h 25tk Bith Tith S0t CEith Sth lith 25t Sk TSih aih Qe

1 S0th ] E4 i) Gih &8E &2 = 2 39 ¥ 40 4. k] 42
aich aF L8 a8 10 101 10z Bak] 52 a3 53 e k] k] ]

usth 1o 1l 1z 104 1oz 10s B "\\‘: Z:l'.’ . o8 "N "'1' =1}

00th ws 18 W8 1l I 13 14 & i 55 &5 & &7 7

2 suth [ Py B a5 £y H T = H 45 4 40 En
i0th 05 (TR 1171 S (1T s N S 1 - T 58 35 5 &) &l £l

W5th 02 Irs 1N 115 (1) 1% [} =1 "7 57 % 4 2% “R

aath mna 11n 11 " 114 15 In =5 ] i il 2 il ]

3 S0th T i8 EE] a1 oz ET 7 48 15 10 50 50 ]
aiith mnn Irn m?» 13 (§E] (A1 [ =1 (% 57 %] w4 “1 ER

u5th 104 14 105 7 s 106 B ] &k B L &7 =4 £8 “a

9tk 11 111 1ns 114 115 114 T 73 3 T4 Tz TR T T

4 S0th a8 E8 L] al al 2} [t} =T 50 5l 51 51 1] E4
90th 101 1z 103 104 10 o7 206G et | wd a5 ix [ [ 5

agLly 105 1o 1y 105 11c 112 Sz 5 6 L] T Tl T Tz

aarh 112 113 114 115 117 114 19 i -] B T TE T el

l S0 ] &0 a1 23 o @5 L v i3 i3 O k] O3 ]
sl 103 13 105 1 w7 1o ] ] LY T =) = T

usth Rl 1Ly 1 11 111 11z By ] JU 1 ¥l vl Vi) A 4

adth, 14 14 W& 107 10E 1@ 0 7E 78 4 7o &0 &l £l

] slith ul L L] L] YE LA L "-] 5-1 a0 bl ] ] o e
i0th ST TS 1S 11 S ' <A ¥ R | G- 08 3 i 7 7l 7

05th ws 18 e 1l mEo o4 13 | 2 73 Te 74 73 7

Atk 1i8 11& nr 1na 10 1 12 E a0 a0 B =l =23 £3

7 s0th 03 ] 05 6 o7 o @ &F 56 3 5 55 58 =3
aith Llos 1F log 1 111 112 o1 5 o T 71 bl 71 73

uSth 10 111 112 1z 118 11s i 73 4 74 75 TE Te 7

a0tk 17 11= 1o 120 12z 123 b | =1 21 22 £2 =1 = 1=

= SOth s £5 LT g [x.x} 106 2ol 57 57 7 1 =] =N an
aith 1o 1o 110 111 11z 1 1 71 1 71 72 Ta 4 8 74

agLly 112 11z 114 15 11¢ 118 i ] i b TO Th a7 a8 =

aarh 1@ 120 1z1 122 1z2 125 23 52 Az A3 =X} &4 b &5

Q S0U a5 L g 1o 101 10z Sl oe a8 35 mw =1} =1 [}
anth 10 110 11z 113 114 116 Ll 72 Tz TZ Ta T4 T Fla]

usth 14 14 112 17 11& I _20 JE -] Vi ¥ ¥i-} ¥l ¥l

aath 121 121 133 14 1z o oEr ®m 83 34 5 &5 & &7

10 soch g 59 100 1z 103 4 S05 ] 59 ¥ B0 =N [ [
i0th 12 112 14 U5 e & s 72 73 73 7i 75 Ta 76

05th 6 16 ur ue 1@ 12 7 7 7 7 70 &) &

aath 173 173 175 174 173 173 M = ad AR B =4 =T =24

1l s0th w0 1l Wz 10 0f loe of &C all 50 &l &z &3 &3
aith 1'4 114 & 1z & 1 i} 74 T4 74 TR T bas 77

u5th 1= 11= 1o 121 122 122 a1 TE = TE T =0 =1 =1

9th 125 1z5 124 125 125 130 3l 35 1] Gih &7 BT =5} (==

12 S0th 10z 1z 104 105 o7 10e il ] =l sl sl &2 &1 (==} &4
aith 1l& 11& 1z 1o 120 120 123 78 = 75 76 Erd e =

9Sth 19 1zZ0 121 123 124 125 224G ) a k) S0 6 B2 B2

aarh 127 17 125 130 131 152 L] B 1] i [t == =) L}

13 S0th 104 15 106 w7 1o 110 i ] 52 ul a2 ] [ [} L5
with 17 115 119 121 123 123 24 7E & B i TE T el

usth 11 1id 125 124 l:l’; &7 ;Q =L ul &l [} =N A A

0ath 18 1 13 13z 13 13 a 87 5 & & o0 gl

13 sUth 1 RN ] 1y 1ird 11U 11 l__ b3 L] a3 B ah [0 [
i0th Le 1@ 17 1M 125 1B 7 i 7 78 7o &0 &0

u5th 13 133 1% 1% 1% 1®™ 12 5l il Eil &2 3 &t 4

adth 13n 171 132 133 135 156 E" =5 AR A o o al Q2

Fonte - The Fourth Report on the Diagnosis, Evaluation, and Treatment of High

Pressure in Children and Adolescents., 2004.

Blood



111

10 ANEXOS

10.1 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Seu filho (a) foi convidado a participar em uma pesquisa e vocé vai decidir se
guer que ele participe ou ndo. Por favor, ndo se apresse em tomar a decisdo. Leia
cuidadosamente 0 que se segue e pergunte todas as duvidas que tiver. Este estudo
esta sendo conduzido por mim e pelo Professor Petr Melnikov. Eu sou a Professora
Lourdes do departamento de Pediatria e o Professo Petr € do departamento de
Clinica Cirurgica da UFMS.

Porque o estudo esta sendo feito?

A finalidade deste estudo € dosar no sangue os elementos cobre, zinco e uma
enzima chamada ceruloplasmina, que todos nds ja temos no organismo, mas que
podem se alterar quando o paciente faz cirurgia do coragéo. Estas substancias ja
foram muitas vezes dosadas em adultos, mas nas criangas nédo. Este estudo tem a
finalidade apenas de dosar, no sangue da crianga estas substancias antes e depois
da cirurgia, e verificar se as alteragdes destas substancias provocam algum sintoma

no paciente.
Quem participara deste estudo?

Poderé&o participar deste estudo, apos o consentimento dos pais, 30 criangas

que fizerem cirurgia cardiaca com circulagdo extracorporea.
O que sera feito para dosar estes elementos no sangue da crianga?

Antes de comegar a cirurgia, depois que a crianca estiver anestesiada, sera
coletado sangue para dosar o cobre, zinco e a ceruloplasmina. Outras amostras
também ser@o coletadas durante a cirurgia, € uma Unica vez no dia seguinte a
cirurgia. Este serd o Unico material a ser colhido para o estudo. Este material sera

desprezado depois do uso.

Que prejuizos podem acontecer comigo se eu participar deste estudo?
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Ndo esperamos que tal fato ocorra, j& que amostras de sangue sao

normalmente coletadas durante a cirurgia cardiaca.
Que beneficio eu posso esperar?

O seu filho estara contribuindo para a realizacdo de um estudo onde, a partir
dos resultados, muitas conclusbes poderdo ser tiradas. Poderemos manté-lo

informado dos resultados se vocé desejar.

Quem podera ver os meus registros e saber que eu estou participando do

estudo?

Se vocé concordar em participar do estudo, seu nome e identidade serdo
mantidos em sigilo. A menos que requerido por lei, somente o pesquisador (seu

médico ou outro profissional) a equipe do estudo, terdo acesso a suas informacdes.
Quem devo chamar se tiver qualquer davida ou algum problema?

Para perguntas ou problemas referentes ao estudo ligue para Dra. Lourdes
Zanoni, telefone 99577979.

Eu posso recusar a participar ou pedir para sair do estudo?

Sua participacédo no estudo é voluntaria. Vocé pode escolher ndo fazer parte
do estudo, ou pode desistir a qualquer momento. Se vocé desistir do estudo, vocé
vai receber o tratamento padrdo para a sua condicdo. Vocé receberd uma via

assinada deste termo de consentimento.

Declaro que li e entendi este formulario de consentimento e todas as minhas

davidas foram esclarecidas e que sou voluntario a tomar parte neste estudo.

Nome do paciente

Assinatura e nome do responsavel

Assinatura do pesquisador data
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10.2 PROTOCOLO DE COLETA —n°

ALTERACOES NO CONTEUDO PLASMATICO DO COBRE E DO ZINCO

DATA / /
Nome Atendimento
Idade DN Sexo Cor
Peso Alt Sup. Corpérea
End
Mée Tel
Cardiopatia
ICC: dispnéia ganho peso BCP Cianose
Medicamentos atuais
Doenca prévia ndo cardiaca
Exames Pré-operatérios: Ht Hb Leuc Bast Neutrof ~ Eos
Mono__ Linfo_ Glic_ Na___ K__Ca__ Mg__ P___ _Ur__ Crea___
ECG
Eco
Cat
Inicio da cirurgia h
Amo | Momento | Local Hor | Temp. | Temp. | PAM | F.Car | Sat | FiO,
stra a Farin | Ret d O,
A Anestesia Cat. Venoso
B Antes CEC | Atrio Direito
C CEC % Oxigenador
D CEC 10 Oxigenador
Saida CEC | Ao s/ Clamp
| 3¢ Seio Coron.
J 3 Oxigenador
M Final Cat. arterial
N 24 horas Cat. arterial
Plaquetas Plasma Papa hem.
OBS
Desfibrilagcéo — joules n° de vezes
Ritmo se saida de CEC
Marca Passo
ANESTESIA:
CEC : inicio fim tempo de CEC tempo de andxia
Prime Volemia
Hipotermia °C
Fluxo max I/min Fluxo med Fluxo min
Solucéo Cardioplégica
Clampeamento Aorta
Medicagdes — Bic Aminofilina Ca Xylocaina manitol
furosemide solucortef dopa dobuta nitro
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Gasometria | Hora Hora

Hora Hora Hora

pH

pCO,

pO,

Sat Oz

HCO3

BE

Na

K

Mg

Ca

Ht

Hb

Glic

ECG pré

ECG pés

Ritmo

Ritmo

Pr

Pr

FC

FC

SaQRS

SaQRS

QTc

QTc

Intercorréncias na UTI — (hipoternséo, baixo débito, convulséo e arritmias)

Evolucéo pés operatdria

HORA PA PAM FC

TEMP PVC SAT
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