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RESUMO

CARDOSO TAAM. Avaliagdo da resposta inflamatdria sistémica com o uso do
sevoflurano durante a circulag@o extracorporea na cirurgia de revascularizagdo do
miocardio. Sdo Paulo: Universidade de Sdo Paulo, Instituto Dante Pazzanese de

Cardiologia; 2020

Introducdo: Atualmente, a anestesia para cirurgia de revascularizagdo do
miocardio segue uma abordagem que visa combater os processos de lesdes
causados pela isquemia e reperfusdo, por meio do pré-condicionamento cardiaco
isquémico remoto e farmacoldgico, como o proporcionado pelos anestésicos
inalatorios, o que pode gerar uma redugdo nos processos inflamatorios associados
a circulacdo extracorpora, conforme modelo experimental. Objetivo: Avaliar o
efeito anti-inflamatério do Sevoflurano nos pacientes submetidos a
revascularizacdo do miocardio com CEC. Métodos: Foram incluidos total de 100
pacientes, submetidos a revascularizagdo do miocérdio eletiva com CEC, e foram
alocados aleatoriamente em 2 grupos: Grupo SEVO (n=50) e Grupo CONTROLE
(n=50), com e sem uso de Sevoflurano durante a CEC, respectivamente. Foram
anotadas informacdes biodemograficas e clinicas do pré e pos-operatdrio e
coletadas também as amostras de sangue periférico para dosagens bioquimicas e
analise da biologia molecular. Foram avaliados; PMN-elastase IL-1b, IL-4, IL-6,
IL-8, IL-10, TNFa e TGFb, além da expressdo génica e dos microRNAs
envolvidos no processo inflamatorio. A andlise estatistica foi feita comparando os
dois grupos. Resultados: Os pardmetros biodemograficos e clinicos pré-
operatérios foram homogéneos entre os grupos. As medicagdes em uso pré-
operatorio mostraram uma diferenga significativa para o uso do inibidor da
enzima conversora de angiotensina no grupo SEVO (p=0,046). Os dados pos-
operatdrios mostraram um tempo de intubacdo maior no grupo SEVO (p=0,049),
no entanto, sem diferenca nas complicagdes e na mortalidade. A maioria das
expressdes génicas nos leucocitos ndo mostraram diferenca. As citocinas pro-
inflamatorias circulantes IL-1B (p=0,004) e IL-8 (p=0,029) a IL-6 (p=0,009)
estavam diminuidas no grupo SEVO. As citocinas anti-inflamatorias I1L-4
(p=0,021) estava diminuida no grupo SEVO e IL10 (p=0,004) aumentada no
grupo CONTROLE. Os microRNAs que atuam na regulacdo destas citocinas



foram menos expressos no grupo SEVO. Conclusao: No contexto da cirurgia de
revascularizacdo do miocéardio com CEC, o sevoflurano pode diminuir o processo
inflamatorio, regulando os mecanismos pos-transcricionais mediados pelos

microRNAs na sintese de citocinas pro e anti-inflamatorias.

Palavras-chave: Sevoflurano. Revascularizagdo do miocardio. Circulagao
extracorporea. Resposta inflamatoria.

Descritores:  Sevoflurano.  Revascularizagdo  Miocardica.  Circulagdo
Extracorporea. Anestesia por Inalagdo. Sindrome de Resposta Inflamatoria

Sistémica.

ABSTRACT



CARDOSO TAAM. Evaluation of the systemic inflammatory response with the
use of sevoflurane during cardiopulmonary bypass in myocardial
revascularization surgery. Sdo Paulo: Universidade de Sao Paulo, Instituto Dante

Pazzanese de Cardiologia; 2020.

Introduction: Currently, anesthesia for myocardial revascularization surgery
follows an approach that aims to combat the processes of injuries caused by
ischemia and reperfusion, through remote ischemic and pharmacological cardiac
preconditioning, such as that provided by inhaled anesthetics, which can generate
a reduction in the inflammatory processes associated with extracorporeal
circulation, according to the experimental model. Objective: To evaluate the anti-
inflammatory effect of Sevoflurane in patients undergoing coronary artery bypass
graft with CPB. Methods: A total of 100 patients who underwent elective
myocardial revascularization with CPB were included, and were randomly
allocated to 2 groups: SEVO Group (n =50) and CONTROL Group (n = 50), with
and without the use of Sevoflurane during CEC, respectively. Pre-and post-
operative bio-demographic and clinical information were recorded and peripheral
blood samples were also collected for biochemical measurements and analysis of
molecular biology. Were evaluated; PMN-elastase IL-1b, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10,
TNFa and TGFb, in addition to gene expression and microRNAs involved in the
inflammatory process. Statistical analysis was performed comparing the two
groups. Results: The preoperative bioemographic and clinical parameters were
homogeneous between the groups. Preoperative medications showed a significant
difference for the use of the angiotensin-converting enzyme inhibitor in the SEVO
group (p = 0.046). Postoperative data showed a longer intubation time in the
SEVO group (p = 0.049), however, with no difference in complications and
mortality. Most leukocyte gene expressions showed no difference. Circulating
pro-inflammatory cytokines IL-1B (p = 0.004) and IL-8 (p = 0.029) to IL-6 (p =
0.009) were decreased in the SEVO group. The anti-inflammatory cytokines IL-
4 (p = 0.021) was decreased in the SEVO group and IL10 (p = 0.004) increased
in the CONTROL group. The microRNAs that act in the regulation of these
cytokines were less expressed in the SEVO group. Conclusion: In the context of

myocardial revascularization surgery with CPB, sevoflurane can decrease the



inflammatory process, regulating microRNA-mediated post-transcriptional

mechanisms in the synthesis of pro and anti-inflammatory cytokines.

Keywords: Sevoflurane. Revascularization of the myocardium. Extracorporeal
circulation. Inflammatory response.
Descriptors: Sevoflurane. Myocardial revascularization. Extracorporeal

circulation. Inhalation anesthesia. Systemic Inflammatory Response Syndrome.
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1 INTRODUCAO
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1 INTRODUCAO

1.1 Cirurgia de Revascularizacio do Miocardio com Circulacio

Extracorpodrea

As doengas cardiovasculares representam as principais causas de obitos no Brasil
e no mundo, sendo a doenga arterial coronariana (DAC) a base para o infarto agudo do
miocéardio (IAM)'. Dentro deste contexto, a revasculariza¢do cirurgica do miocardio
prevalece como uma das principais formas de tratamento para a DAC. Segundo o projeto
BYPASS reunindo dados de 17 centros em todo o Brasil no ano de 2018, a taxa de
mortalidade pos-operatéria intra-hospitalar é de 2,8%?2.

O desenvolvimento da cirurgia cardiovascular ao longo do século 20 evoluiu junto
com a maquina de circulagdo extracorpdrea (CEC), conhecida também como maquina
coracdo-pulmio. Desde que John Gibbon, em maio de 1953, realizou o primeiro
procedimento com CEC para corrigir um defeito do septo atrial, diversos outros
problemas cardiovasculares puderam ser abordados através da cirurgia cardiaca,
aumentando a perspectiva de tratamento para muitas pessoas’.

A CEC oferece condigdes favoraveis ao cirurgido cardiaco na medida em que
paralisa o coracdo e os pulmdes e mantém uma adequada oferta de oxigénio aos demais
orgdos do corpo, conforme ilustra a Figura 1%. Porém, ela também pode estar associada
com prejuizos ao paciente, como por exemplo, o trauma causado devido ao contato do
sangue com o material ndo biocompativel da CEC e pelo tipo de fluxo de perfusdo
tecidual, os quais provocam um aumento da resposta inflamatdria, podendo levar a
consequentes danos clinicos ao paciente, como disfun¢io cognitiva e lesdo renal aguda’.

Atualmente, a anestesia para cirurgia de revascularizacdo do miocardio segue uma
abordagem que visa combater as lesdes de isquemia e reperfusdo (IR) através do pré-
condicionamento cardiaco isquémico remoto e farmacoldgico, como o proporcionado
pelos anestésicos inalatorios, o que pode gerar uma reducao nos processos inflamatérios

associados a CEC®”’,
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Figura 1 — Modelo esquematico do circuito de circulagdo extracorpérea e seus principais

componentes

Detector de

Bomba
centrifuga

Capturador
de bolhas

/ Linha
venosa

eletronica

Oxigenador

arterial |

Bomba de rolete

O sangue do individuo ¢ drenado pela via venosa (azul), passando pelo chamado oxigenador, onde ocorrem
as trocas gasosas (retirada do CO2 e entrada de O2) e depois devolvido ao corpo do paciente oxigenado

pela via arterial (vermelho). Fonte: Adaptada de Alsatli (2012).

1.2 A resposta inflamatoéria durante a CEC e suas consequéncias

Durante o periodo da CEC ocorre uma superexposi¢cdo de elementos sanguineos
ao revestimento nao endotelial do circuito, essa exposicao ativa o sistema complemento
através da via alternativa e o sistema de coagulacdo pela via do fator XIla com producdo
de bradicininas e consequente ativacdo da via intrinseca. Concomitantemente, ocorre a
lesdo endotelial propriamente dita que expde o fator tecidual e ativa a via extrinseca,
porém a resposta inflamatoria estara completa quando a injuria das lesdes de IR acontece
no cenario da cirurgia cardiovascular com CEC3.

Em funcdo desse processo existem inumeras alteracdes fisioldgicas associadas
que podem afetar o sistema nervoso central, os rins, o figado, os pulmdes e o coragao.

Essas alteragdes sdo decorrentes dessa injuria que tem inicio durante a CEC, e que
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produzem repercussoes sistémicas capazes de desregular toda homeostase do organismo.
Em relagdo aos problemas inerentes a cirurgia cardiaca com CEC destacam-se aquelas
relacionados ao sistema nervoso central. Atualmente, 25% a 80% dos pacientes evoluem
com algum déficit cognitivo e 1% a 5% podem sofrer um acidente vascular encefalico
(AVE)“.

O sistema de defesa que ¢ ativado ao entrar em contato com o circuito nao
biocompativel da CEC produz resposta inflamatoria pela ativagdo de leucocitos e
consequente liberagdo de marcadores, como a elastase Polimorfonuclear (PMN-elastase),
as interleucinas 1 beta, 6 € 8 (IL-1b, IL-6 ¢ IL-8) e fator de necrose tumoral alfa (TNFa)®
que juntos podem provocar as alteragdes organicas.

O processo inflamatorio, que ¢ inerente ao procedimento, podera ser mais ou
menos intenso dependendo de alguns fatores como: a idade dos pacientes, cirurgias
combinadas, arteriopatias extracardiacas e niveis sanguineos de leucocitos pré e pos-
operatorios (especialmente nas primeiras 24 horas pds cirurgia cardiaca), como observou
uma coorte retrospectiva que analisou dados de 502 pacientes submetidos a cirurgias

cardiacas com CEC'?,

1.3 Anestésicos Inalatérios na CEC e sua influéncia na resposta inflamatoria

Atualmente, alguns estudos vém tentando demonstrar que a resposta inflamatdria
durante a CEC pode ser atenuada quando ha o uso de agentes anestésicos inalatorios (Al),
em particular, o sevoflurano’. Agentes inalatorios como sevoflurano sdo capazes de
reduzir os efeitos do processo de IR, conhecido como pré-condicionamento tecidual.
Acredita-se que essa resposta seja devido a atenuacdo na liberacdo de marcadores
inflamatorios!! e/ou a preservagdo do glicocalix vascular que é um componente
importante na estabilidade do endotélio'>!3. No entanto, até 0 momento existem poucos
trabalhos que confirmam esse beneficio na cirurgia cardiaca com CEC.

Segundo dois grandes estudos, os Al sdo capazes de reduzir o risco de infarto pds-
operatorio e algumas outras vantagens como redugao no tempo de intubagdo e do tempo
de internagdo na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) e hospitalar. Esses estudos
demonstraram inclusive impacto na mortalidade pds-operatoria'®!>. Tendo sido
analisados aproximadamente 40 mil intervengdes cirurgicas somando os dois estudos
citados, temos um grande indicio da importancia dos Als nos desfechos cardiacos e nao

cardiacos no pos-operatorio.
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O uso de AI durante a CEC foi descrito pela primeira vez em 1974!. Sua
utilizagdo em cirurgia cardiaca vem sendo justificada por promoverem um maior efeito
cardioprotetor e por evidéncias de redugdo da mortalidade-!”-!%!°, Apesar da técnica para
a sua utilizagdo durante a CEC seguir um método adaptado, esta pode ser feita de forma

segura desde que alguns aspectos técnicos de instalagdo sejam seguidos®” (Figura 2).

Figura 2 — Esquema da adaptag@o do vaporizador calibrado ao circuita da CEC
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Note que o fluxo de gas que sai do Blender deve passar por dentro do vaporizador antes de chegar misturado
ao agente (anestésico inalatorio) no oxigenador de membrana. Fonte: Adaptado de Nigro Neto e

colaboradores (2016).

Quando comparado a outros agentes anestésicos, o uso do Al durante toda a
cirurgia, inclusive durante a CEC, apresenta uma menor elevacdo dos valores de
troponina I, o que pode significar um impacto importante nos desfechos pos-
operatorios?!.

Em 2007, o American College of Cardiology/American Heart Association
(ACC/AHA) recomendou o uso dos Als em cirurgias ndo cardiacas, € a manutengdo da
anestesia geral em pacientes de risco para evento coronariano agudo. E em 2011, foi
publicado o primeiro consenso mundial de condutas que reduzem a mortalidade dos
pacientes submetidos a cirurgia cardiaca. Dentre essas condutas, destaca-se a

administra¢do de Al halogenado durante a cirurgia®’. Baseado nesses conceitos, o uso de



25

Al halogenado passou a se relacionar ndo apenas com a manutencao da anestesia geral,
como também numa possivel terapéutica para o paciente cardiopata.

Nos trabalhos que avaliam o efeito dos anestésicos inalatorios na reducdo da
resposta inflamatoria durante a CEC, o sevoflurano tem sido o mais utilizado?*?+%,
Acredita-se que o sevoflurano contribua para a protecdo de 6érgios-alvo no processo de
IR que ocorre durante a CEC?. No entanto, o mecanismo pelo qual essa prote¢do
acontece pressupde seu papel na redugdo da resposta inflamatoria, porém essa hipotese
ainda ndo esta completamente elucidada.

Uma das hipdteses seria que o sevoflurano poderia agir na via dos canais de célcio
(Ca?*") do tipo L, semelhante ao que ocorre com o pré-condicionamento isquémico em
que a entrada de célcio na célula evitaria apoptose do musculo cardiaco?’. A IR parece
fazer com que os radicais livres de oxigénio ativem uma via de sinalizagdo associada ao
gene anti-oxidante Bcl-2 (B-cell lyphoma protein 2) que diminuiria o processo apoptotico
dos musculos cardiacos de ratos®®. Assim também teriamos uma ag¢do do sevoflurano nos

orgdos que também passam pelo processo de IR durante a CEC.

1.4 Origem e papel dos miRNAs no processo epigenético

O termo epigenética se refere a mudangas fenotipicas que nao envolvem qualquer
alteracdo na sequéncia do acido desoxirribonucleico (DNA), ou seja, fatores moleculares
e processos em torno do DNA que sdo estaveis na mitose e regulam a atividade do genoma
independentemente da sequencia de DNA?. Os processos epigenéticos incluem, entre
outros fatores, a metilagdo e acetilacdo do DNA e/ou histonas, e a regulacdo pods

transcricional através da a¢do dos microRNAs (miRNAs) (Figura 3)*.
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Figura 3 — Mecanismos epigenéticos de regulacio génica
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vermelha sobre a cromatina. Fonte: Adaptada de Matouk ef al. (2008).

Em células de mamiferos, o processo pos-transcricional ¢ regulado por dois
sistemas principais: as proteinas ligantes de 4cidos ribonucleicos (RNA) - (RBPs) e os
RNAs ndo codificadores, como miRNA e longosRNAs (IncRNA). As RBPs atuam no
processamento do pré-RNA mensageiro (pré-mRNA) e do RNA mensageiro (mRNA),
incluindo as etapas de transporte, armazenamento, estabilidade e o processo de
tradugdo’!3233,

Os miRNAs sdao moléculas pequenas de RNA ndo codificadoras com ampla
atividade regulatéria nos processos pos-transcricionais de genes envolvidos na
fisiopatologia de varias doencas. Eles atuam ligando-se na regido 3’ nao-traduzida (3’-
UTR) do transcrito alvo para reprimir a tradugdo do mRNA ou degradando-o diretamente.
Foi sugerido que os mRNAs com padrdo de expressao similar sejam regulados por fatores
de transcrigdo e miRNAs que estejam na mesma via metabolica ou de sinalizagdo™.

Os miRNAs estdo presentes no nucleo celular, citoplasma e mitocondrias, mas

também podem ser encontrados no ambiente extracelular. Porém, tudo comega na parte
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nuclear da célula onde se da a transcricdo do miRNA como uma dupla fita que sera clivada
em uma fita simples, depois de transferida para o citoplasma, onde vai exercer sua fun¢ao
de regular a tradu¢do dos mRNA e finalmente inibindo a sintese proteica significando que

alguma reag¢do inerente a uma determinada proteina deixara de acontecer (Figura 4).

Figura 4 — Biogénese do miRNAs
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Deve-se observar como os miRNA inibem o processo de tradu¢do do RNA mensageiro em uma nova
proteina. Fonte: Adaptado de Vrijens ef al. (2015).

1.5 Papel dos miRNAs nas doencas e no uso de anestésicos inalatorios

Os miRNAs regulam vdarios mecanismos biologicos, como diferenciacao,

proliferacdao e morte celular, desenvolvimento embrionico, metabolismo e regulagdo dos

processos bioquimicos®>. Alguns estudos tentam demonstrar que a desregulagdo de
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miRNAs contribuem significativamente na patogénese de diversas doengas, incluindo o
cancer colo retal e a leucemia linfocitica®6-’.

Um recente estudo avaliou o mecanismo de agdo do sevoflurano na cirurgia de
cancer de tireoide por tumor papilifero e observou que o mesmo foi capaz de diminuir a
expressao do miR-155, um miRNA com participagdo na prolifera¢do de células tumorais

de diversos tipos de canceres’®.

1.6 Papel dos miRNAs na resposta inflamatoria

A expressdo de miRNAs circulantes tem sido estudada em algumas doencgas
cardiovasculares, como fibrilacdo atrial pos-operatoria (FAPO). Nesse estudo, os autores
mostraram que os miR-23 e miR-26a estdo significantemente menos expressos no grupo
que desenvolveu FA no periodo pos-cirurgia de revascularizagdo do miocardio com
CEC*. Os miRNAs também modulam a resposta imune inata e adaptativa contra
diversos patdgenos, portanto podem influenciar na resposta inflamatoria e na progressao

das infecgdes**H

. Um estudo detectou em macréfagos um aumento da expressdo da
interleucina 10 (IL-10) em resposta a ligacdo competitiva do miR-4661 com o sitio de
ligagdo da tristetraprolina, proteina envolvida na degradagdo do mRNA*2. Enquanto os
miRNAs miR-10a, miR-126, miR-31 e miR-17-3p estdo intimamente associados com a
modulag¢do da resposta inflamatdria associada a formagdo de placas ateroscleroticas,
principal mecanismo responsavel pelo evento isquémico agudo®.

Os miRNAs estdo envolvidos ainda em doengas complexas, como a obesidade e
resisténcia a insulina, por terem como alvo multiplos mRNAs, os quais podem ser
desestabilizados por um unico miRNA. Embora seja pouco conhecido o envolvimento
deles no tecido adiposo, sabe-se que sdo reguladores no desenvolvimento dos adip6citos
que em individuos obesos sdo relatados como responsaveis por um perfil de secrecio e
funcdo endocrina alteradas, resultando no aumento da liberacdo de adipocinas e
moléculas pro-inflamatdrias, como fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e interleucina 6
(IL-6). Esses por sua vez sdo responsaveis na inducdo de resisténcia a insulina no musculo

esquelético* e estdo diferentemente expressos em pacientes sadios € obesos™®.
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1.7 Como o sevoflurano pode atuar no processo epigenético

A epigenética oferece uma ponte que conecta o ambiente e 0 genoma. Assim,
alguns fatores ambientais, incluindo o uso de alguns medicamentos, podem causar
mudangas epigenéticas®®. Essas mudangas permitem que as células se adaptem e
respondam a mudancas do ambiente e tem um papel importante na reprogramagao
genética da célula levando-a para um fenotipo de tolerancia ou sobrevivéncia®®.

Alguns estudos sugerem uma possivel contribuicdo do sevoflurano na expressao
de miRNA responsaveis pelo controle da sintese e liberagdo de citocinas, entre as quais
estdo as moléculas envolvidas na resposta inflamatoria que ocorre no processo de IR com
o uso da CEC*.

A partir das observagdes de alguns grupos de pesquisa levantou-se a hipotese de
que a cardioprotecdo em resposta ao pré-condicionamento tecidual pode ser induzida por
isquemia em orgaos a distancia, levando a descri¢do do pré-condicionamento isquémico
remoto do miocardio (PIRM). O PIRM gera duas fases de prote¢do: a fase precoce (ou
imediata) e a fase tardia (24 horas ap6s a inducdo da isquemia e que se prolonga por pelo
menos 48 horas)*’.

Nesse sentido, tem-se atribuido uma atuagdo do sevoflurano sobre varias vias
endogenas que produzem um efetor final capaz de promover a protecao miocardica. Essas
vias podem incluir canais de potassio mitocondriais dependentes de adenosina trifosfato
(K*atp), 0s receptores ligados a proteina-G, proteina cinase C (PKC) e as espécies reativas

de oxigénio (ERO)*(Figura 4).
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Figura 5 — Vias de agdo do Sevoflurano no nivel intracelular
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As linhas tracejadas representam os locais de acdo do anestésico e as linhas cheias sdo as cascatas de sinais
potenciais. ROS = Reactive Oxygen Species (Espécies Reativas de Oxigénio); PKC = Protein Kinase-C
(Proteina Cinase-C); G = Protein-G; K" = Potassio. Fonte: Adaptado de Tanaka et al. (2004).

O PIRM provoca a producdo e/ou liberacdo de varias substancias pelo tecido
isquémico, as quais vao induzir cardioprotecao por mecanismos neuronais e¢/ou humorais.
A hipdtese humoral defende que o estimulo isquémico leva a produgdo de vérias
substancias que, entrando em circulagdo, atingem o miocardio e exercem ai o seu efeito
protetor. Tanto na fase precoce quanto na fase tardia de protecdo, sdo desencadeadas
modificacdes da expressdo de genes nos cardiomidcitos e leucdeitos no periodo que se
segue a isquemia miocardica, envolvidos na resposta do miocardio as lesdes oxidativas e
inflamatorias®’.

Além disso, o mecanismo de PIRM parece levar a alteracdes epigenéticas anti-
inflamatoérias nos leucocitos circulantes (supressdo de proteinas envolvidas na
quimiotaxia, adesdao, migracao, exocitose, apoptose e imunidade inata) nos primeiros 15
minutos ap6s o estimulo e, principalmente, depois de 24 horas, quando da janela tardia
de prote¢do. Como diversas pesquisas t€m mostrado, o pré-condicionamento isquémico
pode levar a mudangas epigenéticas, que participam da prote¢do tecidual®®.

Conforme visto anteriormente, alguns beneficios tém sido atribuidos ao

sevoflurano em diferentes tecidos e com diferentes consequéncias®!. Embora ndo se saiba
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ao certo qual mecanismo esta por tras dessas diferentes atuacdes do anestésico acredita-
se que em todos os casos o pré-condicionamento tecidual pode ser o ponto chave?®4%->0,

Alguns estudos sugerem uma contribui¢do do sevoflurano tanto na metilacao de
regides promotoras de genes quanto na expressdao de miRNA. Essa contribuicdo resultaria
em cardioprote¢dao e na reducdo da resposta inflamatéria que ocorre no processo de IR
com o uso da CEC>!'~2. Entretanto, esses resultados sdo decorrentes de estudos realizados
em animais ou linhagens celulares. Estudos realizados em humanos ajudariam a
responder melhor essa questao.

Portanto, baseado na hipdtese humoral da PIRM, a hipotese testada no presente
estudo foi que a exposicao ao sevoflurano durante a CEC ativa a regulacdo epigenética,
na sintese/expressao de moléculas de miRNA que consequentemente regulam a expressao
dos genes inflamatodrios e controlando a inflamagao.

Investigacdes sobre esse tema sdo de suma importidncia, uma vez que, nossa

compreensdo sobre os mecanismos epigenéticos regulados pelo sevofluorano e que

podem resultar no pré-condicionamento farmacologico, ainda ¢ muito vaga.
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2 OBJETIVO

Avaliar o efeito anti-inflamatério do Sevoflurano através da medida da PMN-
elastase e de miRNAs associados a resposta inflamatéria nos pacientes

submetidos a revasculariza¢do do miocardio com CEC.
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3 METODOS

3.1 Aspecto ético

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana (CEP) do
Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia de Sao Paulo (IDPC/SP) (ANEXO A) e esta
registrado em clinicaltrials.gov como NCT02672345 (ANEXO B).

Constando do Termo Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), requerido pelas
resolugdes CNS 196/96, 251/97 e 292/99, sobre diretrizes e Normas Regulamentadoras
de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos, do Conselho Nacional de Etica em
Pesquisa/Agéncia de Vigilancia Sanitaria, e as Boas Praticas de Pesquisa Clinica do ICH-
GCP, o qual foi protocolado em 15 de novembro de 2015, cujo numero ¢ 4617

(APENDICE A).
3.2 Periodo do estudo
Este estudo foi realizado entre agosto de 2016 e dezembro de 2020, no Instituto
Dante Pazzanese de Cardiologia, entidade associada da Universidade de Sao Paulo. As

principais fases e datas deste estudo estdo na tabela 1.

Tabela 1 — Principais fases e datas do estudo

Fases do estudo Datas
Recrutamento de pacientes Agosto/2016 — Junho/2020
Coleta de dados Agosto/2016 — Setembro/2020
Digitalizagdo e armazenamento de dados Margo/2019 — Outubro/2020
Analise estatistica Agosto/2020 — Outubro/2020
Dissertacdo do estudo Novembro/2020 — Dezembro/2020

Fonte: Autor (2020).

3.3 Casuistica

Esse estudo ¢ um ensaio clinico randomizado e prospectivo. O tamanho da
amostra foi baseado nos célculos realizados a partir dos dados fornecidos pelos autores
de um artigo experimental’® que avaliaram a resposta inflamatoria pela medida da PMN-

elastase cuja diferenca em ng/ml maior que 50% entre as médias dos grupos que



36

utilizaram ou ndo o anestésico volatil sevoflurano durante o maior periodo de CEC
aplicada por aqueles autores (90 minutos), cujo desvio padrao (DP) de 30,71, um nivel de
significancia de 5% e uma poténcia da amostra de 80% gerou o numero de 100 pacientes
como tamanho amostral necessario para obter uma resposta confiavel para o objetivo
principal.

Todos os pacientes do estudo foram submetidos a cirurgia de revascularizagao do
miocérdio com CEC de forma eletiva, sendo os pacientes randomizados em 2 grupos:

Grupo SEVO: uso do Sevoflurano durante a CEC

Grupo CONTROLE: sem uso de Sevoflurano durante a CEC

Todos os procedimentos relativos a CEC foram uniformizados, incluindo os
oxigenadores de membrana utilizados (Nipro modelo Brizio).

O processo de randomizacdo foi feito usando o programa de computador
Microsoft® Excel® cuja ordem dos pacientes foi escondida em envelopes foscos lacrados
contendo os numeros “1” para o Grupo SEVO e “2” para o0 Grupo CONTROLE os quais

foram abertos pelo autor do estudo, somente quando o paciente chegava a sala cirargica.

3.4 Critérios de Inclusiao

- Idade igual ou superior a 18 anos
- Cirurgia de revasculariza¢cao do miocérdio eletiva com CEC

- Assinatura do termo de consentimento livre esclarecido

3.5 Critérios de Nao-inclusao

- Uso de corticoides ou medicamentos anti-inflamatorias de rotina, utilizados em
menos de 24 horas antes do procedimento

- Presenga de asma, Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC), doengas
autoimunes

- Participagdo em outros estudos clinicos

- Presenca de insuficiéncias cardiaca (classe funcional IV), hepatica ou renal

- Cirurgia combinada eletiva (ex.: correcdo de aneurisma da aorta +
revascularizacdo do miocardio)

- Infarto agudo do miocérdio nos ultimos 30 dias

- Angina instavel
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- Obesidade grau III (IMC>40kg/m?)

3.6 Técnica Anestésica e CEC

3.6.1 Anestesia

Todos os pacientes foram avaliados previamente, no entanto ndo foi prescrito
medica¢do pré-anestésica para nenhum deles.

Ap0s entrada na sala operatdria, todos os pacientes foram monitorizados com
cardioscopia, oximetria de pulso, pressdo nao invasiva e indice bispectral (BIS — BIS
Vista™; Covidien) presentes no monitor multiparamétrico (Drager modelo Infinity®
Delta). A seguir, vendclise em membro superior direito com Jelco 16 Gauge sendo que
todos os pacientes receberam midazolam (Cristalia®) 1mg endovenoso (EV) (10 a 15
minutos pré-inducdo). Realizada puncdo da artéria radial esquerda para monitorizagao
continua da pressao arterial invasiva.

A indugdo da anestesia foi feita em todos os pacientes com sufentanil (Cristalia®)
0,3ug.kg! EV, etomidato (Cristdlia®) 0,2-0,3mg.kg™! e pancurdnio (Cristalia®) 0,08-
0,1mg.kg!. Apds a indugdo e intubagdo com laringoscopia direta foi iniciada ventilagdo
mecanica controlada a volume do paciente [volume corrente de 6 mL.kg!, pressdo
positiva expiratoria final (PEEP) de 5 cmH>O, e frequéncia respiratoria para manter a
tensdo expirada final de CO; entre 35-40 mmHg]. A manuten¢do pré-CEC da hipnose foi
feita através de midazolam (Cristalia®) em bomba de infusdo continua (BIC) (LIFE
MED modelo LF 2001) numa dose que variou de 0,03-0,2 mg.kg'.h"! EV no intuito de
manter o valor do BIS entre 40 e 60 até¢ inicio da CEC para todos os pacientes
selecionados no estudo, independente do grupo para o qual foram randomizados. O
sistema anestésico para ventilacdo mecanica usado foi o aparelho da Drager (modelo

Primus), um sistema semifechado.

3.6.2 ACEC

Todos os pacientes foram anticoagulados com heparina (Cristalia®) (400 U/kg).
Apo6s tempo de coagulagdo ativado (TCA) > 480 segundos, realizado canulagdo da aorta
e das veias cavas superior e inferior pelo cirurgido. Iniciada, portanto, a CEC e em seguida

resfriado o paciente a uma temperatura entre 30-32° C (CEC hipotérmica).
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O circuito da CEC foi preparado usando 1.400 mL de soluc¢ao fisioldgica a 0,9%
(SF 0,9%) (Cristalia®), 100 mL de albumina 20% (Cristalia®) e 5000 U de heparina
(Cristalia®). O sistema pH-Stat para andlise dos gases de sangue foi utilizado para
controlar o equilibrio dcido-base em todos os pacientes. O fluxo sanguineo alvo durante
a CEC foi de 2,4 L.min"!.m? e aumentado para 3,2 L.min"!.m, para manter a satura¢do
venosa central de oxigénio acima de 75%. O TCA foi de pelo menos 480 segundos
durante a perfusdo. A taxa de fluxo de gases frescos fornecido ao oxigenador de
membrana foi adaptada pelo perfusionista para manter a pressdo parcial arterial de
didxido de carbono entre 35 a 45 mmHg. A concentragdo de oxigénio (O2) na mistura de
gases entregue ao oxigenador variou de 30-80%, dependendo da pressdo parcial de
oxigénio arterial, com uma pressao parcial de Oz alvo acima de 80 mmHg medida no
fluxo arterial oxigenado.

Apo6s o inicio da CEC todos os pacientes selecionados para o grupo SEVO
receberam o anestésico inalatdrio sevoflurano (Cristalia®) através de um vaporizador
calibrado (Drager modelo Vapor 3000) instalado na CEC e ligado ao circuito pelo fluxo
de gases frescos. A manuten¢do da hipnose nesse grupo foi feita através da dose que
variou de 0,7 a 1,5 vezes a Concentracdo Alveolar Minima (CAM) do sevoflurano
(Cristalia®), ou seja, entre 1,5 e 3,0% no dial do vaporizador, desde o inicio da CEC, de
acordo com os valores de BIS (mantidos entre 40 e 60). No grupo CONTROLE a hipnose
foi mantida através da permanéncia da infusdo continua de midazolam (Cristdlia®) em
BIC, mantendo o valor do BIS entre 40 e 60 durante todo o periodo da CEC.

A partir do final da perfusdo (término da CEC), os pacientes do grupo SEVO
voltaram a receber a dose de manuten¢ao do midazolam (Cristalia®) em BIC e os
pacientes do grupo CONTROLE permaneceram com a dose do midazolam (Cristalia®)
em BIC que receberam desde o inicio da anestesia, mantendo o valor do BIS entre 40 e

60.

3.7 Protocolos de resgate

Em relagdo a monitorizagdo para o controle da hipnose dos pacientes durante
toda a cirurgia, foram utilizados os valores do BIS. Caso os valores permanecessem > 60
por um periodo > 30 segundos, o dial do vaporizador de sevoflurano (Cristalia®) era
aumentado até¢ 1,5 CAM (3%) para manter os valores de BIS entre 40-60 nos pacientes

do grupo SEVO. Em caso de insucesso nesta etapa, era administrado midazolam
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(Cristalia®) 3 mg intravenoso em bolus até alcangar um valor de BIS < 60. No grupo
CONTROLE caso o BIS permanecesse > 60 por um periodo > 30 segundos era
administrado midazolam (Cristalia®) 3 mg intravenoso em bolus até alcangar um valor
de BIS < 60.

Em relacdo a PAM, se valores de PAM > 80 mmHg, o dial do vaporizador era aumentado
até¢ o maximo de 1,5 CAM (3%) para manter uma PAM < 80 mmHg e valores de BIS ndo
<40 por um periodo > 30 segundos nos pacientes do grupo SEVO. Em caso de insucesso
nesta etapa, era administrado sufentanil (Cristalia®) 50 pg intravenoso e na sequéncia
iniciada infusdo continua em BIC de nitroprussiato de sodio na dose de 0,3-2,5 pg.kg
I min! até alcance da 60 mmHg < PAM < 80 mmHg. Nos pacientes do grupo
CONTROLE era administrado sufentanil (Cristalia®) 50 pg intravenoso caso PAM > 80
mmHg para manter uma 60mmHg < PAM < 80 mmHg e valores de BIS nao <40 por um
periodo > 30 segundos. Em caso de insucesso era iniciada infusdo continua em BIC de
nitroprussiato de sodio (Cristdlia®) na dose de 0,3-2,5 pg.kg!.min"!. Caso os valores da
PAM < 60 mmHg, era administrado inicialmente fenilefrina (Cristalia®) 50 ng
intravenoso em bolus. Em caso de insucesso era iniciada dose de noradrenalina

(Cristalia®) em infusio continua em BIC na dose de 0,01-1pg.kg!.min!,

3.8 Coleta de dados

Foi utilizada uma ficha para coleta de dados de pré e pods-operatdrios inerentes a
cada paciente participante do estudo (APENDICE B).

Nessa ficha foram anotadas informagdes biodemograficas como: peso, altura,
idade, indice de massa corporal (IMC), comorbidades (diabetes, hipertensdo arterial
sistémica, dislipidemia e tabagismo), classificacdo do estado fisico da American Society
of Anesthesiologists (ASA), classe funcional da New York Heart Association (NYHA),
niamero de leucocitos pré-operatorio e medicacdes de uso regular como beta-
bloqueadores, inibidores da enzima de conversdo da angiotensina (IECA), bloqueadores
do receptor de angiotensina (BRA), diuréticos, bloqueadores dos canais de calcio,
estatinas, digitalicos, nitratos e outras medicagoes.

Além disso, foram anotados dados clinicos pds-operatorios sobre tempos
cirurgico e anestésico, tempo de perfusdo e anoxia. Anotadas também as complicacdes

pos-operatorias na UTI como arritmias, reintubagdes, sangramento > 3ml/kg/h,
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vasoplegia, transfusdo maciga, parada cardiocirculatoria (PCR) e obito, tempos de
ventilacdo mecanica, permanéncia na UTI e mortalidade em 30 dias.

Para a determinacdo da concentragdo plasmatica dos marcadores inflamatorios
PMN-elastase, IL-1b, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNFa, TGFb, analise de expressdo génica
e de miRNA, foram coletadas amostras de sangue dos pacientes dos grupos SEVO e do
grupo CONTROLE em dois momentos distintos:

- TO: Pré-CEC (minutos antes do inicio da CEC) — Tempo Pré-CEC

- T1: 90 minutos pés-inicio da CEC — Tempo p6s-CEC

Os dados foram armazenados em um banco de dados computadorizado, sendo as
identidades dos pacientes preservadas, e enviados aos Laboratérios de Biologia
Molecular e de Estatistica do IDPC. Todo o material bioldgico coletado (sangue) foi
armazenado e sera mantido por cinco anos e, depois desse prazo, serd descartado, segundo

as normas da Agéncia de Vigilancia Sanitaria.

3.9 Determinacio da concentracio plasmatica dos marcadores inflamatorios

Para a determinagdo da concentracdo plasmatica de IL-1b, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
4, TNFa, TGFbl e PMN-elastase foram utilizadas amostras de plasma obtidas a partir do
sangue total periférico colhido em tubo contendo anticoagulante EDTA. Os tubos foram
centrifugados, sob refrigeragdo a 4° C, no maximo 30 minutos apds da coleta para a
separacdo do plasma que foi armazenado imediatamente a -80°C até o momento do uso.

As concentragdes foram determinadas através da tecnologia multiplex, utilizando
o sistema de detecgdo Luminex® 100™ (Luminex Corporation), disponivel no
Laboratorio de Biologia Molecular Aplicado ao Diagnostico na Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo, coordenado pelo Prof. Dr. Mario Hiroyuki
Hirata. Os ensaios foram analisados no programa xPONENT 3.1.

As proteinas foram dosadas com os seguintes kits customizados Milliplex Map
Kits (EMD Millipore Corporation):

1. Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel (HCYTOMAG-60K) para
determinagdo da concentracdo plasmatica das IL-1p, IL- 6, IL-8, IL-10, IL-4 e
TNFa;
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2. Human Sepsis Magnetic Bead Panel 3 (HSP3MAG-63K) para determinacdo da
concentragdo plasmatica da PMN-elastase.
3. TGF-p1 Magnetic Bead Single Plex Kit (TGFBMAG-64K-01) para determinagdo

da concentragdo plasmatica daTGF-f1.

3.10 Analise de expressiao génica de citocinas e de miRNA leucocitarios

3.10.1 Extragao do RNA de leucocitos circulantes

O RNA total (incluindo os miRNA) dos pacientes foi extraido de
leucdcitos a partir de amostras de sangue total coletado em tubo contendo anticoagulante
EDTA. Os tubos foram centrifugados, no maximo 30 minutos apds a coleta, para a
separagdo do Buffy coat. A extracdo foi realizada utilizando o reagente TRIzol™
(Invitrogen) e cloroféormio, e em seguida purificado com alcool isopropilico 100% e
lavado com etanol 75% por 3 vezes para eliminacdo de contaminantes com potencial de
inibi¢do da qPCR. A quantificagdo do RNA obtido foi realizada utilizando o equipamento
Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen). Para a quantifica¢io foi utilizado o kit QUBIT®RNA
HS Assay (Invitrogen). O RNA extraido foi mantido em freezer -80°C até o momento do

uso.

3.10.2 Analise de expressao génica das citocinas

A sintese do cDNA foi realizada utilizando 600ng de RNA total e os reagentes do
kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems™), seguindo as
instrugdes do fabricante. A RT-PCR foi realizada em termociclador (Mastercycler
Personal), nas seguintes condi¢des: 25°C por 10 minutos; 37°C por 120 minutos e 85°C
por 5 minutos. O cDNA obtido foi armazenado a -20°C até o momento do uso. A escolha
do gene de referéncia foi realizada com o auxilio do programa geNorm (Primer Design
Ltd.). Para isso foram avaliados os seguintes genes enddgenos: gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), beta 2-microglobulina (B2M), hipoxantina
fosforobosiltransferase 1 (HPRTI), complexo da succinato desidrogenase subunidade A
flavoproteina (SDHA), ubiquitina C (UBC) e hidroximetilbilano sintase (HMBS). Desses,
0 que apresentou menor variagdo de expressao entre as amostras nas diferentes condi¢des

do estudo foi utilizado como normalizador na etapa da PCR quantitativa.
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A quantificagdo relativa da expressdo do mRNA dos genes IL/B, IL6, CXCLS,
IL10, IL4, TNFA, TGFBI e ELANE foi realizada pela PCR em tempo real utilizando o
sistema de deteccdo TagMan®™ Gene Expression Assay (Applied Biosystems™), os
reagentes fornecidos no Kit Quantifast® Multiplex PCR (Qiagen), ¢ o sistema
automatizado RotorGene® (Qiagen). A reacdo da PCR ocorreu no formato multiplex,
por essa razao as sondas MGB dos genes alvos foram marcadas com o fluoréforo FAM,
enquanto a sonda para o gene normalizador foi marcada com o fluoréforo VIC.

Todas as reacdes foram realizadas em duplicata e controles negativos (sem adi¢ao
de cDNA) foram utilizados afim de verificar possiveis contamina¢des dos reagentes. A
PCR ocorreu nas seguintes condigdes: um ciclo de 10 min a 95°C (ativacdo da enzima
Hot Star Taq); 40 ciclos de 15 segundos a 95°C (desnaturacdo) e 15 segundos a 60°C
(hibridizagdo e extensdo). Os dados foram analisados utilizando o programa Rotor-Gene
Q — Pure detection (Qiagen). Para a quantificagcdo relativa da expressdo génica foi

utilizado 0 método comparativo de Ct, com base na formula: 2-44Ct 33,

3.10.3 Analise da expressdao de miRNA leucocitérios

Para a analise de perfil de expressdo de miRNA selecionou-se aleatoriamente 10
pacientes do grupo SEVO e 10 pacientes do grupo CONTROLE para a identificar os
miRNA diferentemente expressos através do sistema miScript™ miRNA PCR Array
Human Inflammatory Response & Autoimmunity (Qiagen). Para a sintese de cDNA foi
utilizado o kit miScript II RT Kit (Qiagen). A expressdo de miRNA foi analisada pela
PCR em tempo real utilizando o sistema de deteccio SYBR® Green. Os resultados da
PCR foram analisados utilizando o software miScript miRNA PCR Arrays & Assay Data
Analysis Software (Qiagen) disponivel no QIAGEN GeneGlobe Data Analysis Center. O
programa ¢ constantemente atualizado, por isso, ndo possui nimero de versdo, mas as

andlises foram realizadas no periodo de agosto a setembro de 2020.

3.11 Analise estatistica

Os resultados foram analisados usando o software SPSS 20 (SPSS Inc., Chicago,

IL, EUA) e o nivel de significancia adotado foi p < 0,05. Antes de realizar testes
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comparativos de varidveis quantitativas, foi avaliado se os pardmetros seguem uma
distribui¢do normal pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para dados paramétricos, o teste
t de Student foi usado. Para dados ndo paramétricos, 0 Mann-Whitney. Para comparagado
ao longo do tempo o teste ANOVA para medidas repetidas. Para comparar as frequéncias
das varidveis qualitativas, foi realizado o teste Qui-quadrado (y?) ou o teste exato de

Fisher.
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4 RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1 Dados biodemograficos, clinicos pré e pos-operatorios e medicagdes pré-

operatorias

O estudo incluiu 100 pacientes submetidos a cirurgia de revascularizagdo do
miocardio com CEC (Figura 6). A tabela 2 apresenta os dados biodemograficos e clinicos

pré-operatorios dos pacientes, onde observa-se homogeneidade dos dados entre os grupos

SEVO e CONTROLE.

Figura 6 — Etapas de coleta das amostras de sangue nos dois grupos do estudo (SEVO e

CONTROLE) que passaram por analise molecular

100 pacientes de
Revascularizagdao com CEC

SEVO (50) CONTROLE (50)

TEMPO PRE-CEC ,

TEMPO POS-CEC _

POS-CEC

il

CEC, Circulagao Extracorporea; SEVO, Grupo do Sevoflurano. Fonte: Autor (2020).

A média de idade dos participantes para ambos os grupos foi de 62 anos, com a
prevaléncia do sexo masculino (76%). Com relagdo as comorbidades pré-existentes

houve um predominio de pacientes com hipertensdo arterial sistémica e diabetes
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melito. Indice de  massa corporea com sobrepeso, dislipidemias e habitos de
fumar, entretanto tiveram uma distribuicao equitativa entre os grupos.

O tempo de anestesia, de cirurgia, assim como tempo de perfusdo
e anoxia nao mostraram diferencas significativas entre os dois grupos avaliados. O
estado fisico segundo critério da American Society of Anesthesiologists (ASA) mostrou
uma prevaléncia dos participantes do tipo III (pacientes com doenca sistémica grave, que
envolve limitagdes, porém ndo incapacita). De igual modo, segundo a classificagdo da
limitagdo da atividade fisica da New York Heart Association (NYHA) a classe funcional
mais prevalente foi do tipo II (sintomas leves durante as atividades cotidianas).

A classificagio do risco de  mortalidade  cirargica  medida
pelo EuroSCORE mostrou que 100% dos pacientes do estudo sdo do grupo de baixo
risco, o que significa que o valor médio do escore dos dois grupos ficou entre 0 e 2 (Risco

baixo: 0 a 2; moderado: 3 a 5; alto: > 6). Sobre o niimero de leucdcitos nos dois grupos

ndo houve diferenga estatisticamente significativa (p=0,243).

Tabela 2 — Dados biodemograficos e clinicos pré-operatorios.

Variavel Valor d
Grupo Controle (50) Grupo Sevo (50) A :r €
Idade (anos) 62,70+7,5 (50) 62.96+8,4 (50) 0,878
Sexo F —32,0% (16) F-16,0% (8) 0,061°
Peso (Kg) 76.28+12,9 (50) 79,22+14,9 (50) 0,410
Altura (m) 1,65+0,1 (50) 1,67+0,1 (50) 0,2232
IMC (Kg/m?) 27,9944,1 (50) 28.30+4,4(50) 0,767*
Estado Fisi
stado Fisico ASA 11— 2,0% (1) ASA 11— 0% (0) 0237
ASA TIT - 98,0% (49) ASA T - 100% (50) ’
NYHA NYHA I - 94,0% (47) NYHA II - 96,0% (48) 0258
NYHA I - 6,0% (3) NYHA III - 4,0% (2) ’
EuroSCORE
1,26+1,0 (50) 1,33+1,0 (50) 0,243¢
Diabetes
50,0% (25) 56,0% (28) 0,548°
Hipertensdo arterial
88,0% (44) 94,0% (47) 0,290°
Dislipidemia b
78,0% (39) 64,0% (32) 0,123
Tabagismo
30,0% (15) 32,0% (16) 0,829°
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Numero de leucécitos 7982,40 £ 1951,32 8055,1 + 1808,93 0,654¢

Legenda: IMC= Indice de Massa Corporea; ASA= American Society of Anestesiology - Sociedade
Americana de Anestesiologistas; NYHA=New York Heart Association — Associa¢ao do Coracao de
Nova lorque; Sevo= Sevoflurano; EuroSCORE=FEuropean System for Cardiac Operative Risk
Evaluation - Sistema Europeu para Avaliagdo de Risco em Cirurgia Cardiaca; *= Teste Mann-Whitney;
b= Teste qui-quadrado; °= Teste likelihood ratio. Nota: As variaveis continuas sdo apresentadas como
média e desvio padrio, e as varidveis categdricas sdo apresentadas por porcentagem. O nlimero de casos
estd entre parénteses. Fonte: Autor (2020).

A tabela 3 mostra os medicamentos utilizados pelos pacientes em cada grupo do
estudo. Observa-se que o uso de inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA)
ou bloqueadores dos receptores de angiotensina (BRA), no pré-operatdrio foi mais
frequente no grupo SEVO (p=0,046). Salienta-se que o grupo SEVO apresentou uma
discreta diminuicao do nimero de usudrios de estatinas comparada com controle, apesar
de estatisticamente ndo significante (p=0,134). Os demais medicamentos ndo

apresentaram diferengas entre os grupos avaliados.

Tabela 3 — Uso de medicamentos entre os pacientes incluidos no estudo.

Grupos de medicamentos Grupo Controle (50) Grupo Sevo (50) Valor de p*
Beta-bloqueador 70,0% (35) 78,0% (39) 0,362
IECA ou BRA 72,0% (36) 88,0% (44) 0,046
Diurético 50,0% (25) 38,0% (19) 0,227
Bloqueador de Canal de Ca+ 24,0% (12) 22,0% (11) 0,812
Estatinas 86,0% (43) 74,0% (37) 0,134
Digitalicos 4,0% (2) 0% (0) 0,096
Nitrato 36,0% (18) 32,0% (16) 0,673
Outros 94,0% (47) 92,0% (46) 0,695

Legenda: IECA= Inibidores da Enzima Conversora de Angiotensina; BRA= Bloqueadores do
Receptor de Angiotensina; Sevo= Sevoflurano; p*= Teste Exato de Fisher. Nota: Os dados sao

apresentados por porcentagem e o nimero de casos entre parénteses. Fonte: Autor, 2020.

Dentre os dados clinicos pds-operatérios avaliados, houve diferenca estatistica
significativa no tempo de Intubagio Orotraqueal (IOT) em minutos, onde os pacientes do

grupo SEVO apresentaram um tempo maior (p=0,049) (Tabela 4).

Tabela 4 — Dados clinicos pos-operatorios

Variavel Grupo Controle (50) Grupo Sevo (50) Valor de p
Tempo anestesia (min.) 350,31 £ 72,0(50) 360.50 + 56,36(50) 0,293
Tempo cirurgia (min.) 271,94 £+ 69,4(50) 282,40 £ 57,2(50) 0,264*
Tempo perfusao (min.) 82,96 +30,9(50) 86,42 £25,3(50) 0,240°

Tempo anoxia (min.) 53,02 + 14,2(50) 57,10 + 16,1(50) 0,239°
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Tempo de ventilagdo mecanica 1300,50 = 1236,07 1303,60 + 464,65 0,049*
(min.)

Tempo de UTI (dias) 3,58 £2,425 3,0+ 1,796 0,11*
Complicagdes pods-op. 53,4% (31) 46,6% (27) 0,658¢
Mortalidade em 30 dias 4% (2) 6% (3) 0,212¢

Legenda: min.=minutos; IOT=Intubag¢do Orotraqueal; UTI=Unidade de Terapia Intensiva; *= Teste
Mann-Whitney; P= Teste qui-quadrado; °= Teste likelihood ratio. Nota: As varidveis continuas sdo
apresentadas como média e desvio padrio, ¢ as variaveis categéricas sdo apresentadas por porcentagem. O
numero de casos esta entre parénteses. Fonte: Autor (2020).

4.2 Avaliacio da expressdo génica de citocinas e de miRNA leucocitarios
4.2.1 Analise da expressao génica de citocinas

Na avaliacdo da expressdo dos principais genes das citocinas inflamatdrias
utilizou-se como gene de referéncia ou normalizador a beta 2-microglobulina (B2M),
obtido apds uma avaliacdo de varios genes selecionados para referéncia, considerado o
mais estavel nas condi¢des do estudo.

A figura 7 apresenta o efeito do anestésico Sevoflurano sobre a expressdo dos
mRNAs dos genes TGFBI, TNFA, ELANE, ILIB, CXCLS, obtidas de leucdcitos
circulantes antes e apdés CEC. Os resultados mostraram que ndo houve diferenca
estatisticamente significante nas expressdes de mRNA desses genes entre o grupo SEVO
e o grupo CONTROLE.

Os demais genes avaliados /L6, IL10, IL4 ndo mostraram expressao nos leucocitos

em um piloto realizado neste estudo (resultados ndo mostrados), que também foram

observados por outros estudos (https://www.ebi.ac.uk/gxa/home) e ndo foram mais

analisados.



Figura 7 — Efeito do anestésico sevoflurano sobre a expressao dos genes TGFBI, ELANE, IL1B,

CXCLS e TNFA durante a CEC
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Dados apresentados como graficos de boxplot, indicando mediana e intervalo interquatil dos valores de 2
ACt Sevo= Grupo que recebeu o Sevoflurano durante a CEC. CEC= Circulagdo Extracorpérea. TGFBI=
Fator de crescimento transformador beta 1; ELANE= Elastase expressa em neutrofilos; /L1B= Interleucina
1 beta; IL8= Interleucina 8 ¢ TNFA= Fator de Necrose Tumoral Alfa. Para comparacdo entre os grupos foi
utilizado o Teste de Mann Whitney. Fonte: Autor (2020).
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4.2.2 Analise da expressdao de miRNA leucocitarios

A expressao de miRNAs foi avaliada em 10 pacientes do grupo SEVO para anélise
comparativa com 10 pacientes do grupo CONTROLE nos tempos pré-CEC e pds-CEC,
utilizando a Human Inflammatory Response & Autoimmunity de 84 miRNAs.

O resultado da andlise do perfil dos miRNA relacionados com os genes de resposta
inflamatoria no grupo CONTROLE comparando o tempo pré-CEC e pos-CEC resultou
em onze miRNAs que foram identificados como diferentemente expressos, embora sem

significancia estatistica (Figura 8, Tabela 5).

Figura 8 — Analise de expressao diferencial de 84 miRNAs no grupo CONTROLE, no tempo
pré-CEC comparado com pos-CEC

Grupo Controle: Tempo Pré-CEC vs P6s-CEC

Log10 (Expressao normalizada no tempo Pos-CEC

Lc;g10 (Ex.presséovnormali.zada no.tempo I;'ré-CEc
®Regulagio + @ sem alteragio ® Regulagio -
Nove miRNs (em verde) tiveram expressao regulada negativamente no grupo SEVO (n=10) em relagdo ao
grupo CONTROLE (n=10), porém, ndo apresentaram significancia estatistica (p>0,05). Trés miRNAs
foram expressos positivamente (em vermelho) no grupo SEVO, mas sem significado estatistico. Fonte:

Autor (2020).
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Tabela 5 — miRNAs do grupo CONTROLE com expressdo diferenciada no tempo pré-CEC em
relacdo ao pos-CEC.

Identificacio do miRNA Regulacio (vezes) Valor de p
hsa-miR-96-5p 3,01 0,1648
hsa-miR-378a-3p -5,38 0,1597
hsa-miR-148a-3p 3,02 0,1717
hsa-miR-21-5p 3,51 0,1555
hsa-miR-100-5p -3,94 0,2271
hsa-miR-29a-3p -3,53 0,1268
hsa-miR-191-5p -3,61 0,1521
hsa-miR-143-3p -5,72 0,2040
hsa-miR-19a-3p 3,27 0,2956
hsa-miR-149-5p -3,12 0,2009

Fonte: Autor (2020).

Quando analisado o perfil de miRNA no grupo SEVO comparando o tempo pré-
CEC e p6s-CEC resultou em seis miRNAs que foram identificados como diferentemente
expressos (em verde), no entanto também sem significancia estatistica (Figura 9, Tabela

6).
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Figura 9 — Analise de expressao diferencial de 84 miRNAs no grupo SEVO, no tempo pré-CEC

comparado com pos CEC
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Seis miRNAs (em verde) tiveram expressao regulada negativamente no grupo SEVO (n=10) em relagdo ao

grupo controle (n=10), porém, ndo apresentaram significancia estatistica (p>0,05). Fonte: Autor (2020).

Tabela 6 — miRNAs do grupo SEVO com expressao diferenciada no tempo pré-CEC em relagao

ao pos-CEC.

Identificacio do miRNA Regulacio (vezes) Valor de p
hsa-miR-301a-3p -4,27 0,9817
hsa-miR-127-5p -3,29 0,5018
hsa-miR-29a-3p -4,79 0,5430
hsa-miR-98-5p -4,86 0,3835
hsa-miR-34a-5p -5,67 0,3175
hsa-miR-144-3p -5,13 0,4723

Fonte: Autor (2020).

Foi entdo comparado o resultado do perfil de miRNA entre os grupos

(CONTROLE X SEVO) no tempo pré-CEC, o que resultou em cinco miRNAs

diferentemente expressos, embora também sem significancia estatistica (Figura 10 e

Tabela?7).
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Figura 10 — Analise de expressao de 84 miRNAs no tempo pré-CEC

Pré-CEC: Grupo Sevo vs Controle

Log10 (Expressao normalizada do grupo Sevo)
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Cinco miRNAs (em verde) tiveram expressdo regulada negativamente no grupo SEVO (n=10) em relagao

ao grupo controle (n=10), porém, ndo apresentaram significancia estatistica (p>0,05). Fonte: Autor (2020).

Tabela 7 — Cinco miRNAs com expressao diminuida no grupo que usou sevoflurano no tempo

pré-CEC.

Identificagdo do miRNA Regulacio (vezes) Valor de p
hsa-miR-16-5p -3,09 0,1810
hsa-miR-181a-5p -4,31 0,3018
hsa-miR-93-5p -3,05 0,1419
cel-miR-39-3p -5,03 0,1200
cel-miR-39-3p -4,49 0,1078

Fonte: Autor (2020).

A mesma comparag¢ao foi feita no tempo p6s-CEC. Somente o0 miRNA let-7a-5p
teve a expressdo aumentada em 6 vezes no grupo que usou Sevoflurano, porém sem
significancia estatistica (p=0,0938). Outros 24 miRNAs apresentaram a expressao
significantemente reduzida no grupo SEVO quando comparado ao grupo CONTROLE
(Figura 11 e Tabela 8).
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Observou-se dessa forma para cada proteina dosada as seguintes reducdes na
regulagdo dos miRNA entre os grupos SEVO e CONTROLE: o TNFA teve uma redugdo
no hsa-let-7b-5p de -4,48 vezes, no hsa-miR-93-5p de -4,57, no hsa-let-7c-5p de -3,57
vezes, no hsa-let-7d-5p de -4,04, no hsa-let-7i-5p de -4,59 vezes, no hsa-miR-17-5p de -
4,72, no hsa-miR-186-5p de -5,45 vezes, no hsa-miR-20a-5p de -5,21, no hsa-let-7g-5p
de -3,46 vezes e no hsa-miR-16-5p foi de -5,56 vezes. A A IL-1B teve o miRs hsa-let-7b-
5p reduzido em -4,48 vezes, o hsa-miR-93-5p reduziu em -4,57, o hsa-let-7c-5p reduziu
em -3,57 vezes, o hsa-miR-17-5p em -4,72 vezes, o hsa-miR-181b-5p em -3,14 vezes, o
hsa-miR-128-3p em -3,67 vezes e o hsa-miR-30c-5p em -3,39 vezes. A [L-4 teve o miRs
hsa-let-7b-5p reduzido em -4,48 vezes, o hsa-miR-93-5p em -4,57 vezes, o hsa-let-7c-5p
em -3,57 vezes, o hsa-let-7d-5p em -4,04 vezes, o hsa-let-7i-5p em -4,59 vezes, o hsa-let-
71-5p em -3,09 vezes, o hsa-let-7g-5p em -3,46 vezes, o hsa-miR-130b-3p em -3,66 ¢ o
hsa-miR-98-5p em -3,13. A IL-6 pode ser regulada negativamente pelos miRs hsa-let-7b-
5p em -4,48 vezes, hsa-miR-93-5p em -4,57 vezes, hsa-let-7c-5p em -3,57 vezes, hsa-let-
7d-5p -4,04 vezes, hsa-miR-181b-5p em -3,14 vezes, hsa-miR-186-5p em -5,45 vezes,
hsa-let-7f-5p em -3,09 vezes, hsa-miR-128-3p em -3,67 vezes e hsa-miR-30c-5p em -
3,39 vezes. A IL-10 com uma reducao do miRs hsa-let-7b-5p em -4,48 vezes, o hsa-miR-
93-5p em -4,57 vezes, o hsa-let-7c-5p em -3,57 vezes, o hsa-let-7i-5p em -4,59, o hsa-
miR-17-5p em -4,72 vezes, o hsa-let-7f-5p em -3,09 vezes, o hsa-miR-128-3p em -3,67
vezes e 0 hsa-miR-20a-5p em -5,21 vezes. 4 TGFBI teve a expressao do miRs hsa-let-
7b-5p reduzida em -4,48 vezes, do hsa-miR-93-5p reduzida em -4,57 vezes, do hsa-let-
7c-5p reduzida em -3,57 vezes, do hsa-let-7d-5p reduzida em -4,04, do hsa-let-7i-5p
reduzida em -4,59, do hsa-miR-17-5p reduzida em -4,72 vezes, do hsa-miR-181b-5p
reduzida em -3,14 vezes, do hsa-miR-20a-5p em -5,21 vezes, do hsa-miR-130b-3p em -
3,66 ¢ do hsa-miR-30d-5p em -3,84. A IL-8 teve a expressdo do miRs hsa-let-7b-5p
reduzida em -4,48, do hsa-let-7d-5p em -4,04 vezes, do hsa-miR-17-5p em -4,72 vezes,
do hsa-miR-181b-5p em -3,14 vzes, do hsa-miR-186-5p em -5,45 vezes e do hsa-miR-
30d-5p em -3,84 vezes. E finalmente a ELANE teve reducdo da expressdo dos seu dois

miRNAs miRs hsa-let-7i-5p em -4,59 vezes e hsa-miR-186-5p em -5,45 (Tabela 8).
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Figura 11 — Analise de expressao de 84 miRNAs no tempo pos-CEC

P6s-CEC: Grupo Sevo vs Controle
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Vinte e quatro miRNAs (em verde) tiveram expressdo regulada negativamente no grupo SEVO (n=10) em
relagdo ao grupo CONTROLE (n=10), todos com significancia estatistica (p<0,05). Fonte: Autor (2020).

Tabela 8 — miRNAs com expressdo reduzida no grupo SEVO em relagdo ao CONTROLE

Identificacido do miRNA Regulacao (vezes) Valor de p
hsa-let-7b-5p -4,48 0,0336
hsa-let-7¢-5p -3,57 0,0367
hsa-let-7d-5p -4,04 0,0434
hsa-let-7f-5p -3,09 0,0014
hsa-let-7g-5p -3,46 0,0028
hsa-let-7i-5p -4,59 0,0050
hsa-miR-128-3p -3,67 0,0080
hsa-miR-130a-3p -4,53 0,0052
hsa-miR-130b-3p -3,66 0,0004
hsa-miR-16-5p -5,56 0,0480
hsa-miR-17-5p -4,72 0,0465
hsa-miR-181b-5p -3,14 0,0026
hsa-miR-181¢-5p -3,08 0,0096
hsa-miR-186-5p -5,45 0,0436

hsa-miR-195-5p -5,1 0,0439
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hsa-miR-20a-5p -5,21 0,0403
hsa-miR-29b-3p -3,95 0,0058
hsa-miR-30c¢-5p -3,39 0,0277
hsa-miR-30d-5p -3,84 0,0262
hsa-miR-424-5p -4,78 0,0084
hsa-miR-454-3p -3,64 0,0011
hsa-miR-607 -4,55 0,0045
hsa-miR-93-5p -4,57 0,0087
hsa-miR-98-5p -3,13 0,0009

Fonte: Autor (2020).

Ao analisar os alvos moleculares dos miRNAs cuja expressdo foi
significativamente menor no grupo SEVO, observou-se a predi¢ao de intera¢ao de 18 dos
24 miRNAs, com os genes TNF, IL1B, IL4, IL6,CXCLS, IL10, TGFBI e ELANE (Figura
12 e Tabela 9). A maioria dos miRNAs, cuja expressao diferencial foi identificada entre
os grupos experimentais, sdo preditos como reguladores da expressdo dos genes de
interesse desse estudo, sendo que todos os genes buscados sao regulados por pelo menos
2 miRNAs (no caso de ELANE) e por até 10 miRNAs (no caso de TNF e TGFB1).

A TNFA pode ser regulado pelos miRs hsa-let-7b-5p, hsa-miR-93-5p, hsa-let-7c-
5p, hsa-let-7d-5p, hsa-let-7i-5p, hsa-miR-17-5p, hsa-miR-186-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-
let-7g-5p e hsa-miR-16-5p. A IL-1B pode ser regulada pelos miRs hsa-let-7b-5p, hsa-
miR-93-5p, hsa-let-7c-5p, hsa-miR-17-5p, hsa-miR-181b-5p, hsa-miR-128-3p e hsa-
miR-30c-5p. A IL-4 pode ser regulada pelos miRs hsa-let-7b-5p, hsa-miR-93-5p, hsa-
let-7¢c-5p, hsa-let-7d-5p, hsa-let-7i-5p, hsa-let-7f-5p, hsa-let-7g-5p, hsa-miR-130b-3p e
hsa-miR-98-5p. A IL-6 pode ser regulada pelos miRs hsa-let-7b-5p, hsa-miR-93-5p, hsa-
let-7c-5p, hsa-let-7d-5p, hsa-miR-181b-5p, hsa-miR-186-5p, hsa-let-7f-5p, hsa-miR-
128-3p e hsa-miR-30c-5p. A IL-10 pode ser regulada pelos miRs hsa-let-7b-5p, hsa-miR-
93-5p, hsa-let-7c-5p, hsa-let-7i-5p, hsa-miR-17-5p, hsa-let-7f-5p, hsa-miR-128-3p e hsa-
miR-20a-5p. A TGFBI pode ser regulada pelos miRs hsa-let-7b-5p, hsa-miR-93-5p, hsa-
let-7¢c-5p, hsa-let-7d-5p, hsa-let-7i-5p, hsa-miR-17-5p, hsa-miR-181b-5p, hsa-miR-20a-
5p, hsa-miR-130b-3p e hsa-miR-30d-5p. A IL-8 pode ser regulada pelos miRs hsa-let-7b-
5p, hsa-let-7d-5p, hsa-miR-17-5p, hsa-miR-181b-5p, hsa-miR-186-5p e hsa-miR-30d-5p.
A ELANE pode ser regulados pelos miRs hsa-let-7i-5p e hsa-miR-186-5p. (Figura 12).
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Figura 12 — Interagdo entre os miRNAs diferentemente expressos, os genes e as proteinas

analisados

hsa-let-7b-5p
hsa-miR-93-5p
hsa-let-7c-5p
hsa-let-7d-5p
hsa-let-7i-5p
hsa-miR-17-5p
hsa-miR-181b-5p
hsa-miR-186-5p
hsa-let-7f-5p

Pré-Inflamatérios

ELANE

Genes ndo expressos em

leucécitos

Genes expressos em leucécitos
—~._ sem diferenca entre os grupos

_

_

=

Proteinas plasmaticas sem diferenca
entre Os grupos

TNF
PMN elastase

Proteinas plasmaticas com diferenga

_—

entre os grupos

IL1B
IL8
IL6

hsa-miR-128-3p
hsa-miR-20a-5p
hsa-miR-30c-5p
hsa-let-7g-5p
hsa-miR-130b-3p
hsa-miR-195-5p
hsa-miR-16-5p
hsa-miR-30d-5p
hsa-miR-98-5p

\§%
4
v "x

miRNA com expressdo diminuida em Leucdcitos do grupo SEVO

TGFB1

leucécitos

Genes expressos em leucdcitos
sem diferenca entre os grupos

Anti-Inflamatérios

—_—

Genes ndo expressos em

Proteinas plasmaticas sem diferenca
entre Os grupos

TGFB1

Proteinas plasmaticas com diferenca

_

_—

entre os grupos

L4

IL10

Legenda: ELANE= Elastase expressa em neutrofilos (gene); IL1B= Interleucina | beta; 1L4= Interleucina

4; IL6= Interleucina 6; PMN elastase: Elastase expressa em neutrofilos (proteina); miRNA= micro RNA;

RNAm = RNA mensageiro. Fonte: Autor (2020).

Tabela 9 — Predicao de interagdo entre os miRNA cuja expressao foi reduzida no grupo SEVO e

os genes analisados
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Legenda: TGFBI1= Fator de crescimento transformador beta 1; ELANE= Elastase expressa em
neutrofilos; IL1B= Interleucina 1 beta; IL8= Interleucina 8; TNFA= Fator de Necrose Tumoral Alfa;
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IL10= Interleucina 10; IL4= Interleucina 4; IL6= Interleucina 6; 1 = O gene ¢ predito como alvo do
miRNA; 0= O gene ndo ¢ predito como alvo do miRNA. Interagdes miRNA-alvo comprovadas
experimentalmente segundo a base de dados miRTarBase (REF: 10.1093/nar/gkx1067) aparecem em
destaque. Fonte: Autor (2020).

4.3 Determinacio da concentracio plasmatica dos marcadores inflamatorios

Quanto a analise da ELASTASE (PMN-elastase) que representou o objetivo
primario, ndo houve diferenca significativa na diferenca entre as médias das dosagens dos
tempos pré e pos-CEC na comparacao entre os grupos (p=0,107).

Quanto aos valores das concentracdes das outras proteinas inflamatorias no
plasma, os resultados observados entre as diferencas dos tempos pré e pés CEC no grupo
SEVO em comparacdo ao grupo CONTROLE demonstraram uma diminuicio
significantemente maior na produc¢do da IL-1b (p=0,004), um aumento menor da IL-8
(p=0,029) e IL-6 (p=0,009) todas pro-inflamatdérias. Uma menor diminui¢do da IL-4
(p=0,021) no grupo SEVO e um aumento maior da IL-10 no grupo CONTROLE, ambas
anti-inflamatorias (Figura 11 e Tabela 10). Ao analisar os valores dentro do proprio grupo
seja CONTROLE ou SEVO, observou-se que ambos tiveram o mesmo perfil de aumento
das proteinas pré-inflamatérias e anti-inflamatdrias entre os tempos pré e poés CEC,
excecdo feita as proteinas IL-1b e IL-4 que diminuiram entre os dois tempos em cada
grupo (Figura 13 e Tabela 10).

As demais proteinas pesquisadas (TGFb e TNFa) ndo mostraram diferenga nos
tempos pré e pds CEC na comparacdo entre as médias das diferencas absoluta ou relativa
entre os dois grupos. Estes dados confirmam os dados da expressdo de mRNA de TGFBI

e TNFA.
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Figura 13 — Efeito do anestésico sevoflurano na concentragdo de TGFB1, PMN-elastase, IL-1,
IL-8, TNFa, IL-10, IL-4 e IL-6 apds a CEC
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Legenda: Dados apresentados como graficos de boxplot, indicando mediana ¢ intervalo interquartil.
boxplots brancos a direita dos graficos = Grupo SEVO que recebeu o Sevoflurano durante a CEC; boxplots
cinzas a esquerda dos graficos = Grupo CONTROLE; CEC=Circula¢do Extracorpérea. TGBB1= Fator de
crescimento transformador beta 1; PMN-elastase= Elastase expressa em neutréfilos; IL1B= Interleucina 1
beta; IL8= Interleucina 8; TNFA= Fator de Necrose Tumoral Alfa; IL10= Interleucina 10; IL4= Interleucina
4; IL6= Interleucina 6. Para comparagao entre os grupos foi utilizado o Teste de Mann Whitney. Fonte:
Autor (2020).






Tabela 10 — Efeito do anestésico sevoflurano sobre a concentragdo de TGFB1, PMN-elastase, IL-1, IL-8, TNFa, IL-10, IL-4 e IL-6 apos CEC.

Analito Controle (50) Sevo (50) Média da Dif. Absoluta Média da Dif. Relativa Valor de
p*
Pré-CEC Pé6s-CEC Pré-CEC Pé6s-CEC Controle Sevo Controle Sevo
TGFDb1 (pg/mL) 9299,48 8745,46 10964,25 13960,33 -554,02 2996,08 412,72 655,47 0,385
(£7706,48) (£5386,64) (x13167,29) (£23437,68) (£7002,49)  (£18275,19)  (£2379,73) (£2390,01)
PMN elastase 10597,15 88055,61 11260,21 84727,84 77458,46 73467,63 925,82 673,54 0,105
(pg/mL) (£7434,02) (x45047,44) (£6521,83) (£46797,30) (+45284,32)  (+44155,92) (£804,56) (£521,75)
IL-1b (pg/mL) 0,27 0,23 0,59 0,33 -0,04 -0,25 -69,31 -157,09 0,004
(+0,42) (£0,35) (*1,37) (+0,91) (£0,28) (£0,69) (x161,95) (£59,35)
IL-8 (pg/mL) 5,27 34,72 11,24 23,73 29,45 12,50 446,90 155,60 0,029
(+4,53) (x£60,46) (£16,52) (£20,26) (£59,61) (£18,63) (+858,82) (£331,96)
TNFa (pg/mL) 16,21 73,25 17,23 21,93 57,04 4,70 249,13 -65,1 0,363
(£5,99) (£238,57) (£8,84) (£11,71) (£238,25) (£10,06) (£1424,76) (£66,68)
IL-10 (pg/mL) 6,89 538,78 21,97 481,31 531,89 459,35 8716,21 4836,30 0,004
(£5,23) (£1355,03) (+41,29) (£881,70) (£1354,52) (+878,13) (£17994,61) (£8907,49)
IL-4 (pg/mL) 1,92 1,69 83,66 69,60 -0,22 -14,05 -167,75 -133,16 0,021
(£5,49) (£9,38) (£314,26) (£301,12) (£5,20) (x138,06) (£66,56) (£59,43)
IL-6 (pg/mL) 4,64 95,92 12,83 49,16 91,28 36,32 484941 144947 0,009
(+7,30) (£309,19) (£25,85) (£57,65) (£308,26) (£54,70) (£9361,32) (£3161,11)

Legenda: CEC = Circulag@o Extracorporea; TGFB1= Fator de crescimento transformador beta 1; PMN-elastase= Elastase expressa em neutrofilos; IL1B= Interleucina 1
beta; IL8= Interleucina 8; TNFA= Fator de Necrose Tumoral Alfa; IL10= Interleucina 10; IL4= Interleucina 4; IL6= Interleucina 6; Pré-CEC= Imediatamente antes do
inicio da CEC (T0) e pos-CEC=90 minutos ap6s o inicio da CEC (T1). *Comparacdo das médias da diferenga relativa entre os valores do Pré-CEC e pos-CEC (delta) entre

os dois grupos de estudo utilizando o teste Mann Whitney. Fonte: Autor (2020).
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5 DISCUSSAO

Nesse estudo € possivel notar que o género masculino, prevalente nos dois grupos,
o estado fisico tipo 2 da ASA, a classe funcional tipo 2 da NYHA e o EuroSCORE no
grupo de baixo risco, sdo semelhantes ao perfil de pacientes de um estudo multicéntrico
recente que também comparou as técnicas anestésicas inalatorias com XenoOnio e
Sevoflurano (grupos distintos) e a anestesia intravenosa total, cujo objetivo primario foi
a medida da troponina I como marcador de lesdo cardiaca devido a IR da CEC na cirurgia
de revascularizacdo do miocardio e concluiu haver um papel dos anestésicos inalatorios
na resposta inflamatéria>.

Os dois grupos também foram homogéneos em relacdo aos tempos de anestesia,

de cirurgia, de andxia e de perfusio, tal qual o estudo de Lemoine ef al.>

que afastou a
interferéncia desses fatores intra-operatérios na resposta ao processo de IR pelo uso do
sevoflurano. De igual modo também tivemos a hipertensao arterial sistémica como fator
pré-operatorio dominante em ambos os estudos.

Observou-se que o uso do medicamento inibidor da enzima conversora de
angiotensina (IECA) foi mais prevalente no grupo SEVO, porém sem relagdo com os
resultados da resposta inflamatéria. O mesmo ndo se pode dizer sobre o uso das estatinas,
ja comprovadamente associadas a redugdo de processos inflamatorios®, inclusive no
periodo p6s-CEC, mesmo tendo sido iniciado poucos dias antes da cirurgia, conforme
Ozguler et al.”’.

Um dado interessante nos nossos resultados clinicos pos-operatorios apontou para
uma diferenca significativa no tempo de intubacdo orotraqueal, maior no grupo SEVO

(p=0,049).

Landoni et al*®

em um estudo comparando a anestesia inalatoria com sevoflurano
e anestesia intravenosa total com propofol nao observou diferenga no tempo de ventilagao
mecanica. Uma possivel explicagdo para nosso estudo ter divergido dos outros dois se
deve ao fato do tempo de intubagdo ter sido medido em minutos e ndo em horas como os
anteriores ou pelo fato das populagdes estudadas serem diferentes entre si, no caso do
primeiro, tem-se uma populacdo pedidtrica e no caso do segundo foram avaliados
pacientes de alto risco (EuroSCORE médio > 6). No tempo de permanéncia na UTI o
nosso estudo se assemelhou ao segundo, pois ndo houve diferenca significativa entre os

dois grupos (p=0,11 e p=0,2, respectivamente).
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No periodo de recuperagdo dos pacientes podemos citar ainda as complicagdes
pos-operatorias que mostraram semelhanga entre os dois grupos estudados. Isso também
ficou comprovado a partir do estudo multicéntrico de Landoni®® e da metanalise de Yu et
al®® que provaram ndo haver repercussdes clinicas capazes de impactar diretamente na
morbidade quando se utilizou ou ndo o sevoflurano.

Sobre a mortalidade em 30 dias nossos dados sdo concordantes com a literatura
mais recente, visto que ndo houve diferenga significativa. Foram apenas 5 ¢bitos, sendo
2 no grupo CONTROLE e 3 no grupo SEVO (p=0,212). Esse resultado mostrou
semelhanca ao estudo MYRIAD, cuja mortalidade em 30 dias e 1 ano ndo foi diferente
entre 0s grupos com e sem o uso de sevofluorano®.

Nesse sentido o estudo de Nader et a/®!' que adiciona o sevoflurano na solugdo de
cardioplegia e compara um grupo sevoflurano com um grupo controle identificou uma
reducdo de IL-6 nos pacientes do grupo do sevoflurano.

Nossos resultados corroboram a literatura!!-®!

, pois quanto aos valores das
proteinas, quando avaliada a diferenga relativa de producdo entre os tempos pré e pos
CEC, foi observada uma diminui¢ao maior na producao de IL-1b e IL-8 no grupo SEVO,
uma menor reducdo da IL-4 também no grupo SEVO e um aumento na producao de IL-
6 no plasma circulante menos importante no grupo SEVO, porém um aumento menos
pronunciado da IL-10 que ¢ uma citocina anti-inflamatoria, sugerindo uma resposta anti-
inflamatoria proporcional a resposta inflamatoria.

Diante dos resultados encontrados, os dados sugerem que pode ter ocorrido uma
regulagdo pods-transcricional que interferiu na etapa final de sintese (traducdo) dos
marcadores inflamatoérios IL-1b, IL-4, IL-6, IL-8 e IL-10. No caso da IL-1b, IL-8 ¢ IL-6,
que sdo citocinas pro-inflamatorias, a menor produ¢do dessas proteinas leva a uma
diminuicdo do estado inflamatdrio do paciente. No entanto, isso também ocorreu com a
IL-4, que ¢ uma citocina anti-inflamatoria. O processo cirirgico mais a CEC leva ao
estimulo do processo inflamatorio de forma importante, o impacto da redugdo da citocina
anti-inflamatoria ¢ menor do que o impacto da redu¢do das citocinas pré-inflamatorias, o
que consequentemente nos mostra um perfil menos inflamado dos pacientes do grupo
SEVO.

A PMN-elastase, tém diferentes dindmicas em sua liberagdo apos a ativacao
inflamatoria de leucocitos®. Ela esta contida em granulos polimorfonucleares e ¢ liberada
precocemente, sendo responsavel pela defesa imunologica extracelular apos a exposi¢ao

ao circuito da CEC com um pico de concentragdo em 90 minutos in vitro’. Curiosamente,
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a inibicdo da ativacdo de neutrofilos sugerida em alguns estudos experimentais pelo
inibidor especifico de neutrofilos chamado sivelestat®>%* reduziu os valores de PMN-
elastase da mesma forma que o sevoflurano fez in vitro®.

A expressdo diminuida dos miRNAs nos leucécitos dos pacientes do grupo SEVO
em relacio ao CONTROLE, podem indicar um maior deslocamento e acdo desses
miRNAs no principal foco da inflamagao, no caso local da cirurgia ou nos tecidos onde
o processo de IR sdo mais importantes como coragdo, pulmao, rins, intestino. Sendo
assim, esses miRNAs estariam realizando uma maior clivagem dos mRNA no local da
inflamacao levando a uma menor producado das citocinas locais.

Alguns estudos indicam que o canal de potassio sensivel ao trifosfato de adenosina
(ATP) pode ter papel fundamental na protecio do miocéardio induzido pelo
sevoflurano®>-%¢. Existem estudos clinicos demonstrando que o sevoflurano reduz a
adesdo de neutrofilos no sistema corondrio em um modelo cardiaco de IR%, inibe a
migragdo de neutrofilos®®, a geracdo de radicais livres de oxigénio por células
inflamatorias®®, complicagdes pulmonares’® e também a liberagdo de citocinas por células
mononucleares periféricas humanas cultivadas’!. Esses estudos sugerem que o
sevoflurano pode proteger contra a IR por meio da inibigdo das citocinas pro-
inflamatorias liberadas durante a CEC, ao contrario de um estudo com sevoflurano antes
da CEC’.

Sabe-se que a IL-8 pode ativar neutréfilos. Isso proporciona um aumento nos
receptores de adesdo de neutrofilos como o Mac-1, que indiretamente acaba prejudicando
a microcirculacdo e danificando os tecidos ao seu redor. Essa resposta ¢ mantida por um
ciclo vicioso que pode ser suprimido pela redu¢io da liberagio de IL-87%73,

A liberacdo de IL-6, bem como de IL-8, tem um impacto negativo na
contratilidade miocérdica, pois produz uma regulagio negativa dos receptores beta’ pos-
IR. Portanto, promover uma reducdo dessas duas citocinas pode resultar em melhores
desfechos cardiacos no pos-operatorio. Nosso estudo observou uma reducao dessas duas
citocinas, porém o niimero de complicagdes foi idéntico entre os dois grupos.

A IL-1b ¢é uma citocina pré-inflamatoria produzida por monocitos e macréfagos
em resposta a outras citocinas’>’%, Como nossa pesquisa evidenciou uma regulagdo
negativa na expressao de 18 miRNAs nos leucécitos circulantes do grupo SEVO de forma
significativa, deveriamos esperar que o processo de transcricdo da IL-1b sofresse
interferéncia positiva, ou seja, um aumento de IL-1b, assim como Hutchison et al.”’

mostrou em relacdo ao miR181 que foi capaz de aumentar a IL-1b quando regulado
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negativamente. Porém, nossas evidéncias sugerem o contrario, visto que o miR181 esta
reduzido nos pacientes do grupo SEVO, bem como e a IL-1b que foi regulada por leva,
levando a crer num mecanismo diferente do poderia ser esperado.

Diante disso, a IL-1b implicada na mudanca de macréfagos associados a ferida
operatoria para um modo anti-inflamatorio com aumento da expressdo da IL-107® como
auto regulacdo da inflamagao, sustentaria uma agao conjunta desses citocinas no ambiente
de uma cirurgia de revascularizagdo do miocardio com CEC, pois tanto a IL-1b quanto a
IL-10 estdo mais reduzidas no grupo SEVO, supondo uma atuacdo mais local e menos
sistémica, o que poderia justificar uma reducdo dos miRNA leucocitarios deslocados para
atuar em sitios inflamatdrios especificos como a ferida operatoria.

Chafin et al”® ao estudar a inflamagdo local de células mesangiais renais de
camundongos com lupus verificou que a superexpressdo do miRNA let-7a causou um
aumento de IL-6. Ao mesmo tempo quando se utilizou a medicacdo Actinomicina D
houve uma maior degradagdo da IL-6 com forte atuagdo sobre a proteina tristetraprolina
que uma vez reduzida, diminui a agdo do miRNA let-7a, que degrada mRNA da IL-6.
Podemos supor pelos nossos resultados que o sevoflurano pode influenciar negativamente
os miRNA da familia let-7, que atua em todas as proteinas estudadas, deixando de exercer
seu efeito positivo sobre elas e ao invés de fazé-las aumentar, as fez diminuir (IL-1, IL-
4, IL-6 e IL-8) proporcionalmente na comparagao entre os grupos estudados.

A redugao da expressdo dos miRNAs poderia ser responsavel pelo aumento geral
também das citocinas anti-inflamatorias, porém observou-se uma diminui¢ao da IL-4
(p=0,021) menor no pos-CEC do grupo SEVO. No entanto, a expressdo génica
leucocitaria desta citocina e de todas as demais ndo apresentou diferenca no pds-CEC,
restando uma provavel ag¢do epigenética na qual os miRNAs sofrem alguma interferéncia
pelo sevoflurano que cria um possivel fendtipo anti-inflamatério durante a CEC que reduz
a a¢do degradadora dos miRNA sobre a IL-4. Esta por sua vez ¢ produzida por linfocitos
T e mastdcitos e estimula os linfocitos B a produzir anticorpos®® que serd menos
importante no cendrio da revascularizagcao com CEC.

O mesmo processo pode ser observado com os miRNAs que podem influenciar
na sintese da IL-10, pois o grupo CONTROLE com mais miRNAs diferentemente
expressos teria uma maior degradagdo da proteina alvo, nesse caso a IL-10. Porém o que
se observou foi um aumento maior dessa proteina no plasma dos pacientes que nao

receberam sevoflurano. Isso leva a cré mais uma vez numa agao conjunta e equilibrada
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das vias inflamatdria e anti-inflamatoria, pois tanto a IL-1b quanto a IL-10 do grupo
SEVO estao menores em comparagdo ao CONTROLE.

Estes resultados mostram que o efeito benéfico do sevoflurano tem mecanismo
atuantes no processo anti-inflamatério induzindo e inibindo citocinas com esta fung¢ao.
Finalmente, estudos sugerem que dependendo de qual fase do ciclo esteja uma
determinada célula os diferentes miRNAs podem atuar supra ou infra regulando o mRNA
e diminuindo ou aumentando sua traducdo e a formagdo das citocinas a elas

relacionadas®!:82,
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6 LIMITACOES DO ESTUDO

As limitagdes do nosso estudo incluem:
a) Auséncia de medidas laboratoriais para avaliagdo epigenética além da expressdo
de miRNAs como metilagdo de DNA e de histonas.

b) Dosagem de miRNAs apenas leucocitérios.
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7 CONCLUSOES

Apesar de ndo haver diferengas na expressdao dos genes pro e anti-inflamatorios
presentes nos leucocitos entre os grupos, o uso do anestésico sevoflurano durante a CEC
ndo mostrou diminui¢do da resposta inflamatéria a partir da redugcdo da medida da PMN-
elastase no grupo SEVO. Os miRNAs diferentemente expressos com significAncia
estatistica tiveram menor expressdo no grupo SEVO em todos os casos sugerindo um
mecanismo alternativo para regulacdo negativa dos mRNAs da IL-1b, IL-4, IL-6 e IL-8
e positiva no caso da IL-10. O sevoflurano diminuiu a resposta inflamatdria sem impacto
direto na morbimortalidade. Entretanto, sdo necessarios mais estudos clinicos e
laboratoriais para comparar o perfil anti-inflamatdério e pesquisar o real papel dos

miRNASs nesse processo.
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8 ANEXOS
8.1 ANEXO A — Aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa
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9.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE /
Coordenadoria de Servigos de Saude %
INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA =~ ~—=n

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DO ESTUDO: Avaliagio da resposta inflamatoria sistémica com o uso de
anestésico inalatorio sevoflurano durante a circulagdo extracorporea.

CENTRO: INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA
INVESTIGADOR:

NUMERO DO PACIENTE:

INICIAIS DO PACIENTE:

OBJETIVO DESTE ESTUDO

Vocé esta sendo convidado para participar deste estudo, porque queremos
avaliar como o Sevoflurano (um gas anestésico normalmente usado durante a
cirurgia) pode contribuir para dar menes inflamagZo provocada durante z cirurgia
cardiaca. Essa avaliagdo sera feita a partir da medig3do em laboratorio da
quantidade de algumas substancias no sangue, produzidas pelo proprio paciente
durante e apés sua cirurgia. O objetivo & esclarecer os beneficios reais da
diminuigdo dessa inflamagdo quando comparamos a2 anestesia com esse gas
anestésico em relagdo a anestesia sem ele durante e apés uma cirurgia cardiaca,
que utiliza na sua técnica operatoria o circuito de Circulagio Extracorpérea (que
chamamos de CEC).

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Caso vocé queira participar deste estudo, vocé sera submetido a anestesia
geral. Todas essas medicagbes s3o utilizadas de rotina em nossa instituigdo. Caso

P Py e Sk = it -
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SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE ;
Coordenadoria de Servigos de Saide %
INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA e~ — <o

quando os resultados do estude forem publicados, pois, vocé esta autorizando que
seus dados sejam publicados em revistas, artigos e sejam tema de debates e
aulas. As informagbes coletadas durante o estudo serdo armazenadas em um
computador, mas seu nome ndo. Seu médico sera informado de sua participagio
neste estudo.

NOVOS ACHADOS

Vocé sera informado sobre gquaisquer noves achados importantes gue se
tornarem disponiveis durante o estudo e que possam influenciar seu desejo de
continuar ou ndo a participar do estudo.

PARTICIPAGCAO VOLUNTARIA E CONSENTIMENTO

Sua participagdo neste estudo € voluntaria. Vocé pode se recusar a
participar ou pode desistir, a qualquer momento durante o estudo, sem ter
que dar explicagdes. Isso ndo mudara a qualidade de atendimento que vocé
estara recebendo, nem |lhe causara qualquer tipo de penalidade.

Os membros da equipe de pesguisa podem encerrar sua participagao no
programa de pesquisa apds andlise das razdes pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Instituicdo. O motive serda explicadc a vocé e pode ser devido a alguma
alteragdo meédica que possa coloca-lo em risco de oufras complicagbes se
continuar a participar, cancelamento do estudo pela coordenagao do estudo, por
vocé n3ao cumprir as orientagdbes dadas pela equipe de pesquisa ou oufras
questdes administrativas. Caso isso venha a acontecer seu tratamento continuara
sendo feito pelo seu médico da mesma forma como seria feito rotineiramentes.

Caso vocé apresente algum efeito colateral durante o estudo, vocé deve
entrar em contato imediatamente com o (responsavel pelo estudo) pelos telefones
(11)941477885 ou (11)5085-6153 ou (11)5085-6188 ou (11)3262-1144.

SOLICITAGAO DE INFORMAGOES ADICIONAIS

—————e e e - -
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SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE }
Coordenadoria de Servigos de Saude %
INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA = =

O investigador clinico, Dr. Thiago Augusto Azevedo Maranhdo Cardoso, tel
(11)941477885 ou (11)5085-6153 ou (11)5085-6188, ira responder todas as
dividas que vocé possa ter sobre sua pariicipagdo neste estudo. Em caso de
dividas ou preocupagbes quanto aos seus direitos como participante deste
estudo, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do
Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia no tel 5085-6040. Uma via do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido sera entregue a voce.

Li e compreendi este termo de consentimento e todas as minhas dividas
foram resolvidas. Recebi explicagbes sobre o objetivo da pesguisa, os
procedimentos de estudo a que serei submetido e os possiveis riscos e
desconfortos € os beneficios que posso apresentar. As alternativas 3 minha
participagdo neste estudc também foram discutidas. Portanto, concordo
voluntariamente em fomecer meu consentimento parz participar deste estudo
clinico.

h

Assinatura do Paciente Data Hora
~ h

Testemunha (se necessario) Data Hora
= h
Assinatura do Investigador Data Hora
et - S e e s R s - -
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9.2 Ficha de Dados demograficos e clinicos pré e pés-operatorios
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FICHA DE AVALIACAO

Critérios de Inclusio
Idade > 18 anos ( )Sim ( )Nao
Termo de consentimento livre e esclarecido ( ) Sim ( )Nio
Cirurgia eletiva ( )Sim ( )Nio
Cirurgia cardiaca eletiva com CEC ( )Sim ( )Nio

Critérios de Exclusdo
Pacientes em uso de corticosterdides, anti-inflamatérios ou qualquer medicacio
imunossupressora ( )Sim ( )Nao
Reoperagdes de cirurgias cardiacas ( )Sim ( )Nao
Presenca de asma, DPOC, doengas autoimunes ( )Sim ( )Nae
Participaciio em outros estudos clinicos ( )Sim ( )Nao
Presenca de insuficiéncias cardiaca (classe funcional I1I ou IV), hepdtica ou renal

( )Sim ( ) Nao

Cirurgia combinada eletiva (ex.: corregdio aneurisma + revascularizacio

miocdrdio) ( )Sim ( )Nao
Infarto agudo do miocdrdio nos dltimos 30 dias ( )Sim ( )Nao
Angina instdvel . ( )Sim ( )Nao
Obesidade (IMC>50kg/m”) ( )Sim ( )Nae
Gravidez ( )Sim ( )Nao
Procedimentos de emergéncia ( )Sim ( )Nao
Bloqueio de neuro-eixo ( )Sim ( )Nao

OBS : Médico responsdvel pela pesquisa : Dr. Thiago Augusto Azevedo Maranhio
Cardoso. Qualquer divida entrar em contato com: (11)941477885, (11)55746227,
(11)55395996 ou (11)50854000 ramal 4153.
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FICHA DE AVALIACAO

Pré e Intra-Operatério

1. Nome: 2. Tel:
3. N* da Randomizagio: 4. Data: /
5. Sexo: 6. Idade:

7. Peso: 8. Altura: 9. IMC:

10. ASA: 0. 1.IT 2.10T 3.0V

11. Fatores de risco:

Diabetes Mellitus | O.sim _ l.ndo |

Hipertensio Arterial 0.sim l.ndo
Dislipidemia O.sim L.ndo

Tabagismo O.sim lL.ndo

12. Medicagdes pré-operatirias

Beta-bloqueador O.sim | lLndo
IECA ou BRA O.sim | L.ndo
Diurético O.sim | Lndo
Blogqueador de Cilcio O.sim | l.ndo
Estatina O.sim | l.ndo
Digital | Osim | 1.ndio
Nitrato O.sim | l.ndo
| Outros 0.sim | 1.ndo
13. Pré-Anestésico: horidrio/medicagio: /
14. Anestesia: hora do inicio: hora do término:
15. Cirurgia: hora do inicio: hora do término:
16. CEC: tempo de andxia: tempo de perfusio:

OBS : Médico responsdvel pela pesquisa : Dr. Thiago Augusto Azevedo Maranhio
Cardoso. Qualquer divida entrar em contato com: (11)941477885, (11)55746227,

(11)55395996 ou (11

)50854000 ramal 4153.
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FICHA DE AVALIACAO

Pés-operatério
1. Nome: 2. Tel:
3. N° da Randomizagdo: 4. Data: / /
18. Horidrio de Extubagio: hs 19. Tempo de ventilagio mecidnica:
20. Complicagbes pds-operatério:
Necessidade de marca passo | 0sim | 1.ndo |
Reoperagio | 0sim | L.ndo
Reintubagiio | 0sim | l.ndo |
Arritmias | 0.sim | 1.ndo
Transfusiio macica (1,5x a volemia ou >20U de hemicias)  0Osim | l.ndo
Insuficiéncia renal | 0sim | Lndo
Infarto | 0sim | l.ndo
Morte Osim | l.ndo
Qutras 0sim | l.ndo |
21. Alta da UTI
data: / /
horirio: hs

22. Painel de marcadores inflamatérios

PMN IL1 |IL 1TGFBI IL | TNFa
clastase B 8 6

IL10

TO — basal (antes da indugio)

T1 - pré-CEC pés indugio

T2 - 90 minutos pés-CEC

T3 - 24 hs pos-CEC

23. Mortalidade Cardiovascular em 30 dias
( )Sim ( ) Nio

24. Mortalidade Cardiovascular em 1 ano
( )Sim ( ) Nio

OBS : Médico responsivel pela pesquisa : Dr. Thiago Augusto Azevedo Maranhio
Cardoso. Qualquer divida entrar em contato com: (11)941477885, (11)55746227,

(11)55395996 ou (11)50854000 ramal 4153.
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