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RESUMO

Em processos inflamatérios, a resposta do organismo baseia-se na ativacdo de
células do tecido conjuntivo e na migracao de células provenientes do sangue aos
tecidos envolvidos na lesdo tecidual. Na inflamacdo aguda, como no periodo
perioperatorio, as células de defesa migram do sangue para o tecido por ativacdo de
mediadores inflamatorios. O principal tratamento para doenca arterial coronéaria é a
cirurgia de revascularizagdo do miocardio com circulacdo extracorpérea
(CRM+CEC), que resulta em perturbacdo do equilibrio fisiolégico do organismo,
ativando uma resposta inflamatéria sistémica, aumentando a susceptibilidade as
complicacbes em pacientes sob estas condicdes. No presente estudo, foi avaliado o
impacto da CRM+CEC na cinética de leucdcitos totais e subpopulacdes linfocitérias
e sua associacdo com o tempo de internacdo pos-cirargica em unidade de terapia
intensiva (UTI). Neste estudo longitudinal, foram selecionados 37 pacientes
submetidos eletivamente a CRM+CEC. Apds concordancia em participar do estudo,
com assinatura do TCLE, amostras de sangue periférico foram coletadas em
diferentes tempos, durante o procedimento cirdrgico e, diariamente, durante o pos-
operatorio em UTI, até a alta desta unidade. Em todas as amostras foram realizados
leucograma e imunofenotipagem por citometria de fluxo para quantificacdo dos
linfécitos T totais (CD3Y), T auxiliares (CD4"), T citotéxicos (CD8"), linfocitos B
(CD19%) e células natural killer (CD56%). Dados clinicos complementares dos
pacientes foram obtidos dos prontuarios médicos. A amostra foi composta por 27
homens e 10 mulheres, com idade média de 59 anos. Os individuos foram
classificados em dois grupos: Grupo 1 (G1l) — melhor tempo de evolugdo pos-
cirirgica (alta de UTI em até 48h pds-cirurgia) e Grupo 2 (G2) — pior tempo de
evolucdo pos-cirdrgica (alta da UTI apds 48h poés-cirurgia). Os resultados
observados no intra-operatério indicaram uma diminuicdo das células T CD3" e
CD19", enquanto as células T CD4" e T CD8" oscilaram sem uma tendéncia
particular durante este tempo, e as células CD56" aumentaram. Os leucdcitos totais
apresentaram aumento gradual. No pds-operatorio, os linfocitos T CD3*, CD4" e
CD8" apresentaram menor concentracdo no tempo de 24h poés-cirurgia, as células
CD19" e os leucdcitos totais aumentaram progressivamente, engquanto que as
CD56" diminuiram. As subpopulacdes estudadas apresentaram tendéncia & menor
concentracdo no G2, em relagdo ao G1. Somente os linfocitos B apresentaram
diferenca entre os dois grupos, nos primeiros minutos do inicio da cirurgia e apés 30
minutos da instalacdo de CEC. Os dados indicam que o0s pacientes que
permaneceram mais tempo em UTI (G2) iniciavam a cirurgia com menor
concentracéo destas células.

Palavras-chave: revascularizacdo miocardica, circulacdo extracorporea, linfocitos T,
linfécitos T auxiliares, linfocitos T citotoxicos, linfécitos B, células natural Killer,
leucacitos.
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ABSTRACT

In inflammatory processes, the body's response is based on the connective tissue
cells activation and cells migration from the blood to tissues involved in tissue injury.
In acute inflammation such as the perioperative period, the immune cells migrate
from blood to tissue by inflammatory mediators activation. The main treatment for
coronary artery disease is performed by myocardial revascularization with
cardiopulmonary bypass (RM+CBP) which results in disturb of the physiological
balance of the body, triggering a systemic inflammatory response, leading to
increased complications susceptibility in patients under these conditions. In this study
was investigated the impact of RM+CBP in total leukocyte counts and lymphocyte
phenotypes and their association with length of stay in postoperative intensive care
unit (ICU). A total of 37 patients submitted to elective RM+CBP were included in this
longitudinal study. After agreeing to participate in the study and informed consent
obtained, peripheral blood samples were collected at different times during surgery
and daily during the postoperative ICU, until discharge of this unit. In all samples
were performed WBC and immunophenotyping by flow cytometry for T lymphocytes
(CD3%), T helper (CD4%), T cytotoxic (CD8"), B lymphocytes (CD19") and natural
killer cells (CD56") quantification. Additional clinical data were obtained from patients'
medical records. The sample consisted of 27 men and 10 women, mean age 59
years. Subjects were classified into two groups: Group 1 — faster recovery post-
surgical (ICU discharge up to 48 hours post-surgery) and Group 2: slower recovery
post- surgical (ICU discharge after 48 hours post-surgery). The results observed
intraoperatively indicated a decrease of CD3" and CD19" while CD4" and CD8"
oscillate without a trend during this particular time, and CD56" increased levels. The
total leukocyte count showed gradual increase in individuals. Postoperatively, CD3",
CD4" and CD8" cells had lower concentrations 24 hours after surgery, the CD19"
cells and total leukocytes gradually increased, while CD56" decreased levels. The
cell subpopulations studied showed a tendency to lower concentrations in the group
with slower recovery time post-surgical compared the group with faster recovery time
post-surgery. Only the B-lymphocyte count indicated difference between the two
groups in the first minutes of the start of surgery and after 30 minutes of
cardiopulmonary bypass. These data indicate that patients who stayed longer in ICU
(G2) had the lowest concentration of these cells at the beginning of surgery.

Keywords: myocardial revascularization, cardiopulmonary bypass, T-lymphocyte,
helper T-lymphocyte, cytotoxic T-lymphocyte, B-lymphocyte, natural killer cells,
leukocytes.
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APRESENTACAO
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Este estudo foi realizado em colaboracdo bem sucedida entre o Servico de Nutricao
Enteral e Parenteral (SENEP) e equipes de cirurgia cardiaca, chefiadas pelos
doutores Ricardo Eloy e Nilzo Ribeiro do Hospital Santa Izabel e o Laboratério de
Imunologia e Biologia Molecular, da Universidade Federal da Bahia, sob co-
orientagdo do Professor Doutor André Ney Menezes Freire, livre docente da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal da Bahia, cirurgido geral e

especialista em nutrologia.

Os resultados preliminares deste projeto foram apresentados, sob a forma de pdster,
no 1V Congresso Brasileiro de Nutricdo Integrada e Ganepé&o 2011, em S&o Paulo, e

o trabalho foi premiado como melhor trabalho clinico (ANEXO A).
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1 INTRODUCAO
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A cirurgia de revascularizagdo miocardica (CRM) é um recurso eficaz no tratamento
das manifesta¢des clinicas da doencga arterial coronaria (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE CARDIOLOGIA, 2004). Este procedimento pode ser realizado com ou sem a
utilizacdo de circulacdo extracorpérea (CEC), ferramenta segura e rotineira que
permite a realizacdo de uma variedade de intervengdes no coracdo pelo desvio do
sangue por um circuito artificial de natureza nao-fisiologica. A CRM com CEC
culmina em perturbacdo do equilibrio fisiolégico do organismo, ativando uma
resposta inflamatoéria sistémica gerada pela exposicdo do sangue a superficie ndo
endotelial, trauma cirargico, isquemia-reperfusdo e hipotermia, havendo,
consequentemente, um grau de disfungéo organica. Defeitos na imunidade mediada
por células pos-cirurgia exercem o potencial de promover infeccoes (RINDER et al.,
1997), aumentando a susceptibilidade as complicacbes em pacientes sob estas
condigbes, o que leva a necessidade de identificacdo de fatores preditores ou
biomarcadores para estas complicagdes.

A quantificacdo linfocitaria desde o periodo pré-cirirgico e seu acompanhamento
durante a unidade de terapia intensiva (UTI), pode fornecer um dado extra para
avaliacdo pré-operatéria e conduta pds-operatoria, possibilitando uma estratégia-
alvo para melhora dos resultados clinicos pos-operatorios através do refor¢co do
sistema imune durante o periodo perioperatério. Nenhum estudo foi encontrado com
o relato pouco conhecido sobre associacdo do perfil linfocitario e morbi-mortalidade

apos cirurgia de revascularizagdo miocardica com circulacdo extracorporea.

Dessa forma, o presente trabalho objetivou contribuir para o tema em tela, avaliando
0 impacto da cirurgia cardiaca de revascularizacdo miocardica com circulacéo
extracorpérea na distribuicdo dos leucécitos totais e subpopulacdes linfocitarias com
a finalidade de associar a contagem de leucdcitos com o tempo de internagdo pos-

cirdrgica em UTI.
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2 REVISAO DE LITERATURA
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2.1 CELULAS DO SISTEMA IMUNE

O sistema imunolégico é composto por uma rede de células e fatores soluveis que
cooperam na formacdo de uma resposta efetiva do hospedeiro contra
microorganismos e outras substancias estranhas. As células progenitoras linfoides,
provenientes da medula 6ssea, dao origem aos linfécitos T, B e células NK. Durante
sua maturagdo, passam por estagios de expressdo de genes e de proteinas de
membranas que servem como marcadores fenotipicos dos diferentes estagios de
desenvolvimento. Sao importantes nas respostas imunes inatas e adaptativas e sua
quantificacdo geralmente é realizada para o estudo da imunidade em diversas
patologias. A imunidade inata inclui as células NK e fagocitos com producédo de
peptideos antimicrobianos, citocinas e complemento. Enquanto a imunidade
adaptativa gera respostas diretas envolvendo os linfécitos T e B e uma série de
citocinas e quimiocinas (FLEISHER; OLIVEIRA, 2004; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2008).

Os linfocitos T representam aproximadamente 75% dos linfocitos circulantes,
possuem papel central na resposta imune adaptativa, exercendo atividade auxiliar,
regulatéria, secrecdo de citocinas pro-inflamatorias e inibitorias e funcéo efetora de
citotoxicidade. Estas células se diferenciam das demais pela presenca do receptor
de células T (TCR, do inglés, T-cell receptor) e o complexo CD3 em sua superficie, e
sao divididas em dois subgrupos principais, de acordo com a expressdao de co-
receptores, os linfocitos T citotoxicos (CD8") e T auxiliares (ou helper, do inglés)
(CD4") (MARKETON; GLASER, 2008; URRA et al., 2009). Além disso, as células T
auxiliares sdo denominadas em diferentes subpopulacgdes, incluindo T helper 1 (Th1)
e T helper 2 (Th2), a depender do perfil de producdo de citocinas (FLEISHER;
OLIVEIRA, 2004). As células do tipo Thl, envolvidas na imunidade contra virus e
outros patdgenos intracelulares, eliminagdo de células cancerosas e estimulacéo de
reacoes de hipersensibilidade do tipo tardia, produzem citocinas proé-inflamatérias
como interferon-gama (IFN-y), interleucina-12 (IL-12), fator de necrose tumoral
(TNF). Os linfocitos Th2 participam da imunidade humoral e regulam a producéo de

anticorpos contra organismos extracelulares, produzindo citocinas antiinflamatorias
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como interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5), interleucina-10 (IL-10), interleucina-
13 (IL-13) (KIMURA et al., 2010; MARCIANAK-SROKA et al., 2011; URRA et al.,
2009).

As células natural killer (NK) sdo linfocitos granulares que compdem cerca de 5 a
15% dos linfécitos circulantes em individuos normais. Esta subpopulacdo compde a
imunidade inata e tem papel importante na primeira linha de defesa, com atividade
citotoxica, apresentando funcao de lisar células-alvo tumorais ou infectadas por virus
através de reconhecimento, formagcdo do conjugado célula NK/célula-alvo e sua
ativacdo que leva ao dano e lise das células-alvo. O estado de ativacdo destas
células depende de alguns fatores como o0s niveis de citocinas e horménios
(GREISEN, 1999), como interferon-gama (IFN-y) e interleucina-2 (IL-2). A avaliacao
destas células, com excecdo das células NKT (CD3"CD56"), inclui a identificac&o,
por citometria, da expressao das moléculas CD56, CD16, ou ambos, nas células que

nao possuam o complexo CD3.

Os linfocitos B possuem como marcador expresso de forma mais precoce e presente
em todas as etapas da sua maturacdo até sua diferenciacdo em plasmdécitos a
molécula de superficie CD19. Essa proteina forma um complexo com CD21, CD81 e
CD225 na superficie de células maduras e, junto com o receptor de células B (BCR,
do inglés, B-cell receptor) diminuem o limiar de ativacédo das células B por antigenos.
Estas células sao responsaveis pela imunidade humoral, tém seus valores relativos
e absolutos aumentados durante os cinco primeiros meses de vida, permanecem
constantes até os dois anos de idade e reduzem, gradualmente, aos valores
encontrados em adultos, compreendendo cerca de 10 a 20% dos linfocitos totais
(FLEISHER; OLIVEIRA, 2004).

Os valores de referéncia podem ser definidos a partir de livros de hematologia e
manuais técnicos laboratoriais ou pela determinagdo da faixa de normalidade por
meio de resultados obtidos de amostras da populacdo em questdo. Outra opcao
possivel € a elaboracdo de valores de referéncia individuais, obtidos através da
comparacao de exames laboratoriais anteriores do mesmo individuo (NAOUM, F.;
NAOUM, P., 2006). Atualmente, os intervalos de referéncia linfocitarios sdo obtidos

através de livros e protocolos internacionais padronizados, geralmente por andlises
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de amostras de populacdes americanas e européias. No entanto, considerando a
variabilidade dos niveis de leucdcitos e linfécitos entre populacdes devido a acdo de
fatores como idade, género, etnia, fatores ambientais, condicdo clinica, cada
laboratério deve estabelecer valores de referéncia, referidos como faixa ou valor
normal, para as diferentes populagdes (CHNG; TAN; KUPERAN, 2004; JENTSCH-
ULLRICH et al., 2005; ORGANIZA(;AO MUNDIAL DA SAUDE, 2007). Estudos,
principalmente internacionais, realizados em diferentes centros tém referido nimeros
absolutos de linfécitos, em populacfes saudaveis, na intencdo de estabelecer faixas

de valores normais (Tabela 1).

Tabela 1: Valores das subpopulacdes linfocitarias de sangue periférico de individuos adultos obtidos
em diferentes estudos.

Marcadores de diferenciacdo celular Local do Referéncias
analisados estudo

CD3 CDh4 CD8 CD56 CD19
1581°  943° 549° - - Brasil TORRES et al., 2009
1505%  843?% 548? 3747 287°% Tanzénia URASSA et al., 2003
(1431°) (833" (499°) (346" (253"
780- 490- 170- 80- 80-490° Alemanha JENTSCH-ULLRICH
2240° 1640° 880° 690° et al., 2005

Valores 540- 310- 140- 80- 70-460°  Suica BISSET et al., 2003

c

absolutos  1790°  1740°  820° 430°

(células/uL)
600- 490- 220- 70- 70-520°  Itélia SANTAGOSTINO et
2460° 1670° 1110° 650° al., 1999
700- 300- 200- 90- 100- Holanda COMANS-BITTER et
2100° 1400° 900° 600° 500° al., 1997
800- 400- 240- 120- 130- Singapura CHNG et al., 2004
2680° 1450° 1210° 1010° 710°
850- 370- 310- 80- 50-420° Etiopia TSEGAYE et al.,
2560° 1240° 1620° 580° 1999

Nota: °média, "mediana, °percentil 2,5-97,5.
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A avaliacdo do sistema imune tem sido realizada gracas a avan¢os nas técnicas
imunoldgicas. A fim de estudar a relagdo entre o numero absoluto das
subpopulacdes linfocitarias e o tempo de evolugcdo poés-cirdrgica, no presente

estudo, estas células foram quantificadas pela técnica de citometria de fluxo.

2.2 CITOMETRIA DE FLUXO PARA QUANTIFICACAO DE LINFO CITOS

O método de imunofenotipagem por citometria de fluxo permite a anélise de
populac6es heterogéneas de células (ou andlises intracelulares de organelas). Pode
oferecer dados baseados nas diferengcas estruturais e funcionais das células,
classificando-as por diferentes caracteristicas fenotipicas como grau de
diferenciacdo celular, linhagem celular, expressdo de proteinas, ploidia, dentre
outros (QUIXABEIRA; SADDI, 2008). Este procedimento pode ser realizado com
material de variados compartimentos do organismo como amostras de sangue, de
medula 0ssea, fluidos de cavidade serosa, fluidos cerebroespinhal, urina e células
de tecidos solidos preparados em suspensao (BROWN; WITTNER, 2000).

A citometria de fluxo é uma técnica que tem como principio a excitagdo de
fluorocromos conjugados a anticorpos, por uma fonte luminosa (laser). Os raios laser
incidem sobre células em um fluido corrente no qual as células passam alinhadas,
uma a uma, em frente a um conjunto de detectores de luz. A interagéo do feixe de
laser com as células gera sinais de dois diferentes tipos: aqueles gerados pela
disperséo frontal da luz (FSC, do inglés, forward scatter), relacionados ao tamanho
celular, dispersdo lateral da luz (SSC, do inglés, side scatter), relacionados a
complexidade interna, e aqueles relacionados a emissao da luz por fluorocromos
conjugados ou ndo a anticorpos. Os fluorocromos sao excitados para um estado de
maior energia, causando emissao de luz em determinados comprimentos de onda.
Os sinais de luz gerados sdo captados e direcionados por um sistema Optico
constituido por uma série de filtros e espelhos que isolam os sinais de comprimento
de onda de interesse. Por fim, sensores eletrénicos transformam os fétons (luz) em

impulsos elétricos que sao amplificados e registrados como sinais digitais a serem



24

processados pelo computador (DE ROSA, 2000; HAWLEY, T.; HAWLEY, R., 2004;
HERZENBERG; WEDEMEYER; POTTER, 2001).

Esta ferramenta possibilita a avaliacdo de parametros como espectro de cores e
identificacdo de caracteristicas celulares diferentes por dispersao de luz, incluindo
tamanho e granulosidade, além de intensidade de fluorescéncia. E amplamente (itil,
por exemplo, na morfologia complementar, citoquimica e estudo de caribtipo
fornecendo diagnostico e classificacdo precisos de leucemias mieldides agudas
(CHANG et al., 2004). Segundo revisdo feita por Orfao et al., em 1999, a
imunofenotipagem das células hematoldgicas, por citometria de fluxo, tem sido util
no diagnostico, classificacdo, prognostico e deteccdo de doencas residuais em
pacientes com doencas hematolégicas malignas, sendo considerada, por exemplo, a
primeira modalidade diagnéstica para desordens linfoproliferativas crénicas,
incluindo linfoma n&o-Hodgkin, assim como em leucemias agudas, desordem
mieloproliferativa cronica e sindrome mielodisplasica. Além disso, tem sido utilizada
para avaliar numero e proporcdes de linfécitos periféricos bem como os estagios de
maturacéo e diferenciacdo destas células, tendo evoluido como a ferramenta mais
importante na avaliagdo do estado imunoldgico, principalmente, para a contagem de
células T CD4" em pacientes infectados pelo HIV. Assim como tem sido utilizada na
caracterizacdo de imunodeficiéncias primarias, doencas auto-imunes, avaliacdo da
reconstituicdo do sistema imune apds transplante de células-tronco e monitoracao
da terapia imunossupressora em pacientes submetidos a transplante de O6rgaos
sélidos (CHNG; TAN; KUPERAN, 2004; FLEISHER; OLIVEIRA, 2004,
THALHAMMER-SCHERRER et al., 2000).

A fenotipagem por imunomarcacao tornou-se possivel devido ao desenvolvimento
de equipamentos especializados além da utilizagdo de anticorpos de alta
especificidade. Esta técnica pode ser realizada com base na expressdo de
diferentes subconjuntos de proteinas de superficie, por ceélulas de diferentes
linhagens ou diferentes fases de maturacdo, identificadas, por exemplo, pelas
moléculas de diferenciacdo de grupo celular ou antigenos CD, do inglés, cluster of
differentiation (HERZENBERG; DE ROSA, 2000). Estas moléculas sdo associadas a
uma variedade de funcdes, como capacidade de interacdes celulares, receptores

celulares, receptores de citocinas, canais de ions, transportadores, ou
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imunoglobulinas, e sao elas que serdo reconhecidas pelo anticorpo especifico. Além
disso, a expressdo destas proteinas é usada para definir a populagéo de linfocitos,
uma vez que estes sao indistintos morfologicamente em esfregacos sanguineos. Por
exemplo, moléculas CD3 permitem a classificacdo dos linfocitos T totais; CD4, dos
linfécitos T helper; CD8, linfocitos T citotoxicos; CD19, linfécitos B e CD56, células
natural killer (NK).

A imunomarcacdo pode ser realizada pela utilizacdo de anticorpos monoclonais
conjugados a fluorocromos disponiveis comercialmente, de acordo com o que se
pretende estudar. Estes anticorpos estdo disponiveis separadamente ou em
combinac¢des duplas ou triplas, com diversos tipos de fluorocromos. O que delimita o

namero de fluorocromos séo o modelo e a capacidade do citdmetro de fluxo.

Um tipo de marcagdo de subtipos linfocitarios pode ser executada por Kits
comerciais como os TriTEST™/TruCount (BD Biosciences), os quais combinam
andlises de trés cores utilizando softwares especificos para a quantificacdo, por
exemplo, de células CD4" e CD8" e para estabelecer a razdo entre linfécitos
CD4"/CD8", sendo (teis no monitoramento da infecgdo e tratamento para HIV. Nesta
infeccéo, as células CD4" sdo o marcador mais robusto de imunocompeténcia, uma
vez que a perda destas células desregula a resposta imune aos patdgenos,
aumentando a susceptibilidade as infec¢cdes oportunistas, caracteristicas da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). No caso de infec¢cdo por HIV, a
quantificacdo das células T CD4" é fundamental, particularmente, para a deciséo de
inicio do tratamento antiretroviral, assim como para 0 monitoramento da progressao
da doenca e efichAcia do tratamento (CHNG; TAN; KUPERAN, 2004,
ORGANIZAQAO MUNDIAL DA SAUDE, 2007).

No presente estudo, a imunomarcacao para citometria de fluxo foi utilizada para
avaliar a resposta imune celular, no periodo perioperatério, de pacientes submetidos
ao trauma e ao estresse cirlrgico da revascularizacdo miocéardica com circulacdo
extracorpdrea, observando-se a distribuicdo das subpopulacdes de linfécitos T
totais, T auxiliares, T citotoxicos, células natural killer e linfocitos B.
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2.3 RESPOSTA IMUNE APOS REVASCULARIZACAO MIOCARDICA COM
CIRCULACAO EXTRACORPOREA

A cirurgia de revascularizacdo do miocardio (CRM) tem sido considerada um método
efetivo para o tratamento da Doenca Arterial Coronaria, pois consiste na restauracéo
do fluxo sanglineo na area ameacada por infarto consequente da obstrucao
coronaria, por meio da substituicdo vascular do local obstruido com enxertos
autdlogos ou sintéticos, equilibrando a perfusdo e as necessidades do miocardio
(KASPER et al., 2006; KUMAR et al., 2005).

Este procedimento pode ser executado com ou sem a utilizacdo de circulacéo
extracorpérea (CEC), ferramenta segura e rotineira que permite a realizagcdo de uma
variedade de intervengcbes no coracdo pelo desvio do sangue por um circuito
artificial. Relatos desde 1812, feitos por Le Gallois, discutem a necessidade de um
aparato artificial capaz de exercer a funcédo do coracédo e pulmdes para que cirurgia
com o coragdo parado pudesse ser realizada. Somente no final da década de 50, em
1959, foi realizada, com sucesso, a primeira cirurgia arterial coronariana utilizando a
circulacao extracorpérea (GREASON; SCHAFF, 2011).

No ato cirargico, a circulacdo extracorporea, indispensdvel em muitos
procedimentos, executa a fungédo outrora realizada pelos pulmdes e coracao por
meio de um equipamento especifico que drena o retorno venoso e bombeia o
sangue oxigenado de volta para o sistema arterial, mantendo a perfusdo tecidual
(AULER; CHIARONI, 2000; MOTA et al., 2008), enquanto o coracdo permanece em
cardioplegia para o reparo cirirgico. A CEC exerce importante influéncia no aumento
da repercusséao organica durante o pds-operatorio, pois esta interfere, dentre outros,
na seérie leucocitaria, levando a alteragbes no numero destas células e,
consequentemente, alteracdes imunologicas (VASCONCELOS FILHO; CARMONA,;
AULER JUNIOR, 2004). As alterac6es inflamatdrias subjacentes a cirurgia cardiaca
com circulacdo extracorpérea vém sendo relatadas desde a década de 70, conforme
estudo de Parker et al. (1972).
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A resposta inflamatéria sistémica decorrente de grandes procedimentos cirlrgicos €,
freqientemente, associada a cirurgia cardiaca em virtude de esta ser para o
organismo um agente agressor e ser interpretada como “perigo” aos sinais
resultantes de inidmeras modificacdes simultaneas de mecanismos fisiolégicos como
trauma cirargico, exposicdo do sangue a superficies e condigbes ndo-fisiologicas,
efeitos mecéanicos da manipulagdo tecidual intra-operatéria, isquemia-reperfusao,
mudancas na temperatura corporal, geracao de espécies reativas de oxigénio e pela
liberacdo de endotoxinas, podendo causar grande estresse organico
(ASIMAKOPOULOS; GOURLAY, 2003; BUTLER; ROCKER; WESTABY, 1993;
CIOCA; WATANABE; ISOBE, 2000; LAFFEY; BOYLAN; CHENG, 2002; LUYTEN et
al., 2005; WAN; LECLERC; VINCENT, 1997).

A Sindrome de Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS, do inglés, systemic
inflammatory response syndrome), também denominada de sindrome pdés-perfusao,
caracteriza-se por leucocitose, aumento da permeabilidade vascular com acumulo
de ligquido intersticial, associada a lesfes de isquemia e reperfusdo com
manifestacdes clinicas complexas em diversos 6rgdos, como lesdo pulmonar aguda,
choque, insuficiéncia renal e sindrome de disfuncdo de multiplos 6rgaos,
sangramento, resultando em febre, infec¢cdo, hipotensdo, vasodilatacdo, sendo
importante causa de morbidade e mortalidade nos pacientes submetidos a cirurgia
cardiaca com CEC (BUTLER; ROCKER; WESTABY, 1993; LAFFEY; BOYLAN;
CHENG, 2002; LUYTEN et al., 2005).

A cascata do complemento é ativada durante a circulacdo extracorpérea, isquemia-
reperfusdo dos 6rgdos e neutralizacdo da heparina com o uso de protamina. Tem
sido demonstrado que o bloqueio das vias de ativagdo do complemento atenua a
resposta inflamatoria resultante de cirurgia cardiaca. Assim, o desenvolvimento de
estratégias para aumentar a biocompatibilidade do circuito da CEC pode reduzir o
indice de ativacdo do complemento, levando a diminuicdo da morbidade pos-
cirirgica. Aléem do complemento, a elevacdo da concentragdo de citocinas proé-
inflamatorias tem sido associada com efeitos adversos no pds-operatério (LAFFEY;
BOYLAN; CHENG, 2002; WAN et al.,1997).
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Apesar da repercussao sistémica no pos-operatorio de cirurgia cardiaca, os avangos
nas técnicas cirdrgicas e anestésicas, circulagdo extracorpérea, monitoramento
cardiovascular, terapia intensiva tém contribuido para a diminuicdo da morbi-
mortalidade na populacdo submetida a este procedimento. Além de serem
influenciadas pela CEC, as repercussdées metabdlica, hormonal e eletrolitica séo,
também, influenciadas pelo estresse cirlrgico e anestésico aos quais 0s pacientes

sdo submetidos.

2.3.1 ESTRESSE E SEUS EFEITOS NO SISTEMA IMUNE

Em revisado feita por Marketon e Glaser, em 2008, é referido que 0 estresse ocorre
em diversas formas: fisica ou psicologica, aguda ou croénica, e essas diferentes
formas podem ter diversos efeitos nos horménios neuroenddcrinos e aspectos

celulares das respostas imunes.

O estresse cirargico, um dos tipos de estresse, é definido como o conjunto de lesdes
e desafios associados a uma operacao, que vao desde o periodo pré-operatério ao
pés-operatorio, levando a respostas adaptativas, as quais envolvem a ativagédo do
eixo hipotalamo-hipdfise-adrenais, sistema nervoso autdnomo e respostas de fase
aguda (MEYER; SILVA, 1999).

A comunicagdo entre os sistemas imune e neuro-endocrino € evidenciada pelo
aumento de secrecdes hipotalamo-hipofisarias em funcdo de processos que alteram
a homeostase do organismo, como estresse, inflamacéo e infeccéo, sugerindo que a
imunocompeténcia pode ser regulada pelo sistema nervoso e enddécrino
(RODRIGUEZ, 2005).

Sternberg et al. (1997) apresentaram as interagcdes neuro-imunes sob o ponto de
vista das citocinas liberadas pelo sistema imune com ac¢ao no sistema nervoso, por
diversas formas. As citocinas periféricas, liberadas por células imunes durante a

inflamacé&o, podem estimular o sistema nervoso central (SNC) a produzir respostas
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fisiol6gicas, neuroenddcrinas e funcionais, resultando, por exemplo, em febre, sono,
ativacao do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal e outros comportamentos. Ha, também,
regulacdo do sistema imune por diferentes rotas, incluindo as vias neuroendocrinas

e 0s sistemas nervoso periférico e autbnomo.

As células submetidas ao estresse podem sobreviver ou morrer, dependendo do tipo
celular, intensidade e forma de estresse e de outros fatores. Os estressores podem
ativar respostas neurais e endocrinas por meio da ativacao de diferentes vias, como
0 eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal (HHA) e sistema nervoso autbnomo (SNA), que
afetam a resposta imune. Além disso, h& a liberacdo de outros fatores em resposta
ao estresse, como prolactina, horménio do crescimento e fator de crescimento
neural. Na ativacdo do eixo HHA, ha secrecdo de hormdnio liberador de
corticotropina (CRH) pelo hipotalamo, que estimula a hipdfise anterior a secretar o
hormoénio adrenocorticotropina (ACTH) na circulacdo sistémica, a qual induz a
sintese e secrecdo de glicocorticoides pelas glandulas adrenais e estes ultimos
qguando em niveis fisiolégicos, apresentam atividade imunomodulatéria. Quando em
niveis de estresse, 0s glicocorticoides sao imunossupressores. O outro mecanismo
pelo qual o estresse age no sistema neuro-endécrino é pela ativacdo do sistema
nervoso simpético, acdo resultante da secrecdo de acetilcolina na medula adrenal,
que induz a secrecao de adrenalina na circulacdo, além de haver, também, liberacéo
de noradrenalina pelos nervos terminais (MARKETON; GLASER, 2008;
STERNBERG, 1997).

Pacientes sob ansiedade devido a espera prolongada por procedimentos cirdrgicos
tém efeitos psicoldgicos e fisicos adversos, pior recuperacéo apos cirurgia, afetando

negativamente no tempo de hospitalizacdo (ARTHUR et al., 2000).

O estresse exerce efeito prejudicial na funcéo imunoldgica. A resposta neuro-imune-
enddocrina é mediada por horménios do estresse, incluindo cortisol e catecolaminas,
e citocinas inflamatdrias como interleucina-6 e TNF-a, 0s quais levam ao
desequilibrio entre os fatores pré- e anti-apoptéticos, resultando na reducdo de
linfécitos (DELOGU et al., 2000). Em situacdes de estresse, 0s numeros das células
natural Killer, linfécitos T totais, T auxiliares e citotoxicos séo reduzidos e a producao
de imunoglobulinas é afetada (MARKETON; GLASER, 2008).
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Estudos tém mostrado que o bloqueio epidural da atividade dos nervos aferentes é
capaz de modificar a resposta imune. Assim, tém-se sugerido que a dor (situacéo
estressante), mesmo na auséncia de dano tecidual, pode estimular, via
neuroendocrina, 0 aumento da atividade citotoxica das células NK, além do aumento
da concentracdo plasmatica de adrenalina e cortisol sérico, caracterizando a

interligacéo entre os sistemas enddcrino e imune (GREISEN et al., 1999).

Nesta revisdo, foram encontrados diversos trabalhos acerca da resposta imune apo6s
cirurgia de revascularizacdo miocardica com circulacdo extracorpdrea. No entanto,
nenhum dos estudos relacionou o perfil linfocitario de pacientes submetidos a este
procedimento ao tempo de evolucdo pos-cirargica. A proposta da quantificacao de
linfécitos realizada neste estudo foi valida para estudar a cinética linfocitaria durante
o procedimento cirlrgico e no pés-operatério em unidade de terapia intensiva, além
de associar a contagem absoluta linfocitaria com tempo de permanéncia em unidade

de terapia intensiva pés-cirurgia.
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3 OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a cinética da distribuicdo das subpopulacdes linfocitrias no sangue
periférico de pacientes submetidos a cirurgia de revascularizacdo miocardica com

circulacao extracorporea.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Determinar a cinética das subpopulacgdes linfocitarias CD3" (células T), CD4"
(linfécitos T auxiliares), CD8" (linfocitos T citotdxicos), CD56" (células natural

killer) e CD19" (linfécitos B) e leucdcitos totais no periodo perioperatdrio.

» Associar a contagem das subpopulacdes linfocitérias e leucécitos totais ao tempo

de evolucao poés-cirargica.
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4 MATERIAL E METODOS
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4.1 ASPECTOS ETICOS

O projeto do presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Professor Dr. Celso Figuerba, da Santa Casa de Misericérdia da Bahia/Hospital
Santa lzabel (Salvador-BA), em dezembro de 2008 (ANEXO B), com numero de
Protocolo 54/2008 (ANEXO C).

4.2 TIPO DE ESTUDO

Estudo longitudinal, com amostras obtidas em momentos distintos, para investigagao
da cinética da distribuigdo linfocitéaria.

4.3 SELECAO DE PACIENTES

Participaram voluntariamente do estudo 37 individuos de ambos o0s géneros
submetidos eletivamente a cirurgia de revascularizagdo miocardica com circulagcéo
extracorpérea na Santa Casa de Misericordia da Bahia/Hospital Santa Izabel,
Salvador-BA, entre julho de 2009 e junho de 2011. Todos os individuos assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE A).

4.3.1 Critérios de incluséo

Foram incluidos, sequencialmente, pacientes submetidos a cirurgia eletiva de
revascularizagdo miocardica com circulagdo extracorporea, entre 45 a 75 anos, com
valores de leucocitos dentro da faixa de referéncia estabelecida pelo Hospital Santa

Izabel.
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4.3.2 Critérios de exclusao

Nao houve critérios de exclusao.

4.4 COLETA DAS AMOSTRAS

Amostras de sangue periférico de cada voluntario foram coletadas em tubos de
coleta a vacuo de 5mL com EDTA (BD Vacutainer), por meio de acesso venoso
central, em trés momentos distintos durante o processo cirlrgico e, também,
diariamente, durante o periodo pds-cirurgico, na unidade de terapia intensiva (UTI),
sendo identificados os tempos como T1 (apO0s acesso venoso central ), T2 (30
minutos apo6s entrar em CEC), T3 (antes da sutura do osso esterno), T4 (24h pos-
cirurgia), T5 (48h pds-cirurgia) e T6 (72h pos-cirurgia), sendo T4, T5 e T6 coletadas
sempre no mesmo horario no periodo da manha (Figura 1). O valor absoluto de cada
subpopulacao linfocitaria obtido no tempo T1 foi considerado como controle de cada

individuo.

Figura 1 - Fluxograma da estratégia de coleta das amostras sanguineas dos individuos submetidos a
cirurgia de revascularizacdo do miocardio com circulagédo extracorpérea.

T1=aposacessovenoso
central
Intra-operatorio T2 =30 min apésinstalacdoda
CEC
Coletade 5 mL T3 = final da cirurgia — antes da sutura
(EDTA) de sangue final
periférico por —
et T4 =24 horas
|| Pos-operatorio T5=48horas
(UTI)
T6=72horas
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4.5 LEUCOGRAMA

O leucograma foi realizado em aparelho semi-automatizado modelo CC-530/500
(CellM), seguindo as instru¢des do fabricante. Para a lise dos eritrécitos, foi utilizada
solugcdo hemolisante para contagem de glébulos brancos (CellM).

4.6 IMUNOMARCACAO PARA CITOMETRIA DE FLUXO

Os fendtipos linfocitarios foram quantificados por ensaio citofluorimétrico utilizando o
kit comercialmente disponivel Lymphogram e microesferas PerfectCount (ambos
Cytognos — Salamanca - Espanha). Com o kit foi realizada a contagem absoluta,
simultaneamente, dos linfocitos T totais (CD3"), linfocitos T auxiliares (CD4"),
linfocitos T citotoxicos (CD8™), células natural killer (CD56") e linfocitos B (CD19%). A
vantagem de utilizar esta técnica esta relacionada a rapidez e facilidade, capacidade
de fazer a contagem de grande quantidade de células, além de apresentar baixo

custo em relacao a outras técnicas.

Para a imunomarcacdo das células, foram misturados, em um tubo, 5uL do
reagente monoclonal com 20uL de sangue, e incubados durante 15 minutos, a
temperatura ambiente, no escuro. Foram adicionados 475uL de solucéo de lise de
eritrocitos e, em seguida, houve nova incubacdo nas mesmas condicdes anteriores.
Apés a lise, foram adicionados 1000uL de solugcédo salina a 0,9% a mistura para
centrifugacdo a 3500 rpm, durante 3 minutos, a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi reconstituido com 400uL de solucéo
salina a 0,9%, acrescentando-se 40 pL de beads PerfectCount, para o calculo do
valor absoluto. As amostras marcadas foram adquiridas imediatamente apdés a
marcacdo ou até um periodo maximo de 24h no citdmetro FACSCalibur (BD
Biosciences) equipado com um laser de argbnio com emissdo de comprimento de
onda 488nm. Foram feitas regides eletronicas, denominadas gates, na populacao de

linfécitos baseando-se em suas caracteristicas de dispersdo e fluorescéncia. A
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aguisicdo de cada amostra, pelo software CellQuest (BD), foi finalizada ap6s 10000
eventos terem sido processados, segundo recomendagdes do fabricante do kit. As

analises das aquisi¢cdes foram feitas pelo software Summit (Dako).

Foram coletadas informacdes referentes aos aspectos como tamanho e
granulosidade, identificados por graficos com eixo de disperséo de luz frontal (FSC —
Forward Scatter) e eixo de dispersao de luz lateral (SSC — Side Scatter),
respectivamente, para selecdo da populacdo de interesse, como representado pela
Figura 2. Esta selecdo, denominada “estratégia de gate”, possibilita que as analises
sejam realizadas, principalmente, baseadas na populacdo incluida nesta
delimitacdo. Para a identificacdo das subpopulacdes de linfocitos T, linfocitos B e
células NK, por citometria de fluxo, sdo consideradas suas propriedades
morfoldgicas e a fluorescéncia conseqiiente a presenca de anticorpos monoclonais
especificos para cada molécula: anti-CD8-FITC (isotiocianato de fluoresceina), anti-
CD19-FITC, anti-CD3-PE (ficoeritrina), anti-CD56-PE e anti-CD4-PE/Cy5

(ficoeritrina-cianina 5).

Figura 2 - Gréfico em dot plot para selecdo da populacéo de interesse para o estudo (tamanho — FSC
versus granulosidade — SSC).
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Nota: A regido circulada compreende a populagdo de linfécitos. Imunomarcagdo com Lymphogram
(Cytognos) e aquisicao no citbmetro FACSCalibur (BD Biosciences).



38

O grafico no qual se registra a populacdo selecionada que distingue as
subpopulacdes linfocitéarias, identificadas pela ligacdo dos anticorpos monoclonais
especificos e diferenciadas de acordo com a intensidade de fluorescéncia, €, neste

kit, denominado de Grafico de purificacao (Figura 3).

Figura 3 - Grafico de purificacdo/identificacédo.
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Nota: Distribuicdo das subpopulac¢@es linfocitarias com base no gate de selecdo da figura 1. A regido
que compreende a escala entre 10%e 10* (quadro interno menor) em ambos 0s eixos, corresponde as
células ndo marcadas pelos monoclonais. As células marcadas por cada monoclonal exibem, em
escala logaritmica, cores e intensidade de fluorescéncia distintos, permitindo a discriminacdo das
subpopulac¢des linfocitarias no histograma. Imunomarcacéo com Lymphogram (Cytognos) e aquisi¢ao
no citbmetro FACSCalibur (BD Biosciences)

Nos gréaficos subsequentes encontram-se delimitadas as populac¢des purificadas na
figura 3, para a contagem relativa de cada subpopulacéo (Figura 4).
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Figura 4 - Estratégia de identificacdo das subpopulag@es linfocitarias por citometria de fluxo.
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Nota: Nos graficos A e C encontra-se representada a distribuicdo das células de acordo com
intensidades de fluorescéncia emitidas pela ligagcdo dos anticorpos monoclonais especificos, em
ambos os eixos. Nos graficos B e D, o tamanho celular versus padréao de fluorescéncia (CD56/CD3-
PE e CD4-PerCP, respectivamente). Imunomarcacdo com Lymphogram (Cytognos) e aquisicdo no
citbmetro FACSCalibur (BD Biosciences)

Este kit utilizado para quantificagcdo permite somente a avaliagcdo relativa das
subpopulacdes linfocitarias, sendo necesséria a utilizacdo do reagente PerfectCount
Microspheres™ (Cytognos, Salamanca, Espanha) para o célculo dos valores
absolutos das subpopulagcdes por microlitro de sangue. Este método € um sistema
de plataforma simples baseado em microesferas (beads), composto de uma
combinagcdo de anticorpos monoclonais conjugados a diferentes fluorocromos. As

microesferas apresentam densidades acima e abaixo das células sanguineas e
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apresentam diferentes caracteristicas de disperséo de luz, fluorescéncia e flutuacao,
sendo classificadas em beads A e B, — representadas na Figura 5 como regides R4
e R8, respectivamente. O fabricante fornece o numero de beads por microlitro para

servir de controle interno da quantificacdo das células.

Figura 5 - Representacéo da distribuic&o e localizacdo das microesferas PerfecCount (Cytognos).
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Nota: Aquisicdo em FACSCalibur (BD Biosciences). Grafico em dot plot CD56/CD3 x SSC com gate
nas duas subpopula¢fes de microesferas (R4 e R8).

No programa de leitura para os componentes do kit comercial processados no
FACSCalibur (BD Biosciences), os resultados finais da quantificacdo relativa de

cada subpopulacao e das microesferas contadas sao expressos em tabelas, como o

exemplo a seguir (Figura 6).
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Figura 6 - Representagdo de valores relativos das subpopulagdes linfocitarias e niumero de
microesferas.

Fegion Events % Gated % Total
LINFOCITOS 2001 10000 20.01
CD3+ 15497 7981 15497

CD3+ CD4+ 961 4803 961
PURIFICACAO 2001 10000 2001
CD3+ CD8+ 599 2994 599
CD56+ 202 1009 202

CD19+ 197 .85 1.97

R4 784 /.64 /.64

R& ira f.02 f.0a

Nota: Aquisicdo em FACSCalibur (BD Biosciences). Modelo fornecido pelo software CellQuest™.

O célculo para obtencéo do valor absoluto é feito pela divisdo de cada subpopulacdo
detectada (coluna “Events”) pelo numero total de microesferas quantificadas
(R4+R8), multiplicada pela concentracdo de microesferas fornecida no prospecto do

kit, resultando na quantidade de células/microlitro de amostra, representado abaixo.

Numero eventos de cada subpopulacéo X Ndmero de microesferas/pL

Contagem absoluta = (fornecido pelo fabricante)

(Células/ul) Ndmero total de microesferas contadas (R4 e R8)

4.7 COLETA DE DADOS CLINICOS

Informacdes clinicas dos pacientes como sexo, idade, peso, altura, diagndstico,
doencas associadas, tipo de cirurgia, medicamentos utilizados no perioperatorio,
duracédo de CEC, duragao de cirurgia, dados do hemograma, foram obtidos a partir
dos prontuarios médicos (APENDICE B).
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

Para verificacdo de normalidade dos dados, foi aplicado o teste de Kolmogorov-
Smirnov. A verificagcdo da diferenca entre todos os tempos de coleta foi realizada
pelo teste de Kruskal-Wallis. A verificacdo da existéncia de diferenca entre pares de
tempos foi feita pelo teste de Mann-Whitney, o qual também foi utilizado para avaliar
a existéncia de diferenca entre os dois grupos de prognéstico (melhor tempo de
evolucdo poés-cirurgica e pior tempo de evolucdo pés-cirurgica). O teste de qui-
quadrado foi aplicado para verificacdo da associacdo entre as caracteristicas
clinicas, cirargicas, comorbidades e tempo de evolugdo pdés-cirargica. Todas as
analises foram feitas pelos softwares SPSS 14.0 (Statistical Package for Social
Sciences) e GraphPad Prism 5.0 para Windows. O intervalo de confianca para os

testes estatisticos foi definido em 95% (p<0,05).
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5 RESULTADOS
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5.1 COMPOSICAO DA AMOSTRA

Foram incluidos no estudo 27 homens (73%) e 10 mulheres (27%). A mediana da
idade dos participantes foi 59 anos (45 a 75 anos), da altura foi 165 cm (150 a 179
cm), do peso foi 74 kg (faixa de 48 a 116) e as medianas da duragao da cirurgia e da
CEC foram 264 minutos (140 a 405 minutos) e 83 minutos (25 a 120 minutos),
respectivamente (Tabela 2). A presenca de comorbidades nos individuos também foi
registrada, sendo a hipertensédo arterial a mais prevalente (78,4% dos pacientes),
seguida de dislipidemia (54,1%). Foi encontrada a mesma freqiiéncia para diabetes
e tabagismo (ambos 29,7%) e, por ultimo, etilismo em seis pacientes (16,2%)
(Tabela 2). Doze (32,4%) pacientes apresentavam indice de massa corporal (IMC)

menor que 25 contra 25 (67,56%) pacientes com IMC acima de 25.

Tabela 2: Dados clinicos e cirlrgicos dos pacientes submetidos a cirurgia
de revascularizacdo miocardica com circulagdo extracorpérea (n=37).

Variavel Média + DP n %
Idade (anos) 5948 - -
Altura (cm) 16518 - -
Peso (kg) 74114 - -
Duragéao cirurgia (min) 249160 - -
Duracao CEC (min) 82127 - -
IMC 26,844,0 - -
Diabetes - 11 29,7
Dislipidemia - 20 54,1
Hipertenséo arterial - 29 78,4
Etilismo - 6 16,2
Tabagismo - 11 29,7

Nota: DP = desvio padréo

Os dados dos individuos deste estudo ndo foram comparados a individuos controles
saudaveis em virtude de a funcdo imune sofrer alteracbes no perioperatorio.
Portanto, os valores obtidos durante e apdés o procedimento cirargico (T2 a T5)
comparados aos valores basais (T1) serviram para documentar os efeitos do trauma

cirurgico na populacao estudada.
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5.1.1 DIVISAO DA AMOSTRA EM GRUPOS

Os pacientes que permaneceram até, no maximo, 48h na unidade de terapia
intensiva (n=22, 59,5%), foram considerados com melhor tempo de evolucdo pos-
cirdrgica (GRUPO 1). Aqueles que estiveram internados por mais de 48h apos o
procedimento (até 41 dias) foram classificados como pacientes com pior tempo de
evolucdo (n=15) (GRUPO 2) (Tabela 3). Dois destes ultimos individuos (5,4%)
apresentaram complicacOes pos-cirurgicas e foram a 6bito entre 9 e 15 dias apos o

procedimento.

Tabela 3: Tempo de internamento em unidade de terapia
intensiva pés-cirurgia cardiaca.

Tempo em UTI (dias) n %
2 22 59,5
3 5 13,5
4 2 5,4
5 2 54
8 1 2,7
9 2 5,4
15 1 2,7
16 1 2,7
41 1 2,7

Total 37 100

5.1.1.1 COMPOSICAO DOS GRUPOS

De um total de 10 mulheres, 60% (n=6) apresentaram pior tempo de evolucdo poés-
cirdrgica, enquanto os homens, de um total de 27, representaram 33,3% (n=9) para

esta mesma condicao (Tabela 4).



Tabela 4: Composi¢éo dos grupos de melhor e pior tempo de evolugao pés-CRM.

CRM n=37
Grupo Mulheres Homens
(n=10) (n=27)
Melhor evolugéo (Grupo 1)
n 4 18
% 40 66,7
Pior evolucéao (Grupo 2)
n 5 8
% 50 29,6
Pior evolugdo com 6bito (Grupo 2)
n 1 1
% 10 3,7

Nota: CRM = Cirurgia de Revascularizagdo do Miocardio
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No Grupo 1, sete individuos apresentaram IMC<25 contra 14 acima de 25

(sobrepeso ou obesidade) e, no Grupo 2, quatro tinham IMC<25 contra onze com

IMC>25, ndo houve diferenca entre os dois grupos, assim como ndo foram

encontradas diferencas nas demais caracteristicas clinicas e cirdrgicas analisadas

entre os dois grupos (p>0,05) (Tabela 5).

Tabela 5: Dados clinicos e cirdrgicos do Grupo 1 e Grupo 2.

Variavel Grupo 1 (n=22) Grupo 2 (n=15)
Média n (%) Média + n (%) p-valor
DP DP

Idade (anos) 59+8 - 608 - NS
Altura (cm) 167+7 - 163+9 - NS
Peso (kg) 74114 - 74114 - NS
Duracdo cirurgia (min) 243159 - 258164 - NS
Duracao CEC (min) 80+22 - 85£33 - NS
IMC 26,1+3,5 - 27,314,4 - NS
Diabetes - 5(22,7) - 6 (40,0) NS
Dislipidemia - 12 (54,5) - 8 (53,3) NS
Hipertenséo arterial - 17 (77,3) - 12 (80,0) NS
Etilismo - 29,1 - 4 (26,7) NS
Tabagismo - 7 (31,8) - 4 (26,7) NS

Nota: DP = desvio padrdo/ NS = ndo significante (p>0,05 entre Grupo 1 e Grupo 2)
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5.2 CINETICA DOS LEUCOCITOS TOTAIS

A média dos leucdécitos totais dos pacientes, ao entrarem no estudo, foi 6,4 x 10°
(amplitude: 3,6 a 11,0 x10° células/pL), indicando que todos tinham valores de
leucécitos dentro da faixa normal estabelecida pelo Hospital Santa Izabel que varia
entre 3,5 a 11,0 x10® células/pL. A contagem leucocitaria aumentou em T2 (meia
hora apos instalacédo da CEC) (p>0,05) e, a partir de T3, houve aumento significativo
(p<0,001 em relacdo a T1), ocorrendo leucocitose em T4 e T5 (24h e 48h pos-
cirurgia) (Tabela 6 e Figura 7).

Tabela 6: Medidas de tendéncia central e dispersdo da contagem de leucdcitos totais de individuos
subrgetidos a cirurgia de revascularizagao miocardica com circulagao extracorpdrea. n=37, leucocitos
X 10°/uL.

Leucécitos x 10 */uL (n=37)

Tempos de coleta Média £ DP Mediana
T1 6,4+1,9 6,3
T2 6,6+3,9 5,7

T3*** 10,8+4,7 10,7

T4*** 15,0+4,9 14,8

T5*** 16,9459 16,4

Nota: DP=desvio padrdo (T1l: ap0s acesso venoso central; T2: 30 min apés CEC; T3: antes da
sutura final; T4: 24h pés-cirurgia; T5: 48h pos-cirurgia). ***p<0,001.



48

Figura 7 - Cinética dos leucécitos totais em amostras de sangue periférico obtidas de individuos
submetidos a cirurgia eletiva de revascularizagao do miocardio com circulagao extracorporea.
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Nota: T1: apds acesso venoso central; T2: 30 min apés CEC; T3: antes da sutura final; T4: 24h pés-
cirurgia; T5: 48h pds-cirurgia. Resultados expressos em média + desvio padrdo. ***p<0,001 em
relacdo a T1. (n=37)

5.3 CINETICA DAS SUBPOPULACOES LINFOCITARIAS (n=37)

5.3.1 LINFOCITOS T (CD3")

Os linfocitos T diminuiram gradualmente no intra-operatoério (p<0,01 e p<0,05, em T2
e T3 em relacdo a T1, respectivamente). No pds-operatério houve queda acentuada
dos niveis destas células, sendo observada a menor concentracdo em T4 (24h pos-
cirurgia) (p<0,001 em relacdo a T1) e, em T5, houve um leve aumento em relagcéao a

T4, porem permaneceu reduzido em relagdo a T1 (p<0,001) (Tabela 7 e Figura 8).
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Tabela 7: Quantificacéo dos linfécitos T totais de todos os individuos. Medidas de tendéncia central e
de dispersao (n=37. Células/uL).

Todos (n=37)

Tempo de coleta MédiatDP Mediana (interquartil 25% -75%)
T1 13471754 1157 (832-1706)
T2 9194514 837 (546-1130)
CD3" T3 10334738 795 (564-1265)
T4 415+468 311 (178-412)
T5 4681460 378(241-535)

Nota: DP=desvio padrdo (T1l: ap0s acesso venoso central; T2: 30 min apés CEC; T3: antes da
sutura final; T4: 24h pés-cirurgia; T5: 48h pds-cirurgia).

Figura 8 - Cinética dos linfécitos T CD3" em amostras de sangue periférico obtidas de individuos
submetidos a cirurgia eletiva de revascularizagao do miocardio com circulagdo extracorporea.
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Nota: T1: apOs acesso venoso central; T2: 30 min apds CEC; T3: antes da sutura final; T4: 24h pos-
cirurgia; T5: 48h pdés-cirurgia. Resultados expressos em mediana + intervalo interquartil. *p<0,05 em
relacdo a T1; **p<0,01 em relagcdo a T1; **p=<0,001 em relacdo a T1. (n=37)

5.3.2 LINFOCITOS T AUXILIARES (CD4 ")

A concentracdo das células T CD4" oscilou no periodo intra-operatorio,
permanecendo significativamente diminuida em T2 e T3 (p<0,001 em relacdo a T1).
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No pés-operatorio, houve aumento gradual de T4 para T5, porém a concentragdo
nestes dois momentos permaneceu reduzida em relacdo a T1 (p<0,001). Em T4,
houve a menor concentracdo quando comparado a todos 0s outros momentos
(Tabela 8 e Figura 9).

Tabela 8: Quantificacdo dos linfécitos T auxiliares de todos os individuos. Medidas de tendéncia
central e de dispersao (n=37. Células/pL).
Todos (n=37)

Tempo de coleta MédiatDP Mediana (interquartil 25% -75%)
T1 8061457 665 (529-986)
T2 4184259 354 (259-474)
CD4" T3 4534352 358 (222-518)
T4 2354227 167 (96-273)
T5 2674231 216 (144-298)

Nota: DP=desvio padrdo (T1: apds acesso venoso central; T2: 30 min apés CEC; T3: antes da
sutura final; T4: 24h pos-cirurgia; T5: 48h pds-cirurgia).

Figura 9 - Cinética dos linfocitos T auxiliares (CD4") em amostras de sangue periférico obtidas de
individuos  submetidos a cirurgia eletiva de revascularizagdo do miocardio com circulacdo
extracorpérea.
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Nota: T1: apOs acesso venoso central; T2: 30 min apds CEC; T3: antes da sutura final; T4: 24h pos-
cirurgia; T5: 48h poés-cirurgia. Resultados expressos em mediana + intervalo interquartil. ***p<0,001
em relacdo a T1. (n=37)



51

5.3.3 LINFOCITOS T CITOTOXICOS (CD8%)

Os linfocitos T CD8 tiveram oscilagdo na sua concentracdo no intra-operatorio,
diminuindo em T2 e aumentando em T3 em comparacao a T1 (ambos, p>0,05). No
pOs-operatorio, foi observada reducao significativa em T4 e T5 (p<0,001 em relacao

a T1), com a menor concentracdo destas células em T4 (Tabela 9 e Figura 10).

Tabela 9: Quantificacdo dos linfécitos T citotoxicos de todos os individuos. Medidas de tendéncia
central e de dispersao (n=37. Células/pL).

Todos (n=37)

Tempo de coleta MédiatDP Mediana (interquartil 25% -75%)
T1 410+296 368 (190-493)
T2 333+215 304 (157-479)
CD8" T3 410+338 378 (151-522)
T4 1384210 95 (58-122)
T5 1444150 107 (61-162)

Nota: DP=desvio padrao (T1: apdés acesso venoso central; T2: 30 min ap6és CEC; T3: antes da
sutura final; T4: 24h pos-cirurgia; T5: 48h pds-cirurgia).

Figura 10 - Cinética dos linfocitos T citotoxicos (CD8") em amostras de sangue periférico obtidas de
individuos  submetidos a cirurgia eletiva de revascularizagdo do miocardio com circulacdo
extracorpérea.
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Nota: T1: apds acesso venoso central; T2: 30 min apés CEC; T3: antes da sutura final; T4: 24h pés-
cirurgia; T5: 48h pdés-cirurgia. Resultados expressos em mediana + intervalo interquartil. ***p<0,001
em relacdo a T1. (n=37)
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5.3.4 LINFOCITOS B (CD19"%)

Os linfocitos B tiveram reducdo gradual na sua concentracdo no intra-operatorio,
atingindo seu minimo em T3 (p<0,001 em relacdo a T1). Houve aumento progressivo
no pos-operatério, em que as concentracbes em T4 e T5 foram maiores do que T1,
porém sem diferenca significativa (p>0,05) (Tabela 10 e Figura 11).

Tabela 10: Quantificagdo dos linfocitos B de todos os individuos. Medidas de tendéncia central e de
disperséo (n=37. Células/uL).

Todos (n=37)

Tempo de coleta MédiazDP Mediana (interquartil 25% -75%)
T1 129+128 82 (51-167)
T2 65+46 53 (34-78)
CD19" T3 71+137 38 (21-64)
T4 112+118 84 (31-133)
T5 175+294 116 (40-199)

Nota: DP=desvio padrdo (T1: apds acesso venoso central; T2: 30 min apés CEC; T3: antes da
sutura final; T4: 24h pos-cirurgia; T5: 48h pds-cirurgia).

Figura 11 - Cinética dos linfécitos B (CD19") em amostras de sangue periférico obtidas de individuos
submetidos a cirurgia eletiva de revascularizacdo do miocardio com circulagédo extracorpérea.
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Nota: T1: apds acesso venoso central; T2: 30 min apés CEC; T3: antes da sutura final; T4: 24h pés-
cirurgia; T5: 48h pés-cirurgia. Resultados expressos em mediana * intervalo interquartil. **p<0,01 em
relacdo a T1; ***p<0,001 em relagcédo a T1. (n=37)
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5.3.5 CELULAS NATURAL KILLER (CD56%)

Durante o periodo intra-operatorio (T2 e T3), as células natural killer apresentaram
aumento progressivo na sua contagem, sem diferenca significativa (p>0,05 em
relacdo a T1). ApOGs o procedimento cirargico, a concentracdo destas células
diminuiu gradualmente em T4 (p<0,01 em relagéo a T1) e T5 (p<0,001 em relagéo a
T1), apresentando menor concentragdo em T5, quando comparado a todos os

outros momentos (Tabela 11 e Figura 12).

Tabela 11: Quantificacdo das células natural killer de todos os individuos. Medidas de tendéncia
central e de dispersao (n=37. Células/uL).

Todos (n=37)

Tempo de coleta MédiatDP Mediana (interquartil 25% -75%)
T1 438+409 282 (134-634)
T2 491+491 387 (159-656)
CD56" T3 7424763 434 (272-916)
T4 2424296 125 (49-253)
T5 1984215 110 (66-235)

Nota: DP=desvio padrao (T1: apdés acesso venoso central; T2: 30 min ap6és CEC; T3: antes da
sutura final; T4: 24h pos-cirurgia; T5: 48h pds-cirurgia).
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Figura 12 - Cinética das células natural killer (CD56") em amostras de sangue periférico obtidas de
individuos submetidos a cirurgia eletiva de revascularizacdo do miocardio com circulacdo
extracorpérea
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Nota: T1: apOs acesso venoso central; T2: 30 min apds CEC; T3: antes da sutura final; T4: 24h po6s-
cirurgia; T5: 48h pés-cirurgia. Resultados expressos em mediana * intervalo interquartil. **p<0,01 em
relacdo a T1; ***p<0,001 em relagcédo a T1. (n=37)

5.4 COMPARAGCAO DA CINETICA DAS SUBPOPULACOES LINFOC ITARIAS
ENTRE O GRUPO 1 E GRUPO 2

Apébs observacgdes feitas no conjunto completo das amostras (n=37), sem distingédo
de grupos, foram comparados os dados obtidos da divisdo dos pacientes nos grupos
de melhor (n=22) e pior (n=15) tempo de evolucdo pos-cirdrgica, com a finalidade de

verificar a existéncia de diferenca na cinética das células entre estes grupos.

Nos dois grupos, a contagem dos linfcitos CD19" foi semelhante no periodo intra-
operatorio, diminuindo de T1 a T3. No Grupo 1, o valor de T1 foi superado em T4,
seguindo com aumento em T5 (p>0,05 em relacdo a T1), enquanto no Grupo 2, o
valor de T4 foi menor do que T1, superando este Ultimo somente em T5 (p>0,05). O
fenotipo CD19*, de ambos os grupos, teve sua contagem minima em T3 (Tabela 12
e Figura 13).

O principal achado deste estudo estd na diferenca da concentracdo dos linfocitos B
(CD19%) nos tempos T1 e T2 entre o Grupo 1 e 2, indicando que os pacientes do
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Grupo 2, aqueles que permaneceram mais tempo na unidade de terapia intensiva,
iniciaram o0 processo cirdrgico com menor concentracdo de linfécitos B quando

comparados ao Grupo 1 (p<0,05) (Tabela 12 e Figura 13).

Tabela 12: Quantificacéo dos linfécitos B (CD19") de acordo com a evolugdo pés-cirtrgica. Medidas de
tendéncia central e de dispersédo (Células/pL).

Grupo 1 (n=22) Grupo 2 (n=15)
MédiatDP Mediana (interquartii  MédiatDP Mediana (int erquartil

25%-75%) 25%-75%)

T1* 168+151 95 (68-240) 73146 60 (44-98)

T2* 7649 68 (43-92) 46+33 42 (34-48)

CD19* T3 62+49 45 (29-69) 861215 25 (18-40)
T4 111+78 109 (48-135) 1124163 48 (24-101)

T5 1544110 158 (58-237) 2074450 72 (35-145)

Nota: DP=desvio padrao/Grupo 1=melhor tempo de evolugcdo pos-cirdrgica/Grupo 2=pior tempo de
evolucdo poés-cirtrgica (T1: apos acesso venoso central; T2: 30 min apés CEC; T3: antes da sutura
final; T4: 24h pés-cirurgia; T5: 48h pds-cirurgia). *p<0,05 — entre T1 do Grupo 1 versus T1 do Grupo
2 e entre T2 do Grupo 1 versus T2 do Grupo 2.

Figura 13 - Cinética dos linfocitos B (CD19+) de acordo com o tempo de evolugao pdés-cirargica.
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Nota: Amostras de sangue periférico obtidas de individuos submetidos a cirurgia eletiva de
revascularizagdo do miocardio com circulagdo extracorpdrea. Grupo 1 (melhor tempo de evolucao
pos-cirtrgica): Circulos/barras pretas/linha solida preta e Grupo 2 (pior tempo de evolugdo pos-
cirdrgica): Triangulos/barras cinzas/linha pontilhada preta. Resultados expressos em mediana e
intervalo interquartil para as subpopulacdes linfocitarias. *p<0,05. T1: apds acesso venoso central; T2:
30 min apés CEC; T3: antes da sutura final; T4: 24h pés-cirurgia; T5: 48h pds-cirurgia, T6: 72h pos-
cirurgia.
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Os linfocitos analisados, com excecdo do CD4" e CD56", apresentaram tendéncia a
menores niveis durante todo o periodo perioperatério. As células CD3", CD4" e
CD8" de ambos 0s grupos tiveram concentragdo minima em T4. As células NK do
grupo 1 tiveram menor concentracdo em T4, enquanto no grupo 2, apresentaram o
nivel minimo em T5. Em nenhum dos grupos, os valores basais das subpopula¢fes
(T1) foram alcancados em T5. Os leucdcitos totais de ambos os grupos mantiveram
aumento desde o intra-operatoério até o pdés-operatério, havendo leucocitose nos dois

altimos tempos analisados (Tabela 13 e Figura 14).



Tabela 13: Quantificacao linfocitaria do Grupo 1 e Grupo 2. Medidas de tendéncia central e de
disperséo (n=37. Células/uL).
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Grupo 1 (n=22)

Grupo 2 (n=15)

MédiatDP Mediana (interquartil MédiatDP Mediana (interquartil
25%-75%) 25%-75%)
CD3" Tl  1315+677 1182 (854-1663) 1394+878 930 (827-2057)
T2 859+496 855 (474-1088) 1021+547 710 (610-1607)
T3 984+686 825 (533-1171) 1111+835 764 (675-1454)
T4 4304554 319 (208-387) 3944319 263 (132-672)
T5 415+185 413 (288-528) 5444694 268 (195-491)
CD4" T1 7741435 678 (527-975) 853+499 594 (530-1241)
T2 393+254 360 (259-463) 461+273 354 (260-595)
T3 439+364 312 (222-477) 4761345 388 (261-551)
T4 2394257 167 (115-259) 230+182 175 (78-348)
T5 2374108 223 (168-297) 311+340 174 (128-317)
CD8" T1 4164280 390 (276-488) 403+328 282 (179-520)
T2 330+213 304 (204-434) 337+226 252 (150-537)
T3 398+324 378 (160-493) 429+370 304 (143-551)
T4 1544257 105 (77-122) 1154116 63 (43-132)
T5 135471 145 (85-168) 1584223 79 (53-133)
CD56" Tl 402+343 268 (162-579) 493+498 368 (129-708)
T2 4861526 394 (158-597) 501+447 324 (161-714)
T3 7081766 381 (276-958) 7961785 604 (302-867)
T4 2434312 119 (75-233) 2414281 157 (44-294)
T5 193+201 134 (75-221) 2061241 85 (61-238)
Leucécitos T1 6,3+2,0 6,1 (5,1-7,5) 6,6+2,1 6,4 (5,0-7,8)
totais (x10 °) T2 6,1+3,4 5,2 (3,8-7,4) 8,415,0 7,1 (4,9-10,7)
T3 11,4447 11,6 (8,4-14,6) 10,0+4,8 10,1 (7,7-12,6)
T4 14,945,2 14,9 (10,6-17,7) 15,2+4,8 14,8 (12,3-17,3)
T5 17,846,1 17,4 (14,7-20,1) 15,745,5 14,1 (12,4-18,3)

Nota: DP=desvio padrdo/Grupo 1=melhor tempo de evolugdo pods-cirargica/Grupo 2=pior tempo de
evolucdo pos-cirdrgica. T1: ap6s acesso venoso central; T2: 30 min apés CEC; T3: antes da sutura
final; T4: 24h pés-cirurgia; T5: 48h pds-cirurgia.
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Figura 14 - Distribuicdo da contagem de linfocitos T totais (CD3"), linfocitos T auxiliares (CD4"),
linfécitos T citotoxicos (CD8Y), células NK (CD56") e linfécitos B (CD19"), por citometria de fluxo, e
contagem de leucdcitos totais em amostras sangue periférico obtidas de individuos submetidos a
cirurgia eletiva de revascularizacdo do miocardio com circulacao extracorporea.
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Nota: Grupo 1 (melhor tempo de evolugdo pés-cirirgica): Circulos/barras pretas/linha sélida preta e
Grupo 2 (pior tempo de evolugdo pés-cirirgica): Triangulos/barras cinzas/linha pontilhada preta.
Resultados expressos em mediana e intervalo interquartil para as subpopulagées linfocitarias e em
média e desvio padrdo para os leucdcitos totais. *p<0,05. T1: apds acesso venoso central; T2: 30 min
ap6s CEC; T3: antes da sutura final; T4: 24h pos-cirurgia; T5: 48h pés-cirurgia, T6: 72h pos-cirurgia.
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6 DISCUSSAO
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Desde os anos 70, tém sido estudadas as altera¢des imunolégicas decorrentes de
cirurgias de grande porte, sendo a magnitude da resposta imune proporcional a
disfuncdo organica pos-operatéria (BANZ; JAKOB; INDERBITZIN, 2011). A
inflamacéo caracteriza-se pela resposta sisttmica a todos os tipos de danos,
incluindo procedimentos cirdrgicos. Acredita-se que a resposta imune pds-operatoria
seja, inicialmente, pré-inflamatéria, ativando a imunidade no local da leséo, e esta
resposta induz uma resposta antiinflamatoria sistémica, causando supressao da
atividade celular, influenciando na susceptibilidade as infec¢cdes virais, bacterianas e
fungicas, além da sindrome de disfuncdo de mdultiplos érgados e morte (BARTAL et
al., 2009; MARCINIAK-SROKA et al.,, 2011). H& anos vem sendo discutida a
diminuicao da func&o e do numero de linfdcitos circulantes em pacientes submetidos
a cirurgia de revascularizacdo miocardica com circulacéo extracorporea (BRODY et
al., 1987; CIOCA; WATANABE; ISOBE, 2000; DELOGU et al., 2000; RINDER et al.,
1997; ROTH et al., 1981; UTLEY, 1993).

A leucometria acima de 12x10° células/pL, associada a outras condi¢ées, compde o
quadro clinico da sindrome da resposta inflamatoria sistémica, segundo o American
College of Chest Physicians (1992 apud RIBEIRO, 2004). No presente estudo, foi
encontrada elevacdo do numero de leucocitos durante e apos procedimento
cirurgico, provavelmente pela resposta inflamatéria gerada pelo aumento dos fatores
pro-inflamatoérios, como a exposi¢cado sanguinea a superficie ndo-fisiologica da CEC,
diminuicao do fluxo sanguineo pulmonar durante o pincamento da aorta, hipotermia,
além do trauma a cirurgia de grande porte (HABERMEHL et al., 2003; MARCINIAK-
SROKA et al., 2011; MCBRIDE et al.,1995; RUDENSKY et al., 2010). O aumento
dos leucécitos pode ser explicado pelo aumento do numero polimorfonucleares,
principalmente de neutréfilos, ja que estas células sédo rapidamente
desmarginalizadas em situacdes de estresse, além de apresentarem atividade
apoptoética reduzida apés o procedimento cirdrgico ou durante a sindrome
inflamatoria sistémica, enquanto os linfocitos apresentam diminuicdo do seu ndmero
e aumento da inducdo de apoptose e outros fatores descritos a seguir (CIOCA;
WATANABE; ISOBE, 2000; PELLEGRINI et al., 2000).

Com excecdo das células natural killer, o nUmero absoluto de todos os linfocitos

estudados diminuiu nos trinta minutos apos instalagdo da CEC. Alguns autores
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sugerem que a diminui¢cao dos linfocitos circulantes apds instalacdo da CEC pode ou
ndo sofrer influéncia da hemodiluicdo, além disso, tanto a redistribuicdo de células
entre 0 sangue periférico e medula 0ssea quanto o sequestro tecidual destas, assim
como a perda de células por sangramento, adeséo ao sistema da CEC, apoptose ou
combinacdo destes sdo fatores para a menor concentracdo no poOs-operatorio
imediato (BRODY et al., 1987; CIOCA; WATANABE; ISOBE, 2000; DELOGU et al.,
2000; RINDER et al.,, 1997; ROTH et al.,, 1981; UTLEY, 1993). Outra possivel
explicacdo deve-se a ativacdo celular que causa aumento da expressdo de
receptores de adesao nos linfocitos e células endoteliais, podendo promover a saida
daquelas células da circulacdo (DELOGU et al., 2000; RINDER et al., 1997).

A reducdo na contagem absoluta de linfécitos em pacientes submetidos ao trauma
cirirgico pode estar relacionada ao estresse fisiolégico de pacientes nessas
condicdes, 0 que leva ao aumento da liberacdo de glicocorticoides endogenos e
producdo de cortisol, os quais induzem a apoptose linfocitaria e diminuem a
diferenciacéo e proliferacdo destas células (BIAN et al., 2010; MARCINIAK-SROKA
et al., 2011; SULIMAN et al., 2010; URRA, et al., 2009).

A resposta Th apropriada apresenta participacdo fundamental na reagao
imunologica apds trauma cirdrgico. Tem sido relatado que a funcdo desta resposta
sofre alterac&do apos cirurgia cardiaca, havendo desequilibrio entre as respostas Thl
e Th2, com aumento da atividade das células Th2 e atraso na recuperagdo da
atividade das células Thl, o que pode predispor os pacientes a complicacdes e pior
recuperacdo pos-cirurgia. A elevacdo da contagem de linfocitos B pode ser
explicada, segundo Marcianak-Sroka et al. (2011), pela acdo dos glicocorticoides
enddgenos e catecolaminas que levam a mudanca da resposta Thl (celular) para
resposta Th2 (humoral). Bartal et al. (2009) avaliaram o numero de leucécitos e
observaram diminuicdo do nimero de linfécitos circulantes seguinte as cirurgias de

grande porte, exceto o numero de células B que permaneceu inalterado.

Urra et al. (2009) pesquisaram o papel das diferentes subpopulagdes linfocitarias em
pacientes com imunodepressao induzida por acidente vascular cerebral (AVC). Seus
resultados corroboraram com outros autores no que diz respeito a linfocitopenia

apos AVC agudo, estando esta diminui¢cdo altamente correlacionada com o aumento
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da apoptose. Nos pacientes deste estudo, os linfocitos B ja estavam diminuidos na
admissdo hospitalar havendo tendéncia estatistica da associagéo entre niveis mais
baixos de células CD19" na admiss&o e pior recuperagio pos-AVC. Foi especulado
que esta associacdo se deu em virtude da reducdo da sinalizacdo antiinflamatoria
(neuroprotetora) pelas células B ao cérebro lesado. De acordo com 0S NOSSOS
achados, os pacientes que permaneceram mais tempo internados na unidade de
terapia intensiva (Grupo 2) ja tinham menores valores de linfocitos B no inicio da
cirurgia, sugerindo que os pacientes do Grupo 2 estavam mais susceptiveis a
complica¢cBes poOs-cirurgicas, neste caso, representado pelo tempo de internacdo em
UTI.

O aumento da resposta endocrina, acompanhado do aumento nas concentragdes de
adrenalina e cortisol como resultado de estresse fisico (como cirurgia e exercicio) e
estresse mental agudo, causa aumento instantaneo na atividade das células NK,
principalmente (GREISEN et al., 1999). Akbas et al. (2002) observaram diminui¢cao
dos valores absolutos das células NK apds CEC, acompanhada do aumento da sua
atividade, sugerindo a possibilidade da ativacdo da imunidade nao-especifica apos
CEC.

De acordo com outros estudos (NGUYEN; MULDER; SHENNIB, 1992; TAJIMA et
al., 1993), neste trabalho, as células T CD8" mostraram oscilagdo no intra-
operatério. Os fenotipos CD3", CD4" e CD8" apresentaram a menor concentragao
por mcL de sangue apoOs 24h do procedimento cirdrgico em relacdo a todos os
periodos observados, estando de acordo com os dados obtidos no estudo de Franke
et al. (2006). Porém, em oposicdo ao estudo citado, no qual foram encontrados
valores aumentados, em sangue periférico, de linfécitos T (CD3") e linfécitos T
helper (CD4") imediatamente apds a cirurgia, os valores encontrados no presente
estudo estavam diminuidos ao final da cirurgia. Por outro lado, corroborando com os
achados de Franke et al. (2006), as células T citotoxicas e natural killer aumentaram
neste momento, embora este crescimento ndo tenha apresentado diferenca

estatisticamente significativa.

Delogu et al. (2000) avaliaram a atividade de alguns fatores apoptoticos nos

linfécitos CD4™ e CD8" em pacientes submetidos a estresse cirlrgico e em
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individuos controles normais, ndo sendo encontrado aumento dos fatores de
apoptose nos controles e nas amostras obtidas no pré-operatorio (valores basais).
Ao contrario, 24h ap6s a cirurgia, 0s pacientes apresentaram elevada taxa de
apoptose (aumento da expressao de sistemas de sinalizacdo pro-apoptotica — Fas e
FasL e ICEp20/caspase-1 — e down-regulation dos sinais anti-apoptoticos — Bcl-2)
das células CD4" e CD8", retornando aos valores basais somente 96 horas apos o
procedimento. Essas variagbes na atividade apoptotica dos linfocitos foram
acompanhas pela diminuicdo linfocitos CD4 24h pds-cirurgia e recuperacdo dos
niveis basais apds 96h, enquanto as células CD8" ndo mudaram em nenhum
momento quando comparadas aos niveis basais. Ainda, puderam estabelecer um
nivel de cut-off de 12% na frequéncia de apoptose das células CD8" sendo os

valores iguais ou maiores do que este cut-off preditores de infeccdo pos-cirurgica.

Rinder et al. (1997), ao avaliarem alteracdes nas subpopula¢bes de linfocitos e
monaocitos em individuos com menos de 65 anos e com mais de 75 anos em cirurgia
cardiaca, encontraram reducdo significativa da contagem das mesmas
subpopulacdes, deste estudo, no 1°DPO. Com excecdo do fendtipo CD56%, todas as
células aumentaram no 3°DPO (72h), mas somente o fendtipo CD19" retornou ao
nivel basal (pré-operatério) neste momento. As células NK (CD56") permaneceram
com contagem diminuida no 3°DPO. Nossos dados sdo concordantes no que diz
respeito a menor concentracdo destas células no 1°DPO, com excecdo das células
B, que atingem os niveis basais nesse momento, superando esses valores no
2°DPO. Rudensky et al., 2010, também encontraram valores dos linfocitos T totais,
auxiliares, citotoxicos, linfocitos B e células NK diminuidos significativamente no
1°DPO.

Tem sido sugerido que o equilibrio entre as citocinas pré- e antiinflamatorias tem
papel fundamental no progndstico clinico apos cirurgia cardiaca. Holmes et al.
(2002), avaliaram o perfil de TNF-a, IL-6, IL-8, C3a, C5a, histamina e elastase e
concluiram que a elevagédo da IL-6, IL-8 e C3a pode ser correlacionada com mau
progndéstico em cirurgia cardiaca. Dessa forma, a magnitude da resposta inflamatoria

age de forma negativa sobre a evolucéao clinica.
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Bian et al. (2010) avaliaram a contagem relativa de linfocitos como fator preditivo de
doenca cardiaca coronaria, observando que a reducéo da porcentagem de linfocitos
tem associacdo com pior progndéstico para sindrome coronaria aguda. Nossos dados
corroboram com seus achados, em virtude de todas as subpopulacées analisadas
tenderam a estar diminuidas nos pacientes com pior tempo de evolugcdo pés-

cirurgica.

Ao avaliar variaveis imunoldgicas no perioperatorio de cirurgias cardiacas de troca
valvar e revascularizacdo do miocardio com CEC, Rudensky et al. (2010), dividiram
0s pacientes em dois grupos, de acordo com a presenca ou auséncia de infeccao da
ferida cirdrgica no pos-operatério. Nao foram encontradas diferencas nos
parametros analisados: CD3", CD4", CD8", CD56", CD19", mondcitos, granulécitos,
tanto em valores relativos quanto absolutos, entre os dois grupos. Portanto, estes
parametros nao foram preditivos de infecgéo.

Na tentativa de associar a contagem linfocitaria com gravidade da sarcoidose,
Sweiss et al. (2010) quantificaram os linfocitos CD4*, CD8" e CD19" em 28
individuos com sarcoidose e 100 individuos controles. A maioria dos pacientes com
sarcoidose exibiu valores menores das trés subpopulacdes estudadas quando
comparados aos controles. Ainda, os pacientes com comprometimento severo dos
orgaos (forma de manifestacdo da doenca), apresentaram menor concentracao das
subpopulacdes do que aqueles individuos que ndo manifestaram a doenca,
sugerindo que os linfécitos sdo reduzidos no sangue periférico devido a infiltracédo
aos orgaos-alvo. Alem disso, a linfocitopenia pode representar a supressao da
linfogénese sob influéncia de citocinas e outros fatores ou pelo aumento da
destruicdo periférica decorrente da morte celular por ativagdo e outros mecanismos.
Estas hipoteses podem explicar a tendéncia a menor concentracdo de todos os

linfocitos avaliados neste estudo.

Os fatores de risco para doencgas cardiovasculares sao classificados em nao-
modifichveis, como idade, género, etnia e histérico familiar de aterosclerose, e
fatores modificaveis, dislipidemia, hipertenséo arterial, diabetes, tabagismo, etilismo,
estresse, uso de drogas, obesidade e sedentarismo, dentre outros (BERLEZI, 2007;

KUMAR et al., 2005). Neste estudo, ndo houve associacao entre idade, género,
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dislipidemia, hipertensdo arterial, diabetes, tabagismo, obesidade com tempo de

evolucao pos-cirargica.

No presente estudo somente se avaliou quantitativamente as subpopulacdes
linfocitarias, sendo encontradas diferencas na cinética das subpopulagfes
analisadas. Contudo, existe possibilidade de haver diferencas qualitativas na
resposta imune, medidas pela concentracdo de citocinas, hormonios do estresse e
fatores pro- e antiinflamatérios, sendo necessarias novas investigacbes que
contemplem as limitacdes apresentadas neste estudo. Entre a perspectiva deste
grupo de pesquisa esta a dosagem destes fatores para que possam fornecer dados

para corroborar com os achados atuais e, possivelmente, auxiliar na pratica clinica.
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7 CONSIDERACOES FINAIS
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Foi encontrada variacdo da distribuicdo linfocitaria (CD3*, CD4", CD8", CD56" e
CD19%) no decorrer do periodo perioperatério de cirurgia de revascularizagdo com
circulagdo extracorporea. No intra-operatério houve diminuicdo das células CD3" e
CD19", enquanto as células CD4" e CD8" oscilaram sem uma tendéncia particular
durante este tempo, e as CD56" aumentaram. Os leucdcitos totais apresentaram
aumento gradual neste periodo. No pos-operatorio, as células CD3", CD4" e CD8"
apresentaram menor concentracdo no primeiro dia apos o procedimento, as células
CD19" e os leucécitos totais aumentaram progressivamente, enquanto as CD56"
diminuiram. As subpopula¢Bes celulares estudadas apresentaram tendéncia a
menor distribuicdo no grupo com pior tempo de evolugdo pds-cirdrgica, em relacao
ao grupo com melhor tempo de evolu¢do. Somente os linfécitos B apresentaram-se
significativamente diminuidos no grupo com pior evolugdo nos estagios iniciais da
cirurgia, indicando que 0s pacientes deste grupo iniciavam a cirurgia com menor

concentracéo destas células.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: “Avaliacao dos valores de leucadcitos e Ifacitos periféricos em pacientes
internados em unidade de terapia intensiva submetas a cirurgia cardiaca”.

Vocé esta sendo convidado(a) a participar, commt#mio(a), numa pesquisa cientifica, que tem
como objetivo avaliar o perfil de células leucoieisaem sangue periférico de pacientes, interrexios
unidade de terapia intensiva (UTI), submetidosagia cardiaca. O estudo torna-se necessario para
auxiliar, futuramente, o corpo médico na avaliat@a@apacidade de defesa do organismo de pacientes
internados em UTI. Este projeto esta sendo des@itvalob coordenacdo do Dr. André Ney Menezes
Freire, numa colaboracdo entre a Santa Casa dacbfidie/Hospital Santa 1zabel e o Laboratério de
Imunologia e Biologia Molecular do Instituto de igias da Saude, da Universidade Federal da Bahia.

Caso vocé concorde, sem que haja aumento de uigwejoizo para vocé, em sua condi¢do de
paciente, seréo coletados 6 mL (quantidade de go@seolher de sopa) de sangue periférico de gua ve
do braco em momentos diferentes: durante a cirditgiés amostras, 24 h pds-cirurgia, 48 h posg@qur
até sua alta da UTI. A coleta sera feita no mesimmento da rotina de exames da sua unidade de
internacéo, pelos profissionais de coleta do HibsPitecisamos ter os seus dados dos prontuérdisose
para melhor andlise da pesquisa para divulgac@omegressos e revistas médicas, mas seus dados serao
protegidos e jamais sera divulgada sua identit@dé& ndo arcarad com nenhum custo ou prejuizo, assim
como nao recebera qualquer espécie de reembatpatifivacéo caso aceite participar da pesquisa. Os
beneficios previstos sdo que o0s seus médicos pddeids resultados dos exames para colocar na sua
ficha e os beneficios maiores seréo para o futdxinm com a producdo de conhecimento cientifico e
meédico.

Vocé pode optar por ndo participar deste estudomemimo desistir de participar em qualquer
etapa, sem prejuizos ou diferenca no seu atendirhespitalar. Mas caso aceite participar, por favor
preencha a ficha e assine na presenca de duasitéshs, uma copia deste documento ficara com vocé e
outra com os pesquisadores responsaveis pelmp@jetiquer davida, vocé deve procurar o pesquisado
pelo telefone 71-2203-8285 e o Comité de Etica esqusa Prof. Dr. Celso Figuerda deste Hospital no
tel.: 71-2203-8362 e falar com Dr. Mittermayer BanSantiago.

O OSSOSO ,

RG N2 e e y CPE MOt , prontuand
........................................ , abaixcsiagdo, concordo de maneira livre e esclarecidaparticipar, na
condicdo de sujeito de pesquisa, do estudo idtitlavaliacdo dos valores de leucdcitos e linféeito
periféricos em pacientes internados em unidaderalgia intensiva submetidos a cirurgia cardiaca”. F
devidamente informado(a) sobre a pesquisa, osdoraaEaos nela envolvidos, assim como sobre 0s
possiveis riscos e beneficios decorrentes de rpartieipacéo. Autorizo a equipe acessar aos dados d
minha ficha clinica e prontuario médico. Foi-megsgado o sigilo, em relacéo a privacidade ddsdiei
pesquisa, e garantido que posso retirar meu cionset@ a qualquer momento, sem que isto leve a
qualquer penalidade ou interrupcao de meu acompant® assisténcia e/ou tratamento.

Assinatura do sujeito ou representante legal

1%. Testemunha

2. Testemunha
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Certificamos que Dantas ATM; Sampaio GP;
Barbosa DMO; Meyer R; Freire SM; Freire ANM
receberam o Prémio GANEP 2011 no Xill Férum
Paulista de Pesquisa em Nutricdo Clinica e
Experimental no IV Congresso Brasileiro de
Nutricio Integrada (CBNI), XXXIV Curso
- Internacional de Nutricdo Parenteral e Enteral,
GA =EPAO '2’511, de 15 a 18 de junho de 2011,
"no Centro Fecomercio de Eventos — SP na
modalidade de Pdsteres — clinico com o trabalho
intitulado AVALIACAO DOS VALORES DE
LEUCOCITOS E FENOTIPOS LINFOCITARIOS,
POR CITOFLUORIMETRIA, EM INDIVIDUOS
SUBMETIDOS A CIRURGIA CARDIACA.

Sao Paulo, 18 de junho de 2011.

s (RSN ’r-w?x Ftw—-.
Maria de Lourdes T. da Silva : wﬂxu
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ANEXO B

5 i HOSPITAL SANTA IZABEL
I SANTA CASA DE MISERICORDIA DA BAHIA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
PROF. DR. CELSO FIGUEIROA
HOSPITAL SANTA IZABEL

Salvador, 16 de dezembro de 2008.

1. IDENTIFICACAO DO PROJETO

TITULO DA PESQUISA: “Avaliagio dos Valores de Leucocitos e Linfocitos Periféricos em
Pacientes Internados em unidade de Terapia Intensiva Submetidos a Cirurgia Cardiaca™
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Dr. André Ney Freire

INSTITUICAO: Hospital Santa Izabel

CARGO: Médico

2. PARECER DO RELATOR

ASPECTOS TECNICOS

Estudo em corte longitudinal prospectivo
Método
Coleta de 6ml de sangue periférico em 50 pacientes, que serdo submetidos a cirurgia cardiaca.
Pré cirurgia — coleta 24h antes
Pés cirurgia — coleta 48h e 72h depois
O material serd avaliado quanto ao perfil leucocitdrio e linfocitdrio
Critérios de inclusao
Paciente de 60 a 70 anos, com perfil leucocitario normal e sem doengas infecciosas

concomitantes.

POTENCIAIS RISCOS

Sdo apenas os relacionados a coleta normal de sangue, visto que ndo haverd coleta especial. Risco

insignificante
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SANTA CASA DE MISERICORDIA DA BAHIA

.ri) HOSPITAL SANTA IZABEL

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
PROF. DR. CELSO FIGUEIROA
HOSPITAL SANTA IZABEL

PROVAVEIS BENEFICIOS

Ndo hd beneficios diretos para os pacientes, visto que o projeto se compoe apenas de coleta de
amostra.

Os beneficios sdo relacionados & obtengdo de conhecimento cientifico para futura utilidade coletiva.

ASPECTOS ETICOS

Todos os aspectos éticos foram respeitados.

PARECER FINAL

A pesquisa esta em conformidade com a ética, ndo havendo prejuizo para o paciente ou para d

institui¢do. Sugiro a sua aprovagdo.

3. PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Santa Izabel, acatando o parecer do relator designado para
o referido protocolo, em uso de suas atribuigdes, aprova o Projeto de Pesquisa supracitado. Para
melhor adequag#o sugerimos que o TCLE seja todo na primeira pessoa e atualizag@o do cronograma.
PROJETO APROVADO COM SUGESTAO

Cordialmente,

of. Dr. Jedson dé o5 Nasciumenti

\V‘lce Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa Ptof. Dr. Celso Figueirda

Hospital Santa Izabel

79

Pca Almeida Couto, 500 CEP 4005U-410 Salvador-bBA lel: (7T)326-8434 Fax: (71)326-84Y94
€6¢.15.153.745/0002-49



80
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