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RESUMO

Com o objetivo de avaliar a ativag¢ao do sistema complemento em criangas
submetidas a operagOes do cora¢do com Circulagdo Extracorpérea (CEC), com
oxigenadores de bolhas, foram estudadas 19 criangas divididas em dois grupos: grupo
1 constituido por 10 cnanga.s submetidas a operagdes cardiacas com CEC, e grupo
2 constituido por 9 criangas submetidas a operagdes cardiacas sem CEC. Foram
excluidas as criangas sob corticoterapia, as portadoras de doengas autoimunes ou de
infecg¢do. A CEC foi realizada com oxigenadores de bolhas, infantil, produzidos no
Brasil, com reservatérios de 600ml. Foram analisadas duas amostras de sangue de
cada paciente: uma colhida no inicio e outra no final da operagio. Todas as amostras
foram armazenadas a-70°C, para posterior analise. A ativagdo do complemento foi
avaliada pela dosagem sangiiinea dos niveis de C3 e de seu fragmento C3d. Os niveis
de C3 foram expressos em mg/dl e os niveis de C3d em percentagem de valores
controle de soros de individuos normais. Os resultados do grupo 1 de C3 e C3d da
primeira e segunda amostras foram respectivamente: 84,8 + 14,7 e 34,2 * 8,2
(p=0,0076) e 129+28,5 e 338+67,5 (p— 0,0056). Para o grupo 2 os resultados de C3
eC3d paraaprimeirae segunda amostras foramrespectivamente: 86+ 15,1 € 93+21,3
(p=0,1388 - NS); 91+11,9e 859 £ 13,4 (p=0,1096 - NS). Estes resultados
mostram ter havido consumo do complemento no grupo 1 e que este consumo foi
devido a ativacdo. Nas criangas submetidas a operagoes sem auxilio da CEC nao
houve consumo ou ativagdo do sistema complemento. '




ABSTRACT

Complement activation was studied in 10 children undergoing open cardiac
operation (group 1) and in 9 children undergoing closet operation (group 2). Children
with infectious disease and under corticotherapy as well as those with immunological
disease were excluded. Cardiopulmonary bypass was performed with bubble oxy-
genators made in Brazil, primed with blood and crystalloid. Blood samples were
drawn at the beginning of the operation and approximately 15 minutes before skin
closure. Plasma concentration of the third component factor (C3) and its split product
C3d was measured in all patients. Plasma concentration of C3 decreased significantly
in group 1 (84.8 + 14.7 mg/dl and 34,2 + 8.2 mg/dl; p=0.0076) and remained
unchanged in group 2 (86%15.1 mg/dl and 93 + 21.3 mg/dl; p=0.1399-NS). Plasma
concentration of C3d rose significantly in group 1 (129 £ 28.5 and 338 * 67.5)
(p=0,0056) but remained unchanged in group 2 (91 £ 11.9 e 85.9 £ 13.4;p=0.1096).
C3d was expressed as percentage of a normal control value.

We concluded that the third component of the complement system C3 was
consumed during the cardiopulmonary bypass and that this consumption was due to
activation.

xi



INTRODUCAO



1. Introdugdo

1.1 A Circulacio Extracorpérea (CEC)

O conceito de que o sangue poderia circular e ser oxigenado fora do
organismo foi estabelecido por Le Gallois em 1812, mas foi Gibbon o primeiro a
aplicd-lo na clinica. Seus experimentos iniciaram-se em 1937 em animais e culmi-
naram com a realizagdo, no ano de 1953, da primeira operagao intra-cardiaca com
auxilio da CEC em um ser humano*6.64.

A CEC é um procedimento que visa substituir temporariamente a fungao
do coragio e dos pulmdes permitindo intervengdes cinirgicas em seu interior e no
interior dos grandes vasos. Em conceituagao simplificada, a CEC funciona da
seguinte forma: o sangue venoso que retorna ao coragao é drenado por sifonagem
para um reservatorio venoso onde € oxigenado e reinfundido no organismo por uma
artéria de grosso didmetro, geralmente a aorta ou artéria femora]43.64

O equipamento da CEC é composto do oxigenador, substituto da fungao
de troca gasosa do pulmao, e de uma bomba constituida por um rolete que, ao
comprimir um tubo maleavel de plastico, impulsiona o sangue arterializado até o
organismo. A oxigenag¢ao ocorre pelo contato direto do sangue com o oxigénio ou
pela difusdo do oxigénio através de uma membrana semi-permeavel. O gas carbénico
é eliminado pelo oxigenador por difusao que é facilitada pelo fluxo de oxigénio%4.

O circuito da CEC é preenchido com solugoes cristaldides, sangue ou outros
coldides e drogas que irao se misturar ao sangue drenado do paciente9. Este volume
inicial é comumente designado pelo termo "perfusato'. O oxigenador contém um
sistema de trocas térmicas que permite regular a temperatura do sangue3.64,

1.1.1 Oxigenador

Os dois principais tipos de oxigenadores disponiveis hoje sdo o oxigenador
de bolhas e o oxigenador de membrana.

a- Oxigenador de bolhas

Nos oxigenadores de bolhas o sangue drenado do paciente por sifonagem
e aspirado do campo operatorio, € oxigenado pelo contacto direto com o oxigénio.
Este tipo de oxigenador requer, para uma eficaz saturacao da hemoglobina, uma
grande superficie de contacto do sangue com o oxigénio. Esta superficie maior é
conseguida pela conversao do oxigénio em bolhas. Quanto menores as bolhas maior
a superficie de contacto com os sangue, mas por outro lado, maior quantidade de
espuma € formada. Esta espuma deve ser retirada antes que o sangue chegue a0
paciente.

O sangue, uma vez oxigenado, passa por um desborbulhador que é com-
posto de uma esponja de nailon revestida de poliuretano que retira todas as bolhas
existentes. O sangue desborbulhado cai no reservatorio arterial e é injetado no
organismo. Pequenas bolhas que eventualmente nio foram captadas naesponja ficam
retidas em filtros existentes nos tubos por onde € transportado o sangue arterial. O
volume do perfusato varia entre 600 a 3000 m|8.43.64,

b-Oxigenador de membrana

O oxigenador de membrana é essencialmente um pulmio extracorpéreo no
qual a troca gasosa ocorre através de uma membrana sintética que separa o sangue
do gds. Esta membrana faz o papel da membrana alvéolo-capilar55,
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1.2 Sistema Complemento

O sistema complemento (SC) é um importante mediador da defesa do
organismo humano constituindo-se num dos principais mecanismos inespecificos da
resposta imune.

A suspeita de sua existéncia data de 1893 quando Biichner observou que
certos anti-soros desde que recém colhidos, eram capazes de destruir bactérias. Em
1894, Pfeiffer e Issaef inocularam vibrido colérico no peritdnio de cobaias previa-
mente imunizadas com o vibriao e verificaram que este se desintegrava%8. No ano
seguinte Bordet confirmou in vitro este fendmeno e mostrou ainda que, com o
aquecimento do soro a 56°C por 30 minutos ele perdia esta capacidade. Bordet
concluiu que o soro continha duas substincias: uma especifica e termoestavel (o
anticorpo) e outra inespecifica e termolabil (o sistema complemento)58,

Gragas a este trabalho Bordet foi agraciado em 1920 com o prémio Nobel!4.

Hoje sabe-se que o sistema complemento € composto de mais de 20
proteinas que normalmente encontram-se inativas no soro, mas que podem ser
ativadas seqiiencialmente gerando como produto final um complexo protéico com
capacidade litica das membranas celulares sobre as quais se depositou, além de uma
série de outros produtos intermediarios com importantes atividades inflamatérias
como anafilaxia, quimiotaxia e opsonizagao 1022.68,

Embora a ativagao do complemento seja um importante mecanismo na
manutengao da homeostase do organismo, uma ativagao excessiva pode ser extre-
mamente deletéria como a que pode ocorrer por exemplo, no choque endotéxico’?,
na sindrome da angystia respiratoria do adulto?!, nas varias modalidades de circula-
¢do extra-corpoérea utilizadas principalmente em cirurgia cardiaca®® e em hemodia-
lise20-37, A exposi¢ao do sangue as superficies externas como as encontradas nos
circuitos extracorpoOreos na realidade ativa todos os sistemas humorais que funcio-
nam em '"'cascata': inicia pela ativag¢ao do fator XII da coagulacao que desencadeia
a ativagdo do sistema cinina-bradicinina que por sua vez ativa o sistema fibrinolitico
e a via alternativa do complemento’4. E possivel bloquear-se a ativagdo da coagula-
¢do pelo uso de anticoagulantes, mas nao existe ainda meios confidveis de bloquear
as demais cascatas da ativagao 74,

1.2.1 Nomenclatura do Sistema Complementon'&;‘73

As principais proteinas integrantes da via cldssica do SC sao designadas
pela letra C, seguidas por identificagdo numérica de 1 a 9 (Ex Cl, C3, etc). Os
numeros indicam a ordem de descoberta das proteinas. Os componentes da via
alternativa, exceto o C3, sdo designados com nomes convencionais ou simbolos
diferentes (exemplo: fator B, fator D, Properdina). Os produtos resultantes da
clivagem sdo designados por letras minusculas seguidas da identificagao da proteina
ativada (ex: C3a, C4b). Se a proteolise resultar em fragmentos inativados é acrescida
aletra i (ex: C3bi). A atividade enzimatica de uma proteina ou complexo protéico €
designada por uma barra horizontal sobre o nimero do componente (Ex- CTs) ou
sobre os nimeros dos varios componentes (ex: C5b67). Outras proteinas com agdo
reguladora de receptores celulares para fragmentos do complemento estao descritas
na tabela 1.
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Tabela 1
Proteinas do sistema complemento com acao reguladora e receptores *

Proteinas Reguladoras Receptores

C1,INH, C4bp, H, |, P, C3a/C5a INA, CigR, C3aR, C5aR, CR1, CR2, CR3,
S Proteina, CR1, CR2, DAF, MCP, HRF CR4, CR5

*Abreviagdes aceitas: INH: inhibitor; C4bp: C4 binding protein; INA: inactivator; R: receptor; CR:
complement receptor; DAF: decay accelerating factor; MCP: membrane cofactor protein; HRF:

homologos restriction factor.
Adaptado de: VOLANAKIS J. E. Invited letter conceming: Complement activation caused by
different oxygenators. J Thorac Cardiovasc Surg, 98:292-295,1989,

1.2.2 Vias de ativagdo do Sistema Complemento

O contacto do sangue com qualquer agente estranho pode provocar a
ativagao do SC. A exemplo do que ocorre no sistema de coagulagdo esta ativagao é
feita em forma de cascata onde cada proteina ativada passa a agir como uma enzima
e a proteina seguinte como um substrato, até se formar o produto final conhecido
como complexo litico de membrana que provocara a lise do agente agressor. Este
complexo litico pode ser formado por duas vias de ativagdo: a via classica e a via
alternativa (fig 1).

VIA CLASSICA VIA ALTERNATIVA
ATIVADORES ATIVADORES
|
v
C1l— Ci === C3 0U C3b B
Og c4 "Alga Md@*| D
g de amplificagao"
C4b2a — C3 E C3bBb Convertase de C3
Converta ' ! ‘
WeC3 l """""" e ]
C3b C3bBbC3b cConvertase labil
‘ de C5
| / (P) Properdina
' ——
C4b2a3b C3bBbC3P Convertase estavel
de C5
Convertase
de C5 \ /
ATIVACAO DE C5 (Via comum)
C6,C7,C8e C9

Fig 1 - Diagrama dos mecanismos de ativa¢do "em cascata" do Sistema Com-
plemento (Vias de ativagdo).
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I) Via cléssica

Participam da ativagdo da via classica os componentes C1, C2, C4, C3, CS,
C6, C7, C8 e C9. Apenas as imunoglobulinas IG1, 1G2, IG3 e IGM, na forma de
complexo antigeno-anticorpo, sdo capazes de ativar a via classica. Este complexo
antigeno-anticorpo normalmente € designado pelas letras EA porque o primeiro
antigeno utilizado foi o eritrocito’2.

Esta ativagdo ocorre na seguinte seqiiéncia:

a- O complexo antigeno-anticorpo ativa o componente C1 que é constituido
por trés subunidades Clq, Clre Cls. A ativagdo de C1 inicia-se pela ligagdo de Clq
a um sitio na por¢ao Fc da imunoglobulina. C1 ativado (C 1) atua sobre C4 e C2
desdobrando o C4em C4aeC4be o C2em C2ae C2b. O C4a e o C2b sio liberados
para a fase fluida enquanto que 0 C4b e o C2aligam-se a0 complexo EAC1 formando

EACT4bZa;

b- O complexo CT4bZa, agora designado por C3 convertase, adquire
atividade enzimatica sobre a molécula C3, clivando-a em C3a e C3b. Este altimo
fragmento se liga ao complexo enzimatico enquanto que o C3a € liberado para a fase
fluida atuando como um dos mediadores da inflamagao;

c- O complexo CT4bZa3b, agora designado CS convertase, adquire ativida-
de enzimdtica sobre C5, clivando-o em C5a e C5b que se liga através de polimeri-
zagao a C6, C7, C8 e C9 formando o C5b-9 que é o complexo terminal litico de
membrana. C5a é liberado para a fase fluida desempenhando importantes fungdes
bioldgicas. Esta via final ¢ comum 4 ambas vias de ativagao: a classica e a alternativa.

II. Via alternativa

Também conhecida como via da properdina € filogeneticamente mais antiga
que a via classica e esta presente em todos os animais vertebrados. Sua ativagao
independe de C1, C4 e C2 e pode ser desencadeada por via nio imunoldgica na
auséncia de complexo antigeno-anticorpo, pelo contacto com as superficies ativado-
ras presentes em certas bactérias, parasitas e fungos, como polissacarideos, endoto-
xinas e pelo contato do sangue com superticies nao endoteliais32-23,

O processo de ativagao da via alternativa ocorre na seguinte seqiiéncia®2:

a-Em condig¢oes normais através da hidrolise espontinea de C3, ha formagao
continua de C3b, o qual na auséncia do fator H ¢é inativado (C3bi). Quando o C3b
se liga a um ativador a capacidade de inativagdo do fator H diminui e entio inicia-se
a cascata de ativagdo pela via alternativa.

b- Moléculas de C3b que se tenham ligado covalentemente a superficies
ativadoras. se ligam ao fator B formando C3bB. Esta reagdo depende de ions Mg**.

¢c- O complexo C3bB sofre a¢io da enzima D que cliva o B em dois
fragmentos: o Ba que € liberado para a fase fluida e o Bb continua ligado ao C3bB
formando C3bBb.

d-C3bBb adquire atividade de C5 convertase apos clivagem de moléculas
adicionais de C3 e deposigdo de C3b em sitios adjacentes sobre o alvo ativador. A
formagdo de C5 convertase pelas vias cldssica (CT4bZa) e alternativa (C3bBb) de
ativagao da origem a uma especificidade enzimatica que é necessaria para continuar
a reacdo do complemento.
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I11. Formagao do complexo litico de membrana.

A clivagem proteolitica de C5 libera o peptideo C5a que possui atividade
anafilixica e quimiotdxica e o fragmento maior C5b, que inicia a formagao do
complexo litico de membrana C3b-C9; C6 e C7 ligam-se a CSb formando um
complexo trimolecular com regides hidrofébicas expostas que se inserem parcial-
mente na membrana da célula-alvo onde se encontra a C5 convertase. A ligagao de
C8 ao C3b-7 associado 3 membrana, bem como de miiltiplas moléculas de C9, leva
a uma maior inser¢ao do complexo na membrana, pela qual podem passar dgua, sais
e pequenas moléculas, ocorrendo dilatagio da célula e lise osmética®.

IV. Regulagao da ativagdo da cascata do Complemento

Para que a ativagdo do Complemento nao destrua as células do préprio
organismo € necessario mecanismos reguladores da ativacdo e da produgao do
produtos de clivagem com atividade biologica. Existem trés mecanismos de regula-
¢ao da agao do complemento: a) inativagdo espontinea de alguns produtos como o
C5b, C4b, C3b e B; b) a inativagao por degradagao enzimitica de componentes
ativos; c) inativagdao por inibi¢do estequiométrica que € a interagdo entre duas
moléculas em proporgoes molares, sem quebra enzimatica, mas com consumo do
inibidor da rea¢do. Uma série de proteinas plasmaticas participam desta regulagio:
a) fator inibidor de C1 (INH C1); b)fator H; c¢) fator I; d) Inativador de anafilatoxina;
e) Proteina S; f) Proteina de associagao a C4; g) SP 40,40; h) Properdina’3.

1.2.3 Atividade Biolégica dos produtos gerados durante a ativagdo do Sistema
Complemento.

Durante a ativagao do Complemento sao formados, além do complexo litico
de membrana C5b9, outros produtos com importantes fung¢des na defesa do organis-
mo:

a) C3a, C4ae C5a

Sao produtos formados e liberados para a fase fluida durante a ativagao de
C3, C4 e CS5 respectivamente. Sio conhecidos como anafilatoxinas porque promo-
vem a liberagdo de histamina dos mastdcitos e baséfilos e em conseqiiéncias causam
vasodilatagao, aumento da permeabilidade capilar e contragao do musculo liso. C3a
e C5a parecem também capazes de exercer sua agao sem a mediagao de mastdcitos
e baséfilos. O C5a humano é capaz de desencadear resposta celular em granulécitos
incluindo mastocitos, basofilos, eosindfilos e neutréfilos como também nos mono-
citos e macrofagos. Segundo conceitos atuais, o C5a funciona como potente media-
dor da inflamagao aguda ao promover a adesao dos granuldcitos ao endotélio capilar
e estimular a quimiotaxia destas células que se acumulam no foco inflamatério. Uma
vez no foco inflamatério o C5a provoca a liberagdo, pelos granulécitos, de enzimas
lisossomais e a produgao de radicais toxicos de oxigénio. Quando ocorre formacgao
desregulada de C5a as manifestagdes sistémicas podem ser lesivas para os tecidos.
O C5a exerce sua fungao ao se ligar em receptores especificos nos granulécitos. Uma
vez ligado ao neutréfilo o C5a € intemalizado e degradado em seus constituintes. A
remogao do terminal carboxil arginina (CSa des arg) tira sua agio de anafilatoxina
mas nio a de quimiotaxja26.32.33.36.49

¢) C3b

O fragmento C3b, resultante da ativagao de C3, tem a capacidade de mediar
a aderéncia de particulas (exemplo: bactéria, complexo antigeno-anticorpo) aos
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fagdcitos através da agao em receptores especificos nestas células, facilitando a
fagocitose. Este fendmeno € conhecido como opsonizagio!0-23.32.68,

d) Ba

O fragmento Ba possui também atividade quimiotatica sobre polimorfonu-
cleares1023.32.68

e) C2b
O fragmento C2b produz cininas com capacidade de vasodilatagao?2.
f) C5b9

O complexo litico de membrana C5b9, é o produto final da reagao, o qual
uma vez formado insere-se na membrana celular, mediando a lise osmétical0-23.32.68

1.3 Alteragdes no Sistema Complemento causadas ou relacionadas com a CEC

A participagdo da CEC no aumento da morbidade e mortalidade nas
cirurgias cardiacas é conhecida desde a primeira cirurgia com o coragdo aberto’>.
Gibbon, pouco tempo apés ter introduzido a CEC, reconhecia que a insuficiéncia
respiratdria era a principal e mais grave alteragao funcional do periodo pés operaté-
rio?4. Dodrill’# na abertura de um dos primeiros congressos sobre a CEC afirmava:
"E desencorajador realizar cirurgias com o coragio aberto e ver um paciente evoluir
em excelentes condi¢des durante todo o procedimento por um dia ou dois e final-
mente sucumbir a insuficiéncia pulmonar, enquanto o coragdo permanece forte até
o final ". Outros relatos deste época estimavam que 15 a 25% de todos os pacientes
apresentavam apds a CEC algum tipo de complicagao pulmonar3!-33,

Estas complicagdes caracterizavam-se por insuficiéncia respiratéria pro-
gressiva, baixa complacéncia do pulmao, alteragoes nas provas de fun¢iao pulmonar,
hemorragia alveolar, hipoxemia e freqiientemente ¢bito. Nao eram raras porém as
disfungdes renais, do sistema nervoso central e da coagulagdo. Este conjunto de

disfungdes foi definido por vérios autores como 'sindrome de pés-perfu-
§d0"1.26.38,45.47, 63,74

As lesdes visualizadas ao microscopio 6tico e eletrdnico eram semelhantes
ds encontradas nos pacientes submetidos ao choque prolongado’$: ingurgitamento
do leito vascular pulmonar, microatelectasias, edema e hemorragia intralveolar 63,
lesdo e edema das células endoteliais, edema intersticial, acimulo de leucocitos e
seus produtos de degranulagao no espago intersticial, edema e rarefagao do citoplas-
ma dos pneumocitos tipo I e Il e edema das mitocondrias e reticulo endoplasmatico®.
A gravidade das lesoes correlacionava-se com o tempo de perfusio39.75,

Varias hipoteses foram sugeridas para explicar estes achados anatomo-cli-
nicos: redugao do surfactante*®, presenga na microcirculagdo pulmonar de micro-
agregados de plaquetas e leucocitos’0, isquemia do tecido pulmonar decorrente de
hipotensdo arterial e aumento da pressao capilar pulmonar*, liberagio de substincias
vasoativas pelas células sangiiineas e plaquetas lesadas%3 e até a presenga de algumas
substincias desconhecidas no sangue circulante com poder de agredir os pulmdoes>®.

A participagdo do sistema complemento nas complicagdes ocorridas nos
pacientes submetidos a cirurgia cardiaca com CEC s6 foi proposta no inicio da década
de 70°*. Com a metodologia disponivel na época (avaliagao funcional do SC pela
dosagem do CH50) nio foi possivel determinar se havia ocorrido ativagao ou simples
desnaturagao protéica. Estudos posteriores confirmaram a redug¢do dos niveis de
CHS5028, demostraram haver conversdo de C32829 e consumo de C3, C4 e do fator
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B28.34, O achado de neutropenia e alteragao na quimiotaxia e aderéncia dos polimor-
fonucleares foi adotado como prova indireta da presenga de anafilatoxinas, como a
C5a no plasma?8,

Por falta de métodos laboratoriais capazes de detectar os fragmentos resul-
tantes da ativagdo do complemento nenhum destes trabalhos pode comprovar a
participagdo do complemento na sindrome de pOs-perfusao. Isto s viria a acontecer
apoOs a introdugdo da técnica de radioimunoensaio, capaz de detectar no plasma as
anafilatoxinas C3a e C5a. Com o auxilio deste método foi demonstrado que os niveis
de C3a podem estar aumentados em até 5 vezes apés a CEC'’. Estes autores
demonstraram também em estudo in vitro que a incubagao do sangue com a esponja
de nailon utilizada para o desborbulhamento nos oxigenadores de bolhas assim como
a oxigenagao do sangue pelo contacto direto como o oxigénio, também ativavam o
complementol”.

A avaliagao dos niveis de C3a apds a CEC em 116 pacientes demonstrou
haver correlagio positiva com as complicagGes renais, cardiacas e pulmonares3?. Os
pesquisadores concluiram que o efeito lesivo tecidual relacionava-se, pelo menos
em parte, com a ativagao do complemento pelas superficies ndo endoteliais encon-
tradas pelo sangue e que entre os mecanismos da lesdo estavam uma reagao
inflamatoria global do organismo.

Um outro trabalho ndo conseguiu demonstrar ativagido do SC apds a CEC
em uma andlise de 10 pacientes submetidos & operagao de revascularizagao do
miocardio. Demonstrou-se haver consumo do componente C3 e C4 e redugao na
fungdo global do complemento mas ndo se conseguiu demonstrar a presenga dos
produtos da ativagao como o C3d!!. Baseados nestes dados os autores sugeriram que
a reducao de C3 e C4 foi devido a desnaturagdo protéica e nao a sua ativagao.
Reforgaram esta hipétese pela observagao de que a maioria dos pacientes relatados
ndo apresentaram as complicagoes que seriam esperadas pela ativagao do SC. Em
outra investiga¢ao realizada em pacientes submetidos a operagdes intracardiacas
foram determinados antes e apos a CEC, os niveis séricos de imunoglobulinas e
complemento, assim como a capacidade destas proteinas de defesa agirem como
opsoninas facilitando a fagocitose pelos leucdcitos polimorfonucleares. Apds a CEC
foi demonstrado consistente redugdo dos niveis séricos das proteinas e da capacidade
de opsonizagdo do plasma. Quando porém os dados foram corrigidos para a hemo-
diluigao deixaram de existir diferengas entre a atividade de opsonizagao do plasma
antes e ap6s a CEC. Os autores concluiram que a CEC causa redugao quantitativa
mas nio funcional dos niveis de C3 e imunoglobulinas®’. Estes resultados nao foram
reproduzidos com técnicas de laboratério mais modernas3-4!,

Mais recentemente foi detectado na membrana de eritrdcitos e granuldcitos
e no plasma de 48 pacientes submetidos a operacao cardiaca com CEC, o produto
terminal da ativagdo do complemento C5b-9. Os autores propuseram a hipétese de
que a deposigdo de C5b-9 sobre as hemadcias e granuldcitos durante a CEC poderia
ser parcialmente responsavel pela hemolise e pelo aumento da ativagdo dos granu-
16citos’8.

Este trabalho demonstrou que a ativagao ocorre até o final do processo

formando o complexo protéico capaz de causar a lise osmética das células sobre as
quais se depositou.
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1.4- A Circulacao Extracopérea no paciente pediatrico

A CEC realizada nos pacientes pediatricos apresenta algumas diferengas
em relacdo ao paciente adulto:

a) Os oxigenadores de bolhas normalmente necessitam um perfusato mini-
mo de 600 ml. Isto significa que a rela¢ao entre a volemia da crianga e 0 volume do
perfusato € muito menor do que no adulto. Exemplificando: uma crianga de 3 kg com
volemia aproximada de 240ml sera exposta a um perfusato de 600ml (relagio 1:2.5)
enquanto um adulto de 60 kg e como volemia aproximada de 5000ml sera exposto
a um perfusato de 1500ml (relagao de 1:3). Por isto € freqiiente o uso de sangue
homélogo nos pacientes pediatricos até os 20 ks de peso.

b) O sangue, na crianga, € exposto a uma superficie ndo endotelial muito
maior que no adulto, porque a extensdo dos tubos que conduzem o sangue da crianca
ao oxigenador e vice-versa e a propria superficie do oxigenador sdo proporcional-
mente maiores em relagao a superficie corporal da crianga.

¢) As criangas recebem fluxos proporcionalmente maiores que os adultos.

d) A CECem criangas € realizada, em regra, com temperaturas mais baixas.




OBJETIVO



2.0 Objetivo e Importincia do Trabalho

O objetivo do presente trabalho foi avaliar através da dosagem plasmatica
dos niveis de C3 e de seu produto de ativagio C3d, a ativagdo do sistema comple-
mento em pacientes pediatricos com até 20 kg de peso, submetidos a cirurgia cardiaca
com circulagdo extracorpérea, utilizando-se oxigenadores de bolhas infantil.

Embora existam publicagdes sobre este tema na literatura internacional,
inexistem estudos avaliando as alteragées do sistema complemento causadas pelos
oxigenadores de bolhas produzidos no Brasil.
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3.0 Casuistica, Materiais e Métodos

3.1-Pacientes

Apés aprovagdo pela comissdao de ética do Hospital Infantil Pequeno
Principe, foram estudadas prospectivamente 19 criangas submetidas a correcao de
cardiopatias congénitas. As criangas foram divididas em dois grupos: grupo 1
formado por 10 criangas operadas com auxilio de CEC e grupo 2 formado por 9
criangas operadas sem auxilio de CEC. Foram excluidos os pacientes com doengas
autoimunes, com infecgao e sob corticoterapia.

A relagao das cirurgias onde se utilizou CEC, com a idade dos pacientes, 0
tempo de perfusdo e a temperatura minima esta mostrado na tabela 2. A relagio das
operagoes e a idade das criangas do grupo 2 esta mostrada na tabela 3.

Tabela 2

Grupo 1: Operagdes realizadas no grupo 1 ( como auxilio de circulagdo extra-
corporea)

Paciente corre¢do cirurgica idade duragao temp
(meses) (min) (°C)
01 TF 12 70 25
02 Clv 22 73 24
03 CiveCIA 48 41 27
04 TF 19 71 24
05 CAVT 15 110 23
06 CIA 46 30 33
07 Clv 18 68 25
08 CIA 36 60 32
09 JAP 6 31 30
10 CIA 60 33 35

Legendas: TF-Tetralogia de Fallot; CIV- Comunicagdo inter-ventricular; CIA-Comunicagao
inter-atrial; CAVT- Canal Atrio-Ventricular Total; JAP- Janela Aorto Pulmonar.
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Tabela 3

Operagoes realizadas no grupo 2 (sem auxilio de CEC)

Paciente Tipo de Operagdo Idade
(meses)
1 Fechamento de Ductus Arteriosus 48
2 Corregao de Coarctagdo de Aorta 12
3 Implante de Marca-Passo Epicardico 60
4 Anastomose Sistémico-Pulmonar 6
5 Anastomose Sistémico-Pulmonar 3
6 Fechamento de Ductus Arteriosus 12
7 Anastomose Sistémico-Pulmonar 7
8 Fechamento de Ductus Arteriosus 60
9 Anastomose Sistémico-Pulmonar 7

Como drogas anestésicas foram usados Fentanil, Brometo de Pancurénio,
Halotano ou Isoflurano. Oxigénio em concentragdes de 33 a 50% e Protoxido de
Nitrogénio (N20) em concentragdes de 66 a 50% foram utilizados até o inicio da
CEC. Nao se utilizou N20 apés o final da CEC. No grupo 1 foi empregado o
oxigenador de bolhas infantil (Macchi Engenharia Biomédica Ltda), descartavel,
com reservatorio de 600ml, construido em termoplastico biocompativel e esterili-
zado em Oxido de etileno.

O circuito da CEC foi preenchido com concentrado de hemacias e solugdo
de Ringer lactato conforme protocolo do servigo de cirurgia cardiaca do Hospital
Infantil Pequeno Principe. A anticoagulag¢do durante a CEC foi obtida com heparina
(Roche) na dose inicial de 3mg/kg e monitorada pelo tempo de coagulagao ativada
(TCA), procurando manter valores acima de 400°. No final da perfusdo a heparina
foi revertida com cloridrato de protamina (Roche) até atingir os valores do TCA
inicial.

Nas criangas do grupo 1, foi infundida, na raiz da aorta, uma solugao
cardioplégica fria constituida de Solugao Glicosada S%-500ml; Gluconato de Calcio
10%- 10ml:, Cloreto de Potassio 19.1%- 10ml; Bicarbonato de Sédio 10%- 80ml e
150ml de concentrado de hemacias. Apés corrigida a lesdo cardiaca o reaquecimento
do paciente foi feito com auxilio de permutador de calor localizado no oxigenador
e com colchido térmico de agua circulante.

3.1.1 Coleta do sangue

Imediatamente apos a indugdo da anestesia com N20 a 66%, Oxigénio a
33% e Halotano ou Isoflurano, foi utilizado o cateter introduzido na artéria radial
para monitorizagao transoperatoria da pressio arterial, para coletar em seringas de
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vidro esterilizadas, 10ml de sangue, distribuidos em dois tubos de vidro de 100 x
12mm; o tubo designado por A, contendo 0.5ml do anticoagulante EDTA dissédico
0.2M, pH 7.2, recebeu 5 ml de sangue e foi colocado imediatamente em gelo; e o
tubo B, sem anticoagulante. recebeu igual quantidade de sangue e, apds coagulado
foi colocado no gelo. A segunda amostra foi colhida de uma veia central, no final da
cirurgia.

Logo apés a coleta as amostras foram centrifugadas a 1.200 rpm por 10
minutos e distribuidas em triplicata em tubos de polietileno, inicialmente a -20°C e
apos 3 horas definitivamente a -70 °C para posterior andlise.

3.2 Materiais
3.2.1 Oxigenador

A relagio do material utilizado na construgao do oxigenador infantil (Mac-
chi Engenharia Biomédica Ltda) utilizado em todos os paciente submetidos a CEC,
segundo informagdes de origem, esta apresentado na tabela 4.

Tabela 4

Material utilizado nos oxigenadores de bolhas infantil

Componentes do Oxigenador Material utilizado
Carcaga do oxigenador polimetilmetacrilato
Tubos do trocador de calor aluminio anodizado
Elemento filtrante do reservatério artenal poliuretano
Esponja anti-espumante poliuretano

3.2.2 Materiais utilizados nas técnicas de laboratério
a- Anticorpo anti complemento humano C3c ( c6digo A062) e anti comple-

mento humano C3d (cédigo A063), ambos obtidos da Dako Immunocorporation,
Copenhagem, Dinamarca.

b- Agarose (Sea Kem-tipo M.E Marine Colloide, Inc., Rockland, Maryland,
EUA), diluida em tampdo LISB a 1%

¢- Polietilenoglicol 6000 (PEG) (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri,
EUA)

d- Tampao Barbital-Tris-Glicina (BTG)- A solugdo estoque é obtida mis-
turando-se os tampodes A, B, C; tampao A: barbital sodico (E.Merck AG, Darmstadt.
Alemanha)- 65g; dcido barbitirico (E. Merck AG, Darmstadt, Alemanha)- 10.35g;
completar com agua destilada para 3 litros. Tampao B: glicina (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, Missouri, EUA)- 281g; tris (Trizma Base. Sigma Chemical Co., St. Louis
Missouri, EUA) -226g; completar com agua destilada para 3 litros. Tampao C: icido
diaminoetilenotetracético (EDTA)- sal dissodico (Sigma Chemical Co., St Louis,
Missouri, EUA)- 66.5g; completar com dgua destilada para 4 litros. A solugdo
estoque é guardada em cimara fria a 4°C com timerosal (Sigma Chemical Co., St
Louis, Missouri, EUA) a 1:10.000. A solugdo para uso é preparada diluindo-se a
solugdo-estoque a 1:3 em dgua destilada. Obtém-se entio um tampao com ph 8.6.
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e- Tampao PBS-EDTA (EDTA): (ethylenediamine-tetracetic acid -Sigma
Chemical Co., St. Louis Missouri, EUA)
49 de NaCl
0.575 g de Na2HPO4
0.10 g de Naz EDTA
gsp 500 ml de H20 destilada.

f- Solugao corante: azul-brilhante de Coomassie R-250 (Sigma Chemical
Co., St Louis, Missouri, EUA), 50g; etanol 96%-4500ml; 4cido acético glacial-
1000ml; dgua destilada- 4500ml. O corante € dissolvido em etanol acético e deixado
a temperatura ambiente até o dia seguinte e, a seguir, filtrado.

g- Solugdo descorante: mesma formula que a solugio corante, exceto pela
adi¢ao de azul-brilhante. Ambas as solugdes, corante e descorante, devem ser
mantidas hermeticamente fechadas para evitar evaporagao.

h- Solugao-estoque 0,2M de acido etilenodiaminotetracético (EDTA): sal
dissédico - 67.2g; 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA)- sal tetrassédico (Sigma
Chemical Co., St. Louis, Missouri, EUA)-76gr; dgua destilada para completar 2
litros.

i- Placas de imunodifusio radial para dosagem do componente C3 (Nor-
Partigen, Behring Institut, Alemanha), de acordo com as especifica¢oes de origem.

j- Cuba para eletroforese com capacidade para 2 litros de tampao (2117
Multiphor II, eletroforesis Unit, marca LKB Pharmacia Uppsala, Suécia).

1- Fonte de eletroforese LKB Pharmacia (0-500V e 0-100mA).

m- papel filmo Whatman No 1 ( England by W&R. BALSION LTD),
espessura de 0.16mm.

3.3 Métodos:

3.3.1 Preparo do soro ativado

O soro ativado que foi utilizado como controle foi obtido a partir de um
"pool" de soros humanos normais ao qual foi adicionado azida sddica 0.1% e
incubado por 4 dias a 37°C. Neste "pool" todo o C3 deve se converter em C3d.
Estabeleceu-se que nesta solugdo existem 1000 unidades arbitrarias de C3d. Este
soro ativado € diluido a 1:5 com PBS-EDTA e armazenado em temperaturas de
-70°C. Esta solugao € usada como controle positivo contendo 200 AU/ml.

3.3.2 Dosagem do fragmento C3d

A dosagem do C3d foi realizada pelo método descrito por Brandslund e
cols!2, conhecida como imunoeletroforese quantitativa em duplo foguete. As virias
etapas empregadas na execugao do método sdo a seguir descritas:

a- O gel de agarose a 1% em tampao de Barbital-Tris-Glicina (BTG)
aquecido em banho-maria a 100 °C foi colocado sobre uma placa de vidro 20x10 cm
formando uma camada de 1mm de espessura;

b- apos a polimerizagio, o gel foi dividido longitudinalmente em dois
retangulos de 5x20 c¢m;

c- retirou-se o retngulo inferior de Scm de agarose e neste espago colocou-
se o gel contendo o anticorpo policlonal anti C3c, na concentragao de 2% em 9 ml
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de agarose resfriada a 56 °C;

d- apos a polimerizagao deste ultimo gel recortou-se novamente a agarose
e retirou-se o retingulo superior. Preparou-se entdo 18 ml de agarose a 56°C onde
foram adicionados 45 pL do anticorpo policlonal anti-C3d na concentragido de
0.25%;

e- ap0s o resfriamento e polimerizagao, perfurou-se na base da placa varios
pogos alinhados, com 4 mm de didmetro. Aplicou-se entdo 5 pL. de cada amostra de
plasma a ser analisada, diluida a 1:3 em tampao PBS-EDTA e mantida a 4°C. Nos
quatro tltimos pogos foi aplicada a curva padrao do soro ativado em quatro diluigdes:
puro, 1:2, 1:4 e 1:8. O soro puro contém 200 AU/ml de C3d. Com os picos formados
por estas 4 diluigdes deste soro ativado foi criada a curva padrio para o cilculo
posterior da concentragdo de C3d das amostras testadas. Em dois pogos foram
aplicadas 2 amostras de soros frescos normais utilizados como controles normais.

f- a placa com o gel foi condicionada em cAmaras de eletroforese que possui
sistema de refrigeragdo para manter a temperatura a 4 °C. A corrida processou-se
durante 16 horas com corrente continua de 160 V e 40 mA sendo usado como tampao
o Barbital-Tris-Glicina (BTG) a 1:3 e pontes de papel WHATMAN no. 1.

g- finda a eletroforese a placa foi prensada com 2 kg de peso, utilizando-se
papel de filtro e colocada para secar em estufa a 37°C. Para tornar possivel a
visualizagao dos picos resultantes da presenca de C3 inativo e de C3 ativado e seu
fragmento a placa foi corada por 20 minutos em solu¢do de azul de Coomassie e
descorada por alguns minutos até atingir o padrao ideal de leitura. A altura dos picos
foi medida com régua milimetrada e seus valores avaliados em relagao a curva dos
soros controles ativados.

3.3.2- Dosagem da concentragao de C3

Para a avaliagdo dos niveis de C3 foram utilizadas as placas de imunodi-
fusao radial simples para determinag¢do do C3c humano (NOR-Partigen, Behring
Institut, Alemanha).

Apos retirado o envoltdrio de aluminio, as placas ficaram em temperatura
ambiente por 5 minutos para evaporar alguma quantidade de dgua que poderia estar
nos pog¢os. e em seguida aplicou-se 5 pL. de cada amostra de soros dos pacientes.

Apds 48 horas de incubagdo em cimara imida foram medidos através de
régua especifica para o método (Nor-Partigen C3c) os diametros dos halos formados
e convertidos em mg/dl de acordo com tabela fornecida pelo fabricante.

3.3.3 Analise Estatistica

Os dados estdo expressos como a média * desvio padriao. Para a compara-
¢do entre as médias foi aplicado o teste de Wilcoxon para valores exatos de p. Foram
considerados estatisticamente significantes os valores de p < (0,05 44.60.61
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4.0 Resultados

Os resultados para C3d estiao expressos como percentual dos valores obtidos
de amostras de plasma de controle de adultos normais.

Os resultados de C3 estao expressos em mg/dl.

A anilise dos niveis de C3 mostrou ter havido um evidente consumo deste
componente no grupo de pacientes submetidos 4 CEC (grupo 1), sendo que a média
obtida na 12 amostra (antes da operagdo) foi de 84 + 14,7 mg/dl e a obtida na 22
amostra de 34 *+ 8.2 mg/dl (tabela 5). Esta diferenca € estatisticamente significante
(p=0.007) (tabela 7). O consumo do complemento neste grupo de pacientes foi
confirmado pelos niveis significantemente aumentados de C3d na amostra obtida
ap6s a CEC (338 £ 67,5) em relagdo a amostra do inicio da operagido (129 +28,5)
(tabela 5).

Os pacientes submetidos a cirurgia cardiaca sem o auxilio da CEC nao
apresentaram redugao estatisticamente significante nos niveis de C3 na 2a emrelagao
a 1* amostra (859 + 13,4 vs 91 % 11,9)(tabela 8) nem tampouco aumento nos
valores de C3d (93 +21.3 vs 86 15,1) (tabela 6).

Os valores de C3d individualizados para todos os pacientes dos grupos 1 e
2 estdao nos anexos | e 2, respectivamente;

Os valores de C3 individualizados para todos os pacientes dos grupos 1 e 2
estdo nos anexos 3 e 4, respectivamente.

Tabela 5

Niveis de C3 e de seu fragmento C3d no grupo 1

Grupo 1 Variavel MédiatDP VM VMX
Cad % do normal

12 amostra 129+28,5 100,0 180,0

2% amostra 338+67,5 230,0 500,0
C3 mg/dl

12 amostra 84,8+14,7 70,5 116,0

22 amostra 34,2+ 8,2 16,4 45,9

DP: desvio padréo; VM: valores minimos; VMX: valores méximos
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Tabela 6

Niveis de C3 e do fragmento C3d no grupo 2

Grupo 2 Variavel MédiatDP VM VMX
Cad % do normal

12 amostra 86+15,1 62,0 113,0

22 amostra 93+21,3 68,0 131,0
C3 mg/dl

12 amostra 91,0+11,9 74,0 107,0

22 amostra 85,9+13,4 70,5 111,0

DP: desvio padrido; VM: velores minimos; VMX: valores méaximos

Tabela 7

Comparagio entre os valores médios de C3 da 1? e 2% amostras nos grupos 1 e 2

Grupo Comparado Variavel Valor de p
Grupo 1 (com CEC)

12 amostra

VS C3 0,0076 *
22 amostra
Grupo 2 (sem CEC)

12 amostra

vs C3 0,1388 NS
2% amostra

Nota: utilizado o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon, para amostras relacionadas que fornece o valor
exato de p.

Legenda: * estatisticamente significativo para p < 0,05
NS néao significativo.
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Tabela 8

Comparagio entre os valores médios de C3d da 1% e 2% amostras nos grupos 1 e 2

Grupo Comparado Variavel Valor de p
Grupo 1 (com CEC)

12 amostra

VS C3d 0,0056 *
22 amostra
Grupo 2 (sem CEC)

12 amostra

vs Cad 0,1096 NS
22 amostra

Nota: utilizado o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon, para amostras relacionadas que fornece o valor
exato de p.

Legenda: * estatisticamente significativo para p < 0,05
NS néo significativo.
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5.0 Discussdo

C3 é o componente central da seqiiéncia de ativagdo do complemento, o
que possui a mais alta concentragdo plasmatica e € comum a ambas as vias, classica
e alternativa’. De sua conversao resulta C3b que, uma vez metabolizado, produz dois
outros fragmentos: C3c e C3d. O primeiro € rapidamente catabolizado e desaparece
da circulagdo. Ja o metabolismo do C3d é relativamente lento e como resultado de
seu baixo peso molecular atinge em curto espago de tempo o plasma a partir da
difusio dos locais extravasculares onde estd sendo ativado%2, Desta forma a deter-
minagado das concentragdes plasmaticas de C3d e de C3 constitui-se de um método
extremamente util e adequado para se avaliar a ativagdo do complemento in vivo!3.

No presente trabalho, as criangas submetidas a CEC apresentaram redugio
nos niveis de C3 e aumento dos niveis de C3d. Estes dados comprovam ter havido
consumo e ativagao do sistema complemento. Estas altera¢oes estao de alguma forma
relacionadas com a CEC porque as criangas submetidas as cirurgias sem este
procedimento ndo apresentaram alteragOes significantes nos niveis de C3 nem
tampouco nos de C3d.

Pelo menos quatro fatores, presentes no grupo 1 (com CEC) mas nio no 2
(sem CEC), podem estar envolvidos, isolada ou conjuntamente, no processo de
ativagdo: a) exposi¢do do sangue as superficies ndo endoteliais encontradas no
circuito da CEC; b) a oxigenagdo do sangue pelo contacto direto com o oxigénio;
c) uso de sangue homdlogo ou derivados no perfusato e apés a CEC: d) uso da
protamina para neutralizar a heparina.

Virios estudos demostram que o contacto direto do sangue com superficies
ndo endoteliais e com o oxigénio pode ativar o complemento: a) a infusao em coelhos
e ovelhas de sangue autélogo incubado com o celofane utilizado nas membranas
dialisadoras dos equipamentos de hemodialise reproduziu as mesmas alteragoes
encontradas nos pacientes renais submetidos a hemodialise como neutropenia,
leucostasia, intenso infiltrado de leucdcitos na circulagao pulmonar e edema inters-
ticial. Esta sindrome ndo ocorreu quando foi utilizado, em outro grupo de animais
submetidos a0 mesmo procedimento, plasma autdlogo cujo complemento fora
inativado??; b) o contacto do sangue, in vivo e in vitro, com fibras de nailon utilizadas
em virios equipamentos de CEC 172750, resultou em niveis aumentados de produtos
de ativagdo do complemento; ¢) o contacto do sangue com os tubos plésticos de
cloreto de polivinil (PVC) presentes nos circuitos da CEC ativou o complemento??,
d) a exposigao do sangue, in vitro, a diferentes tipos de oxigenadores levou a varios
graus de ativagdo do complemento humano®; e) o borbulhamento do oxigénio
diretamente no sangue promoveu desnatura¢io das proteinas plasmaticas’4, libera-
¢do de substincias vasoativas? e ativa¢io do complemento!”-75, Estes dois mecanis-
mos, o contacto do sangue com superficies ndo endoteliais e a sua exposi¢io
diretamente ao oxigénio, podem portanto justificar os nossos resultados porque nos
oxigenadores de bolhas empregados em nossos pacientes o desborbulhamento € feito
pela passagem do sangue através de esponjas de fibras de nailon, o corpo do
oxigenador, filtros e tubos sao feitos de material plastico e, para que ocorra eficiente
oxigenagao é necessdria uma ampla interface sangue/oxigénio que é obtida com uma
grande dispersao do oxigénio diretamente no sangue em forma de bolhas.

As cirurgias cardiacas, principalmente as realizadas em pacientes de baixo

peso, freqiientemente requerem o uso de sangue homologo para o enchimento do
circuito do equipamento de CEC. Em regra, neste grupo de pacientes, o volume final
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do perfusato € constituido de sangue total ou concentrado de hemaicias e solugao
de Ringer lactato. Embora muitos autores nio tenham considerado uma possivel
contribui¢io do sangue nas alteragdes do complemento!1:15.162839.51.54  4lguns
trabalhos demonstram que a sua utilizagao no perfusato pode estar relacionada com
a ativagdo do complemento2%-66, Em estudo realizado em 86 pacientes submetidos a
operagdes do coragao, foi demonstrado que os niveis plasmaticos das anafilatoxinas
C3a e C5a eram maiores quando a quantidade do sangue homélogo utilizada no
perfusato ultrapassava a 20% da volemia do paciente%. A utilizagio no perfusato
apenas de solugoes cristaléides no entanto, nao impediu a ativa¢ao do complemento,
apenas ela ocorreu em menor intensidade. O sangue homoélogo fornecido pelos
bancos de sangue pode conter fragmentos resultantes da ativagao do complemento.
A analise in vitro de 10 amostras de sangue, coletadas e estocadas por até 24 dias em
ACD (écido citrato dextrose) ou em CPD (citrato fosfato dextrose), mostrou ter
havido conversio de C3 em 8 amostras. Quando o sangue dos mesmos doadores foi
armazenado em EDTA (uma substincia que bloqueia a ativagao do complemento)
a-70°C e pelo mesmo periodo de tempo nao houve alteragdo nos niveis de C32°.

No presente trabalho nio nos € possivel avaliar a proporgio da ativagao de
C3 através dos niveis de C3d que poderiam ter ocorrido devido ao uso do sangue
homélogo porque todos os pacientes o receberam no perfusato. Como o complemen-
to é um constituinte do plasma e nds usamos concentrado de hemaicias é provével
que a participagao do sangue homologo nestes casos tenha sido menor do que a
relatada pelos autores que utilizaram sangue total.

Existem evidéncias de que a interagdo heparina-protamina pode causar
ativacao do complemento. Sdo descritas reagoes adversas graves como faléncia
miocardica e edema pulmonar de origem nado cardiogénica apos a neutralizagio da
heparina com a protamina!9-32, Um dos mecanismos propostos para esta ativagdo é
que a interagdo entre a heparina (um polianion) e a protamina (um polication)
funcionaria com um complexo antigeno-anticorpo, ativando a cascata do comple-
mento3’.

Corrobora esta hipdtese o fato de que os niveis plasmaticos das anafilato-
xinas C3a e C4a'% e dos produtos da degradagdo de C3 como o C3d52 estdo em geral,
muito mais elevados ap6s a neutralizagido da heparina com a protamina do que antes
do uso da protamina, sugerindo uma relagio causa/efeito®.

Este mecanismo pode ter contribuido nas alteragdes dos niveis do comple-
mento encontrada em nossos pacientes submetidos a CEC porque a 22 amostra de
todos os pacientes do grupo 1 foi colhida ap6s a neutralizagao da heparina pela
protamina.

Virios trabalhos utilizaram como noés a dosagem dos niveis de C3d como
método de avaliagdo de ativagio do complemento?!8.41, Estes trabalhos foram
realizados em pacientes adultos submetidos a cirurgias cardiacas onde foram utili-
zadas diferentes marcas de oxigenadores de bolhas e auséncia de sangue homdélogo
no perfusato. Apesar destas diferengas os niveis de C3d foram muito semelhantes
em todas as séries: houve aumento médio de 200 a 300% em relacao ao controle.
Isto demonstra que a CEC pode provocar alteragdes semelhantes no sistema com-
plemento independente da idade do paciente, da especificagao dos oxigenadores e
do tipo de perfusato usado.

Passados 40 anos desde a introdugdo na pratica clinica da CEC, € visivel a
evolugao que aconteceu no campo da cirurgia cardiaca. A CEC se tornou muito mais
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segura, surgiram melhores materiais, os custos se reduziram e ficou possivel a
utilizagao de material descartivel. No entanto os dados nossos e os da literatura
demonstram que a CEC ainda € vista pelo organismo como um agente agressor,
porque o sistema complemento, um dos seus principais meios de defesa, é acionado
na maioria das vezes em que ela € utilizada. As complicagdes vistas hoje sdo
certamente menos graves e menos freqiientes que aquelas das primeiras perfusoes
mas ainda sdo responsaveis, em muitos casos, por um periodo pés operatdrio mais
prolongado, dispendioso e doloroso e podem alterar o resultado de uma correcao
cinirgica adequada. Inimeras sao as evidéncias de que os resultados da cirurgia
cardiaca poderdo melhorar com a melhora dos equipamentos de CEC. Os resultados
obtidos na década de 50 na corregao das cardiopatias congénitas, utilizando os pais
como oxigenadores, em circulagao cruzada com a crianga, s6 foram igualados quase
30 anos depois, com a utilizagdo da CEC’4;, operagdes de revascularizagio do
miocérdio, realizadas sem CEC, apresentaram mortalidade de 2.5 vezes menores do
que pela técnica convencional!325,

Como perspectivas futuras estdo a busca de materiais mais biocompativeis
ou tornados mais biocompativeis através de revestimentos nos tubos e paredes dos
oxigenadores com pelicula de heparina’!’2 e talvez a descoberta de drogas que
possam bloquear a cascata de ativagao do complemento e impedir seu efeito deletério.
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6.0 Conclusoes

6.1 A circulagao extracorpérea (CEC) com oxigenadores de bolhas ativa o
sistema complemento de pacientes pediatricos submetidos a operagdes cardiacas,
diferente do que ocorre nos pacientes pediatricos submetidos a0 mesmo tipo de
procedimentos anestésico-cirurgicos, sem CEC.
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ANEXOS



8.0 Anexos

Anexo 1

Grupo 1- Resultado da determinagio de C3d em altura do pico de imunoeletroforese
(em cm), unidades arbitrarias e percentual em relagdo aos controles obtidos dos
controles normais. As amostras Al e A2 foram obtidas do plasma, respectivamente,
no inicio e no final das operagoes

Paciente pico AU % do controle
(cm)
01 A1 0,6 45 150
01 A2 1,3 150 500
02 A1 0,5 39 130
02 A2 1,2 104 340
03 A1 0.4 30 100
03 A2 0.9 71 230
04 A1 0,4 30 100
04 A2 1,0 90 300
05 A1 0,6 45 150
05 A2 1,1 105 350
06 A1 0,4 30 100
06 A2 1,2 104 340
07 A1 0,7 54 180
07 A2 1,2 104 340
08 A1 0,6 45 150
08 A2 1,2 104 340
09 A1 0,5 39 130
09 A2 1,2 104 340
10 A1 0,4 30 100
10 A2 1,0 90 300

Legenda- AU: unidade arbitréria; % do controle: valores em relagéo aos obtidos em controles; pico:
altura do pico de imunoeletroforese formado na placa..

Controle ativado (curva padrao)

SOro puro 3,6cm 200AU
diludo 1:2 2,3cm 100AU
diludo 1:4 1,4cm 50AU

Valores encontrados nos individuos normais: 0.4 cm=30 AU;
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Anexo 2

Grupo 2: Resultado da determinagdo de C3d em altura do pico de imunoe-
letroforese (em cm), unidades arbitririas e percentual em relagdo aos controles
obtidos dos controles normais. As amostras Al e A2 foram obtidas do plasma,
respectivamente, no inicio e no final das operagoes

Paciente pico AU % do controle
(cm)
11A1 0,7 75 86,2
11A2 0,7 75 86,2
12A1 0,5 54 62,0
12A2 0,6 60 68,9
13A1 0,7 75 86,2
13A2 1,0 114 131,0
14A1 0,9 99 113,0
14A2 0,9 99 113,0
15A1 0,7 75 86,2
15A2 0,7 75 86,2
16A1 0,7 75 86,2
16A2 0,7 75 86,2
17A1 0,6 60 68,2
17A2 0,6 60 68,2
18A1 0,7 75 86,2
18A2 0,7 75 86,2
19A1 0,8 87 100,0
19A2 0,9 99 113,0

Legenda-:AU: unidade arbitréria; % do controle: valores em relagédo aos obtidos em individuos
normais; pico: altura do pico formado na placa de vidro, pela eletroforese.

Controle ativado (Curva Padrio).

SOro puro 3.5¢cm 200AU
diludo 1:2 22cm 100AU
diludo 1:4 1,4cm 50AU

Valores encontrados nos individuos normais: 0.8 cm=87 AU




Anexo 3

Grupo 1- Resultado da determinagio de C3 através do didmetro do halo de
imunoprecipitagao. Os valores sido fornecidos em mg/dl. B1 e B2 designam as
amostras colhidas no inicio e final das operagoes respectivamente.

diametro valor

(mm) (mg/dl)

01B1 6,8 116,0
01 B2 4,5 30,3
02 B1 6,2 90,0
02 B2 4,5 30,3
03 B1 6.4 98,2
03 B2 4.6 33,3
04 B1 58 74,2
04 B2 5,0 459
05 B1 5,7 70,5
05 B2 4,8 39,5
06 B1 5,8 742
06 B2 45 30,3
07 B1 6,0 82,0
07 B2 4,7 36,4
08 B1 6,3 941
08 B2 4.7 36,4
09 B1 57 70,5
09 B2 48 16,4
10 B1 59 78,1

10 B2 4,9 42,7




Anexo 4

Grupo 2: Resultado da determinagdo de C3 através do didmetro do halo de
imunoprecipitagao. Os valores sdo fornecidos em mg/dl. Bl e B2 designam as
amostras colhidas no inicio e final das operagdes respectivamente.

Paciente diametro valor

(mm) (mg/dl)
11 B1 8,3 94,1
11 B2 5,9 78,1
12 B1 6,5 101,0
12 B2 6,4 98,0
13 B1 5,8 74,0
13 B2 59 79,0
14 B1 6,5 103,0
14B2 6,4 98,2
15 B1 5,9 78,1
15 B2 57 70,5
16 B1 6.2 90,0
16 B2 58 74,2
17 B1 X 107,0
17 B2 8,7 111,0
18 B1 59 78,1
18 B2 8,0 82,0
19 B1 6,3 94,1

19 B2 6,0 82,01




