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RESUMO

CAMPOS RS. Dinamica do cobre, zinco e estresse oxidativo em pacientes
suplementados com selénio e submetidos a revascularizacio do miocardio. Campo
Grande, 2015. [Dissertacdo — Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul].

A revascularizagdo miocardica com circulacdo extracorpérea desencadeia profundas
alteracdes metabolicas. A formacdo de radicais livres pode comprometer a fisiologia celular,
causando danos ao DNA, inativacdo enzimatica e peroxidacao lipidica. Compostos com agao
antioxidante previnem ou retardam a oxidacdo de substratos envolvidos nas reacdes de
estresse oxidativo e liberagdo de radicais livres. O selénio, como um componente essencial da
glutationa peroxidase, pode desempenhar um importante papel na protecdo dos tecidos
aerobicos das lesdes celulares iniciadas por espécies reativas do oxigénio. O objetivo deste
estudo experimental, randomizado foi avaliar a dindmica do cobre, zinco e estresse oxidativo
em pacientes suplementados com selénio e submetidos a revascularizagdo do miocardio.
Neste estudo foram incluidos 32 pacientes, de ambos os sexos, portadores de doenca arterial
coronariana com indicagdo cirurgica. Os pacientes foram randomizados em dois grupos,
sendo que um recebeu suplementacdo de selénio quelato trés dias antes do procedimento
cirtirgico, na dose de 400 ug/dia, e o outro, placebo. Amostras de sangue foram coletadas no
momento da randomizagdo, indugdo anestésica, apos 4 minutos da Gltima anastomose, apds 4
minutos da finaliza¢do da circulagdo extracorporea e apds 4 minutos do fechamento da pele.
As dosagens de cobre e zinco foram realizadas por espectrometria indutivamente acoplada a
plasma de argonio e o marcador de estresse oxidativo foi avaliado pela dosagem do
malondialdeido pela técnica espectrofotométrica. Durante a randomizacdo, a média das
concentragdes de cobre, zinco e espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) estavam
normais e 44% do total de pacientes apresentavam deficiéncia de zinco. As concentragdes de
cobre e zinco reduziram apos o inicio do procedimento cirurgico, indicando o envolvimento
dos processos inflamatorios locais. O comportamento do zinco refletiu provavelmente o
déficit deste mineral no pré-operatorio. A dinamica do TBARS demonstra claramente que a
revascularizacdo miocardica com circulag@o extracorpérea ¢ acompanhada de exacerbagdo do
estresse oxidativo. A dose suplementada de selénio ndo interferiu na dindmica do cobre, zinco
e TBARS. A suplementacdo de selénio favoreceu positivamente a manutencdo dos niveis
sérios de magnésio.

Palavras-chave: cobre, zinco, TBARS, selénio, revascularizagdo miocardica, circulacao
extracorporea.



ABSTRACT

CAMPOS RS. Dynamics of copper, zinc and oxidative stress in patients supplemented
with selenium and submitted to myocardial revascularization. Campo Grande, 2015.
[Dissertation — Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Myocardium revascularization with cardiopulmonary bypass causes profound metabolic
changes. The formation of free radicals can compromise cell physiology, causing damage to
DNA, enzymatic inactivation and lipid peroxidation. Compounds with antioxidant activity
can prevent or retard the oxidation of substrates involved in oxidative stress reactions and
release of free radicals.Selenium as an essential component of glutathione peroxidase, can
play an important role in protecting the aerobic tissues of the cell damage caused by reactive
oxygen species.The objective of this randomized experimental study was to evaluate the
dynamics of copper, zinc and oxidative stress in patients supplemented with selenium and
submitted to myocardial revascularization (CABG). This study included 32 patients, of both
sexes with coronary artery disease with surgical indication. Patients were randomized into two
groups; one received chelate selenium supplementation three days before surgery, at a dose of
400 pg/day, and the other placebo. Blood samples were collected at the time of
randomization, anaesthetic induction, 4 minutes after the last anastomosis, after 4 minutes of
the completion of cardiopulmonary bypass and after 4 minutes of skin closure. The copper
and zinc levels were measured by inductively-coupled plasma optical emission spectrometry
and the marker of oxidative stress was evaluated by measuring the malondialdehyde by
spectrophotometric technique. During the randomization, the average concentrations of
copper, zinc and reactive species to thiobarbituric acid (TBARS) were normal and 44% of
patients had zinc deficiency. The copper and zinc concentrations decreased after the start of
the surgical procedure, indicating the involvement of local inflammatory processes. Zinc
behavior likely reflected the deficit of this mineral preoperatively. The dynamics of TBARS
clearly demonstrates that the myocardial revascularization with cardiopulmonary biopass is
accompanied by exacerbation of oxidative stress. The dose of selenium supplementation did
not affect the dynamics of copper, zinc and TBARS. Selenium supplementation favored the
maintenance of serious levels of magnesium.

Keywords: copper, zinc, TBARS, selenium, myocardial revascularization, cardiopulmonary
bypass.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacado Mundial de Saude (OMS), a doenga cardiovascular (DCV) ¢ a
principal causa de morte no mundo, atingindo cerca de 17,5 milhdes de pessoas, perfazendo
30% das mortes globais (OMS, 2015), taxa praticamente idéntica a encontrada no Brasil
(BRASIL, 2011). Mais de 80% destas mortes no mundo ocorrem em paises de média e de
baixa renda. Estima-se que o numero de pessoas que morrem de doencas cardiovasculares ira
aumentar para 23,3 milhdes em 2030, permanecendo, portanto, como a principal causa de
morte (OMS, 2013).

De todas as DCV, a doenca arterial coronariana (DAC) permanece como a principal
causa de mortes no Brasil, sendo que o infarto agudo do miocéardio (IAM) contribui com
aproximadamente um ter¢o dos casos (WAINSTEIN; FURTADO; POLANCZYK, 2008) e
quase 30% do total de Obitos na faixa etaria de 20 a 59 anos (ANDRADE et al., 2013). A
mortalidade por IAM ¢ estimada em mais de 300 mil fatalidades anuais (BRASIL, 2011).

A base fisiopatologica para os eventos cardiovasculares € a aterosclerose, processo que
desenvolve-se de forma cronica, podendo os primeiros sinais ser fatais ou altamente limitantes
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGTIA, 2013). O actimulo de evidéncias sobre o
papel da inflamacdo na fisiopatogenia da aterosclerose e ocorréncia de fendmenos
tromboembdlicos como determinantes dos quadros de sindromes coronarianas agudas (SCA)
estdo sendo testemunhadas nos ultimos anos. Desde entdo, a aterosclerose passou de um
modelo de doenca cronico-degenerativa para um modelo de doenga inflamatoria subclinica
(SANTOS et al., 2003).

A reagdo de inflamagdo induzida pelos fatores de risco pro-oxidativos e a resposta
imunologica associada, sdo os principais eventos que conduzem ao processo de aterogénese
(VOLP et al., 2010). Os niveis circulantes de marcadores inflamatorios e citocinas sdo
elevados em pacientes com SCA e fazem com que esses pacientes apresentem maior estresse
oxidativo (CAIXETA, 2007).

A cirurgia cardiaca frequentemente necessita de circulagcdo extracorporea (CEC). A
combinagdo de estresse cirurgico ¢ CEC evoca uma resposta inflamatdria sistémica
multifatorial, com ativagdo das cascatas humorais e celulares, sobretudo a produgdo excessiva

de espécies reativas do metabolismo do oxigénio (ERMO) e do nitrogénio (ERN).



17

As ERMO formadas durante o periodo de isquemia-reperfusdo estdo intensamente
implicadas na patogénese da disfuncdo miocardica transitoria (stunning heart), da necrose
miocardica devido a peroxidacao lipidica severa, da disfuncdo vascular, apoptose e das
disritmias poOs-isquémicas. A resposta inflamatdria pos-cirurgica de revascularizagdo com
CEC contribui para disfungdo organica sistémica também no pds-operatorio. A peroxidagado
lipidica pode ser avaliada pela presenga de substancias reativas ao acido tiobarbitlrico
(TBARS), procedimento introduzido por Buege ¢ Aust (1978) e amplamente utilizado até os
dias de hoje. Os perdxidos lipidicos sao instaveis e decompdem-se para formar uma série de
compostos, dentre eles os carbonilicos reativos, como malondoaldeido (MDA). Estes
compostos sdo elevados em pacientes com risco cardiovascular (NASSER et al., 2011). A
avaliacdo do TBARS ¢ uma das varias formas de verificacdo da ocorréncia de estresse
oxidativo.

Os compostos com acdo antioxidante previnem ou retardam a oxidagdo de substratos
envolvidos nas reagdes de estresse oxidativo e liberagdo de radicais livres (RL), protegendo a
vasculatura contra a acdo das ERMO e ERN, além de participarem na diminui¢ao da resposta
inflamatoéria. Intervengdes que visam minimizar estes processos, como a administracao de
compostos antioxidantes, poderiam ser benéficas para estes pacientes, por diminuir a injuria
miocardica (GUO et al., 2012).

O selénio ¢ um mineral essencial para o ser humano em microquantidade. Dentre as
varias funcdes atribuidas a esse elemento, cita-se seu papel na DCV e sua participacdo no
sistema antioxidante, por fazer parte da enzima glutationa peroxidase (GPx). Esta enzima
combate as modificagdes oxidativas dos lipidios e reduz a agregagdo plaquetaria, protegendo
o miocardio dos danos oxidativos (BORTOLI; COZZOLINO, 2012).

Vérios estudos experimentais demonstraram que a administracdo de enzimas
antioxidantes oferece um grau maior de prote¢do contra o dano isquémico, melhorando a
recuperagdo funcional e reduzindo as alteragdes morfologicas dos cardiomidcitos. O selénio,
como um componente essencial da GPx, pode desempenhar um importante papel na protegao
dos tecidos aerdbicos das lesdes celulares iniciadas por espécies reativas do oxigénio (Al-
BADER et al., 1998; TANGUY et al., 1998; BOUCHER et al., 2008).

Alguns ions metélicos como ferro, cobre e zinco sdo considerados importantes
elementos no processo de oxirredugdo (PRASAD et. al., 2004). O cobre participa na reacao
de Fenton, produzindo radical hidroxila (OH") a partir de H,O», alguns estudiosos observaram
elevacao dos niveis deste elemento apds a injuria de reperfusao (POWELL; HALL; SHIH,

1991). O organismo, por sua vez, mantém o cobre ligado as proteinas, como forma de impedir
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a sua participac¢do na formagdo do OH e consequentemente, a lipoperoxidagdo (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997).

O zinco possui papel fundamental no sistema antioxidante, porém sem participar nas
reagoes de oxirreducdo. Entretanto, atua na estabilizacdo das membranas celulares,
prevenindo a desnaturagdo das proteinas, lipoperoxidag¢do e participando na protecdo dos
miocitos por diminuir a formagdo do OH’, por competir com o ferro ¢ cobre na ligagdo a
membrana celular (PRASAD et al., 2004; POWELL; HALL; SHIH, 1991).

Um estudo minucioso do processo isquemia-reperfusdo ¢ essencial, uma vez que as
técnicas utilizadas durante a cirurgia cardiaca de revascularizagdo do miocardio (RVM) sao
necessarias, porém indutoras de estresse oxidativo.

Nesta perspectiva, este estudo propde-se a analisar a dindmica do cobre, zinco e
estresse oxidativo em pacientes suplementados com selénio e submetidos a revascularizagado

miocardica com hipotermia leve e pingamento adrtico intermitente.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historia da cirurgia cardiaca

No Brasil, até o final do século XIX, ndo eram realizados procedimentos cirtirgicos
complexos, cabendo aos barbeiros, a pratica de procedimentos simples como sangrias €
escarificagdes, aplicacdo de ventosas, sanguessugas e clisteres, drenagem de abscessos,
curativos, excisao de prepucios, dentre outros. Mesmo na Europa, as intervengdes cirurgicas,
em termos de manejo cardiaco, eram inexistentes (BRAILE; GODOY, 2012).

A primeira intervencao cirurgica cardiaca com éxito foi realizada por Ludwing Rehn,
em setembro de 1896, onde suturou uma laceragao de 1,5 cm no ventriculo direito, em um
rapaz de 20 anos. Tentativas de corre¢des semelhantes também ja haviam sido relatadas no
ano de 1890, porém sem sucesso (PRATES, 1999).

Somente apds quatro décadas que a cirurgia cardiaca comecou a aprimorar-se. Com o
avango tecnologico do século XX, o coracao foi desmistificado como sede da alma, passando
a ser considerado como qualquer 6rgdo do corpo humano, sendo que a cirurgia cardiaca a céu
aberto pode ser considerada como um dos maiores avangos médicos nesse periodo (BRAILE;
GODQY, 2012).

A era moderna da cirurgia cardiaca ocorreu nos primordios da década de 1950, quando
a técnica cirurgica com circulacdo extracorpérea (CEC) foi introduzida (MOTA;
RODRIGUES; EVORA, 2008). O primeiro caso de cirurgia cardiaca com CEC foi realizado
em abril de 1951 nos Estados Unidos, pelo Dr. Clarence Dennis, da Universidade de
Minnesota. Infelizmente, a paciente de seis anos de idade, portadora de defeito do septo
interatrial, faleceu logo ap6s o procedimento. Entretanto, em maio de 1953 nos Estados
Unidos, o Dr. John Gibbon, no Hospital Geral de Massachusetts, realizou com sucesso o
primeiro fechamento de defeito do septo interatrial com o uso de CEC (BRAILE; GODOY,
2012).

Em 1955, o Dr. John W. Kirklin iniciava seu programa com circulagio extracorporea,
utilizando técnica baseada em Gibbon, porém com algumas modificacdes. Em margo deste
mesmo ano, foi realizada a primeira operacdo em um paciente com comunicagao
interventricular. Tem entdo inicio a era da cirurgia intracardiaca com uso de CEC,
possibilitando a varios servigos do mundo a abordagem cirrgica de lesdes cardiacas mais

complexas (PRATES, 1999).
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No Brasil, em 12 de novembro de 1956, o Dr. Hugo Felipozzi realizou a primeira
cirurgia com circulagdo extracorpdrea, corrigindo um defeito do septo atrial. Os cirurgides
Euryclides de Jesus Zerbini e Adib Domingos Jatene, em Sao Paulo, introduziram as
operagdes diretas sobre as artérias corondrias, iniciando em 1968 as pontes de safena
(PRATES, 1999).

Em 2011 foram realizadas 100 mil cirurgias cardiacas no Brasil, sendo 50 mil RVM
com CEC. Os procedimentos foram realizados em mais de 170 centros distribuidos em todos
os estados brasileiros. Sem duvida, a cirurgia cardiovascular no Brasil estd em nivel

equivalente ao dos grandes centros mundial (BRAILE; GODOY, 2012).

2.2 Circulacao extracorporea

O bypass cardiopulmonar tem sido o método padrdo ouro na cirurgia cardiaca, com o
intuito de substituir temporariamente a circulagdo pulmonar e cardiaca, propiciando um
campo cirurgico estaciondrio, preservando a funcao 6tima do 6rgdo. O sangue ¢ desviado para
a maquina de CEC através de canulas inseridas no atrio direito ou veia cava, retornando ao
paciente por uma canula na aorta ascendente ou artéria femoral (LEDOUX, 2005).

A resposta inflamatdria sistémica, que ocorre em toda cirurgia cardiovascular, tornou-
se mais proeminente a partir do desenvolvimento da CEC. Biglioli et al. (2003), em uma
revisdo sistematica de varios estudos, demonstrou o aumento significativo de estresse
oxidativo em cirurgias de revascularizagdo do miocardio com uso de CEC, comparados aos
procedimentos sem uso desta.

Durante a CEC, a fisiologia da circulacdo ¢ totalmente alterada, devido a introducdo
de um fluxo ndo pulsatil do lado arterial, contrapondo-se a uma elevada pressdo venosa no
lado venoso, além do contato do sangue com superficies estranhas, diferentes do endotélio
vascular, no interior do oxigenador e dos circuitos, a hipotermia, a hemodiluicdo e a inibi¢ao
do sistema de coagulagdo (MOTA; RODRIGUES; EVORA, 2008).

O fluxo nao pulsatil € considerado lesivo para a microcirculacdo. Além disso, ocorrem
outras alteracdes, como substituicdo dos mecanismos reflexos e quimiorreceptores, aumento
da pressdo venosa e reducdo da pressdo coloidosmdtica. Essas alteragdes fazem com que
mecanismos de compensagdo atuem na microcirculagdo, pois o fluxo capilar deixa de ser
intermitente, passando a ser continuo, o que aumenta a pressdo do lado venoso (MOTA;

RODRIGUES; EVORA, 2008).
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O fluxo continuo durante a CEC produz uma resposta inflamatdria sistémica que libera
substancias que afetam a coagulacdo e a resposta imune. O contato do sangue com superficies
nao endoteliais fazem que ocorra um processo de aglutinacdo das plaquetas, liberacdo de
catecolaminas, adrenalina e noradrenalina, levando consequentemente a vasoconstricao
arteriolar (LEDOUX, 2005), além da producdo de microémbolos e a formacdo de
microbolhas, que se alojam nos capilares, causando isquemia, inflamagdo, ativacdo do
complemento e agregacdo plaquetaria, com consequente formagdao de coagulos (MOTA;
RODRIGUES; EVORA, 2008). Ocorre também a desnaturagdo de uma variedade de
proteinas plasmaticas, dentre elas y-globulinas, proteinas carregadoras e glicoproteinas
complementares (LEDOUX, 2005).

Os fatores independentes da exposi¢ao do sangue a superficies ndo endoteliais e
condigdes ndo fisiologicas durante a CEC, tais como trauma cirurgico, isquemia-reperfusao
dos tecidos, alteragdes da temperatura do corpo e liberacdo de endotoxinas, sdo indutores de
uma sindrome inflamatdria sistémica. Esta resposta inflamatéria compreende a ativagao do
sistema complemento, liberagdo de citocinas, ativacao de leucocitos e moléculas de adesao,
além da producao de ERMO, fator de ativacao plaquetaria (PAF), endotelinas e 6xido nitrico
(NO). Essa reagao inflamatdria contribui para diversas complicagdes pds-operatorias (MOTA;
RODRIGUES; EVORA, 2008).

Além das alteragoes fisiologicas oriundas do fluxo continuo ndo pulsatil e da reacdo
inflamatoria sistémica, a produgdo excessiva de NO, resultante da ativagao da forma induzivel
do oxido nitrico sintase (iNOS), ¢ a maior causa da sindrome vasoplégica. Ao longo do ato
operatdrio, ¢ observada uma elevag¢ao dos niveis de pCO,, acetilcolina e adenosina difosfato
que, juntamente com a hipodxia, estimulam a iNOS a produzir NO, cuja fungdo ¢ a regulagao
do fluxo por intermédio da vasodilatacdo. O efeito vasoconstritor oponente da endotelina,
apesar do aumento de seus niveis séricos, ndo ¢ manifestado (MOTA; RODRIGUES;
EVORA, 2008).

Visando minimizar esses danos, o emprego de novas tecnologias (circuitos
impregnados com heparina, prime retrogrado, minicircuitos de CEC), melhora das condig¢des
hemodinamicas, atividade anti-inflamatoria para menor liberagdo de citocinas, inibicao da
ativacdo do complemento, adequagdo da perfusdo tissular (pelo monitoramento da pCO,),
além da reducdo do “ataque oxidativo” através do pré-tratamento com agentes antioxidantes
antes da CEC, podem representar técnicas terapéuticas promissoras (MOTA; RODRIGUES;
EVORA, 2008).
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2.3 Injuria de reperfusao

A fisiologia da reperfusdo destaca-se por suas importantes repercussdes clinicas. A
injuria de reperfusdo pode ser denominada como uma sindrome que ocorre em qualquer 6rgao
em situacdes de isquemia seguida de retomada do fluxo sanguineo (BRASILEIRO, 1997).
Desde 1935, esse fenomeno ja era percebido, quando Tennant e Wiggers observaram
arritmias ventriculares graves no momento da reperfusdo do miocardio isquémico de caes.

Os eventos oriundos da injuria de reperfusdo eram uma preocupacao reservada aos
cirurgioes. Com a ampla disseminagdo em todo o mundo da terapia antitrombotica, apds o
estudo Second International Study of Infarct Survival (ISIS 2) em 1988, passou a ser também
uma preocupacao clinica.

Enquanto a reperfusdo oportuna do miocardio isquémico ¢ essencial para o salvamento
do musculo, a mesma resulta em uma forma unica de lesdo do miocardio. Durante a
reperfusdo, ocorrem diversas alteragdes funcionais e estruturais, incluindo diminui¢do da
funcdo contratil e do fluxo coronariano, bem como alteragdes na reatividade vascular. O
sistema cardiovascular, durante a reperfusdo, ¢ continuamente exposto as espécies reativas ao
metabolismo do oxigénio (ERMO) e nitrogénio (ERN). Embora o oxigénio seja essencial para
a sobrevivéncia do tecido, pode ser prejudicial durante a reperfusao (ZWEIER; TALUKDER,
2006).

As disfungdes metabdlicas durante a isquemia ou hipoxia tecidual ainda ndo sdo bem
estabelecidas, porém estudos clinicos e experimentais demonstram que a subsequente
reperfusdao do tecido hipoxico € o principal evento que levam a essas alteragdes. A
reintrodugdo do oxigénio em um meio isquémico leva a um influxo intracelular de célcio para
dentro da célula, fato que se deve provavelmente a alteracdo da permeabilidade de membrana
(EVORA et al., 1996).

A elevada necessidade energética do musculo cardiaco ¢ suprida pela produgdo
mitocondrial de adenosina trifosfato (ATP) (OLIVEIRA et al., 2002). Durante a isquemia,
ocorre um processo de degradagdo do ATP até hipoxantina, que ¢ um derivado purinico
(oxipurinas) e apresenta um importante papel no metabolismo celular. Ao mesmo tempo, na
presenca de calcio, ocorre transformagao da xantina-dehidrogenase (XD) em xantina-oxidase
(XO). No ato da reperfusdo, a XO atuard sobre a hipoxantina, formando xantina + anion
superoxido (O,7), gerando assim uma grande produgido de RL que, somados a deplegdo das
defesas antioxidantes da célula isquémica, estabelece a situacao de estresse oxidativo (Figura

1) (BRASILEIRO, 1997).
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Figura 1 — Geragdo de radicais livres durante a reperfusdo miocardica. Adaptado de OLIVEIRA, 1997.

O miocardio atordoado ou aturdimento cardiaco ¢ a disfuncao melhor caracterizada da
injaria de reperfusio. E definido como disfunc¢io pos-isquémica prolongada do tecido viavel
recuperado de reperfusdo. Ocorre diminuicdo da ressintese de ATP pos-reperfusao,
microespasmo coronario e alteracdo do metabolismo de céalcio. Nestas condigdes, tanto a
funcdo sistolica e diastolica estdo alteradas devido ao desarranjo das propriedades elétricas,
mecanicas ¢ metabolicas do 6rgdo (Figura 2). Apesar da auséncia de dano irreversivel, o
miocardio atordoado requer um periodo de tempo prolongado antes da recuperagao funcional

(VERMA et al., 2002).
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Figura 2 — Mecanismos e mediadores da injuria de reperfusdo. Adaptado de VERMA et al., 2002.
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O fendmeno de “no reflow” € caracterizado pela adesdo endotelial de leucocitos,
agregacao plaquetaria, acaimulo de fluido intersticial e vasoplegia, causando obstrucdo

mecanica ao fluxo, que leva a faléncia do enxerto e aumento da area do infarto.
2.4 O paradoxo do oxigénio e formac¢ao de radicais livres

Os efeitos toxicos do oxigénio sobre os sistemas biologicos ja eram conhecidos desde
o final do século XIX (SMITH, 1899). Os efeitos deletérios sao resultantes da oxidagao de
diversos componentes celulares, como tio6is, cofatores enzimaticos, proteinas, nucleotideos e
lipides, sendo que os principais sdo os acidos graxos poliinsaturados (AGPI), ERO e ERN
(LIMA; ABDALLA, 2001).

A geragdao de RL ou mais apropriadamente ERMO e ERN, ¢ um processo fisioldgico
necessario para fungdes biolodgicas importantes, como a geragdo de ATP, fertilizagdo do
ovulo, ativacdo de genes e participagdo de mecanismos de defesa em face de processos
infecciosos (BARBOSA et al., 2010). Contudo, a producao excessiva pode conduzir a danos
oxidativos (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Aproximadamente 85 a 90% do oxigénio que respiramos sdo utilizados pela
mitocondria, através da cadeia de transporte de elétrons, e os 10 a 15% restantes sao utilizados
por enzimas oxidases e oxigenases ¢ também por reacdes quimicas de oxidagdo diretas. A
enzima citocromo oxidase, na parte terminal da cadeia de elétrons, promove a redugdo
tetravalente do oxigénio, adicionando quatro elétrons simultaneamente ao O,, resultando na

formagao de CO; e agua (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004):

0, +47 . H,0+CO;

RL s3o atomos ou moléculas com elétrons ndo pareados, que sao gerados via agao
catalitica de enzimas, durante os processos de transferéncia de elétrons no metabolismo
celular (BRASILEIRO, 1997).

Devido a conformidade eletronica do oxigénio, 0 mesmo possui a tendéncia de receber

um elétron de cada vez (redugdo monovalente), passando a ter um elétron impar (ou ndo

pareado), culminando na formagdo de intermedidrios reativos, como 0 O,".
0, +19 0O
—>
O O;", ao receber mais um elétron (em uma nova redu¢cdo monovalente), origina um

composto denominado perdxido de hidrogénio (H,O;) que, apesar de ndo ser um RL, ¢ um



25

metabdlito do oxigénio extremamente deletério, porque participa na reagdo que produz o OH’
(SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

O OH’ ¢ o mais reativo dos intermediarios, pois pode reagir e alterar qualquer
estrutura celular (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). O H,0, ¢ capaz de atravessar a
membrana nuclear, podendo reagir com a membrana eritrocitaria e com proteinas ligadas aos
fons ferro (Fe*") ou ao cobre (Cu") (reacio de Fenton) sendo altamente toxico para as células
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997):

Fe*'/Cu’ + H,0, > OH'+ OH + Fe’'/Cu*"

Os ions Fe/Cu, por sua vez, podem catalisar a reacdo entre H,O, e superoxido,
conduzindo a produgdo de OH" (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). Essa reagdo é conhecida
como reacao de Haber-Weiss:

H,0,+0," . OH'+OH + 0,

O corag@o dos mamiferos ¢ um 6rgdo aerdbico obrigatdrio. A uma taxa de pulsacdo
em repouso, o coracdo consome aproximadamente 8-15 ml O,/min/100 g de tecido. Isto ¢
significativamente mais do que a consumida pelo cérebro (cerca de 3 ml O,/min/100 g de
tecido) e pode aumentar para mais do que 70 ml O,/min/100g de tecido do miocardio durante
o exercicio intenso. O miocardio dos mamiferos ndo pode produzir energia suficiente sob
condi¢des anaerdbicas para manter o metabolismo celular essencial. Logo, o fornecimento
constante de oxigénio ¢ indispensavel para manter a fun¢do cardiaca e a viabilidade celular
(GIODARNO, 2005).

A hipotese da lesao mediada por RL do miocéardio durante a reperfusao ¢ baseada em
observagdes que, a reperfusdo induz a disfun¢do da fun¢do miocéardica devido a producao
excessiva de ERMO (KAMINSKI et al., 2002).

Dentre disturbios fisiopatologicos oriundos da reperfusao, sao atribuidos aos radicais
de oxigénio: arritmia ventricular, disfuncdo mecanica ou miocérdio aturdido e morte celular.
Imediatamente apos o inicio da reperfusdo, ocorre uma elevada produgdo do O,", que pode
ocorrer por horas. Além disso, a interagdo das células endoteliais por neutrofilos, os quais
contribuem para a disfuncdo endotelial, iniciam-se durante os momentos iniciais da
reperfusdao (BOLLI, 1991; KIN et al., 2004).

A recuperacdo do miocardio apdés um infarto estd associada com uma série de
alteracdes na estrutura e funcionalidade do coracdo, conhecido como remodelamento
cardiaco. O remodelamento precoce envolve a formagdo da cicatriz na zona isquémica,
enquanto o tardio afeta a viabilidade cardiaca, inclusive do musculo viavel ndo infartado, com

alteracdes substanciais no volume, composi¢cdo e organizacdo da matriz extracelular, durante
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semanas ou meses apos o IAM, desempenhando um papel importante para o desenvolvimento
da insuficiéncia cardiaca (GRIEVE et al., 2004).

H4 uma crescente evidéncia do papel fundamental de ERMO nos processos
subjacentes a remodelacdo cardiaca. Existe um aumento na produg¢do de RL na isquemia-
reperfusdo induzida cirurgicamente e em pacientes com insuficiéncia cardiaca secundéria ao
infarto (GRIEVE et al, 2004). As proteinas e lipidios sdo alvos preferénciais dessas
substancias, ocasionando desnaturacdo proteica, inativagao enzimatica e peroxidag¢dao dos
acidos graxos que constituem a membrana celular. Com a disfun¢do do sarcolema e do
reticulo sarcoplasmatico, ocorre perda da permeabilidade seletiva da membrana celular
(GIODARNO, 2005).

As ERMO ndo sdo as Unicas substancias que participam na lesdo de reperfusao
(KAMINSKI et al., 2002). Além de o oxigénio participar nas reagdes de geracdo de OHe,
pode ainda gerar a espécie reativa de nitrogénio — o peroxinitrito (ONOO), por meio da reagio
com o NO (BARBOSA et al., 2010).

O NO, uma molécula relativamente estavel de RL e de sinalizagdo, apresenta diversas
acoes fisioldgicas e patologicas. Embora os niveis baixos de NO exer¢am certo numero de
efeitos reguladores e citoprotetores, niveis mais altos sdo potencialmente toxicos. Além disso,
muitos dos efeitos toxicos de NO ndo sdo diretamente devidos ao NO em si, mas sao
mediados pelos seus produtos de reagdo de oxida¢do (ZWEIER; TALUKDER, 2006).

A avaliacao dos RL ¢ de dificil mensuragdo, pois a sua meia vida ¢ extremamente
curta. Em funcao disto, os métodos de avaliagao da liberagdo dos RL sdo realizados pela
analise das lesdes desencadeadas pela liberacdo dos mesmos. Como citado, os principais alvos
desses danos sdo as proteinas e lipidios da membrana celular. Desta forma, os métodos de

medida dos RL se dao pela mensuracao destas lesdes, dentre elas a lipoperoxidagao.

2.5 Lipoperoxidac¢io como indicador da lesdo de reperfusiao

O processo de peroxidagdo lipidica (LPO) ¢ definido como uma cascata de eventos
bioquimicos resultante da acdo de ERMO e ERN sobre os lipides insaturados das membranas
celulares, gerando principalmente radical alquila (L), alcoxila (LO’) e peroxila (LOO),
levando a destrui¢do de sua estrutura, faléncia dos mecanismos de troca e, em extremos, a
morte da célula (BENZIE, 1996).

Resumidamente, a LPO resulta da incorporacao de oxigénio molecular a um AGPI

(4cidos graxos poliinsaturados) para produzir um hidroperoxido lipidico (LOOH). A LPO
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pode ocorrer por duas vias: uma via enzimatica envolvendo as ciclooxigenases e
lipoxigenases e a peroxidacdo ndo enzimatica, da qual participam as ERMO e ERN (LIMA;
ABDALLA, 2001).

A peroxidagao lipidica ocorre apds a reperfusao. Estudos sugerem que a sindrome da
reperfusdo pos-isquemia, em coracdes de ratos submetidos a sobrecarga de ferro, promova o
acimulo de ERMO, dentre elas o OHe, estimulando dessa forma a lipoperoxidacdo de
membranas, responsavel pela diminuig¢ao da contratilidade miocardica (KRAAIJ et al., 1988).

O malondialdeido (MDA) ¢ um dos mais conhecidos produtos da peroxidagao lipidica
provocada pelos RL. O MDA pode ser mensurado através do teste de TBARS (espécies
reativas ao acido tiobarbitirico). O aumento na concentracdo de MDA significa que ocorreu
um aumento na produ¢do dos RL na musculatura miocardica (BRASILEIRO, 1997).

Estudos com pequenas amostras demostraram que os niveis de MDA sao elevados em
pacientes que possui insuficiéncia cardiaca e doenca arterial coronariana, (RAGAB et al.,
2005) e que os niveis de MDA estdo inversamente correlacionados com a fracdo de ejecao
(FE). O uso das medica¢des Metropolol e Carvedilol levou a um declinico de TBARS em
pacientes com insuficiéncia cardiaca idiopatica e isquémica. Diante do exposto, um niimero
maior de pesquisas com pacientes portadores de cardiomiopatia isquémica e ndo isquémica
sdo necessarias para demonstrar o comportamento do MDA (TRACHTENBERG; HARE,
2009).

Tosukhowong et al., 2003, verificaram em 61 pacientes com doenga arterial
coronariana, que os niveis de MDA e tidis sdo mais elevados do que nos individuos saudaveis
(controles), refor¢cando a presenca de estresse oxidativo pelo desequilibrio dos produtos de
danos oxidativo e o sistema antioxidante. Em 2005, Ragab et al. realizaram a avaliagdo de 65
pacientes, sendo destes 36 com angina instavel e 29 com infarto do miocérdio, e constataram
que os niveis de MDA sao elevados na fase aguda da doenca, em relagdo a individuos
saudaveis.

Em contrapartida, podemos também mensurar o estresse oxidativo por meio da
avaliacdo do sistema antioxidante, dentre eles destacam-se as enzimas superoxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase (GPx). A isquemia celular leva ao esgotamento dos niveis de
glutationa, que desempenha um importante papel na manutengdo das proteinas e lipidios
celulares. Em resultados no qual a glutationa foi experimentalmente reduzida, observou-se

que os efeitos toxicos do estresse oxidativo sao exarcebados (MAXWELL; LIP, 1997).
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2.6 Sistema de defesa antioxidante

Os processos metabodlicos induzem a uma produgdo continua de RL, mesmo em
condicdes basais. Essa condi¢dao levou ao desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa
para limitar a inducdo de danos (BIANCHI; ANTUNES, 1999). Esses danos podem afligir
todos os tipos de moléculas bioldgicas, como os lipidios, as proteinas, o DNA e os
carboidratos. Desta forma, o estresse oxidativo pode estar envolvido em processos de
carcinogénese, danos na membrana celular, peroxidacao lipidica e oxidacdo de proteinas
(SIES, 1993).

Sies & Stahl (1995) definem antioxidante como qualquer substancia que, presente em
menores concentragdes que as do substrato oxidavel, seja capaz de atrasar ou inibir a oxidagao
deste de maneira eficaz. Todas as células possuem mecanismos antioxidantes. As substancias
oxidantes podem agir neutralizando os RL e espécies ndo radicais, de forma direta, quanto
indiretamente (BARBOSA et al., 2010).

O sistema de defesa antioxidante dividido em enzimatico (ou varredores de RL) e nao
enzimatico (ou endogeno). O sistema enzimdtico engloba as enzimas SOD — dependente de
cobre e zinco como cofatores; catalase (CAT) e a GPx. A SOD ¢ a enzima mais abundante no
corpo humano, e pode ser encontrada tanto no citoplasma quanto na mitocondria. Ela atua

dismutando o0 O,” em H,O, (BRASILEIRO, 1997):

0," . H,0,

A CAT encontra-se em uma organela chamada peroxissoma. A CAT ¢ uma
hemeproteina citoplasmatica que catalisa a redu¢do do H,O, a H,O e O, impedindo a
formagdo do OH’, contra o qual ndo possui mecanismo de defesa (SCHNEIDER; OLIVEIRA,
2004) e ¢ reconhecido como a espécie iniciadora € a mais importante da lipoperoxidagao
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

H,0, + H,0, $ 0,+2 H,0

A GPx encontra-se no citosol e na mitocondria. Atua juntamente com a CAT,
impedindo a formagdo do OH™ (BRASILEIRO, 1997). Ela converte a glutationa reduzida
(GSH) a glutationa oxidada (GSSG), removendo H;0; e formando adgua (SCHNEIDER;
OLIVEIRA, 2004):

2GSH+H0, 9 . GSSG+2H,0
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As enzimas CAT e GPx se integram para impedir o acimulo de H,O; que, apesar de
ndo ser um RL, ¢ igualmente reativo e pode promover danos potenciais (ROVER; HOEHR;
VELLASCO, 2001).

O sistema de defesa ndo enzimatico ou exogeno inclui substancias produzidas pelo
corpo humano - bilirrubina, ceruloplasmina, hormonios sexuais, coenzima Q, acido urico,
melatonina, dentre outros (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004) e de origem dietética, através da
dieta regular ou via suplementacdo, como as vitaminas C, E e B caroteno, minerais ¢ os
compostos fenolicos (BARBOSA et al., 2010). A vitamina E (a-tocoferol) ¢ uma molécula
lipossolavel presente no interior das membranas (ROVER; HOEHR; VELLASCO, 2001).
Juntamente com a vitamina C (4cido ascérbico), demonstra potencial inibidor contra a
lipoperoxidagdo e protecao aos danos oxidativos do DNA (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Alguns minerais tem sido descritos na literatura como minerais antioxidantes, a saber,
o zinco e selénio. Niveis de selénio reduzidos nas células e tecidos tem como consequéncia
concentragdes menores da enzima antioxidante GPx, resultando em maior suscetibilidade das
células e do organismo aos danos oxidativos induzidos pelos RL, além de maior predisposi¢ao
para desenvolvimento de tumores (SCIESZKA et al., 1997).

Como a injuria de reperfusdo ocorre inevitavelmente dentro dos primeiros minutos
apos a reperfusdo, no contexto do IAM, o agente antioxidante necessitaria ser administrado
antes da RVM, para que possa chegar a célula isquémica no mesmo momento que o oxigénio,
em uma concentracdo Otima para neutralizar os RL na medida em que mesmo vao sendo

gerados (BRASILEIRO, 1997), que ¢ o objetivo de estudo do presente trabalho.

2.6.1 Selénio

O selénio (Se) ¢ um elemento quimico pertencente ao grupo Vla (6a) da classificacao
periddica, com nimero atdmico 34 e massa atdmica de 78,96u. E um elemento ndo metélico,
com propriedades quimicas muito semelhantes ao do enxofre, apresentando-se em trés estados
de oxidacao, -2, +4 ¢ +6.

E um oligoelemento relacionado com protecio, frente ao dano causado pelo estresse
oxidativo. Foi descoberto em 1817 pelo quimico sueco Jons Jakob Berzelius. Até meados do
século XX, o Se era considerado um elemento toxico. Sua natureza essencial foi demonstrada
no final dos anos 50 por Klaus Schwarz e Foltz (SCHWARZ; FOLTZ, 1957). Em 1973,

Rotruck et al., isolou a enzima GPx, cujo principal componente ¢ o Se. Este mineral pode
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estar presente em formas inorganicas, tais como selenito (SeO(*,)) e selenato (SeO,(OH),),
provenientes de suplementos, bem como em compostos organicos com o0s seleno-
aminoacidos, selenocisteina e a selenometionina (SUZUKI, 2005).

A absorcao de Se na forma inorgéanica de selenato ¢ quase completa, em torno de 90%,
porém uma significante fracdo ¢ excretada pela urina antes que possa ser incorporada aos
tecidos. O selenito possui absor¢do mais variavel, maior que 50%, ocorrendo principalmente
no duodeno, sendo melhor absorvido do que o selenato. As formas inorganicas de Se sao
comumente utilizados no enriquecimento de alimentos, bem como na suplementagao.
Presumivelmente, a completa absor¢ao ocorre quando o Se ¢ fornecido como selenometionina
e selenocisteina, em torno de 50 a 100%, no intestino delgado (FAIRWEATHER-TAIT;
COLLINGS; HURST, 2010; ROGER, 2014).

A homeostase do Se ¢ realizada através da regulacao da excre¢do. Com o aumento da
ingesta alimentar, a excre¢dao do elemento também aumenta, mantendo assim um platd 6timo.
No consumo elevado de Se, formas volateis sdo exaladas, tornando a respiragdo uma
importante rota de excre¢dao. Nas fezes, ocorre a excre¢ao principalmente do Se ndo
absorvido, juntamente com o presente nas secregoes biliares, pancredticas e intestinais
(COMINETTI;, COZZOLINO, 2009). Desta forma, sob condicdes fisioldgicas, a excregdo
urinaria € a principal forma (ROGER, 2014).

Ao contrario da maioria dos metais, o Se ndo ¢ incorporado em proteinas
simplesmente através de interacdes idnicas, mas faz parte do esqueleto do peptideo. Até o
momento, a0 menos 25 selenioproteinas foram identificadas em mamiferos, sendo as
isoformas GPx, tireoidoxina redutases (TrxR) e iodotironina deionidases as inicialmente
descritas (TANGUY et al., 2012).

Dentre os biomarcadores de inflamagdo e estado oxidativo descritos, sobre os quais o
Se exerce efeito protetor, encontram-se a PCR, IL-6, TNFa, a IL-1 e a RBP-4. Estuda-se que
sua ingestdo reduza o risco de doengas cronicas resultantes do estado oxidativo e inflamatério
alterados, através da sua capacidade de suprimir a ativagdo de vias pro-inflamatdrios por meio
da quelagdo das moléculas de RL, minimizando desta forma o desenvolvimento de doengas
cronicas (VOLP et al., 2010).

O interesse do Se na nutrigdo humana iniciou em 1960, quando a suplementacdo
mostrou prevenir inimeras doencas em animais (TANGUY et al, 2012). Em 1979, foi
reconhecido que a deficiéncia de Se ¢ a causa da doenga de Keshan, uma cardiomiopatia
endémica que afeta primariamente criancas ¢ mulheres em idade reprodutiva em algumas

regides da China, resultando em graves alteracdes cardiovasculares. A suplementacdo de Se
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na dieta nestas areas endémicas resultou em um controle eficiente desta doenga (CHEN,
2012).

O ser humano pode obter Se por meio de alimentos, suplementos e agua, sendo a
alimentagdo a principal fonte. A quantidade de Se varia de acordo com a concentragdao de Se
no solo, que pode variar conforme a regido geografica (MARTENS; COZZOLINO, 2012).

O Se ¢ encontrado na dgua na forma quimica de selenato. Embora, a mesma contribua
de forma insignificante para ingestdo diaria recomendada de Se, a OMS, 2011, recomenda
que o limite aceitavel de Se na agua seja de 10 pg/L. Em Campo Grande, MS, relatorios de
ensaios fornecidos pela empresa publica de fornecimento de agua revelou valores inferiores a
5 ng/L.

A castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa, tamilia Lecythidaceae) ¢ a fonte alimentar
mais rica em Se atualmente conhecida, seguida de outros alimentos como cogumelos, alfafa,
figado, frutos do mar, rins, leveduras, cereais e espécies cruciferas. A quantidade didria
recomendada para ingestdo de Se, a partir de varios estudos, ¢ de 55 pg/dia para mulheres e
70 ng/dia para homens (CUNHA et al., 2002) que ¢ suficiente para saturar completamente a
atividade da glutationa, enquanto a ingestdo de 11 pg/dia leva a deficiéncia nesse elemento-
traco (TANGUY et al., 2012; MARTENS; COZZOLINO, 2012).

Os sintomas de intoxicagdo aguda por Se vao desde graves disturbios neurolégicos e
gastrointestinais, gosto metalico na boca, odor de alho exalado pelas vias aéreas, insuficiéncia
respiratoria, IAM e faléncia renal (HOLBEN; SMITH, 1999).

A ma absorcdo ou aumento das perdas intestinais em individuos com mau
funcionamento do trato digestorio podem apresentar déficit de Se e entrar em deficiéncia
marginal. A doenga de Kashin-Beck ¢ uma osteoartrite que ocorre durante a adolescéncia,
caracterizando-se pela degeneracdo necrdtica dos condrocitos, promovendo nanismo e
deformacdes articulares (COMINETTI; COZZOLINO, 2009).

Por ser componente das selenioproteinas, o selénio possui grande importancia no
organismo. Esse mineral exerce um papel critico como componente da GPx no controle do
metabolismo do oxigénio, particularmente na catalise da degradacao do H,0O,. Niveis
reduzidos de Se, portanto, tem como consequéncia concentragdes menores da GPx, resultando
em maior suscetibilidade das células e do organismo aos danos advindos do estresse oxidativo
(SCIESZKA et al., 1997).

O equilibrio entre o inicio de efeitos benéficos pro-oxidante e sustentada, mais tarde, a
acdo antioxidante, ¢ dificil de determinar e dependem de uma complexa interacao entre os

compostos de dosagem ideal para o Se, a quantidade, dose € momento da interven¢do. Por
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exemplo, se o objetivo for efeitos antioxidantes e Se ¢ administrado 24 horas apos o
aparecimento de infecc¢des, a hipoxia tecidual irreversivel e estresse oxidativo pode limitar a
sua eficacia (HEYLAND, 2007).

Um estudo realizado com 189 pacientes sépticos evidenciou a acao antioxidante do Se.
Houve redu¢do na taxa de mortalidade no grupo tratado (42,4%) em relagdo ao grupo controle
(56,7%), e redugao absoluta de mortalidade em 14,3% (BARNI; SANTOS, 2011).

Em uma metandlise realizada por Heyland ef al., 2005, foi analisada se a
suplementagdo com micronutrientes antioxidantes (vitaminas A, C e E, Se, zinco e cobre)
juntamente ou separados em pacientes criticos, teria efeito sobre a mortalidade e
complicacdes infecciosas. Dos 11 estudos incluidos na pesquisa, sete continham Se na sua
composi¢do, sozinho ou em combinagdo com outros antioxidantes, o que foi associado a uma
tendéncia de menor mortalidade. Heyland et al., (2005) concluem que a administracdo de
oligoelementos e vitaminas, em fung¢do do suporte antioxidante que proporcionam,
particularmente o Se, isolado ou em combina¢@o com outros antioxidantes, ¢ segura.

Apesar de todos os efeitos protetores supracitados em varios estudos, o Unico que
demonstrou eficacia, foi no grupo estudado que apresentava os menores niveis plasmaticos de
Se, sugerindo que os efeitos deletérios da falta de Se somente manifestam-se em pacientes

com niveis plasmaticos inferiores (SARMENTO et al., 2006).

2.6.1.1 Selénio, cirurgia cardiaca e circulacao extracorporea

As selenioproteinas mais estudas no contexto cardiovascular ¢ a familia GPx, por sua
capacidade de eliminar peroxidos. Considerando a capacidade da GPx em combater as
modificagdes oxidativas dos lipidios e reduzir a agregacdo plaquetdria (MARTENS;
COZZOLINO, 2012), os efeitos do Se em desfechos cardiovasculares tem sido
extensivamente estudados em modelos animais de isquemia e reperfusdo do miocardio
(TANGUY et al., 2012).

Al-Bader et al., 1998, em um estudo com 67 pacientes com DAC submetidos a RVM,
observaram que os niveis de Se durante a CEC se esgotaram rapidamente, permanecendo
baixos durante todo o periodo do estudo, indicando possiveis beneficios de sua suplementacao
durante a CEC.

Tanguy et al, 1998, verificaram que a suplementacio de selénio reduziu
significativamente a severidade de arritmias de reperfusdo ap6és 10 minutos de isquemia

regional induzida por ligacdo da artéria corondria esquerda em cora¢do de ratos. Esses



33

resultados foram associados com aumento expressivo da atividade da GPx na mitocondria e
citosol dos miocitos.

O mecanismo fisiopatologico envolvido em tais arritmias ainda ¢ matéria de discussao.
Tem sido sugerido que a juncdo GAP (jungdo comunicante entre os midcitos) seja o local
onde as arritmias sdo desencadeadas, por ser uma regido com alto fluxo i6nico. O processo de
isquemia provoca desfosforilagdo da proteina connexine-43, responsavel por manter os
miocitos aderidos na juncdo GAP (BEARDSLEE et al., 2000), desencadeando, entdo, as
arritmias observadas no pos-operatorio.

Estudos em modelos experimentais mostram a existéncia da relagdo entre o conteudo
plasmatico de Se e o nivel cardiaco da proteina connexine-43 desfosforilada com as ERMO
produzidas durante o processo de reperfusao como sendo o gatilho da desfosforilacdo da
proteina da jungao GAP, iniciando a arritmogénese (TANGUY, 1998).

Em 1999, DOGRU-ABBASOGLU e colaboradores verificaram que os niveis de Se e
da atividade da GPx eram baixos em pacientes com doenca arterial coronariana.

Mishra et al, 2007, realizaram um estudo com 40 pacientes randomizados, que
receberam altas doses de Se. Este estudo demonstrou que uma dose elevada de Se fez
aumentar seus niveis plasmaticos e a acdo da GPx, porém nao refletiu na redugdo dos danos
oxidativos no plasma.

A dosagem ideal de selénio ainda possui controvérsias. Alguns estudos utilizaram
selénio entre 500 e 1000 pg/dia e observaram uma redugdo na mortalidade; outros utilizaram
doses < 500 pg/dia e ndo observaram efeito na mortalidade (BARNI; SANTOS, 2011).
Entretanto, Heyland 2005, sugere que doses superiores a 1000g pg/dia de selénio podem ser
prejudiciais e doses inferiores a 800 pg/dia ndo sdo ideais em pacientes criticos.

Considerando os efeitos benéficos do Se sobre o estresse oxidativo e resposta imune,
Mocchegiane et al., (2008) recomendam suplementagdo oral deste elemento, ressaltando a
importancia de se utilizar doses seguras, para evitar toxicidade.

As relagdes entre o status do Se e saude cardiovascular exigem comprovacdes
experimentais adicionais a fim de fornecer novas percepgoes sobre o papel desse elemento na
biologia cardiaca, considerando que poucos estudos tem examinado o papel das
selenoproteinas na fisiologia cardiovascular humana (TANGUY et al., 2012).

Uma explicacdo para tais discrepancias em relacdo a dose ideal de Se ¢ que a
influéncia deste elemento sobre a incidéncia de doenca cardiaca isquémica € mesmo na

cirurgia cardiaca pode ser relevante apenas em populacdes com baixas concentragdes
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plasmatica deste mineral, como ¢ o caso dos habitantes de Mato Grosso do Sul (MS)
(FINOTTI; ZANONI, 2013).

Visando elucidar estas questdes, um grande estudo multicéntrico, randomizado e
duplo-cego esta sendo conduzido na América do Norte, América do Sul e Europa, com 1400
pacientes de alto risco, submetidos 8 RVM. Estes pacientes estdo recebendo 2000 pug de
selenito de sddio endovascular (EV) em bolus antes da cirurgia, dose adicional, na mesma
quantidade, na admissao na unidade de terapia intensiva (UTI), e doses de 1000 pg/dia por 10
dias ou até¢ a alta da UTI. Este estudo denominado SUSTAIN CSX- trial ¢ conduzido por
Stoppe e colaboradores desde 2014, ainda sem divulgagao de resultados.

Assim, compreendendo que a reperfusdo miocérdica resulta na produgdo excessiva de
ERMO, induzindo a disfun¢do miocardica, este trabalho tem como objetivo principal analisar
o estresse oxidativo e o comportamento do cobre e zinco em pacientes suplementados com Se
e submetidos a revascularizagdo do miocardio, considerando a escassez de pesquisas que
elucidem o quanto o Se pode influenciar na magnitude da peroxidagao lipidica e na dindmica

do cobre e do zinco, bem como a dose ideal a ser suplementada.

2.6.2 Cobre

O cobre (Cu) ¢ um elemento quimico pertencente ao grupo 11 (1B) da classificacdo
periddica, com nimero atémico 29 e massa atémica de 63,54 u. E um metal de transi¢do que
possui grande instabilidade, uma vez que se apresenta em trés estados de oxidacgdo, a saber
Cu’, Cu™” e Cu™ (COLLINS, 2014). Sua importancia somente foi reconhecida em 1928,
quando experimentos demonstraram que o cobre juntamente com o ferro era essencial para a
eritropoiese em ratos, prevenindo desta forma a anemia ferropriva (BONHAM et al., 2002).

E um elemento-traco essencial, atuando como cofator de diversas enzimas cobre-
dependentes - cuproenzimas, como ceruloplasmina, lisil oxidase, tirosinase, citocromo c
oxidase, dopamina [-hidroxilase e cobre-zinco superoxido dismutase (Cu-Zn SOD)
(COLLINS, 2014; PEDROSA, COZZOLINO, 1999; LINDER et al., 1998).

O organismo ndo sintetiza o cobre, sendo necessario obté-lo de fontes endogenas
(AMANCIO, 2011). Os alimentos mais ricos em Cu sdo carnes, frutos do mar, ovos, queijos,
cereais e em bebidas, como café, sidra, Coca-Cola e 4gua. No meio ambiente, este metal pode
ser encontrado em residuos industriais, usinas, minas ¢ em utensilios domésticos fabricados

com cobre (BAIERLE et al., 2010).
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O teor médio de cobre considerado para um individuo de 70 kg ¢ de 80 mg, sendo que
esta distribuicdo nos tecidos ndo ¢ homogénea. As maiores quantidades deste elemento estao
concentradas no figado, cérebro, bago, ossos e musculo esquelético, respectivamente
(MASON, 1979). No leite humano e colostro, a quantidade de Cu ¢ aproximadamente dez
vezes maior do que o encontrado no leite de vaca (MACEDO et al., 2010), possuindo a
concentragdo de 0,18 £ 0.08 mg% (MELNIKOV et al., 2007) e sendo altamente biodisponivel
(AMANCIO, 2011).

Em uma dieta equilibrada, cerca de 2 a 5 mg de Cu sdo ofertados, e destes apenas 1,0 a
1,6 mg sdo absorvidos. O duodeno e jejuno sdo o maior sitio absortivo de Cu, sendo que a
absorcdo se faz por transporte ativo. A taxa de absor¢do ¢ regulada pela necessidade do
organismo, pela forma quimica que estd o metal e pela quantidade de outros minerais e
elementos que podem favorecer ou exercer efeitos antagonicos (AMANCIO, 2011).

O Cu ¢ transportado ligado a albumina e transcupeina, sendo captado principalmente
pelo figado e rins, no qual ¢ incorporado a ceruloplasmina e posteriormente liberado na
circulacao sanguinea e entregue as células. A excregdo se da principalmente por via biliar. O
Cu ndo absorvido, de fluidos intestinais e pancreaticos ¢ eliminado nas fezes (PROHASKA,
1990).

A ceruloplasmina ¢ uma enzima que oxida o ferro, permitindo desta forma sua
mobiliza¢@o no figado e transporte para a medula dssea, sendo entdo utilizado na eritropoiese
(BAIERLE et al., 2010; LINDER et al., 1998), o que explica a essencialidade do Cu no
metabolismo do ferro (PEDROSA; COZZOLINO, 1999).

A deficiéncia de Cu ¢é rara em humanos, considerando a baixa dose diaria requerida e
facil consumo (BAIERLE et al., 2010). No entanto, a caréncia pode ocorrer por erro inato do
metabolismo, como no caso das doencas de Wilson e de Menkes, pela baixa ingestdo
alimentar, em prematuros devido o reduzido estoque ao nascimento, em lactentes alimentados
exclusivamente com leite de vaca devido quantidade reduzida e a baixa biodisponibilidade do
mineral neste tipo de alimento, em individuos com sindrome de ma absor¢do e naqueles que
foram submetidos a cirurgia bariatrica (AMANCIO, 2011).

Na doenga de Wilson, enfermidade causada por heranga autossdmica recessiva, oS
niveis de ceruloplasmina sdo baixos. A excre¢do de Cu biliar estd diminuida, e pelo trato
urindrio, aumentada. Consequentemente, o Cu acumula-se no cérebro, figado, rins e olhos,
provocando diversos disturbios neuroldgicos, cirrose hepatica e insuficiéncia renal, além da

presenca dos anéis de Kayser-Fleisher na cornea (AMANCIO, 2011; BAIERLE et al., 2010).
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A doenga de Menkes, relacionada ao cromossomo X, € caracterizada por degeneracao
cerebral, retardo mental e do crescimento, alteracdo capilar, dssea e aneurismas. Nesta
doenga, ocorre mau distribui¢do do Cu, com niveis séricos baixos e acimulo na mucosa
intestinal, tecido esquelético, baco e rins, além da sintese prejudicada de ceruloplasmina, SOD
e citocromo-oxidase (AMANCIO, 2011).

Aproximadamente 85% a 95% do Cu estdo ligados a ceruloplasmina sérica. Desta
forma, a quantificacdo deste elemento ¢ realizada preferencialmente no plasma (BAIERLE et

al., 2010).

2.6.3 Zinco

O zinco (Zn) ¢ um metal de transi¢do que esta situado no grupo 12 da Tabela
Periodica. Possui numero atomico 30 e massa atomica 65,38. Este elemento difere dos outros
metais por ndo participar de reacdes de oxirredugdo, pois possui a camada eletronica “d”
completa, sendo um ion estdvel (HENRIQUES; HIRATA; COZZOLINO, 2003). Ocorre
naturalmente como 5 is6topos: 64Zn, 66Zn, 67Zn, 87ne°Zn (MAFRA; COZZOLINO, 2004).

A importancia do Zn na nutri¢do humana tem sido cada vez mais evidenciada. Sua
essencialidade no metabolismo data de 1869, quando Jules Raulin realizou estudos de
crescimento da bactéria Aspergillus Niger. Em 1926, foi descoberto sua influéncia para o
cultivo de vegetais superiores e, alguns anos mais tarde, foi documentada sua importancia na
saude e crescimento de animais como ratos, suinos e frangos (COMINETTI; COZZOLINO,
2009; MAFRA, COZZOLINO, 2004). Em 1960, o médico indiano Ananda Prasad destacou a
deficiéncia de Zn em humanos (HALSTED; PRASAD, 1961).

O Zn esta presente em todos os tecidos do organismo, variando de 1,5 a 2,5 g.
Concentra-se principalmente nos ossos e tecido muscular esquelético (80%), figado e pele. Na
massa corpérea magra, cerca de 300 pg/g de Zn pode ser encontrado. Estd presente também
no pancreas, rins, espermatozoides, olhos, cabelos, unhas e fluidos corporais como liquido
prostatico e leite humano (MAFRA; COZZOLINO, 2004; MELNIKOV et al., 2007). Cerca
de 80% do Zn sanguineo esta presente nos eritrocitos, e 16%, no plasma.

A concentragdo normal de Zn no plasma ¢ de 70 pg/dL a 120 pg/dL, e ¢ o indice que é
mais utilizado para analisar os status do Zn no organismo por responder rapidamente a
qualquer variagdo, sobretudo em casos de deficiéncia (MARQUES; MARREIRO, 2006;
VALLEE; FALCHUK, 1993).
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As funcdes metabolicas e bioquimicas do Zn podem ser observadas por seu
envolvimento na atividade de mais de 300 metaloenzimas e como componente de diversas
proteinas, hormonios e nucleotideos. A anidrase carbdnica (primeira enzima dependente de
zinco a ser descoberta), fosfatase alcalina, proteina C quinase, alcool desidrogenase,
carboxipeptidases, SOD e transcriptase reversa sdo algumas das enzimas das quais o Zn faz
parte (MARQUES; MARREIRO, 2006).

Produtos de origem animal como ostras, figado, carne bovina, carne de vitela,
caranguejo € ovos estdo entre as principais fontes de zinco. No entanto, a presenca do
nutriente na dieta ndo assegura sua absorcdo pelo organismo. O fitato presente nos cereais
integrais dificulta a biodisponibilidade de Zn, mesmo possuindo um alto teor do metal.
(CESAR; WADA; BORGES, 2005).

Proteinas especificas como a caseina tem efeito negativo na absor¢do de Zn, assim
como elementos bivalentes, a saber, ferro, cobre, cAddmo e chumbo, devido a competicdo com
a metalotioneina. J4 a presencga de alguns aminoacidos, como a cisteina e histidina, melhoram
sua solubilidade (MAFRA; COZZOLINO, 2004).

A absor¢ao de Zn ¢ dependente da sua concentragdo no lumen intestinal, pela
solubilidade dos compostos da dieta, pela presenca de enzimas transportadoras e pela
necessidade do organismo. O jejuno ¢ a porg¢do intestinal onde ocorre maior absor¢do (LEE;
FOLSON; JACOBS, 2005). Quando ocorre baixa ingestdo de Zn, a capacidade de transporte
por meio de carreadores aumenta, ¢ diante de uma alta ingestao alimentar, a absor¢ao ocorre
por meio de difusdo passiva.

O metal ¢ transferido do Iimen intestinal para o interior do enterdcito e finalmente,
apos ultrapassar os capilares mesentéricos, ¢ captado pelo figado através do sangue portal e
distribuido para os outros tecidos (HENRIQUES; HIRATA; COZZOLINO, 2003). J& no
plasma, o Zn ¢ transportado ligado principalmente a albumina e o-macroglobulina
(COMINETTIL, COZZOLINO, 2009).

A excrecdo de Zn ocorre primariamente pelo trato gastrointestinal, variando de 0,5 a 3
mg/dia. Perdas urinarias compreendem 300 a 600 mg/dia, na maior parte através de secrecao a
partir do tabulo proximal do néfron. Perdas pela transpiragdo e epiderme sdo estimadas em
0,5 mg/dia. Aproximadamente 95% da fracado filtravel de Zn do plasma pode ser reabsorvido
na parte distal do tubulo renal (VALLEE; FALCHUK, 1993).

O Zn ¢ o microelemento intracelular mais abundante em todos os tecidos do
organismo. Entretanto, quando a ingesta ¢ muito baixa, os mecanismos homeostaticos podem

ndo suprir as perdas, resultando em insuficiéncia do nutriente. Logo, a quantidade requerida
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para repor as perdas e manter o sistema em equilibrio ¢ obtida através da ingestdo dietética

(VALLEE; FALCHUK, 1993).

2.6.3.1 Cobre, Zinco, espécies reativas do oxigénio e defesas antioxidantes

O Cu, apesar de ser um metal essencial aos seres vivos, apresenta um potencial toxico
as células pela grande capacidade de sofrer mudancas no seu estado de oxidagdo na forma de
ion livre, catalisando a geracdo de ERMOS. Tanto o excesso quanto a deficiéncia deste
elemento podem trazer prejuizos ao estado redox das células. Portanto, a adequada
homeostase do Cu € essencial para que as cuproenzimas desempenhem suas fungdes
adequadamente (KOURY; OLIVEIRA; DONANGELO, 2007; BAIRLE et al., 2010).

O Zn estad envolvido na prevengdo da peroxidagdo lipidica devido sua participagdao na
estabilizacdo de membranas estruturais e protecdo celular (MAFRA; COZZOLINO, 2004;
ZIMMERMANN; KIRSTEN, 2008). A funcdo antioxidante do Zn ¢ evidenciada pela
protecao dos grupos sulfidrilos das proteinas das membranas celulares contra a oxidagdo por
meio da inibi¢do da producdo de ERMOs por metais pro-oxidantes como o Cu e Fe, a
regulacdo da metalotioneina (MT) e da SOD (BRAY; BETTGER, 1990).

A MT ¢ uma proteina de ligagdo de alta afinidade, baixo peso molecular e meia-vida
biologica curta. Apresenta capacidade de ligagdo com apenas 5 a 7 atomos de Zn por
molécula. Sua sintese no figado e em outros tecidos ¢ induzida possivelmente por citocinas
como a interleucina-1. Durante o estresse oxidativo, o Zn ligado a MT ¢ liberado para atuar na
defesa antioxidante (FRASER et al., 1989).

A capacidade antioxidante do Cu e Zn estd no fato dos mesmos atuarem como
cofatores para a SOD. A SOD ¢ encontrada no citoplasma, nas mitocondrias € no
compartimento extracelular, sendo neste a SOD contém atomos de Cu e Zn em seu sitio de
ativacdo (PESKIN; WINTERBOURN, 2000). Por meio da reagdo de dismutacao, ela catalisa
a geragdo de H,O, a partir do O,” (Figura 3). Finalmente, a GPx reduz o H,O, a agua,
protegendo desta forma os componentes intracelulares dos danos oxidativos (BARBOSA et

al.; 2010; MACEDO et al.; 2010; AMANCIO, 2011).
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Figura 3 — Sistema de defesa enzimatico (Fonte: BARBOSA ef al.; 2010)

Como supracitado, o Cu atua como cofator da ceruloplasmina, enzima que oxida o Fe.
Sua funcdo antioxidante ndo consiste apenas em manter os ions Cu e Fe ligados a proteinas
especificas, impedindo-os desta de forma de participarem da reagdo de Fenton, mas também
de realizar uma varredura sobre o anion O,” e outras ERMOS (KOURY; OLIVEIRA;
DONANGELQO, 2007). No entanto, a elevagdo dos niveis de Cu ¢ potencialmente patogénica,
por estar relacionada com a peroxidacdo lipidica de membranas, oxidagdo proteica e danos ao
DNA, por ser, como ja citado, um metal fortemente reativo em sua forma livre, o que lhe
permite catalisar a geracao de ERMOS (BAIRLE et al., 2010).

Em 1996, Reunanen et al., demonstraram que concentragdes elevadas de Cu e baixas
de Zn sérico estdo associados com um aumento da mortalidade por DCV, especialmente por
DAC. Martin-Lagos (1997) verificou niveis mais baixos de Zn em pacientes portadores de
DCV (IAM e miocardiopatia isquémica) comparados a controles saudaveis. Outro estudo
conduzido em 2005 também demonstra o beneficio de uma maior ingestao de Zn em relagdo a

mortalidade por DCV (LEE; FOLSOM; JACOBS, 2005).
2.7 Dinamica do cobre e zinco durante a circulacdo extracorporea

Pesquisas demonstram o comportamento antioxidante do Cu e Zn durante a cirurgia
cardiaca, especialmente durante a CEC. Em 1983, um estudo com 10 pacientes conduzido por
Dementeva et al., demonstrou diminui¢do dos niveis de Cu e Zn durante a CEC, sem
normalizagdo mesmo apds o término e correcdo da hemodiluigdo. Outro dado encontrado foi
o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca no pds-operatério nos pacientes que

apresentavam niveis inferiores dos elementos.



40

Zamparelli et al. (1986), observaram a diminui¢do do Cu e Zn plasmético durante a
CEC, possivelmente causado pela hemodiluicdo e pelo trauma cirtrgico, porém durante os
periodos de pingamento adrtico, os niveis estavam aumentados. Al-Bader et al. (1998), em
um estudo com 67 pacientes, concluiram que os niveis de Cu aumentaram durante o inicio da
CEC, com posterior diminuic¢ao, e de Zn diminuiram, bem como naqueles que foram expostos
a um tempo maior que 120 minutos de perfusdo, e ndo foram normalizados até o 5 dia de pos-
operatorio, indicando uma profunda resposta inflamatéria. Os niveis de Zn diminuiram
possivelmente pelo fato deste elemento ser importante para a funcdo imune devido seu
envolvimento com o sistema de defesa enzimatico e também pelos seus efeitos mitogénicos.
A diminuicdo da concentragdo de Cu ocorreu em fungdo da participagdo do mesmo na enzima
SOD. Os autores concluiram que uma possivel suplementacdo com Zn pode ser apropriada
durante a CEC.

Em 1989, Fraser et al. verificaram alteracdes das concentragdes de Zn durante a
cirurgia, evidenciando aumento do Zn plasmatico no inicio do procedimento, seguido de
diminui¢do. A diminuicao foi correlacionada com o trauma cirtirgico em si, € que a liberagao
de Zn dos estoques intracelulares, resultado da injuria tecidual, faria aumentar as
concentracgoes deste elemento.

Um estudo com 27 pacientes pediatricos submetidos a cirirgica cardiaca com CEC
observaram que os niveis de Cu diminuiram durante a CEC. Porém, os niveis circulantes ao
término do procedimento normalizaram, indicando um maior estresse oxidativo neste periodo,
naquela populacdao. Os valores plasmaticos de Zn estavam diminuidos no pré-operatorio,
indicando deficiéncia nas defesas antioxidantes, ¢ também com 24 de poOs-operatdrio,
evidenciando seu efeito benéfico contra ERMO, corroborando os beneficios da reposi¢cdo de
Zn como sendo estratégica contra os danos causados pela injiria de reperfusao (ZANONI et
al., 2008; MELNIKOV; ZANONI; POPPI, 2009).

Prasad, 2004, demonstrou que, em individuos saudaveis, a suplementacdo de Zn foi
capaz de reduzir os produtos plasmaticos de peroxidacdo lipidica, concluindo que, em
situagoes de estresse oxidativo, a suplementacdo do elemento poderia ser benéfica.

Dias (2012), em um estudo com 16 pacientes adultos, estabeleceu que as
concentragdes de Cu durante a CEC estavam elevadas, mesmo apoOs correcdo para
hemodilui¢do, indicando o envolvimento de processos inflamatdrios locais. J& a concentragao
de Zn nao apresentou alteragdo significativa, possivelmente pelo baixo tempo de CEC.

Por fim, Yan et al. (2013) estudaram 54 pacientes submetidos 8 RVM ou troca valvar

e também observaram que os niveis de Cu e Zn diminuiram significativamente durante a



41

CEC, e que mesmo apo6s a correcdo do hematdcrito, apenas o elemento Fe retornou aos niveis
de pré-perfusionais. Neste estudo, as concentragdes de Cu e Zn retornaram aos niveis plenos
no sexto dia de pos-operatorio.

Conclui-se, portanto, que o comportamento do Cu e Zn durante a CEC e pingamento
aortico intermitente ¢ contraditorio, apesar da maioria dos estudos apontarem para reducao
destes elementos, neste contexto. O comportamento do Cu e Zn durante a reposi¢do de Se

ainda ndo estd completamente esclarecido.



42

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar a dindmica do cobre, zinco e estresse oxidativo em pacientes suplementados
com selénio e submetidos a revascularizagdo do miocardio, sob circulagdo

extracorpérea e pingamento aortico intermitente.

3.2 Objetivos Especificos

1. Determinar as concentragdes de cobre, zinco e TBARS no pré-operatorio e durante
o procedimento cirurgico.

2. Avaliar a dindmica do cobre, zinco ¢ TBARS durante a circulagdo extracorporea e
apos a reperfusdo miocardica.

3. Avaliar a peroxidacao lipidica pela dosagem de TBARS.

4. Correlacionar as concentragdes plasmaticas de cobre e zinco com o TBARS.

5. Comparar os valores de cobre, zinco ¢ TBARS entre os grupos estudados.

6. Avaliar a eficdcia da dose de selénio suplementada a em relagdo ao comportamento

do TBARS.
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4 CAUSUISTICA E METODOS

4.1. Tipo de Estudo e Local da Pesquisa

O estudo experimental, randomizado, foi realizado no Hospital Regional de Mato
Grosso do Sul (HRMS) e Hospital Universitdrio Maria Aparecida Pedrossian (HUMAP) da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, ambos localizados no municipio de Campo
Grande/MS, nos servigos de Cardiologia destas instituicoes.

O HRMS ¢ um hospital publico estadual, vinculado a Fundagdo de Servicos de Saude.
Possui capacidade para 320 leitos, sendo que os atendimentos sdo realizados integralmente
pelo Sistema Unico de Satide (SUS). A linha de cuidado Cardiovascular do HRMS possui 30
leitos de Enfermaria Clinica e 10 leitos de para tratamento intensivo (UCO - Unidade
Coronariana). O Centro Cirurgico possui 8 salas funcionantes.

O HUMAP ¢ uma institui¢ao publica de ensino, classificada como hospital de médio
porte, possuindo 256 leitos contratualizados, que oferece assisténcia de alta complexidade em
diversas areas, sendo referéncia no Sistema Municipal de Saude. O Servigo de Cardiologia do
HUMAP ¢ uma unidade mista com 9 leitos, sendo 4 destes destinados a tratamento cirtirgico e
5 para tratamento clinico. A unidade assiste pacientes com idade igual ou maior de 14 anos,
que necessitam de tratamento especializado, monitorizacdo continua de suas fungdes vitais,
com acompanhamento médico e de enfermagem ininterruptos. O Centro Cirurgico atualmente
possui 4 salas em funcionamento.

O consentimento expresso para realizagdo do estudo foi obtido previamente de ambas

instituicdes (ANEXOS A e B).

4.2 Sujeitos da Pesquisa

Trinta e dois pacientes elegiveis a cirurgia de RVM, no periodo compreendido entre
dezembro de 2013 a dezembro de 2014, foram incluidos no estudo.

A decisao terapéutica quanto a cirurgia de revascularizacao foi realizada pela equipe
médica dos servigos, com base no histdrico clinico, analise eletrocardiografica, e laboratorial
e estudo hemodinamico.

Os pacientes foram randomizados em 2 grupos (16 pacientes em cada), sendo um

grupo controle, nas mesmas condi¢des clinicas, independentes do sexo e idade. A fim de
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garantir o0 mesmo numero de participantes em cada grupo, foi escolhida a randomizagao
permutada por blocos de pelo menos 15 pacientes. Os pacientes foram randomizados por
numeros gerados por computador até o 5° paciente. ApoOs esta fase, os pacientes foram
automaticamente distribuidos em cada grupo, até completarem o nimero preestabelecido de
participantes.

Foram incluidos no estudo pacientes portadores de sindrome coronariana, com
indicacdes classicas de revascularizagdo miocardica para confec¢do de dois ou mais enxertos,
sob circulagdo extracorporea.

Nao foram incluidos pacientes menores de 18 anos, portadores de lesdes valvares,
insuficiéncia hepatica ou renal dialitica, pacientes em uso de nutri¢do parenteral, pacientes
com utilizacdo de qualquer medicagdo supressora de radicais livres, imunomoduladores,
corticosterdides ou em uso oral de medicagdes ou suplementos que contenham Se, Cu ou Zn,
pacientes com hipersensibilidade conhecida ao Se, pacientes submetidos a cirurgia de

emergéncia, indigenas, quilombolas, populacdo carceraria e de fronteira.

4.3 Aspectos Eticos

O estudo foi realizado em conformidade com as diretrizes regulamentadoras de
pesquisas envolvendo seres humanos, que constam na Resolugdo 466 de 12 de dezembro de
2012 do Conselho Nacional de Saude e submetido a analise do Comité de Etica em Pesquisa
da UFMS/Pr¢6 Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduacao (CEP/PROPP/UFMS) (ANEXO C).

Os dados e amostras foram coletados apds a aprovagio do Comité de Etica em
Pesquisa com Seres humanos da UFMS, Conselho Diretivo do NHU, Comissio de Etica do
HRMS e permissao do paciente, por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (APENDICE A) aplicado pela pesquisadora responsavel, mediante
informagdes sobre os objetivos, riscos e beneficios do estudo. Os apéndices B e C apresentam
os formularios de coleta de dados.

Os voluntarios foram informados sobre a formagdo dos grupos suplementado e
placebo, podendo os mesmos retirarem o consentimento a qualquer momento e deixar de
participar da pesquisa, sem que isso trouxesse prejuizo no tratamento.

O material bioldgico (sangue) foi coletado com materiais estéreis e descartaveis,

proprios para coleta de elementos tragos.



45

O descarte do material biologico (plasma) apds analise das amostras foi realizado em
recipiente para coleta de residuo de servico de satde e material perfurocortante, e jamais foi

utilizado para outro fim que nao seja esta pesquisa (ANEXO D).

4.4 Suplementaciao com Selénio ou Placebo

O selénio foi suplementado trés dias antes da cirurgia, na forma de Selénio Quelato,
com apresentacdo em capsula gelatinosa em blister na cor branca, sendo a dose tnica diéria de
400 pg/dia, conforme recomendacdes da OMS, 2011.

As capsulas de placebo foram manipuladas em quantidade equivalente de excipiente
padrao para preenchimento das capsulas, em blister, na cor branca, sendo visualmente
idénticas aquelas que continham selénio.

A manipulagdo do selénio e placebo foi realizada na farmacia de manipulagdo
PharmaMed - CNPJ 115544980001-50, Razdo Social WAJJ, situada na rua 15 de novembro,
1352 — CEP 79002-141, Campo Grande/MS, com matérias primas seguras, certificadas, com
controle de qualidade e de procedéncia da empresa importadora do produto (ANEXO E).

4.5 Circulacio extracorporea

A circulagdo extracorporea (CEC) foi instalada apods esternostomia mediana
longitudinal padrdo, com canulagdo em aorta ascendente e drenagem venosa por canula unica
duplo estagio em apéndice atrial direito, drenando atrio direito e veia cava inferior. A
perfusdo foi realizada em hipotermia leve (32°C) e hemodilui¢do. A técnica empregada foi
pingcamento aortico intermitente, adotada como rotina pelos servigos.

A anestesia foi realizada conforme protocolos ja estabelecidos.

4.6 Procedimentos de coleta e armazenagem

As amostras de sangue (10ml por tempo de amostra) foram coletadas pela propria
pesquisadora em seringas descartaveis de polipropileno.

As coletas das amostras foram distribuidas da seguinte forma:

- Randomizagdo — antes de iniciar a suplementacao com Se ou placebo.

- Inducao anestésica — na indugao anestésica, coletada da artéria radial.

- Apds anastomose — 4 minutos apos o tltimo despingamento adrtico.
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- Apds CEC — 4 minutos apds a finalizagao da CEC.

- Apds fechamento da pele — 4 minutos ap6s o fechamento da pele.

Todas as amostras coletadas foram imediatamente transferidas para tubos a vacuo
proprios para coleta de elementos trago (BD vacutainer systems preanalytical solutions® -
Becton dickinson and company), e centrifugados durante 15 minutos com uma forg¢a relativa
de centrifugacdo de 3000 x g. O plasma e o concentrado de hemécias foram distribuidos em
tubos eppendorf de polipropileno, etiquetados e imediatamente armazenados em ultrafreezer a
- 80° C.

Os materiais de plastico ou de vidro utilizados no estudo foram previamente imersos
por um periodo minimo de 24 horas em solu¢do de Extran (Merck) a 5%, enxaguados
abundantemente em agua corrente € novamente imersos por, pelo menos, 24 horas em solugao
de acido nitrico superpuro (Merck) a 10%, para descontaminagdo de qualquer residuo de
metal. Em seguida, foram lavados copiosamente com dagua ultrapura do tipo Milli-Q

(Millipore, Bedford, Estados Unidos) e secados em estufa a 40°C.

4.7 Técnicas Analiticas

As andlises plasmaticas de Cu, Zn e TBARS foram realizadas no Laboratorio de

Metabolismo Mineral e Biomateriais da FAMED/UFMS (ANEXO F).

4.7.1 Determinagao do Cobre e Zinco Plasmatico

Para determinagdo do cobre e zinco plasmaticos, 500 pl de plasma foram transferidos
para tubos de Falcon de 15 ml com adicdo de 4,5 ml de 4gua acidificada a 1% de acido
nitrico.

As leituras foram realizadas pelo aparelho ICP-OES (Espectrometro de Emissdo
Optica com Plasma de Argoénio Indutivamente Acoplado) da marca Thermo®. O ICP-OES
utiliza técnica de analise sequencial/simultanea que ¢ baseada nas observacdes de emissdes de
radiacao dos elementos constituintes da amostra, em um plasma de argénio acoplado. O gas
argonio ultrapuro foi utilizado para a excita¢do e geragdao do plasma.

Para as determinacdes de Cu e Zn foram construidas curvas de calibragdo contendo
trés pontos correspondentes as concentracdes de 0,5; 1,0 e 2,0 mg/L para o cobre e 0,25; 1,0 e

2,0 mg/L para o Zn. Os valores obtidos de Cu e Zn foram corrigidos para a hemodiluicao que
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ocorre durante a CEC, no tempo C de coleta (apdés o ultimo despincamento adrtico),

utilizando a seguinte férmula:

. C
Cu/Zn esperado = Volemia inicial x Cu/Zn dosado

Volemia final

O calculo da volemia final foi realizado utilizando o hematocrito como marcador da

hemodilui¢do (SOUZA; ELIAS, 2006), pela formula:

Volemia fina] — Hematocrito inicial X Volemia final

Hematocrito final

Os comprimentos de ondas para leitura de Cu e Zn foram 324,75 nm e 213,86 nm,

respectivamente.

4.7.2 Determinacao da Peroxidacao Lipidica (TBARS)

As concentragdes plasmaticas das substancias que reagem com o 4cido tiobarbiturico
(TBARS) foram medidas pelo método espectrométrico. O volume de 1 ml do TBA (10 nM/L)
foi adicionado a 0,5 ml da amostra. Foi preparada uma soluc¢ao padrao constituida de 1 ml do
TBA (10 nM/1) e 0,5 ml de MDA (20 nM/I). Uma terceira solugdo contendo 1 ml de TBA (10
nM/]) e 0,5 ml de 4gua, serviu como branco da leitura do espectrofotdmetro. Essas solucdes
foram aquecidas em banho maria a 94°C por 1 hora e posteriormente resfriadas em agua
corrente por 5 minutos. Para bloquear a reacao foi adicionado 4 ml de alcool n-butirico em
cada tubo. Os tubos foram agitados em Vortex para total extragdo do MDA para a fase
organica do sistema e logo centrifugados a 2500 rpm por 10 minutos. Apds a separacao das
fases, 3 ml da fase organica (superficial) foi aspirada para leitura no espectrofotometro.

A leitura foi realizada em 532 nm. O valor final de MDA em ng/dl,¢é obtido pelo

emprego da seguinte formula:

MDA = A média x F, onde A média + (Al + A2)/2.

F =4406,1 / A padrao MDA, onde A significa absorbancia.
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4.8 Analise Estatistica

A comparagdo entre o grupo placebo e o grupo selénio em relagdo as variaveis
quantitativas avaliadas neste estudo foi realizada por meio do teste t-Student, uma vez que a
maior parte das amostras passou no teste de normalidade de Shapiro-Wilk.

O teste t-Student pareado foi utilizado na comparagdo entre o nivel real e o nivel
esperado de cobre e zinco, no momento logo apds a anastomose. J& a avaliacao da associagdo
entre o grupo experimental e cada uma das variaveis qualitativas avaliadas neste estudo, foi
realizada por meio do teste do qui-quadrado.

O efeito do grupo experimental, do momento de andlise e a interacdo entre estes dois
fatores, em relagdo aos niveis plasmaticos de Cu e Zn, foi avaliado por meio do teste ANOVA
de duas vias de medidas repetitivas, seguido pelo pos-teste de Tukey.

Finalmente, a avaliacdo da correlacdo linear entre os niveis plasmaticos de Cu, Zn,
TBARS, tempo de CEC e tempo de pingamento adrtico foi realizada por meio do teste de
correlagdo linear de Pearson. Os demais resultados deste estudo foram apresentados na forma
de estatistica descritiva ou na forma de tabelas e gréficos.

A andlise estatistica foi realizada por meio do programa estatistico SPSS, versao 22.0,

considerando um nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Sexo e idade

No presente estudo, trinta e dois pacientes foram avaliados, com idade variando entre
43 a 83 anos, sendo a idade média de 62,41 £+ 1,67 anos (média + erro padrdo da média).
Quanto ao género, ambos os grupos foram pareados, com 6 mulheres (37,5%) e dez homens
(62,5%) em cada um deles. Nao houve diferenca significativa entre os pacientes do grupo

placebo e aqueles do grupo selénio (teste t-Student, p = 0,068) (Tabela 1).

5.2 Variaveis cirurgicas

Nao foi observada diferenca significativa entre os grupos em relagdo as variaveis
cirargicas: nimero de pontes, tempo de pingamento, tempo de CEC, tempo de cirurgia, % de
fracao de ejecao e volemia, tanto inicial como final (teste t-Student, valor de p variando entre
0,601 e 0,918). Também nao houve associacao entre o grupo experimental e placebo quanto a

presenga ou ndo de arritmias (teste do qui-quadrado, p = 0,710) (Tabela 2).

5.3 Comorbidades

As comorbidades mais observadas entre os pacientes de ambos os grupos foram:
hipertensdo arterial sistémica (placebo: 81,3% - n = 13; selénio: 81,3% - n = 13) e diabetes

mellitus (placebo: 37,5% - n = 6; selénio: 43,8% - n = 7) (Tabela 3).

5.4 Tempo de internacao e desfecho alta ou 6bito

Quanto ao tempo de internacdo dos pacientes, ele variou entre 7 e 63 dias, sendo o
tempo médio de 25,47 + 12,05 dias. Nao houve diferenga entre os grupos placebo e selénio,
em relacdo ao tempo de internacdo dos pacientes (teste t-Student, p = 0,539). Também nao
houve associagcdo entre o grupo experimental e o desfecho dos pacientes (teste do qui-
quadrado, p = 0,285), onde trés pacientes do grupo placebo (18,8%) e apenas um paciente do

grupo selénio (6,2%) vieram a Obito (Tabela 4).
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5.5 Exames laboratoriais

Na Tabela 5 estao apresentados os resultados referentes a dosagem de potéssio, calcio,
magnésio, creatinina, uréia, glicose, CPK, CKMB, troponina, hematdcrito, hemoglobina e
plaquetas, em diferentes momentos relativos a cirurgia cardiaca, em pacientes do grupo
placebo e do grupo tratado com selénio. Apds o procedimento cirtrgico, o hematdcrito e a
quantidade de hemoglobina nos pacientes tratados com selénio foram maiores do que aqueles
observados no grupo placebo (teste t-Student, hematocrito: p = 0,009; hemoglobina: p =
0,021), todavia, sem diferenca entre os grupos, para os demais pardmetros € momentos

avaliados (valor de p variando entre 0,054 ¢ 1,000).

5.6 Dosagem de Cu, Zn e TBARS

Os resultados da dosagem de cobre, zinco e TBARS, em diferentes momentos
relativos a cirurgia cardiaca, bem como os valores esperados apds anastomose, em pacientes

do grupo placebo e grupo tratado com selénio, estao apresentados na Tabela 6.

5.6.1 Cobre

Na analise geral dos niveis de cobre, ndo houve efeito significativo do grupo
experimental (teste ANOVA de duas vias, p = 0,137) e nem interagdo entre o grupo € o
momento de andlise (p = 0,081), porém, houve um efeito significativo do momento de analise
(p < 0,001), onde o nivel de cobre nos momentos “Apds anastomose” e “Apos a CEC” foi
menor do que o daquele nos momentos “Randomizagdo” e “Indugdo da anestesia” (pds-teste
de Tukey, p < 0,05). Além disso, o nivel de cobre nos momentos “Apds a CEC” e
“Fechamento da pele” foi maior do que aquele observado no momento “Apds anastomose”.

Estes resultados estdo ilustrados na Figura 4.

5.6.2 Zinco

O mesmo foi observado para o nivel de zinco, no qual ndo houve efeito significativo
do grupo experimental (teste ANOVA de duas vias, p = 0,375) e nem interacdo entre o grupo
e o momento de analise (p = 0,695), porém, houve um efeito significativo do momento de

analise (p < 0,001), onde o nivel de zinco nos momentos “Apds anastomose”, “Apos a CEC”
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e “Fechamento da pele” foi menor do que o daquele nos momentos ‘“Randomizagdo” e
“Inducdo da anestesia” (pos-teste de Tukey, p < 0,05). Além disso, o nivel de zinco nos
momentos “Apos a CEC” e “Fechamento da pele” foi maior do que aquele observado no

momento “Apds anastomose”. Estes resultados estdo ilustrados na Figura 5.

5.6.3 TBARS

Em relagdo ao TBARS, nao houve efeito significativo do grupo experimental (teste
ANOVA de duas vias, p = 0,784) e nem interagdo entre o grupo ¢ o momento de andlise (p =
0,571), porém, houve um efeito significativo do momento de analise (p < 0,001), onde o nivel
de TBARS nos momentos “Apos a CEC” e “Fechamento da pele” foi maior do que o daquele
nos momentos “Randomizacao” e “Indugdo da anestesia” (pos-teste de Tukey, p < 0,05).

Estes resultados estdo ilustrados na Figura 6.

5.6.4 Correlacao Cu e TBARS

Houve uma correlagdo linear negativa significativa, porém fraca, entre o nivel de
cobre e o TBARS (teste de correlagdo linear de Pearson, p = 0,034; r = -0,167), avaliado de
forma independente do grupo experimental e do momento de anélise. Da mesma forma, houve
correlagdo linear negativa significativa entre zinco e o TBARS (p = 0,046; r = -0,158),

todavia, esta correlacdo também foi fraca. Estes resultados estdo apresentados na Tabela 7.
5.6.5 Correlagdes tempo de CEC, fechamento da pele, pingamento adrtico e TBARS

Nao houve correlagao linear significativa entre o tempo de CEC e o TBARS, no
momento “Apds a CEC” (p = 0,538, r=0,113) e “Fechamento da pele” (p = 0,389, r = 0,158).
O mesmo foi observado entre o tempo de pincamento ¢ o TBARS, no momento “Apds a
CEC” (p =0,852, r=0,034) e “Fechamento da pele” (p = 0,875, r = 0,029) (Tabela 8).

5.6.6 Correlagao linear entre Cu e Zn

Houve uma correlacao linear positiva € moderada, entre o nivel plasmatico de cobre e

o nivel plasmatico de zinco (p < 0,001; r = 0,536), quando avaliado de forma independente do
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grupo experimental e do momento de analise. Na Figura 7 este resultado pode ser visualizado

no grafico de dispersdo apresentado.

Tabela 1 — Resultados referentes as varidves idade e género, em pacientes do grupo
placebo e do grupo tratado com selénio.

Grupo
Variavel Valor de p

Selénio

Idade 65,44 + 2,41 59,38+ 2,11 0,068*

Género

Feminino 37,5 (6)

1,000%**
Masculino 62,5 (10) 62,5 (10)

Os resultados estdo apresentados em médiaterro padrao da média ou em frequéncia relativa (frequéncia
absoluta). Valor de p no teste t-Student (*) ou no teste do qui-quadrado (**).

Tabela 2 — Resultados referentes as varidveis numero de pontes, tempo de pingamento
aortico, tempo de CEC, tempo de cirurgia, fracdo de ejecao, volemia e
ocorréncia de arritmias em pacientes do grupo placebo e do grupo tratado

com selénio.

Grupo
Variavel Valor de p
Placebo Selénio

Numero de pontes 2,38 £0,15 2,31 +£0,15 0,963*
Tempo de pincamento (min.) 24,00 £+ 2,08 25,07 £2,53 0,748*
Tempo CEC (min.) 63,38 £4,76 61,38 +5,56 0,787*
Tempo de cirurgia (horas) 5,25+0,17 5,50+ 0,44 0,601*
% da fragdo de ejecao 64,05 + 3,25 64,58 + 3,99 0,335%*
Arritmia

Nao 62,5 (10) 68,8 (11) 0,710%*

Sim 37,5 (6) 31,2 (5)

Os resultados estdo apresentados em médiaterro padrao da média ou em frequéncia relativa (frequéncia
absoluta). Valor de p no teste t-Student (*) ou no teste do qui-quadrado (**).



Tabela 3 — Resultados referentes as principais comorbidades em pacientes do grupo
placebo e do grupo tratado com selénio.

Grupo
Variavel Valor de p
Placebo Selénio
Comorbidades
Hipertensao arterial
a 81,3 (13) 81,3 (13) 1,000
sistemica
. . 1,000
Diabetes Mellitus 37,5 (6) 43,8 (7)
Historia familiar para
DAC 12,5 (2) 31,3(5) 0,392
Dislipidemia 12,5 (2) 25,0 (4) 0,651
Depressao 6,3 (1) 0,0 (0) 1,000
Nega comorbidades 6,3 (1) 0,0 (0) 1,000
Obesidade 6,3 (1) 0,0 (0) 1,000

Os resultados estdo apresentados em médiaterro padrdo da média ou em frequéncia relativa
(frequéncia absoluta). Valor de p no teste t-Student (*) ou no teste do qui-quadrado (**).

Tabela 4 — Resultados referentes as variaveis tempo de internagdo e desfecho (alta

hospitalar ou 6bito) em pacientes do grupo placebo e do grupo tratado
com selénio.

Grupo
Variavel Valor de p
Placebo Selénio
Tempo de internacao (dias) 24,13 £ 1,89 26,81 £ 3,87 0,539*
Desfecho
Alta 81,2 (13) 93,8 (15) 0,285%*
Obito 18,8 (3) 6,2 (1)

Os resultados estdo apresentados em médiaterro padrdo da média ou em frequéncia relativa
(frequéncia absoluta). Valor de p no teste t-Student (*) ou no teste do qui-quadrado (**).
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Tabela 5 — Resultados da dosagem de potassio, calcio, magnésio, creatinina, uréia,
glicose, CPK, CKMB, troponina, hematdcrito, hemoglobina e plaquetas, em
diferentes momentos relativos a cirurgia cardiaca, em pacientes do grupo
placebo e do grupo tratado com selénio.

Grupo Valor de
Variavel
Placebo Selénio D
Potassio (mEq/L)
Internacao 4,13 +£0,10 4,36 +0,13 0,205
Inicio da cirurgia 4,29 + 0,25 6,63 +2,29 0,335
Apos procedimento 4,41 £0,20 4,66 +£0,12 0,293
Calcio (mg/dL)
Internacao 9,41 £0,10 9,45+ 0,19 0,845
Inicio da cirurgia 8,91+0,17 9,26 £ 0,06 0,068
Apos procedimento 9,16 £ 0,27 8,91+0,12 0,424
Magnésio (mg/dL)
Internacao 1,90 £ 0,11 1,97 £ 0,08 0,608
Inicio da cirurgia 2,04 £ 0,09 2,23+0,10 0,164
Apos procedimento 1,58 +0,11 1,85+ 0,06 0,054
Creatinina (mg/dL)
Internacao 1,30+ 0,13 1,30+ 0,13 1,000
Apo6s procedimento 1,18 £ 0,06 1,25+0,15 0,667
Uréia (mg/dL)
Internacao 39,64 + 5,35 41,00 £ 5,09 0,855
Apos procedimento 36,50 + 5,23 48,62 £ 6,65 0,187
Glicemia (mg/dL)
Internacao 165,09 + 18,30 188,60 + 28,22 0,485
Inicio da cirurgia 137,57 £ 10,66 151,00 + 18,03 0,520
Apos procedimento 200,54 + 14,55 229,07 £ 21,14 0,284

Os resultados estdo apresentados em média = erro padrdo da média. Valor de p no teste t-Student.



Tabela 6 — Resultados da dosagem de cobre, zinco e TBARS em diferentes momentos
relativos a cirurgia cardiaca, bem como os valores esperados apds a ultima
anastomose, em pacientes do grupo placebo e do grupo tratado com selénio.

Grupo

Variavel Valor
Placebo Selénio de p
Cobre (ng/dL)

Randomizacao 69,06 + 7,39 91,20 + 8,61 0,060
Indugao anestésica 63,50 + 8,31 80,13 + 8,97 0,184
ApOs anastomose 22,83+ 3,06 28,50+ 3,72 0,248

Apds a CEC 38,69 + 4,98 50,47 + 6,05 0,141
Fechamento da pele 50,75 +9,36 52,84 £ 6,22 0,856
Zinco (pg/dL)

Randomizagao 70,44 + 3,56 64,40 + 3,40 0,232
Indugao anestésica 69,94 + 6,46 69,20 +£ 4,97 0,929
ApOs anastomose 27,87 +£2,31 29,02 £2,48 0,737

Apds a CEC 54,88 + 4,24 51,53 +£3,90 0,568
Fechamento da pele 58,69 +4,17 51,40 + 3,10 0,176
TBARS (ng/ml)

Randomizagao 92,35+ 16,44 89,14 £ 12,41 0,877
Indugdo anestésica 99,24 + 17,85 112,99 + 23,01 0,640
ApOs anastomose 101,51 £ 15,76 137,87 £ 19,83 0,161

Apds a CEC 204,70 + 23,05 201,44 + 29,18 0,931
Fechamento da pele 192,16 + 21,35 178,96 + 27,41 0,707

Os resultados estdo apresentados em média + erro padrdo da média. Valor de p no teste t-Student.
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Figura 4 — Grafico apresentando o nivel de cobre plasmatico em diferentes momentos relativos a cirurgia
cardiaca, em pacientes do grupo placebo e do grupo tratado com selénio. Cada simbolo representa a média ¢ a
barra o erro padrdo da média. * Diferenga significativa em relagdo aos momentos “Randomizacao”, “Inducao da
anestesia” e “Apds anastomose”; ** Diferenca significativa em relagdo aos momentos “Randomizagdo”,
“Inducdo da anestesia”, “Apo6s a CEC” e “Fechamento da pele” (pds-teste de Tukey, p < 0,05).
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Figura 5 — Gréfico apresentando o nivel de zinco plasmdtico em diferentes momentos relativos a cirurgia
cardiaca, em pacientes do grupo placebo e do grupo tratado com selénio. Cada simbolo representa a
média e a barra o erro padrio da média. * Diferenga significativa em relagdo aos momentos
“Randomizag¢do”, “Indugdo da anestesia” e “Apos anastomose”; ** Diferenca significativa em relacdo aos
momentos “Randomizagdo”, “Inducdo da anestesia”, “Apo6s a CEC” e “Fechamento da pele” (pds-teste de
Tukey, p <0,05).
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Figura 6 — Grafico apresentando o nivel de TBARS plasmatico em diferentes momentos relativos a cirurgia
cardiaca, em pacientes do grupo placebo e do grupo tratado com selénio. Cada simbolo representa a média e a
barra o erro padrdo da média. * Diferenga significativa em relagdo aos momentos “Randomizagdo” e “Inducéo
da anestesia” (pos-teste de Tukey, p < 0,05).



Tabela 7 — Correlagao linear de Pearson entre cobre, zinco e TBARS, independente do

momento da analise.

TBARS
Variavel
r
Cobre -0,167 0,034
Zinco -0,158 0,046

Valor de p no teste t-Student.
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Tabela 8 — Correlacdo linear de Pearson entre tempo de CEC, tempo de pingamento adrtico e
TBARS nos momentos “Apos CEC” e “Fechamento da pele” (FP)

TBARS
Variavel
Momento r D
Tempo de CEC Apos CEC 0,113 0,538
Apos FP 0,158 0,389
Tempo de Pingamento Aortico Apos CEC 0,034 0,852
Apos FP 0,029 0,875

Valor de p no teste t-Student.
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Figura 7 — Grafico de dispersdo apresentando a correlagdo linear entre o nivel de zinco e o
nivel de cobre plasmatico, em pacientes que foram submetidos a cirurgia cardiaca. Cada ponto
representa o nivel plasmatico de zinco e cobre de um unico paciente. Valor de p no teste de
correlacdo linear de Pearson. r = coeficiente de correlagdo linear
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6 DISCUSSAO

Como j& mencionado, a cirurgia cardiaca com CEC desencadeia uma série de
alteragdes metabolicas e imunoldgicas, que sao devidas as condi¢des nao fisiologicas em que
0 organismo € exposto € que inevitavelmente provocam uma resposta inflamatdria sist€émica
decorrente o processo de isquemia e reperfusdo. E estabelecido que o oxigénio reintroduzido
no miocardio durante a reperfusdo causa intensa producdo de radicais livres, sendo
fundamental o desenvolvimento de novas estratégias que amenizem a injuria tissular
(BIGLIOLI et al., 2003). Diante de tal problematica, faz-se necessario a compreensao de
fatores envolvidos e a inter-relagdo entre eles.

Os pacientes que preencheram os critérios para este estudo eram portadores de
sindrome coronariana aguda com indicagdes classicas de revascularizagdo miocardica. Foi
observada homogeneidade entre os pacientes de ambos os grupos, em relagao ao sexo e idade.
Estudos demonstram que a DAC acomete predominantemente o género masculino, na idade
entre 65 a 84 anos. Os dados obtidos através deste trabalho, de forma semelhante,
corroboraram com os observados na literatura (BRASIL, 2012; SOCIEDADE BRASILEIRA
DE CARDIOLOGTIA, 2014; MENTESE et al., 2014).

As doencas consideradas como comorbidades ¢ um fator preponderante na ocorréncia
de DAC. Estudos demonstram que a presenca de trés ou mais fatores de risco classicos para
DAC, como HAS, DM, tabagismo e historia familiar estdo associados a um pior progndstico
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2014b). No presente estudo, as
comorbidades ndo foram diferentes entre os dois grupos estudados, sendo que 81,25% de
todos os participantes apresentaram dois ou mais fatores de risco para DAC, e as principais
observadas sdo aquelas j& amplamente descritas na literatura (POLANCZYK, 2005;
WAINSTEIN; FURTADO; POLANCZYK, 2008; O'DONNELL; ELOSUA, 2008).
Observou-se também que a presenca da HAS foi predominante na maioria dos pacientes
(81,3% em ambos os grupos).

Em relacdo aos outros parametros avaliados, tais como FE, tempo de cirurgia, tempo
de CEC, tempo de pingamento adrtico e numero de anastomoses nao houve diferenca
significativa entre os grupos estudados, denotando uma homogeneidade entre os mesmos e,
portanto, ndo interferindo nos resultados.

O tempo de pingamento aortico no presente estudo foi 40% menor enquanto o tempo

de CEC foi comparavel aos da literatura (AKILA; VISHWANATH; D SOUZA, 2007
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MELEK et al., 2012). Sabe-se que o tempo de pingcamento adrtico estd diretamente
correlacionado com a magnitude do estresse oxidativo, o que neste caso, foi bastante
favoravel (MENTESE et al., 2014).

As arritmias cardiacas sao comuns apds a RVM e causam retardo na evolugao clinica
em decorréncia dos disturbios hemodindmicos que acarreta. Os mecanismos envolvidos na
génese destas arritmias sdo multifatoriais, dentre eles a atriotomia, inflamacdo do miocardio
devido a manipulagdo, alteracdes do sistema nervoso autbnomo com mudanca na estimulagado
simpatica e parassimpatica e finalmente as alteragdes eletroliticas (LEDOUX, 2005).

Quanto ao numero de pacientes que apresentaram arritmias cardiacas no pos-
operatdrio, também ndo houve diferenga entre os grupos estudados, apesar da observagdo que
no grupo Se um menor numero de pacientes apresentou arritmias. A relacdo entre reposi¢ao
de Se com arritmias cardiacas ¢ devido a um efeito indireto, pela sua atuagdo como cofator na
expressdo dos genes que regulam as selenoproteinas, culminado em maior prote¢ao
antioxidante (GUO et al., 2012).

Pacientes portadores de cardiopatia isquémica desenvolvem frequentemente
hipomagnesemia, que ¢ devida a ingesta insuficiente, aumento da excre¢ao secundaria ao uso
de diuréticos e cardiotonicos. Durante e apés a RVM, a concentragdo sanguinea de magnésio
decresce (AGLIO et al., 1991; MILLER et al., 2005). Este elemento quimico ¢ de particular
importancia na manuteng¢ao do ritmo cardiaco devido sua agdo sobre as membranas celulares,
a interagio com o calcio e sua participagdo na bomba ATPase-Na'/K'. Este estado de
hipomagnesemia p6s CEC ¢ um dos fatores que contribuem para instalacdo de arritmias
cardiacas no pos-operatdrio, desencadeada pelo prolongamento do periodo de repolarizagao
do tecido cardiaco (GUO et al., 2012)

Em modelos animais, foi observado que a suplementagdo de Se reduz
significativamente a severidade das arritmias de reperfusdao (TANGUY et al.; 1998). Neste
estudo, houve uma forte tendéncia do efeito positivo do Se sobre o reestabelecimento dos
niveis de magnésio. Contudo, o mecanismo desta acdo ainda ndo estd compreendido e,
portanto merece uma investigagdo complementar, considerando todos os parametros do
metabolismo eletrolitico na presencga e auséncia de Se.

Os pacientes submetidos a RVM com CEC apresentaram um tempo médio de
internacdo de 12-16 dias (MEDVED et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2010) que estd na
dependéncia das complicacdes pos-operatorias decorrentes principalmente da gravidade do
evento agudo bem como das comorbidades. No presente estudo, o tempo médio de internagao

foi semelhante aos outros estudos, o que reflete a similaridade clinica e laboratorial dos
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pacientes que necessitam de RVM, bem como a qualidade do servigo de cirurgia cardiaca
local.

A mortalidade geral do grupo estudado foi de 12,5%, tendo sido maior no grupo
placebo, em que pese a nao diferenga estatistica. Estatisticas brasileiras mostram uma reducao
no indice de mortalidade, sendo em torno de 4,8% nas RVM (LISBOA et al., 2010). As
diferengas dos indices de mortalidade entre os hospitais variam em fun¢do de véarios fatores
como a complexidade do caso, presenca de comorbidades, disponibilidade de novas drogas e
outros.

De modo geral, a homeostase hidroeletrolitica dos pacientes que sdo submetidos a
RVM com CEC ¢ estabelecida antes do procedimento cirurgico. No presente estudo, este
equilibrio pode ser constatado pela normalidade dos exames bioquimicos. No entanto, o
procedimento cirurgico desencadeia alteragdes hidroeletroliticas que sdo proprias da CEC.
Dentre as alteragdes eletroliticas observadas, deve ser notado que a concentragdo plasmatica
de magnésio no grupo Se se manteve dentro da normalidade, com uma diferenca notavel em
relacdo ao grupo placebo. Este fato ¢ muito favoravel considerando as propriedades
antiarritmicas deste elemento quimico, visto que a RVM desencadeia frequentemente
hipomagnesemia, conforme supracitado.

A média glicémica observada no presente estudo foi acima dos valores de referéncia,
que pode ser justificado pelo fato do DM ser uma doenca prevalente neste grupo de pacientes.
Sabe-se que o Se pode elevar a glicemia, apesar dos mecanismos ainda nao serem
completamente esclarecidos (TANGUY et al., 2012). No presente estudo, a glicemia no grupo
Se foi discretamente mais elevada, porém sem diferencga estatisticamente significativa.

No presente estudo, ndo houve alteragdo da funcdo renal em decorréncia da

suplementagdo de Se (MAFRA, 2003).

6.1 Cobre

Durante o processo inflamatério desencadeado pela CEC, o comportamento de alguns
ions metalicos, como o Cu, implica na formagao de radicais livres. Altekin et al., no estudo
realizado em 2005 em pacientes com IAM, constatou elevagdo das concentracdes dos
marcadores de necrose cardiaca em uma relagdo direta com a concentragdo plasmatica de Cu,
ou seja, quanto maior a concentracao da troponina e da CK-MB, maiores as concentragdes do

Cu plasmatico.
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No momento da internagdo, os valores plasmaticos de Cu estavam dentro da faixa de
referéncia para os dois grupos, que pode ser explicado pelo tempo decorrido entre o evento
isquémico agudo e o momento da internagdo. Na inducdo anestésica, as concentragcdes de Cu
mantiveram-se dentro da normalidade, sem diferenca entre os grupos. As medidas do Cu apos
o término das anastomoses mostram-se reduzidas, mesmo levando em conta a correcdo da
hemodiluigao.

Durante e ap6s periodos de isquemia, o Cu pode ser mobilizado dos tecidos tornando-
se disponivel para catalisar reacdes de oxirreducao resultando em progressao do estresse
oxidativo (CHEVION et al., 1993). Em coragdes isolados de ratos, a perfusdo com solucao
contendo Cu resulta em maior injuria no momento da reperfusdo, sugerindo o importante
papel catalitico deste metal (POWELL, HALL, SHIH, 1991).

A manutencdo das baixas concentragdes plasmaticas de Cu durante o periodo de
isquemia e de reperfusdo ¢ altamente desejavel, pois o metal estd indisponivel para as reagdes
de oxirredug@o, minimizando a injaria do tecido miocéardico. Por outro lado, ¢ razoavel supor
que a concentragdo baixa de Cu reflete a menor necessidade da SOD, em fun¢do do menor
estresse oxidativo (LUYTEN et al., 2005). O papel do Cu ¢ ambiguo, dependendo da sua
forma ionica ou da ligacdo com proteinas transportadoras. Os resultados dos estudos tanto
locais como internacionais evidenciam que o comportamento do Cu durante a cirurgia
cardiaca com CEC tende a diminuir (ZAMPARELI et al., 1986; DEMENTEVA et al., 1993;
CONSOLO, 2008; DIAS, 2012; YAN et al., 2013). DIAS, 2012, observou que a concentragao
de Cu no momento da reperfusdo nao ¢ diferente quando comparada entre a circulagao
sist€émica ¢ a circulacdo coronariana eliminando deste modo a necessidade de se medir a
concentra¢do de Cu mobilizada exclusivamente do musculo cardiaco reperfundido.

Observamos uma tendéncia para uma maior concentracao inicial de Cu no grupo Se,
que se manteve durante todo o periodo cirtrgico. Sabe-se dos efeitos antagonistas entre o Se e
Cu, que estdo na dependéncia das concentragcdes que sdo ingeridas e também da distribuicao
nos tecidos (JENSEN, 1975). Nao esta claro na literatura as repercussdes da suplementagao de
Se na concentragdo de Cu plasmatico. Estudos em animais mostram que, com a
suplementagdo de Cu e Se, ocorre uma redistribuigdo do Se, com aumento da sua
concentragdo principalmente no figado (JENSEN, 1975). Neste estudo, apesar das maiores
concentragdes iniciais de Cu no grupo Se, deve ser ressaltado que os niveis plasmaticos ainda
estavam dentro da faixa de normalidade, e que também nao foram observados sintomas

clinicos, referentes tanto ao Cu como ao Se.
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No decorrer do procedimento cirirgico, as concentragdes de Cu tenderam a
diminui¢do, em ambos os grupos, sendo que no final da cirurgia, as concentracdes foram
significativamente mais baixas quando comparadas ao momento inicial, indicando certo

consumo nos processos inflamatorios e nas reagdes enzimaticas com atuagao da SOD.

6.2 Zinco

Ja € bem estabelecido em literatura que o Zn tende a diminuir apds a lesdo tissular
aguda, como o IAM (LINDERMAN et al.; 1973; FRASER et al., 1989). Tal diminui¢do pode
estar associada com uma redistribuicdo de Zn para o local lesionado, a partir da extracdo do
mineral das lojas intracelulares, mediada pela interleucina 1. A sintese de metalotioneina ¢
induzida no figado e possivelmente em outros tecidos, extraindo Zn a partir da albumina e
outras proteinas transportadoras.

Os pacientes deste estudo apresentaram valores médios da concentragdo de Zn no
momento da randomizagdo, dentro dos valores de referéncia em ambos os grupos. Tal fato
pode ser explicado considerando que o intervalo de tempo entre o evento agudo ¢ a
intervengdo cirargica, que varia de 7 a 10 dias, ¢ um tempo que pode ser suficiente para o
reestabelecimento dos valores normais do Zn (LOW; IKRAM, 1976).

Neste periodo entre o evento agudo e a cirurgia, a estabilizacdo do quadro clinico
também deve ser considerada, uma vez que o processo inflamatorio desencadeado pelo evento
isquémico possivelmente foi amenizado, corroborando para a normalizacdo dos valores
plasmaticos deste metal. A dieta balanceada durante a internagdo hospitalar também poderia
influenciar beneficamente a concentracao plasmatica do Zn. Apesar da concentragdo média de
Zn estar normal nos dois grupos estudados, no momento da randomizag¢dao, uma analise
individual dos casos nos mostra que 44% dos pacientes apresentavam concentragdo
plasmatica de Zn abaixo de 70 ng/dL, portanto valores inferiores aos de referéncia. Estudos
demonstram a diminui¢do plasmatica do Zn durante a cirurgia cardiaca com CEC
(DEMENTEVA et al., 1983; ZAMPARELLI et al.; 1986; AI-BADER et al; 1998),
indicando o envolvimento deste mineral frente a protecdo contra a reacdo inflamatoria
sistémica desencadeada pelo procedimento.

Considerando a importancia nutricional deste elemento quimico, principalmente em
pacientes em situagdo pré-operatoria e seus efeitos a nivel enzimatico, imunolédgico e

antioxidante, dentre outros, a correcao pré-operatoria ¢ altamente desejavel.
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No presente estudo, de modo semelhante a literatura, as concentragdes de Zn também
reduziram durante a CEC. Sabe-se que a suplementag@o de Zn ¢ capaz de reduzir os produtos
plasmaticos de peroxidacao lipidica, que estdo aumentados durante situagdes de estresse
oxidativo, como a CEC (PRASAD, 2004), o que reitera a necessidade de suplementacao no

periodo pré-operatorio.

6.3 TBARS

Em um estudo com 65 pacientes angina instavel e 1AM, Ragab et al., 2005,
constataram niveis elevados de TBARS. Os pacientes do presente estudo apresentavam
inicialmente, no momento da randomizagdo, valores normais de TBARS, o que reflete a
amenizacao do estresse oxidativo induzido pelo evento agudo, pelo tratamento clinico pré-
operatorio instituido.

Durante a cirurgia, as concentragdes de TBARS aumentam, atingindo o pico
imediatamente apds a saida de CEC, indicando que este procedimento ¢ de fato indutor da
ativacdo do estresse oxidativo. A literatura recente traz dados no que diz respeito a relagdo
entre estresse oxidativo, peroxidacdo lipidica e dano estrutural miocardico em pacientes com
DAC submetidos 8 RVM. Conforme Milei et al., 2007 e DIAS, 2012, as concentragdes de
TBARS aumentam significativamente apos o despingamento adrtico, tanto no efluente do seio
coronario como na circulagdo sistémica, refletindo o estresse oxidativo tanto no musculo
cardiaco como a nivel sistémico.

Em nosso estudo, o aumento do TBARS foi de modo semelhante identificado, sendo
significativamente diferente no momento de saida da CEC, onde, conforme supracitado, o
estresse oxidativo atinge seu pico maximo. Apds este momento, observou-se uma reducao
progressiva dos niveis de TBARS, pois os principais fatores desencadeantes do estresse
oxidativo haviam finalizado.

A suplementa¢do de Se ndo influenciou no comportamento do estresse oxidativo
medido pelo TBARS. Sabe-se que a mensuracao apenas do TBARS ndo expressa a totalidade
do estresse oxidativo imposto ao organismo pela cirurgia cardiaca com CEC. E conhecido que
o tempo de resposta a suplementacdo de Se ocorre em 72h, fato que ¢ evidenciado pelo
aumento da atividade da GPx no plasma (GUO et al., 2012). Os pacientes deste estudo
receberam a suplementacdo de Se em tempo suficiente para que, teoricamente, houvesse
saturacao da GPx e, consequentemente, reducdo do estresse oxidativo. No entanto, deve ser

considerado que a dose utilizada de Se para a suplementacdo ndo tenha sido suficiente para os
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efeitos plenos sobre a atividade da GPx e nas alteragdes da peroxidacado lipidica medida pelo
TBARS.

Em um estudo recente com doadores de sangue no municipio de Campo Grande, foi
constatado que ocorre deficiéncia de Se plasmatico, e que tal deficiéncia esta relacionada
provavelmente a fatores nutricionais e geograficos (FINOTTI; ZANONI, 2013). Portanto, os
pacientes estudados se beneficiariam com a reposicdo do mineral. A dose mdaxima
recomendada para a suplementacao prolongada de Se ¢ 400 pg/dia para se evitar os efeitos
toxicos (OMS, 2011; TANGUY, 2012). A utilizacao de doses maiores ¢ adequada quando a
suplementagdo € por tempo limitado, de poucos dias, entre 800 pg a 2000 pg/dia (GUO et al.,
2012; STOPPE, 2014). Recomenda-se que esta dose seja utilizada com cautela e
monitorizagdo do paciente devido aos efeitos toxicos do Se.

Em que pese todas essas consideracdes, pode ser aceito que tenha ocorrido de fato um
efeito benéfico com a suplementagdo de Se, se compararmos a magnitude das concentragdes
de TBARS com o estudo semelhante recentemente realizado por DIAS, em 2012, onde as
concentragcdoes de TBARS foram mais elevadas em comparagao ao nosso. Neste caso, pode-se
considerar que a similaridade nas concentragdes do TBARS do grupo placebo e Se pode ser
devido principalmente ao pequeno nimero de participantes no estudo.

As correlagdes negativas significativas entre Cu/TBARS e entre Zn/TBARS ja eram
esperadas pelas caracteristicas do procedimento cirurgico. O estresse oxidativo faz com que
aumente a concentracao de Cu,Zn-superoxido dismutase (SOD1) que fica retida nos tecidos e
com isso reduz as concentracdes plasmaticas de Cu e Zn.

Finalmente a correlagdo positiva entre os niveis de Cu e Zn reflete uma situacdo
favoréavel, pois entende-se que uma correlagdo inversa indica intensa reagdo inflamatéria (AL-

BADER,1998).
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7 CONCLUSOES

1. Este estudo permitiu analisar a dindmica do Cu, Zn ¢ TBARS durante a cirurgia

cardiaca com circulagdo extracorpoérea.

2. O comportamento do Cu e Zn estd de acordo com a maioria dos estudos sobre

envolvimento destes elementos tragos nos processos de estresse oxidativo.

3. A média da concentra¢do inicial de Cu nos pacientes com DAC ¢ compativel com

os valores de referéncia.

4. A dinamica do Cu ndo contribui para a exacerbagao do estresse oxidativo.

5. A deficiéncia de Zn estd presente em uma porcentagem significativa de pacientes
com DAC, sendo recomendada a dosagem das concentracdes plasmaticas e
suplementa¢do quando necessario.

6. Os resultados das dosagens de TBARS evidenciam que a RVM com CEC ¢
acompanhada de surto de radicais livres que atingem o pico no momento de saida de
CEC, com tendéncia a diminuir progressivamente.

7. A suplementagdo de Se na dose de 400 pg/dia nao desencadeia efeitos adversos.

8. A dose suplementada de Se nao interferiu no comportamento do TBARS.

9. A suplementagdo de Se favoreceu positivamente a manutengdo dos niveis séricos de

magnésio.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE)

TERMO DE COMSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDN

Conwidamos o [a] 5r (&) para particioar da Pesquiss inttulsds Esfresse Oxdative em
Facientes Suplementados com Selsnic & Submetidos & Revascularizag®o do Miocardio, sob =
responsabilidsde da pesguisadors Rosdngeio Oo S Compos, = qual pretende werificar os
beneficios do uso do sei€nio para os pacientes que resliarso crungia cardinca.

O selenio & um mineral essercial paa OS5 SEFES Wiv0s, B & mAito imporante: para &
melhors da defesa = resistEncis oo ofgarismo. EStE presente ratwralments noo nosso
orEAMNISTIO & tEMOEm na ceTie de Boi, peiEes & frutos do mar, castanbas = sementes.

Sua partidpacio = yolantaris, = s= Gard por meio de tomar por 3 (fres) dias L)
comprimido o= selEnio, ma Cone o= 4dmicogramas/dia, antes da Orunga, ou pisosbo
{comprimigo pre=nchido com farinha, sem possuir o selEnio). Qusm tomar nSo rec=bers oS
peossiemis Deraficos da ingastBo 6o seiEnio.

O riscos decorrentes de sss pArticpeEc NE pasqUiss & 0 SooEsso e selEni0 No Dorpo,
gue pode ser obseryacd DOr perca oe cabelo = unhas, prodolemas nE pele, iritebilidade
CENSECO, Brotlemas no estdmago & intesting, & cheiro de alka na bocs. Mas isso ooorme mp=naz
s= tomar afas coses de selemio [meior gue 530 microgremes por dis), & & dose gue sErE
wtilizeds neste estudo Nao A provocer eXceEsso de s=lenio.

@ 5r @) serd submietido & ookta de 10 mi de sangue — quantidsde de 2 ouss) o Feres
g= cha, o qual poderd tar um desconforto, l=ve sangraments ou roumicso devido & piada da
mpuina. A colebs sers reslizada com matsrisis sstereis & Gesoartayeis, conforme = sequsncia; 18
amostra quando acsitar participer da pesguisa; 22 ameostrs guando terminar de tomar s=iEnio
o o placeho & BMWSEFES No MOMERDs G8 drurgis. O 5 (&) serd informado ¢o surgimento de
informagbes sobre o AssUNED G DESGUIsE.

Se depois de aC=itar em participar, o 5ria) poders desistir de continusrpartcipande,
temdo o direito = 3 Eoerdade de metirar seu oonsentimesto emooQuelquer momeento,
independente dio motive = sem nerhUm prejuzo 8 Sus pessoa &fou B0 Seu 5o tratamento.

Se o (=] 5r |a) aceitar participar, =stara contribuindo para werifiarmos s= o SalEnio
mjsds ow RE0 & melhorar 8 resiskEncia 9o ofEARISMO das pessoas gue PASSET pOr dirurgia do
Coraceo.

O &) 5r ja) mfo terA nenhuma despess & tamOEm rEo recebers nenhum PAgEMEnto.
o5 resuftsdos ca pesguisa serfo anslisados & puslicedos. mas seu nome = dados de s
identidads n&o serio divulzados, sendo guardsdos em o absoluto sigilo. A menos que solicitsdo
por k=i, soment: o pesguissdor, s=u medico 0w outro profissionsl cu Comits de Etica
independente terso aoesso & suas informagtes pars verificar as informaghes do estuda.

Fara guelguer cutrs informagso, o (=] 3¢ [=] poders entrer em contsto com o
pesgquisador paio telefone 32223124 ou S216-3440, com o Comits de Etica em Pesquiss com
Seres Humanos da UFRS, no telefors [57] 3343-7187 ou com a Comissio &= Etics am Pesquisa
o Hospital Regicnal de Mato Srosso do Sul, no telefone 3372-2905.

Conzemomento Poc-Informacio

Ew, fus  imformado
sobre o gQue o pesquissdor quer faz=r = porque precisa da mMinhs colaboragio, & ente=nc =
maplicarso. Forisso, su Concordo em participar @o projetn, sabendo que nAc wou anhar neda
2 que posso sEir quando quiser. Este documento & emitido em dusas viss gue Serdo AmMoBS
assinadas por mim = pelo pesguisador, fICANGO UME Vil com cads urm die Ros.

Cumoo Grarsde MS, g I

Aszinstura do partidpante

......................... imprmsio 4o dedo polegar
Aszinatura do pesquissdor tauc o parbicizante nko saibs @anar

81



APENDICE B - Formulario de coleta de Dados
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APENDICE C - Formulario de coleta de Dados

FICHA DE COLETA DADQOS - Pesquisa: Estresse Oxidativo em Pacientes

Suplementados com Selénio e Submetidos a Revascularizacio do Miocardio
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ANEXO A — Carta de Anuéncia do Chefe do Servico do NHU-UFMS

Serdago Piblico Federal E
Minestdnio da Educacio

=¥
e Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul UFMS
Miclen de Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian

Carta de Anuéncia do Chefe do Servico do NHU/UFMS

O Chefe do Servigo de Cirurgia Cardiovascular/NHU concorda com a
realizagdo da Pesquisa intitulada Estresse Oxidativo em Pacientes
Suplementados com Selénio e Submetidos a Revascularizagio do Miocardio,
de responsabilidade da pesquisadora Rosdngela da Silva Campos, a ser realizada
na UTl Cardiologica/RCPO/NHUMUFMS, no pericdo de outubro de 2013 a maio de

2014.

Por ser verdade, firmo o presente.

Dr. Amaury Edga¥do Mont Serrat Avila Souza Dias
Chefe do Servigo de Cirurgia Cardiovascular
SIAPE 1645276
NHLUUFMS



ANEXO B - Autorizacio para realizacdo de Pesquisa Nr. 018-2014

/
GOVERNO DO ESTADO DE MATO GROSSO DO SUL
SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE [FUR S U
FUNDACAD SERVICOS DE SAUDE DE M3 o
UNIDADES: HRMS

AUTORIZACAO PARA REALIZACAO DE PESQUISA

Nr. 018/2014

A Comissdo de Etica em Pesquisa do Hospital Regional de Mato Grosso do Sul,
declara estar informado da metodologia que sera desenvolvida no projeto de
pesquisa  intitulado  “ESTRESSE  OXIDATIVO EM  PACIENTES
SUPLEMENTADOS  COM  SELENIO E  SUBMETIDOS A
REVASCULARIZACAO DO MIOCARDIO", trabalho Apresentado ao

Programa de Pés-Graduagdo Strictu Sensu da Fundagdo Universidade Federal de |

Mato Grosso do Sul (UFMS), pela Mestranda Rosangela da Silva Campos.

Ciente de que sua metodologia serd desenvolvida conforme preconiza a resolugdo
CNS 466 de 12 de Dezembro de 2012 e demais resolugdes complementares.
Autorizo a realizagdo da pesquisa nesta instituigio.

.

Dr* Magali da Silva Sanches Machado
Coordenadora da Comissio de Etica em Pesquisa
Hospital Regional de Mato Grosso do Sul

Fundagio Servigos de Sadde MS/HRMS
Rua Engenheive Lutero Lopes, 36-Aero Rancha
Campo Grande-MS
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titula da Pesquisa: ESTRESSE OXIDATIVO EM PACIENTES SUPLEMENTADOS COM SELENIO E
SUBMETIDOS A REVASCULARIZACAC DO MIOCARDIO

Pesquisador; Roséngela da Silva Campos

Area Temitica:

Versdo: 2

CAAE: 22814013.6.0000.0021

Instituigio Proponente: Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 467,608
Data da Relatoria: 26/11/2013

Apresentagio do Projeto:
Baseados nas estatisticas da OMS, 2004, 0 avango em prevengio e em novas lecnologias mais eficazes
para lralamenio das doengas cardiovasculares e doenga arterial coronariana se faz necessario para reduzir
a probabilidade de recorréncia de grandes sindromes coronarianas em pacientes com DAC estabelecida. A
base fisiopatoldgica para os eventos cardiovasculares € a aterosclerose, processo que se desenvolve de
forma cronica, podendo os primeiros sinais ser fatais ou allamente limitantes (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2013). Os nivels circulantes de marcadores inflamatdrios e citocinas sdo elevados em
pacientes com SCA e estio relacionados a resultados desfavoraveis (CAIXETA, 2007). O paciente portador
da SCA apresenta maior estresse oxidativo, desencadeado principalmente pelo processo de isquemia do
musculo cardlaco, que pode estar associado a quadro clinico de alleragdo circulatbria sisiémica, que
exarceba o esiresse oxidativo originade pelo processa inicial. A cirurgia cardiaca. por sua vez, também gera
eslresse oxidativo, decorrente da produgdo excessiva de espécies realivas do metabolismo do oxigénio
(ERMOS) & do nitrogénio (ERN) durante a circulagdo extracorpdrea e reperfusio miocardica. Os compostos
com ag&o oxidante previnem ou retardam a oxidagfio de subsiralos envolvidos nas reagde eslresse
oxidative, prolegendo a vasculatura contra a agio das ERMO e ERN, além de participarem na

resposta inflamatoria,

Enderego: Pro FAeitorla de Pesquisa e Pds GraduagBoUFMS

Bairro: Caixa Poslal 548 CEP: 79.070-110
UF: MS Municiplo: CAMPO GRANDE
Telelone: (67)3345-7187 Fax: (87)3345-7187 E-mail: bioetica @ propp.ufms.br
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Intervengdes que visam minimizar estes processos, como a adminisiragdo de compostosantioxidantes,

poderiam ser banéficas para esles paciantes, por diminuir a injiria miocardica (GUO et al, 2012). O selénio
& um mineral essencial para o ser humano em microguantidade. Dentre as varias fungdes atribuidas, o
selénio pode ser protelor contra a doenga cardiovascular, pela capacidade da enzima

antioxidanta glutationa peroxidase (GPx) em combater as modificagbes oxidativas dos lipidios e reduzir a
agregacdo plaquetdria, protegende o miccérdio entdoe dos danos oxidativos e & modulago das lunges de
coagulago (BORTOLI; COZZOLING, 2012), Vérios esludos experimentais demonstraram que a
administragio de enzimas antioxidantes oferece um grau de protegio contra o dano isquémico, melhorando
a recuperagéo funcional e reduzindo as alteragbes morfoldgicas dos cardiomidcitos. O selénio, como um
componenta essencial da GPx, pode desempenhar um importante papel na protegio dos lecidos aerdbicos
das lesbes celulares iniciadas por espécies reativas do oxigénio (BOUCHER el al, 2008).

Objetivo da Pesquisa:

3.1 Objetivo Geral

Analisar o esiresse oxidativo em pacienies suplementados com selénio e submetidos a revascularizacao do
miocardio, sob circulagio extracorpdrea e pingamanto adrlico intermitente, considerando a escassez de
pesguisas que elucidem o quanto o selénio pode influenciar na inibigio dos danos sofridos pelo masculo

cardiaco isguémico reperfundido.

3.2. Objetivos Especllicos

1.Determinar as concentragdes de selénio plasmético e do malondialdeido durante & circulagao
extracorpdrea e apds a reperfusdo miocardica;

2 Varificar a atividade da enzima antioxidante GPx;

3, Avaliar a peroxidagdo lipidica pela dosagem de TBARS;

4.Correlacionar as concentragbes plasméticas de selénio com o esiresse oxidative (TBARS) e a atividade
antioxidante da enzima GPx entre as dosagens provenientes da circulagio sistémica @ do seio corondrio;
5.Elaborar recomendagdes a cerca da possivel suplementagio de selénio para pacientes que sardo
expostos & Injuria de reperfuslo pés-revasculaglo do miocardio.

Avallagio dos Riscos e Beneficios:

Enderega:  Pro Reflora de Pasquisa @ Pos GraduacioUFMS

Baimro:  Calxa Postal 548 CEP: 79.070-110

UF: MS Municipio: CAMPO GRANDE

Telefone: (67)3345-7187 Fax: (B7)3345-T187 E-mail:  bicatica @ propp.uime.br
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e adicionalmenle pala reperfuséo.

Os riscos decorrentes de sua paricipagio na pesquisa é a selenose (intoxicagio por selénio), gue pode ser
observado por perda de cabelo & unhas, lesdes de pele, alleragdes do sislema nervoso, digestivo, e uma
disfungio suderifica (odor de alho). Entretanto, a selenose ocorre apenas na presenga de ingestéo de altas
doses de selénic (malor que B50,g/dia), e a dose que sera utilizada neste estudo & inferior & metade da
dose maxima recomendada. Além disso, ndo ha registros de dbites em humanos por selenose,

Comentdrios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante, na drea em que se insere, conduzida por equipe lécnica gualificada. Trata-se de esiudo
clinico duple cego, randomizado com placebo. Nao havera prejuizo aos pacientes quando da ingestio do
placebo posto que os efeitos da suplementag@o de selénio na situagao esluda carece de comprovagio
cientifica. Assim sendo, ndo ha que s& falar na suparioridade de um Iratamento sobre o oulro, alé que as
avaliaghes clinicas provem a suposicgao.

Censideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

O TCLE esl4 presente e atende a sua finalidade. O lermo de randomizagao e a ficha de colela de dados toi
anexada. O lermo de responsabilidade pela utilizagio de dados de prontuario também fol apensado ao
protocolo. As autorizages institucionais estio prasentes e viabilizam a realizagéio da pesquisa. A folha de
rosto foi corretamente preenchida, A pesquisadora alendeu a pedido de diligéncia.

Recomendagdes:
Caso seja constatada a efelividade da suplementag&o de selénio sobre o siress oxidativo, o irmtamenta
devera ser estendido ans demais participanies ac final do procedimento.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Por atender a todas as exigéncias éticas & por estar de acordo coma Resoclugdo 466/2013, somos de
parecer lavordvel a sua aprovagéo.
Situagio do Parecer:

Aprovado

Necessila Apreciagio da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Enderago: Pro Reitoria da Pesouisa e Pas Graduegio/UFMS

Balrre: Caixa Posial 549 CEP: 79.070-110

UF: MS Municlplo: CAMPQ GRANDE

Telelone:  (G7)3345-7187 Fax: (BT)3245-T1ET E-mail: biootica @ propp.ufms. be
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTRESSE OXIDATIVO EM PACIENTES SUPLEMENTADOS COM SELENIO E
SUBMETIDOS A REVASCULARIZACAO DO MIOCARDIO

Pesquisador: Rosangela da Silva Campos

Area Tematica:

Verséo: 2

CAAE: 22814013.6.0000.0021

Instituigdo Proponente: Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DA NOTIFICAGAO

Tipo de Notificacao: Outros

Detalhe: Mudanca de titulo do projeto

Justificativa: O motivo da mudanca do titulo foi devido & dificuldades na dosagem do
Data do Envio: 01/10/2015

Situacgao da Notificagao: Parecer Consubstanciado Emitido

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.311.266

Apresentacédo da Notificacao:

Informamos que o titulo do projeto de pesquisa antes denominado Estresse Oxidativo em Pacientes
Suplementados com Selénio e Submetidos a Revascularizacdo do Miocérdio passa a ser denominado
“Dinamica do cobre, zinco e estresse oxidativo em pacientes suplementados com selénio e submetidos a
revascularizacdo do miocardio”.

O motivo da mudanca do titulo foi devido & dificuldades na dosagem do oligoelemento selénio e glutationa
peroxidase (GPx), que estavam previstos no pré-projeto de pesquisa. Como néo conseguimos dosar o
selénio e GPx, dosamos com as mesmas amostras cobre e zinco. A dosagem de TBARS foi mantida.

Enderego: Pré Reitoria de Pesquisa e Pos Graduacgao/UFMS

Bairro: Caixa Postal 549 CEP: 79.070-110
UF: MS Municipio: CAMPO GRANDE
Telefone: (67)3345-7187 Fax: (67)3345-7187 E-mail: bioetica@propp.ufms.br
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Objetive da Notificagao:
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Alterar titulo da pesquisa para “Dinamica do cobre, zinco e estresse oxidativo em pacientes suplementados

com selénio e submetidos a revascularizagdo do miocardio™.

Avaliagéo dos Riscos e Beneficios:
MNada a declarar.

Comentarios & Consideragdes sobre a Notificagao:
Dificuldade de dosagem dosagem do oligoelemento selénio e glutationa peroxidase (GPx)

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéoc obrigatdria:

Apresenta comunicagdo justificando alteragdo no titulo da pesquisa.

Recomendagoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
N&o se aplica.

Consideragées Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autar Situacéo
Outros Alteracao_Titulo.docx 01/10/2015 |Rosangela da Silva | Aceito
16:24:13  [Campos

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
MNao

CAMPO GRANDE, 05 de Movembro de 2015

Assinado por:

PAULO ROBERTO HAIDAMUS DE OLIVEIRA BASTOS
{Coordenador)



ANEXO D - Declaracao de uso de material biologico e dados coletados.

e
FBELRY | UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL |
; COMITE DE ETICA EM PESOLISA EM SERES

E’ 3 ; = \‘5‘ HLIMANOSTEP
e
DECL AO DE USO DE ERIAL BIOLC 0 E DADOS
COLE 08

Declaramos, para os devidos fins, que o material bioldgico
(sangue), os dados e as Informacdes coletadas serSo usados
exclusivamente para os fins previstos no protocole intitulado:
"Estresse Oxidativo em Pacientes Suplementados com Selénio e
Submetidos a Revascularizacio do Miocdrdio”, A destinacdo final do
material sera em recipiente para coleta de residuo de servico de
salde e material perfurocortante.

Campo Grande, 1% de Y de 2013.




ANEXO E - Certificado de analise - Selénio

CERTIPEPICADGD D E ANALTISE
EESEER R EE R TR R EEE SRS S G EEE EEE R

PRODUTO. , : QUELATO SELENID 0.5% EMISSAO. .: 23/08/12
FABRIC...: D1f02/12 PROCED. ,.: BRASIL N.FISCAL.: 008253
VALIDADE, : 28/02/15 ORIGEM...: E.U.A -

LLOTE FAB/INKTERND.: BLOH2011l2

HOME DO PRODUTO: SELENIO QUELATO

FRERICANTE: KELATRON CORPORATION

BOLETIM DE ANALISE: 13%93/12 Mo OF:1.158/12
TESTES ESFECIFICACOES RESULTADOS
ASPECTO FISIOO: PO CASTANHO A CASTANHO CLRARO DE ACORDO /"’
SOLUBILIDADE: INSOLUFVEL EM AGUA E ETANOL DE Aconng« //
DENSIDADE APARENTE: CUMPRE TESTE Q. 586/ MLI__-
PERDA POR SECKGEM: MAX. ER 4.0%

rH (0L 1%): 4.0 A 9.0

TAMANHO DA PARTICULA: !-111:._35_'! PAESHA A'I'R.FNES DE 40MESH

SERDA POR SECAGEM: E 3

CHUMEBD :

ARSENICO: .

MERCURIO:

CADMIO:

CONTEUDO DE SELENIO:

LIMITES MICROBIOLOGICOS: s e L
E.COLI: S | |-/ o P ——— —

SOLIFOEMES : HEGATIVD HEGHTIVC‘
SALMOMELLRA: WEGATIVO HWEGATIVO
STRPHILOCOCCUS AUREUS: RNEGATIVO HEGATIVO
“OMTAGEM TOTAL DE BACTERIAS: MAX. 3000/C 26UFRC/G

TUNGOS E LEVEDURAS: MAX. 300/G <100UFC/3

OBS.: RESULTADDS TRANSCRITOS DO LAUDS DE ANALISE DO FABRICANTE {(METODO FABRICA
WTE])
DISPOSICAQ: APROVADD

Dra. HELOISA F ANTIHNO
FARM. RESF.

e
_ SERVTEON NE ATENDI LHF"NID PRHT_NT_LsarmHanJ farmaceutica. ind _DAOOTTIS00R

G E M I N I V? 4D Quadra 08 Médulo ole 02 DAIA Anépolls GO

CEP: 75133-590 - Telefone: (0xx62) 4014-9150
www.geminifarmaceutica.ind.br
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ANEXO F - Autorizacio do Laboratorio metabolismo mineral

Barvign Pibdicy Federal JHL
Minigtana ca Educadin e
Fundacio Universidada Federal de Mato Grosso do Sul UBFMS
Hiden de Haspital Unhsersitinia Maria Aparecida Pedmasian

Campo Grande — M3, 22 de agosto de 2013

A0 comité de Etica,

© Coordenador do Programa de Pés Graduagio em Sadde e Desenvalvimenio na
Regido Centro-Oeste da Fundaciio Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
autoriza a ulilizacao do laboratario de Metabolismo Mineral para o desenvolvimentio
da pesquisa infitulada Estresse Oxidative em Pacientes Suplementades com
Selénle ¢ Submetidos & Revascularizacio do Miocardio, de responsabiidade
da pesquisadora Rosdngela da Silva Campos, sob orenfagio da Profa. Dra.
Lourdes Zélia Zanonl Consolo. A pesquisadora ird dosar acido ticbarbitirico,
glutationa peroxidase e selénio a parir de amostras de sangue dos pacientes
participantes da pesquisa, no parlodo de novembro de 2013 a maio de 2014, A
pesquisadora declara que todos oB custos inereéntes a0 proceseo serdo de
responsabilidade da propria,




