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Resumo

Guedes MGA. Avaliacdo do processo inflamatério induzido pela circulacédo
extracorpérea em fetos de ovinos submetidos ao pré-condicionamento
iIsquémico remoto [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Séo Paulo; 2019.

Fundamentos: A Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (SRIS) permanece
como uma das principais causas de disfuncdo de érgdos associada a circulacao
extracorporea (CEC) na maioria dos pacientes submetidos a cirurgia cardiaca,
especialmente em neonatos submetidos a correcdo de cardiopatias congénitas com
auxilio de CEC. A circulacdo extracorpérea (CEC) neonatal € uma ferramenta
essencial para a correcdo cirlrgica de grande parte das cardiopatias congénitas.
Apesar dos avancgos importantes na técnica, a CEC geralmente promove uma leséo
multi-6rgaos, cujo mecanismo inclui a lesdo de isquemia-reperfuséo (IR) e a resposta
inflamatoria sistémica. Na arena clinica, a complicagdo mais importante pos-CEC
neonatal consiste na lesdo pulmonar e a disfuncdo respiratéria, com consequente
congestao vascular pulmonar e aumento do liquido intersticial. No cenario fetal, a
disfungdo placentaria representa a principal causa de morbi-mortalidade durante e
apos a CEC fetal. O pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR) tem sido aplicado
como alternativa terapéutica capaz de mitigar os danos teciduais consequentes ao
processo inflamatério desencadeado pela leséo de IR e proteger tecidos a distancia da
isquemia subsequente. No entanto, o impacto desta estratégia ndo foi ainda
demonstrado na CEC fetal, para determinar se esta forma de intervencéo terapéutica
nao-invasiva poderia oferecer uma protecdo multi-érgaos fetais, como os pulmdes e a
placenta. Objetivo: Testar a hipotese de que o PCIR em fetos de ovinos submetidos a
CEC reduz a inflamacédo sistémica fetal e a disfungdo placentaria. Método: Foram
estudados 18 fetos de ovinos com pesos comparaveis (p>0,87), divididos em 3
grupos: Controle Negativo (2,68kg + 0,2kg), CEC simples, isto é, fetos submetidos a
CEC sem PCIR (2,98kg * 0,4kg) e Grupo PCIR, que contempla fetos submetidos ao
PCIR antes de serem submetidos a CEC (2,96kg + 0,4kg). O PCIR foi realizado antes
da manipulagéo cirdrgica fetal, com quatro ciclos de isquemia intermitente de um dos
membros traseiros (cinco minutos de garroteamento do membro, alternados com dois
minutos de reperfusdo). Ambos os grupos de estudo foram submetidos a CEC
normotérmica durante 30 minutos. O perfusato foi composto de Ringer simples (61,33

ml £ 6,57 ml) aquecido (38° C). Os fetos foram monitorizados durante 120 minutos
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apés a CEC. Foram analisados os marcadores inflamatérios sistémicos fetais, trocas
gasosas através da placenta e alteracdes morfolégicas da placenta e dos pulmdes
fetais. Resultados: Foi observada uma queda progressiva da pressdo arterial
sistémica dos animais do grupo CEC simples ao longo do protocolo em relagdo ao
grupo Controle Negativo (p=0,006). O grupo PCIR né&o diferiu dos demais grupos
(p<0,53). O maior fluxo sanguineo da CEC fetal foi atingido no grupo PCIR (191,4 + 36
ml.min™.Kg™), quando comparado ao grupo CEC simples (137,0 + 16,3 ml.min™*.Kg™;
p=0,0002). Quanto a funcdo placentaria, a partir do estabelecimento da CEC, ambos
0s grupos de estudo (Controle Positivo e PCIR) evoluiram com uma gqueda significativa
da saturacdo de oxigénio arterial em relacdo ao grupo Controle Negativo (p<0,04),
sendo pior no grupo CEC simples em relagéo ao grupo PCIR (p=0,02). Em relagéo a
avaliacdo metabdlica, os animais submetidos a CEC, com ou sem PCIR,
desenvolveram acidose mista progressiva (p<0,0001), niveis inferiores de bicarbonato
de Sdédio (p<0,0001) e hiperlactatemia (p<0,0003), quando comparados ao grupo
Controle Negativo. A avaliagdo histolégica dos pulmdes n&o evidenciou diferencas
significativas em relagdo ao edema interlobular (p=0,589), porém foi observado maior
espessamento de parede das arteriolas bronquiolares no grupo da CEC simples,
quando comparadas aos demais grupos (p=0,009). A avaliacdo imuno-histoquimica do
receptor Toll-Like-4 (TLR-4) e das moléculas de adeséo intercelular-1 (ICAM-1) e
vascular-1 (VCAM-1) nos pulmdes fetais ndo evidenciou diferengas significativas entre
0s grupos. Em relacdo a placenta, houve um adensamento da fracdo de area dos
nucleos das células similar entre os trés grupos (p=0,91). Entretanto, foi observado um
menor percentual de &rea de vasculatura intersticial no grupo CEC simples, sinal
indireto de maior edema placentario neste grupo (p<0,04). A analise imuno-
histoquimica dos marcadores inflamatérios ICAM-1, VCAM-1 e TLR-4 no intersticio
placentario também n&o evidenciou diferencas significativas entre 0s grupos no
momento final do protocolo, embora tenha sido observada maior expressdo da
molécula ICAM-1 na vasculatura placentaria de ambos os grupos de estudo. Os niveis
séricos dos marcadores pro-inflamatérios tromboxana A2 e Interleucina-1 do grupo
PCIR foram significativamente menores que aqueles do grupo CEC simples, uma hora
apos a CEC (p<0.01). Os valores séricos da Prostaglandina E2 e Interleucina-6 do
grupo PCIR foram significativamente maiores que os valores do grupo CEC simples,
também uma hora apés a CEC (p=0,02). Os marcadores pro-inflamatérios
Interleucina-10 e Fator de Necrose Tumoral Alfa n&o apresentaram variacoes
significativas entre os grupos ou durante os diversos tempos do protocolo (p> 0,08).

Concluséo: O PCIR preservou melhor a hemodinamica fetal, permitindo maior fluxo
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sanguineo durante a CEC fetal. A expressdo dos marcadores inflamatorios nos tecidos
pulmonar e placentario, apés a CEC fetal, ndo foi modificada pelo PCIR, embora o
grupo PCIR tenha apresentado menores valores séricos de marcadores pro-
inflamatorios tromboxana A2 (TXAZ2) e interleucina-1 (IL-1B). Paradoxalmente, o PCIR
ndo impediu a elevacdo dos marcadores pro-inflamatérios Interleucina-6 e
Prostaglandina E2. Esta forma de terapia ndo invasiva, PCIR, ndo impediu a disfuncéo
placentaria nem a hipoperfusdo tecidual em fetos de ovinos submetidos a circulagéo
extracorporea, embora 0 edema placentario e a saturacdo de oxigénio tenham sido

melhor preservados nos fetos submetidos ao PCIR.

Descritores: cirurgia cardiaca; cardiologia fetal; circulagdo extracorpérea; feto;
precondicionamento isquémico, isquemia; reperfusdo; placenta; inflamacéo; ovinos.
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Summary

Guedes MGA. Assessment of inflammatory process induced by extracorporeal
circulation in fetal lambs submitted to remote ischemic preconditioning [thesis].

Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2019

Background: Systemic inflammatory response Syndrome (SIRS) remains one of the
major causes of cardiopulmonary bypass (CPB) associated organ injury in the majority
of patients undergoing cardiovascular surgery, especially in neonates submitted to
surgical correction of congenital heart lesions with CPB support. Despite significant
advances in the technique, CPB is still complicated by multisystem injury, the
mechanisms of which include ischemia—reperfusion (IR) injury and a detrimental
systemic inflammatory response. In the clinical arena, pulmonary injury and dysfunction
remain important complication after CPB, with consequent pulmonary vascular
congestion and increase in interstitial fluid. In the fetal scenario, placental dysfunction
remains the major cause of mortality during and after fetal CPB. Remote ischemic
preconditioning (RIPC) has been applied as an alternative therapy to attenuate tissue
injury related to the effects of inflammatory mediators triggered by IR injury. The
preconditioning stimulus has systemic effects to protect distant tissues from
subsequent ischemia. At the present, the impact of this strategy has not been yet
demonstrated on fetal CPB, to determine whether this non-invasive therapeutic
intervention can offer fetal multi-organ protection, such as the lungs and placenta.
Objective: To test the hypothesis that RIPC applied to fetal lambs under CPB reduces
fetal systemic inflammation and placental dysfunction. Method: 18 fetal lambs with
comparable weights (p > 0.87) were divided into 3 groups: Negative Control (2.68kg *
0.2kg), Sham (CPB without RIPC; 2.98kg + 0.4kg) and RIPC Group (CPB plus RIPC;
2.96kg £ 0.4kg). RIPC stimulus was applied prior to fetal surgical manipulation, with
tourniquet occlusion of blood flow to one hind limb with four cycles of 5-minute
occlusion followed by 2-minute reperfusion. Animals from both study groups underwent
30 minutes of normothermic CPB. Blood-free priming solution consisted of only warm
Ringer Solution (61.33 ml = 6.57 ml; 38° C). Fetuses were monitored for 120 minutes
after CPB. Fetal systemic inflammatory markers, fetal gas exchange, and
morphological changes of the placenta and fetal lungs were assessed. Results: There
was a progressive decrease of the systemic blood pressure in the Sham group
throughout the protocol, as compared to Negative Control group (p= 0.006). The RIPC
group did not differ from the other groups (p<0.53). Animals from the RIPC group
reached highest blood flow during CPB (191.4 + 36.0 ml.min-1.Kg-1), when compared
to Sham group (137.0 + 16.3 ml.min-1.Kg-1; p = 0.0002). Regarding placental function,
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both groups (Sham and RIPC) developed a significant decrease in arterial oxygen
saturation since the very beginning of CPB, as compared to the Negative Control group
(P <0.04). That change was even worse in the Sham group, when compared to PCIR
group (p=0.02). Concerning metabolic assessment, the animals from both study groups
developed progressive mixed acidosis (p<0.0001), lower levels of sodium bicarbonate
(p<0.0001) and hyperlactatemia (p<0.0003), when compared to Negative Control
group. Histological assessment of fetal lungs did not show significant differences of
interlobular inflammatory edema among the three groups (p>0,05), although the
animals from Sham group presented increased thickness of the bronchiolar arterioles,
when compared to the other groups (p=0.009). Fetal lung immunohistochemical
assessment of Toll-Like Receptor-4 (TLR-4), as well as the intercellular adhesion
molecule ICAM-1 and the vascular adhesion molecule VCAM-1 did not show significant
differences among the three groups. Regarding the area fraction of the placental
cellular nuclei, there was no significant differences among the three groups (p=0.91).
However, Sham group presented with a smaller area fraction of interstitial vasculature,
an indirect signal of increased placental edema (p<0.04). The analysis of placental
interstitial inflammatory markers ICAM-1, VCAM-1 and TLR-4 did not show significant
differences among the three groups at the end of the protocol, although an increased
expression of ICAM-1 was observed in the placental perivascular area of both study
groups. The pro-inflammatory thromboxane A2 and interleukin-1 levels were
significantly lower in the RIPC group than in Sham group, at 60-minute post-CPB
(p<0.01). Prostaglandin E2 and interleukin-6 levels were significantly higher in the
RIPC group than in the Sham group at 60-minute post-CPB (p=0.02). Tumor necrosis
factor-a and interleukin-10 did not show significant differences among the three groups
nor throughout the protocol (p>0.08). Conclusion: RIPC better preserved fetal
hemodynamics, allowing for increased blood flow during fetal CPB. The expression of
inflammatory markers on placenta and fetal lungs were not modified by RIPC after
CPB, although the RIPC group presented with lower values of pro-inflammatory
markers thromboxane A2 and Interleukin-1. Paradoxically, the RIPC did not prevent the
increase of the pro-inflammatory markers interleukin-6 and Prostaglandin E2. The
RIPC non-invasive therapy did not prevent placental dysfunction or tissue
hypoperfusion in fetal lambs under CPB, although placental edema and oxygen

saturation were better preserved in fetuses submitted to RIPC.

Descriptors: cardiac surgery; fetal cardilogy; extracorporeal circulation; fetal; ischemic
preconditioning; ischemia; reperfusion; placenta; inflammation; ovine.
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As cardiopatias congénitas sdo definidas como defeitos cardiacos
estruturais de camaras, vasos da base, valvas, tecido condutor e/ou coronarias,
estabelecidos durante o desenvolvimento deste oOrgdo. As cardiopatias
congénitas representam o maior problema de saude global. A incidéncia de
cardiopatias congénitas varia entre 6 a 9 por 1000 nascidos vivos®. Os defeitos
cardiovasculares sdo 0s mais comuns (28%) dentre todos os defeitos
congénitos maiores e determinam maior incidéncia de Obitos dentre as
malformaces observadas ao nascimento.’ As cardiopatias congénitas
complexas representam 25% dos defeitos cardiovasculares e podem se
manifestar clinicamente ainda na vida intrauterina ou, mais frequentemente, no
periodo neonatal precoce (0 a 6 dias de vida), quando cursam com elevada
morbimortalidade e permanéncia prolongada em unidade de terapia
intensiva.®>* Segundo a Organizacdo Mundial de Salde, os defeitos cardiacos
congénitos respondem por 42% dos Obitos infantis e se tornaram a principal
causa de mortalidade infantil.> Por estas caracteristicas peculiares desta
populacdo, sdo observados altos custos com diagnéstico e terapéutica, ainda
gue 0s neonatos acometidos recebam intervencdo precoce em centros de
exceléncia. Segundo Pinto Jr. et al, estima-se uma demanda de 28.846 novos
casos de cardiopatias congénitas no Brasil por ano. Em torno de 20% dos
casos, a cura é espontanea, estando relacionada a defeitos menos complexos
e de repercussao hemodinamica discreta. A necessidade média de cirurgia
cardiovascular em congénitos no Brasil é da ordem de 23.077
procedimentos/ano, fazendo parte desta estimativa, além dos novos

nascimentos com cardiopatia congénita, as reintervencdes. Existe uma
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demanda reprimida estimada em 65% dos casos novos. Somente no estado de
Sdo Paulo, existe uma demanda de aproximadamente 5.400 cirurgias
cardiacas pediatricas por ano, com um déficit de aproximadamente 2.300
cirurgias anuais.®

A busca por menor morbimortalidade nas intervencfes cirdrgicas é
constante e disseminada por todas as areas do conhecimento cientifico.
Determinadas cardiopatias congénitas complexas tém apresentado melhor
resultado terapéutico por meio de uma abordagem mais precoce e
intervencionista. Desde a década de 80, tem-se buscado intervir de modo cada
vez mais precoce. Para se atingir tais objetivos, intervencdes diversas tém sido
indicadas no periodo neonatal e, de forma ainda restrita, no feto cardiopata. O
maior dominio da protecdo do miocardio imaturo, da hipotermia profunda e da
parada circulatéria viabilizou o tratamento cirargico definitivo nos primeiros dias
de vida, permitindo desenvolvimento cardiaco pés-natal adequado, evitando-se
assim as sequelas da cianose cronica e hiperfluxo pulmonar, com o
restabelecimento da fisiologia e anatomia cardiovascular normal no periodo
neonatal. Entretanto, apesar dessa abordagem precoce, ainda existem
pacientes portadores de lesdes cardiacas complexas que perdem a
oportunidade do tratamento cirdrgico no momento adequado ou sdo
submetidos a diversas cirurgias paliativas, evoluindo com progndstico incerto
em longo prazo. Neste sentido, a intervencdo cardiaca durante a vida
intrauterina pode suprir esta importante lacuna.”®®

A experiéncia acumulada com o ecocardiograma fetal tem
proporcionado um melhor entendimento da historia natural de cardiopatias

detectadas no Gtero.'® Atualmente, véarias cardiopatias congénitas podem ser
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precisamente diagnosticadas pelo ecocardiograma em torno da 18% semana de
gestacdo através da parede abdominal ou até mesmo em torno de 11 a 13

semanas de gestacdo pela via transvaginal.™*

De um modo geral, o exame é
realizado entre 16 e 24 semanas de gestacdo. Portanto, h4 uma boa janela
para a intervencéo fetal entre 20 a 26 semanas de gestacdo. Em 2014, Yaun
propds uma atualizacdo sobre intervencdes terapéuticas aplicaveis a fetos com
defeitos cardiacos congénitos.’? Exemplos incluem a sindrome da hipoplasia
de camaras esquerdas com septo atrial integro ou restritivo, obstruces da via

de saida dos ventriculos, como a estenose aortica grave ou atresia pulmonar

com septo interventricular integro (Tabela 1).

Tabela 1- Cardiopatias congénitas passiveis de tratamento pré-natal

Hipofluxo direito: - Estenose pulmonar grave com SIV integro
- Doenca de Ebstein

Hipofluxo esquerdo: - Estenose adrtica grave
- Forame oval restritivo ou ocluido

Arritmias fetais: - Bloqueio atrio-ventricular total

SIV = septo interventricular

Disturbios do ritmo cardiaco fetal, como o bloqueio atrioventricular total
congénito, também continuam sendo wuma afeccdo problematica,
principalmente quando associados a frequéncias cardiacas muito baixas
(menores que 50 bpm) e hidropisia fetal, com mortalidade fetal e neonatal

elevadas.*>*

Quando houver evidéncias ecocardiogréficas de deterioragdo dos
parametros hemodindmicos, desenvolvimento ou aumento da hidropisia,

apesar da administracdo de dexametasona ou salbutamol, 0 proximo passo
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l6gico deve ser o implante de marcapasso pré-natal.>® Entretanto, para se
considerar a intervencdo pré-natal nesses fetos, o diagnostico e
encaminhamento precoces sdo imperativos.!” O ecocardiograma fetal permite
distinguir aquelas cardiopatias que poderiam eventualmente ser abordadas
através da intervencao intrauterina, auxiliando ndo apenas no manuseio clinico
do feto, como também na deciséo da via do parto e o planejamento do mesmo
em centro de alta complexidade para tratamento especializado.*®*%2°

Em 2016, Riera-Kinkel propbs a expressao “a terceira onda da cirurgia
cardiaca”, vivida na atualidade, como a etapa da explosédo tecnoldgica, que se
inicia com os procedimentos toracoscopicos e posteriormente com 0 uso da
robdtica, firmando o conceito de reduzir o trauma cirdrgico com cirurgias
minimamente invasivas.” Paralelamente, estabeleceram-se os procedimentos
hibridos para tratar determinadas cardiopatias congénitas e, finalmente, a
cirurgia cardiaca intrauterina como alternativa interessante a partir do momento
em que o procedimento se torna factivel para fetos com elevado risco de 0Obito
pela cardiopatia congénita. O objetivo principal de intervencdo pré-natal
consiste na reversdao do processo patologico, para preservar ou recuperar a
estrutura cardiaca e sua funcdo, modificando assim a histéria natural da
cardiopatia, de modo que a gravidade da doenca pos-natal seja

substancialmente reduzida.

1.1 Patogénese das cardiopatias congénitas

7

Ao se considerar a intervencao intrauterina, é importante citar 0s

possiveis mecanismos envolvidos na patogénese das cardiopatias congénitas,
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fisiologia cardiovascular fetal normal e as alteracbes hemodinamicas que
podem ocorrer com as anomalias cardiacas congénitas. De acordo com a
teoria da moldagem hemodinamica, existe uma relacdo entre a forma e a
funcdo do coracado fetal em crescimento, principalmente nos ultimos estagios
do desenvolvimento fetal.? A formacdo intrauterina normal do sistema
cardiovascular esta intimamente relacionada com o estimulo pressérico e
volumétrico da corrente sanguinea nas paredes do coragéo fetal, contribuindo
para o tamanho e posicdo dos grandes vasos, dimensdes das camaras
cardiacas, e até mesmo para o tamanho do orificio valvar. Os defeitos
primarios sdo estabelecidos durante a morfogénese cardiaca, isto é, durante as
oito primeiras semanas de vida intrauterina.>*** Portanto, qualquer obstrucao
intracardiaca, seja no nivel do forame oval, ductus arteriosus, ou valvas
cardiacas ou até mesmo uma complacéncia ventricular diminuida, podem
alterar dramaticamente o volume de sangue através das camaras cardiacas.
Os defeitos secundarios sdo consequéncia de um fluxo sanguineo inadequado,
somado a outros mecanismos (pressdo e volume).?>?® Esta situacdo gera uma
lesdo secundéria gradual e progressiva que se manifesta tardiamente,
alterando significantemente a anatomia pés-natal. O grau de hipoplasia da
estrutura afetada representa o principal fator determinante do insucesso apos a
intervengdo neonatal convencional. Infere-se dos conceitos de defeitos primario
e secundario que intervencdes sobre os defeitos primarios podem minimizar os
defeitos secundarios.

Varios centros de pesquisa buscam maximizar a sobrevida dos
pacientes portadores de cardiopatias congénitas complexas. O embasamento

racional aponta para a abordagem terapéutica intra-uterina como estratégia a
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ser aplicada. O tratamento durante o estagio inicial de desenvolvimento pode
representar maior chance de sobrevida para estes pacientes. Muitas destas
lesGes complexas, como as hipoplasias ventriculares ou dos grandes vasos,
sdo sequelas de lesdes primarias relativamente simples, que ocorrem
precocemente no desenvolvimento fetal. Caso estas lesdes sejam abordadas e
corrigidas ainda na vida intrauterina, complicacfes secundarias poderiam ser
evitadas, com melhora significante do prognéstico do paciente apdés o
nascimento. Entretanto, a cirurgia cardiaca fetal ainda ndo se consagrou como
método padronizado de tratamento. Infelizmente, poucos sdo 0s centros
referenciais no nosso pais. As intervencdes precoces via cateter e a triagem
por ultrassonografia ndo séo universais num pais de dimensdes continentais.
Nesta populacdo de doentes, buscam-se intervencdes capazes de sustar ou
minimizar os danos secundarios a patologia inicial, através de técnicas menos
agressivas para os tecidos, com menor resposta inflamatéria sistémica. As
intervencdes por cateteres ja sdo realidade; resta superar as barreiras para a

implementagé&o da cirurgia cardiaca fetal.

1.2 Beneficio Terapéutico

Durante a fase embrionaria, o grau de divisdo celular do miocardio é
elevado. Esta maior capacidade mitdtica das ceélulas cardiacas fetais
proporcionaria melhor crescimento de camaras ventriculares hipoplasicas apés

intervencao intrauterina. Por outro lado, apds o nascimento, a maior parte do
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crescimento ventricular ocorre por hipertrofia celular. Portanto, com o
restabelecimento do fluxo intra-cardiaco normal durante a vida fetal, haveria
uma maior possibilidade de se recuperar a anatomia da camara afetada devido
a este potencial hiperplasico. Da mesma forma, estudos da circulacdo
coronariana fetal mostraram que, quando o ventriculo direito fetal foi submetido
a sobrecarga pressorica, ocorreu maior desenvolvimento do leito vascular
coronariano em resposta a este estimulo.?” Quando esta mesma sobrecarga foi
aplicada no ventriculo do neonato, a possibilidade de aumento da
vascularizacdo coronariana foi menor que aquela observada na vida fetal.?®
Portanto, existem motivos anatémicos e fisiolégicos para se considerar a
intervencao intrauterina em relacdo a terapéutica neonatal convencional,

principalmente em lesdes associadas a hipoplasia ventricular, devido ao

potencial de crescimento e desenvolvimento das estruturas fetais.

1.3 Circulagcdo Extracorpérea Fetal e Sindrome da Resposta

Inflamatodria

As pesquisas em cirurgia cardiaca fetal foram iniciadas ha quase
quatro décadas.?®>* Como consenso geral, as intervencdes cardiacas via
cateter sdo estratégias logicas para tratar determinadas cardiopatias
congénitas (Tabela 1; recomendacéo classe llb; nivel de evidéncia, B / C).

Entretanto, certamente, ndo sdo absolutamente resolutivas.
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Intervencdes intra-cardiacas, sob visao direta, poderdo ser imperativas
guando outro meétodo nao for aplicavel, como por exemplo na atresia pulmonar
com septo ventricular integro, estenose aortica grave, tetralogia de Fallot com
agenesia da valva pulmonar e doenca de Ebstein com grave insuficiéncia
tricispide e cardiomegalia importante, com consequente compressdo do
parénquima pulmonar fetal. A primeira aplicacdo da circulacdo extracorporea
(CEC) fetal em humanos foi realizada na Universidade de Stanford, California,
E.U.A., em 2003. A cirurgia foi realizada por Hanley et al., no terceiro trimestre
da gestacdo, em feto com diagnostico de displasia da valva tricuspide,
insuficiéncia tricispide grave, cardiomegalia importante e hidropisia.*! A Plastia
da valva tricuspide foi realizada com sucesso. Entretanto, a tentativa de
desmame da CEC ndao foi coroada de éxito, devido a atresia valvar pulmonar
anatbmica, considerada funcional no pré-operatorio. Alguns aspectos
relevantes foram aprendidos a partir dessa experiéncia: a placenta tolerou bem
a intervencdo cirurgica com auxilio da CEC, conduzida sem maiores problemas
técnicos. A maior limitacdo foi relacionada ao tamanho das céanulas, que
certamente necessita aprimoramento da inddstria.

Atualmente, o principal foco das investigagdes vem sendo direcionado
para a fisiopatologia da circulacdo extracorporea fetal, indispensavel para a
cirurgia cardiaca fetal a céu aberto. Esta claramente estabelecido que, apos
cirurgias cardiacas complexas com auxilio da CEC, ocorre uma resposta
inflamatéria importante®’, o que provoca disfuncéo de érgdos e tecidos.?334%
Os primeiros estudos realizados na década de 80 demonstraram a
possibilidade de se instalar e desligar a CEC em fetos de ovelhas com menos

de 1.500 gramas, porém com elevada mortalidade ap6s o
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procedimento.3¢3"%3% A principal complicacdo da CEC fetal foi a disfuncdo
placentaria. Esta complicacdo €, neste momento, o fator determinante maior da
mortalidade fetal em estudos experimentais. Esta disfuncdo € caracterizada
pela diminuicdo do fluxo sanguineo placentario de 40% para 15% do débito
cardiaco fetal, decorrente do aumento da resisténcia vascular placentaria.
Consequentemente, as trocas gasosas deterioram-se, acarretando acidose
respiratOria progressiva e obito fetal. Por outro lado, o leito vascular pulmonar,
que normalmente recebe apenas 7% do deébito cardiaco, apresenta
vasodilatacdo acentuada durante a CEC.*° Estas alteracdes provavelmente
estdo associadas a ma perfuséo tecidual e acidose metabdlica fetal importante,
secundarias ao fenbmeno de "roubo de fluxo pulmonar”. A fisiopatologia da
disfuncéo placentaria apés a CEC fetal é multifatorial e inclui a producédo de
prostandides induzida pela CEC, disfuncédo endotelial, ativacdo de leucdcitos e
complemento e outras vias endovasculares vasoativas e inflamatérias.** Ha
sinergismo entre varios fatores para determinar disfungéo organica.*> Com o
objetivo de mitigar os efeitos nocivos da CEC fetal, estudos experimentais
prévios revelaram alguns dos mecanismos da disfuncéo placentaria.*®

Em primeiro lugar, ocorre a liberagdo de prostaglandinas vasoativas,
tais como tromboxane e prostaglandina E2, importantes moduladores do tonus
vascular placentario (Figura 1). O bloqueio da sintese de prostaglandinas
vasoativas, pela administracdo de corticoides ou indometacina durante a CEC
fetal, impede o aumento da resisténcia vascular placentaria, o que favorece o
fluxo placentario e, consequentemente, a troca de gases sanguineos fetais.***
Em meados da década de 80, Assad e al. estudaram as caracteristicas

hemodinamicas da circulacdo placentaria em ovinos durante a CEC fetal. ****
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Estabeleceram que a resisténcia vascular placentaria € dependente do
fluxo sanguineo, pela auséncia de mecanismo auto-regulatério ou inervacédo da
vasculatura placentaria. A condicdo de hipotermia promoveu aumento da
resisténcia vascular placentaria e, consequentemente, maior prejuizo das

trocas gasosas.

CASCATADO ACIDO ARAQUIDONICO
FOSFOLIPIDEOS DA - -
MEMBRANA CELULAR FOSFOLIPASE A2 ACIDO ARAQUIDONICO

EICOSANOIDES

PGGZ / PGHZ

TX SINTASE :
——— ' T
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Figura 1- Tromboxane e prostaglandina E2: moduladores do tdnus vascular placentario.

COX: Prostaglandina H2 sintase, também conhecida como Cicloxigenase; TX: Tromboxana;
TXA2: Tromboxana A-2; PGG2: Prostaglandina G-2; PGH2: Prostaglandina H-2 PGI 2:
Prostaglandina I-2; NO: Oxido Nitrico; INOS: Oxido Nitrico Sintase

Por outro lado, os efeitos sistémicos nocivos da CEC pdés-natal sédo
sabidamente resultantes do contato do sangue com a superficie do circuito.
Assim, a miniaturizacdo do circuito de CEC fetal tem sido também uma

prioridade técnica.”®* Para tanto, foi desenvolvido um mini-circuito de CEC
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fetal, sem oxigenador, com uma bomba axial e perfusato sem sangue materno,
para comparacdo com circuitos convencionais (rolete e oxigenador). Os
autores estudaram a hemodinamica fetal e as trocas gasosas placentarias. A
miniaturizacdo do circuito da CEC fetal permitiu a preservacdo da funcao
placentaria, quando comparado ao circuito convencional de CEC. De fato, um
dos mecanismos desencadeadores da resposta inflamatéria humoral é a
exposicao do sangue ao circuito da CEC. Ademais, ha relacdo direta entre a
magnitude da inflamacdo e o tempo de exposicdo, tamanho e
biocompatibilidade do circuito.

Ha& duas estratégias relacionadas ao binbmio CEC - Sindrome da
Resposta Inflamatéria Sistémica (SRIS) aplicaveis a cirurgia cardiaca fetal:
minimizar a agressdo ao feto e modular a resposta inflamatéria. Conforme
ilustrado na figura 2, outros fatores coadjuvantes na disfuncédo placentaria
durante e ap6s a CEC fetal incluem a disfuncdo endotelial, liberacdo de
citocinas, infiltracao de células inflamatdrias nos tecidos, ativacéo de neutrofilos
com degranulacdo, ativacdo de plaquetas, do sistema complemento e do
sistema de coagulacdo, além de outras vias inflamatérias e vasoativas,
determinando intensa resposta inflamatoéria, manifestada pela Sindrome da

Resposta Inflamatéria Sistémica.>
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Figura 2- Fisiopatologia da Sindrome da Resposta Inflamatdria Sistémica e disfung&o orgénica.
CEC: Circulagéo extracorpdrea; C: Complemento; IL: Interleucina; PMN: Polimorfonucleares;
PAF: Fator de ativacéo plaquetaria; TNF-a: Fator de Necrose Tumoral Alfa.

A SRIS, desencadeada pela resposta inflamatdria inata, apresenta-se
em graus variados de gravidade. Pode apresentar uma resposta autolimitada
ou progredir para choque cardiogénico e faléncia de multiplos 6rgdos. A
vasodilatacdo periférica, deplecdo de volume intravascular, depressao
miocardica e aumento do metabolismo determinam um desequilibrio entre a
oferta e demanda de oxigénio, resultando em hipdxia e choque.

A inflamacéo inicial € desencadeada pelo contato do sangue com a
superficie estranha do circuito da CEC, que ativa o fator Xll da cascata da
coagulacdo.”® O fator Xll, por sua vez, ativa a calicreina e bradicinina, que

estimulam receptores 1 e P2. Consequentemente, sdo produzidos Oxido
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nitrico, eicosandides e citocinas pro-inflamatorias, que tém seus niveis

52,53

plasmaticos elevados rapidamente. Estas citocinas associam-se ao

complemento e sistemas de contato, ativando os leucécitos>**°,

O segundo mecanismo de inflamacédo associado a CEC relaciona-se a
isquemia e posterior reperfusdo de mudltiplos sitios da microcirculacao
inadequadamente perfundidos. A isquemia-reperfusao (I/R) caracteristicamente
envolve a interacdo entre neutrofilos e células endoteliais. A lesdo endotelial,
trombose microvascular e disfuncdo de Orgdos sao caracteristicos do
fendmeno da I/R.>%°7859

A disfuncd@o microvascular induzida por I/R tem sido descrita na maioria
dos oOrgdos e € reconhecida como um problema potencialmente sério,
encontrado durante uma variedade de procedimentos clinicos e cirargicos,
como terapia trombolitica, transplante de o6rgaos, angioplastia coronariana e
CEC.®® As células endoteliais ativadas em todos os segmentos da
microcirculacdo produzem mais radicais livres de oxigénio e menos Oxido
nitrico no periodo inicial pos reperfusao.

Isto representa o principal substrato fisiopatolégico da inflamacao
consequente a I/R. O desequilibrio resultante entre superdxido e éxido nitrico
em células endoteliais leva a liberacdo de mediadores inflamatérios (fator
ativador de plaquetas e fator de necrose tumoral) e a biossintese de moléculas
de adeséo, favorecendo a adesao de leucocitos ao endotélio.

A interacdo entre neutréfilos e células endoteliais inicia-se com a
marginacao dos neutréfilos na microcirculagdo e seu acoplamento as ceélulas

endoteliais pela conjugacao entre moléculas de adesao da familia das inas (ina

E e ina P), molécula 1 de adeséo intercelular (ICAM-1) e molécula 1 de adesao
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do endotélio vascular (VCAM-1), expressas nas células endoteliais e as
integrinas, expressas na superficie dos neutréfilos. A expressdo dessas
moléculas € resultado do processo de ativacdo do endotélio que ocorre em
condicGes de lesdo tecidual, na presenca de subprodutos de microrganismos
(e.g., lipopolissacaridio - LPS) ou mediante contato com fatores provenientes
da resposta inflamatoria, como componentes das cascatas do complemento,
coagulacéo, citocinas (IL-1, TNF-a) e mediadores, como a histamina e o
leucotrieno B4. As integrinas sao proteinas localizadas na superficie celular,
mediadoras da adesé&o entre neutrdéfilos e células endoteliais, bem como entre
neutrofilos e proteinas da matriz extracelular. O acoplamento da Integrina a seu
ligante € primordial para que ocorra a migracao dos neutrofilos para os tecidos.
As integrinas leucocitarias interagem por meio de adesdo as moléculas de
adesao intercelular (ICAMs), presentes no endotélio ativado. Estas ultimas, por
sua vez, sdo caracterizadas por dominios extracelulares relacionados a familia
das imunoglobulinas e induzidas no endotélio ativado (ICAM-1, VCAM-1), no
endotélio em repouso (ICAM-2) e nos leucécitos ativados (PECAM). A molécula
de adeséo intercelular-1 (ICAM-1), também chamada de CD-54 (Cluster of
Differentiation 54), € uma glicoproteina da superfamilia imunoglobulina. Os
receptores Toll-like (TLR), moléculas de superficie presentes nas células de
defesa do organismo, por sua vez, sdo responsaveis pela geracdo de sinais
que disparam uma seérie de eventos intracelulares envolvendo proteinas e
fatores de transcricdo de inumeros genes. A liberacdo de mediadores
inflamatorios, tais como, fator de necrose tumoral (TNF-a), fator ativador de
plaquetas (PAF), interleucinas (IL-1 e IL-6), 6xido nitrico (NO) e metabdlitos do

acido araquidonico, é responséavel pela febre, coagulacdo intravascular,
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depressdo miocardica e hipotensédo. Elevacdes nos niveis plasmaticos de
interleucinas (IL-6 e IL-8) estdo relacionados a necessidade de suporte
inotropico, aumento da permeabilidade capilar e da mortalidade pds-operatoria.
A ativacdo do complemento (C3a e Cb5a) induz ativacdo e degranulacdo de
neutrofilos, liberacdo de histamina por mastocitos e basoéfilos e agregacao
plaguetaria, que resultam em disfuncdo organica e ventilacdo mecanica
prolongada.

Os efeitos remotos da I/R sdo mais frequentemente observados no
sistema respiratorio e cardiovascular, e podem resultar no possivel
desenvolvimento da SRIS e na sindrome de disfuncdo de mudltiplos 6rgaos,
ambos responsaveis por 30% a 40% da mortalidade em unidades de terapia
intensiva de referéncia terciaria®.

Diante de tais fatos, torna-se evidente que a maior barreira para a
aplicacdo clinica da cirurgia cardiaca intrauterina a céu aberto ndo esta
relacionada a técnica cirdrgica em si, mas sim as respostas fisiopatolégicas do

feto durante a CEC fetal.

14 Sindrome da Resposta Inflamatéria e Pré-Condicionamento

Isquémico

A reperfusdo de tecidos isquémicos € frequentemente associada a
disfuncdo microvascular, com comprometimento do endotélio das arteriolas,
filtracdo de fluidos, obstrucédo de leucécitos em capilares e extravasamento de
proteinas plasmaticas. As células endoteliais ativadas em todos os segmentos

da microcirculagdo produzem mais radicais livres de oxigénio e menos 6xido
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nitrico no periodo inicial poés-reperfusdo. O desequilibrio resultante entre
superéxido e oOxido nitrico em células endoteliais leva a liberacdo de
mediadores inflamatorios (fator ativador de plaquetas e fator de necrose
tumoral) e a biossintese de moléculas de adeséo, favorecendo a adeséo de
leucdcitos no endotélio. Os mediadores inflamatoérios liberados pela reperfusao
ativam células endoteliais de outros 6rgaos a distancia, que nao estdo expostos

ao insulto isquémico inicial (Figura 3).
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Figura 3 - Mecanismos dependentes do endotélio para amplificacdo da resposta inflamatoria.
CD: Cluster of Differentiation; C5a: Fator Complemento 5a; eNOS: 6xido nitrico sintase
endotelial; ICAM: molécula de adeséo intercelular; LTB4: Leucotrieno B4; NF-Kb: Fator nuclear
kappa B; NO: 6xido nitrico; PAF: Fator de ativacdo plaquetaria; PCIR: Pré-condicionamento
isquémico remoto; TNF-a: Fator de Necrose Tumoral Alfa; VCAM: molécula de adesdo do
endotélio vascular.

Esta resposta remota a isquemia-reperfusdo pode resultar em leséo

microvascular dependente de leucdcitos, que € caracteristica da sindrome da
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insuficiéncia de multiplos 6rgdos. Foram demonstradas respostas adaptativas a
lesdo isquemia-reperfusdo, que permitem proteger os tecidos isquémicos
contra os efeitos nocivos da isquemia prolongada, um fendmeno denominado
pré-condicionamento isquémico. O Pré-Condicionamento Isquémico Remoto
(PCIR) tem demonstrado importante eficacia na reducdo do processo
inflamatorio e protecdo a multiplos 6rgdos submetidos a injaria por isquemia-
reperfusdo, tal como ocorre com a circulacdo extracorpOrea. No inicio da
década passada, Carden e Granger descreveram com detalhes a fisiopatologia

da isquemia-reperfusao (Figura 4).%2
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Figura 4 - Mecanismos de amplificagdo de resposta inflamatéria local para resposta
inflamatéria sistémica apos isquemia-reperfusdo. CD: Cluster of Differentiation; ICAM: molécula
de adesao intercelular; LTB4: Leucotrieno B4; PAF: Fator de ativagdo plaquetaria.

O primeiro ensaio clinico a utilizar o PCIR foi publicado em 2006 e
envolveu criancas com cardiopatias congénitas submetidas a correcéo total.”
Neste estudo, a inducdo de quatro ciclos de isquemia no membro inferior,

durante cinco minutos, seguida de cinco minutos de reperfusdo, permitiu uma
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reducdo dos niveis de troponina no pdés-operatorio, menor necessidade de
agentes inotropicos e menor resisténcia das vias respiratorias.

Publicado no ano seguinte, num ensaio clinico randomizado de PCIR
em 57 individuos submetidos a cirurgia de revascularizacdo do miocéardio
eletiva, foram obtidos resultados semelhantes, com uma reducéo dos niveis de
troponina nas primeiras 72 horas do pés-operatorio.*

Desde entdo, varios estudos foram realizados em cirurgia de
revascularizacdo do miocardio (com e sem CEC), correcdo de aneurismas da
aorta abdominal, troca valvar e intervencdo corondria percutanea. O objetivo
principal foi o nivel de troponina no pos-operatoério, que estava associado a pior
prognostico em curto e longo prazo®*® e se correlacionou com a area de
infarto®”*®. Contudo, os resultados dos estudos de PCIR ndo séo uniformes, o
que poderia ser explicado pelas diferencas no protocolo utilizado (local
escolhido para pré-condicionamento, numero de ciclos, tempo de
isquemial/reperfusdo), a idade do doente, as comorbilidades associadas, a
medicacdo e o tipo de anestesia utilizado durante a cirurgia.

Em 2009, Kharbanda et al. revisaram amplamente o PCIR e sua
possivel aplicacdo como método capaz de minimizar os danos teciduais
consequentes ao bindmio isquemia-reperfusdo.” Estes autores demonstraram
em modelo de CEC em suinos que o pré-condicionamento remoto induz um
efeito sistémico protetor multiorgdos com relacdo as lesdes por isquemia-
reperfusdo. Esta protecao é transferivel entre espécies, independentemente da
atividade neurogénica local, e requer a ativacdo de receptores opidides.”

Embora os mecanismos desencadeantes nao estejam ainda totalmente
esclarecidos, estdo estabelecidas as modificacbes celulares verificadas com o
pré-condicionamento, tais como a inducdo da cascata intracelular de cinases,

com consequente modificacdo da funcdo mitocondrial e diminuicdo de
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neutrofilos pro-inflamatorios, devido a alteragbes nos perfis de expressao

génica de leucécitos polimorfonucleares circulantes. H& também o
envolvimento da via neural, através da adenosina, bradicinina e calcitonina.

No ano seguinte (2010), Shimizu et al. avaliaram o impacto do PCIR
sobre a funcdo dos neutrofilos, apés 1 e 10 dias de isquemia transitéria do
antebraco humano (trés ciclos de isquemia de 5 min, seguida de 5 min de
reperfusdo). O estudo demonstrou que o PCIR resultou em diminuicdo da
adesao, exocitose e fagocitose dos neutrdfilos, além da secre¢do diminuida de
citocinas.”

Em 2013, Costa et al. publicaram uma analise interessante de artigos
cientificos publicados desde 1986, data da primeira descricdo do pré-
condicionamento isquémico, até dezembro de 2012, que continham os termos
“remote ischemic preconditioning”.”” Os autores descreveram 0S mecanismos
fisiopatolégicos envolvidos no pré-condicionamento isquémico remoto (Figura
5), mecanismos subcelulares, a fase precoce e tardia do PCIR, a hipotese

neuronal e humoral dos mecanismos de comunicacdo entre territério remoto e

miocardio.

ESTiIMULO

>> RESPOSTA TARDIA >

> SINALIZAGAO > > RESPOSTA
PRECOCE

[ HUMORAL/NEURAL ]

D0 PORD DE
TRAMSIGAO DE
PERMEABILIDADE
MITOCOMDRIAL

ATE QUATRO HORAS

INICIO 24 HORAS APOS

APOS ; ISQUEMIA.
l ISQUEMIA/REPERFUSAQ PROLONGADO POR 48
_ HORAS
[ PROTEINA CINASE C ]
. MAIOR Efeitos anti-
£y = inflamatérios nos
< = RESISTENCIA leucécitos circulantes
IS UEh.fIl.f LF?EiEEFusﬂo ' TECIDUAL A 5
AUEMIAY ISQUEMIA oo e apoptose.
ABERTURA DE ALTERAGAQ DA
CANAIS DE K+ EXPRESSAO Downregulation de genes
GENICA pré-inflamatérios
ENCERRAMENTO

Figura 5 -

Representacdo esquematica das vdarias fases e respetivos mecanismos
fisiopatoldgicos envolvidos no pré-condicionamento isquémico remoto. "’
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A hipétese neuronal considera que substancias produzidas no territorio
remoto submetido a isquemia atuem localmente em vias neuronais aferentes
(Figura 6). Estas ativam varias vias eferentes induzindo a protecdo miocardica.
Uma recente revisdo sobre o tema enfoca o envolvimento potencial de vias
neurogénicas na mediacdo da cardioprotecdo induzida pelo PCIR. De fato, os
efeitos cardioprotetores induzidos pelo PCIR dependem da presenca de vias
neuronais intactas, o que foi confirmado por estudos experimentais envolvendo

seccdo dos nervos vago, femoral ou ciatico. ”
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Figura 6 - Mecanismos neuronal e humoral de protecdo entre territorio remoto e 0Orgaos
distantes. O PCIR protege a mitocéndria contra o estresse oxidativo e promove efeito anti-
inflamatério.

O envolvimento de vias neuronais foi demonstrado experimentalmente
em ratos submetidos ao PCIR, associado a secc¢ao do nervo femoral ou ciético.

O grupo submetido a desnervacdo do membro apresentou uma atenuacédo da
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protecdo conferida pelo PCIR™. Mastitskaya et al. também demonstraram em
ratos que neurdnios do nucleo motor dorsal do nervo vago tem um papel
fundamental na mediacdo do PCIR. A ativacdo deste grupo pré-ganglionar
vagal, mesmo sem isquemia muscular, é suficiente para reproduzir o efeito do
PCIR.”

Loukogeorgakis et al. demonstraram o papel do sistema nervoso
autdonomo no PCIR. Os autores observaram um efeito atenuante sobre o PCIR
através do antagonismo dos receptores nicotinicos e da reserpina (farmaco que
inibe a captagdo de neurotransmissores para as vesiculas sinapticas).”

Em relacdo a hipotese humoral, o estimulo isquémico do PCIR
ocasiona a producdo de diversas substancias que, entrando em circulacéo,
atingem o miocéardio e exercem ai o0 seu efeito protetor (Figura 7). Estudos
experimentais de Weinbrenner et al. demonstraram que o PCIR é mediado pela
proteinoquinase C, elemento comum nas vias de transducdo de sinal.

Curiosamente, a producdo dos fatores de protecdo depende da duracdo da

isquemia do membro.”
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Figura 7- Mecanismo humoral de protecéo entre territorio remoto e 0 miocéardio
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Diante do exposto, pode-se inferir que o PCIR seria um método
simples, rapido, virtualmente sem custos, ndo invasivo e ndo farmacologico
para ser aplicado antes de intervengBes (percutaneas ou cirurgicas) do
coracdo. Esta estratégia parece fazer parte de uma complexa rede de
interacdes intra e inter-orgdos, através da qual o organismo gera estimulos
citoprotetores, que aumentam a sua resisténcia a isquemia.”

No entanto, a literatura ainda € muito escassa em relacdo ao modelo
experimental da CEC em fetos, no que tange a resposta inflamatéria sistémica
e ao pré-condicionamento remoto. Neste estudo, a peculiar fisiopatologia da
inflamacédo sistémica pdés CEC fetal e o impacto do pré-condicionamento

remoto foram analisados em modelo experimental.



2- OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Primério

Analisar a inflamacao sistémica e disfuncdo placentaria em fetos de

ovinos submetidos a CEC.

2.2 Objetivo Secundario

Analisar gases sanguineos, Citocinas, Tromboxane, Prostaglandina e a
expressao das moléculas de adesdo endoteliais nos pulmdes e placenta de
fetos de ovinos submetidos a CEC, com e sem pré-condicionamento isquémico

remoto.



3-METODO
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Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (Anexo A) e realizado
de acordo com as normas de uso de animais em ensino e pesquisa do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). Foram utilizados 18 fetos de
ovinos (50% genética Santa Inés) com pesos comparaveis (Tabela 2) e idade
gestacional aproximada de 130 a 140 dias (termo: 147 dias), divididos em tres

grupos:

Tabela 2 - Peso dos animais do grupo Controle e dos animais submetidos a
circulacao extracorpérea (CEC), com e sem pré-condicionamento isquémico
remoto (PCIR)

Grupos Controle CEC sem PCIR CEC com PCIR Valor de p
Ovelhas 51,33+5,28 48,50 £ 2,05 51,00 £ 0,00 0,801
Fetos 2,68 £ 0,20 2,98 £ 0,42 2,96 £ 0,39 0,872

Valores (Kg) = Média + Erro Padrdo das Médias; n=6 para cada grupo.

3.1 Grupo Controle Negativo

Os fetos foram submetidos a toracotomia, porém sem o PCIR e sem
estabelecimento da CEC. Foram respeitados os mesmos tempos cirirgicos dos

demais grupos para coleta de amostras sanguineas (Figura 8).
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OVELHA | | FETO
Tempo (min)
20 40 60 88 128 158 218 248 278
Inducéo Simulagdo tempo de Toracotomia 30 min. 60 min. 120 min.
Anestésica Laparotomia Pre—Cohndl\monamento Acesso arterial Instalagdio CEC Pos-CEC Pés-CEC Pos-CEC
Acesso Arterial Histerotomia Isquémico remoto Acesso venoso da CEC Obito fetal
Acesso Venoso
o Gasometria Gasometria | | Gasometria [ | Gasometria
Bidpsia - TNF-alf TNF-alf i
TNF-alfa TNF-alfa NF-alfa NF-alfa Gasometria
d IL-1 IL-1 IL-1 IL-1 Bidpsias:
a IL-6 Gasometria IL-6 IL-6 IL-6 Pulm3o
IL-10 IL-10 IL-10 IL.-10 Placenta
Placenta PGE2 PGE2 PGE2 PGE2
TBX2 TBX2 TBX2 TBX2

Figura 8- Cronograma do grupo Controle negativo.

CEC: Circulagédo extracorporea; TNF-a: Fator de Necrose Tumoral Alfa;
IL: Interleucina; PGE: Prostaglandina; TBX: Tromboxane

3.2

Grupo Controle Positivo

Os fetos foram submetidos a 30 minutos de CEC, sem oxigenador no

circuito, tendo a placenta como Unico oxigenador in-vivo da circulagéo fetal.

Ndo foi realizado o pré-condicionamento isquémico remoto prévio. Foram

respeitados 28 minutos sem intervencdes, antes do estabelecimento da CEC

(tempo equivalente ao pré-condicionamento do grupo de estudo), conforme

demonstrado na Figura 9.
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OVELHA | | FETO
Tempo (min)
20 40 60 88 128 158 218 248 278
Indugio 5'-"““|a§5_°‘temp° de Toracotomia 30 min. 60 min. 120 min.
Anestésica Laparotomia | |Pré-Condicionamentol | acesso arterial Instalagdo CEC Pés-CEC Pos-CEC Pés-CEC
Acesso Arterial | picterotomia Isquémico remoto | | Acecso venoso da CEC Obito fetal
Acesso Venoso
o Gasometria Gasometria | | Gasometria | | Gasometria
Bidpsia TNF-alfa TNF-alfa TNF-alfa TNF-alfa Gasometria
-1 IL-1 IL-1 IL-1 Biopsias:
da IL-6 Gasometria IL-6 IL-6 IL-6 Pulmio
IL-10 IL-10 IL-10 IL-10 Placenta
Placenta PGE2 PGE2 PGE2 PGE2
TBX2 TBX2 TBX2 TBX2

Figura 9 - Cronograma do grupo Controle positivo.

CEC: Circulagédo extracorporea; TNF-a: Fator de Necrose Tumoral Alfa;
IL: Interleucina; PGE: Prostaglandina; TBX: Tromboxane

3.3

Grupo Pré-condicionado (PCIR)

Os fetos tiveram um pré-condicionamento isquémico remoto, através de quatro

ciclos de isquemia intermitente do membro traseiro (cinco minutos de

garroteamento do membro, alternados com dois minutos de reperfusdo), antes

da canulacdo venosa e arterial. Posteriormente, os fetos foram também

submetidos ao mesmo tempo de CEC (Figura 10).
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OVELHA | ‘ FETO
Tempo (min)
20 40 60 88 128 158 218 248 278
Indugdo ) » Toracotomia 30 min. 60 min. 120 min.
Anestésica Laparotomia Pr'e-CoAnd‘luunamento Acesso arterial Instalagio CEC Pés-CEC Pés-CEC Pés-CEC
Acesso Arterial Histerotomia isquémico remoto Acesso venoso da CEC Obito fetal
Acesso Venoso
Bidosi Gasometria Gasometria | | Gasometria | | Gasometria
iopsia
p TNF-alfa TNF-alfa TNF-alfa TNF-alfa Gasometria
IL-1 IL-1 IL-1 -1 Bidpsias:
de IL-6 Gasometria IL-6 IL-6 IL-6 P o
IL-10 IL-10 IL-10 IL-10 Pulméo
Placenta PGE2 PGE2 PGE2 PGE2 Placenta
TBX2 TBX2 TBX2 TBX2

Figura 10 - Cronograma do grupo Pré-condicionado.
CEC: Circulagéo extracorporea; TNF-a: Fator de Necrose Tumoral Alfa;
IL: Interleucina; PGE: Prostaglandina; TBX: Tromboxane

3.4

Anestesia

Os animais foram mantidos em jejum alimentar e hidrico pré-operatorio

por 24 horas. As ovelhas receberam pré-medicacdo anestésica composta de

Cetamina (10mg/kg) e Midazolam (0,5 mg/kg), por via intramuscular (IM). A

seguir, uma linha venosa foi obtida através de punc¢éo da veia jugular do animal

para infusdo de farmacos e solucdo cristaldéide. A inducdo anestésica foi

complementada com a associacao entre Propofol (2,6-diisopropilfenol; 3mg/kg),

Cetamina (2mg/kg) e Fentanil (2 pg/kg), por via intravenosa. A ovelha foi
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colocada em decubito esternal para intubacéo oro-traqueal e, posteriormente,
colocada em ventilacdo mecanica, sem necessidade de bloqueio
neuromuscular (ventilador Dixtal DX2020). A ventilacdo foi mantida com fracao
inspirada de oxigénio em 100% com volume corrente de 7-10 ml/kg, 15 a 20
respiracdes por minuto e PEEP de 5 cmH,0. O ajuste fino destes parametros
foi realizado de acordo com a avaliacdo da capnografia e gasometria basal da
mae. A anestesia foi mantida com Isoflurano em oxigénio 100% associado ao
bloqueio regional através de anestesia peridural lombossacra com Bupivacaina

(30 mg), morfina (6 mg), diluidas em 10 ml de solugéo salina fisiolégica (Figura

11).

Figura 11- Anestesia peridural lombossacra da ovelha

A monitorizagao foi padronizada com eletrocardiografia, oximetria, CO2
expirado (ETCO2) e registro de pressao arterial materna, obtida apos a

colocagédo do cateter na artéria auricular e registrada continuamente através de
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sistema computadorizado (Dixtal DX2020) e software de interpretacéo
ACQknowledge 3.01. A anestesia fetal foi complementada com injecdo de
Cetamina (aproximadamente 50 mg/kg - I.M.), logo apdés a abertura da
cavidade uterina. A ovelha foi hidratada com solucdo de Ringer simples, a 6
ml/kg/hora. A profilaxia antibidtica foi contemplada com uma dose de penicilina
benzatina 1.200.000 UI, trés doses de cefalotina 1g e gentamicina 40 mg por

via intramuscular (IM), a cada 12 horas, com inicio logo antes da operacéo.

35 Procedimento

Apds monitorizacdo completa, a ovelha foi preparada para intervengao
cirirgica estéril. O Uutero foi exposto através de laparotomia mediana
longitudinal infra umbilical. Um dos membros traseiros do feto foi localizado por
palpacdo e orientou a primeira histerotomia. A seguir, o liquido amniotico foi
aspirado para realizar a primeira bidpsia placentaria. O membro traseiro foi
entdo extraido para administracdo intramuscular do anestésico fetal
(Cetamina). No grupo PCIR, o membro traseiro foi submetido aos ciclos
preconizados de isquemia-reperfusdo. Posteriormente, a primeira histerotomia
foi fechada com fio absorvivel, em dois planos. A segunda Histerotomia, de
aproximadamente 10 cm, foi orientada pelo membro dianteiro esquerdo. O
membro dianteiro foi entdo extraido da cavidade uterina para canular os vasos
axilares com cateter intracath 17-G (Becton Dickinson - Juiz de Fora, MG), com

0 objetivo de repor eventuais perdas sanguineas e monitorizar a pressao
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arterial sistémica fetal, além de coletar amostras de sangue fetal para analise
de gases sanguineos (Nova Biomedical — Stat Profile Ultra; Waltham, MA,

EUA), e dosagem de marcadores inflamatérios (Figura 12).

Figura 12- Cateterismo dos vasos axilares do feto, imediatamente apds a segunda

histerotomia.

3.6 Instalacdo da CEC fetal

Posteriormente & monitorizacao fetal e pré-condicionamento isquémico
remoto, quando designado, foi realizada toracotomia mediana transesternal
para exposicdo do coracdo e canulacdo do atrio direito e tronco pulmonar

(Figura 13), apos administracao de heparina sistémica no feto (400 UI/Kg).
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Cateteres

Arterial e Venoso

Céanula venosa

(Atrio direito) ™ ey 4
2

Canula arterial

(tronco pulmonar)

Figura 13 - Detalhe do coracao fetal exposto através de toracotomia mediana transesternal,
para canulagédo arterial no tronco pulmonar e venosa no atrio direito.

O circuito da CEC fetal foi composto por uma mini-bomba centrifuga
Rotaflow Maquet (Hirrlingen, Alemanha), conforme demonstrada na figura 14.
N&o foi utilizado oxigenador no circuito, permanecendo a placenta como unico

oxigenador in-vivo da circulacao fetal.
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Figura 14 - Bomba Rotaflow do circuito da circulacédo extracorpérea fetal

O perfusato foi feito com solucéo de ringer simples pré-aquecido a 40°
C. A CEC fetal foi feita em normotermia, objetivando-se um fluxo em torno de
200 ml/min/kg de peso fetal. A circulacdo extracorporea foi mantida por 30
minutos (Figura 15). Apds a CEC, o feto foi mantido durante 120 minutos para
avaliacdo final dos marcadores inflamatorios, hemodindmica e funcgéo

placentaria (gases sanguineos).

Figura 15 - Mini-circuito da circulagdo extracorpérea fetal com bomba Rotaflow, sem

oxigenador, preenchido com ringer simples pré-aquecido a 40° C
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3.7 Coleta de Amostras Sanguineas

Foram colhidas amostras fetais para dosagem de marcadores
inflamatoérios e gasometria arterial imediatamente apds a obtencdo das linhas
arterial e venosa de ambos (12 coleta), antes do estabelecimento da CEC fetal
(22 coleta), durante a CEC fetal (32 coleta), 30, 60 e 120 minutos apos o
encerramento da CEC fetal (42, 5% e 62 coletas), conforme demonstrado na

tabela 3.

Tabela 3- Coleta de amostras para avaliar gases sanguineos fetais

Acesso Vascular Periférico Fetal (Basal): 12 Coleta

Pré CEC Fetal: 22 Coleta
Durante a CEC fetal: 32 Coleta
30 minutos Pés CEC Fetal: 42 Coleta
60 minutos Pds CEC Fetal: 52 Coleta
120 minutos Pos CEC Fetal: 62 Coleta

3.8 Avaliacdo do Processo Inflamatério

3.8.1 Avaliagéo Histologica

Completado o protocolo cirargico, os fetos foram extraidos para analise

morfologica dos pulmdes. Em seguida, foi executada a segunda biépsia da
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placenta. As amostras destes 6rgdos foram fixadas em solucédo de formalina
salina (formol a 10% em solucéo salina a 0,9%, tamponado com fosfato de
sédio monobasico e bibasico, para pH 7,0). As bidpsias foram assim mantidas
por um periodo de 24 horas. A seguir, foram incluidas em parafina e
processadas para analise histolégica. A partir dos blocos, foram submetidas a
cortes histolégicos de 5 um de espessura, utilizando-se microtomo (Leica RM
2145). Os cortes foram pescados em laminas de vidro previamente tratadas
com organosilano e levados a temperatura de 37°C para secagem e colagem.
Seguiram-se as colora¢cdes pelas técnicas de Hematoxilina-Eosina (HE) e de

Miller para demonstracéo de fibras elasticas.

3.8.1.1 Avaliacao Histologica dos Pulmdes

O percentual da espessura de parede das arteriolas bronquiolares e o
edema inflamatorio foram analisados em sistema de analise de imagens com
auxilio do software Zeiss Axiovision (Hallbergmoos, Alemanha). A espessura
da parede bronquiolar foi quantificada em percentual do calibre dos vasos,

calculado pela seguinte férmula, conforme descrito por Rabinovitch et al.”®:

2 X espessura da parede x 100
Diametro externo
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Para cada animal, foram analisados 10 campos microscépicos para
leitura das arteriolas seccionados no seu menor diametro (Figura 16). O valor

final foi tomado como a média das medidas.

Figura 16 -. Fotomicrografia do pulmé&o fetal, corada pela técnica de técnica de Miller para
demonstracdo de fibras elasticas. Campo com arteriola seccionada no seu menor diametro
para avaliacdo percentual da espessura de parede

A avaliacao da fracdo de area dos septos interlobulares do pulméo fetal
foi feita através de sistema teste com 336 pontos sobre cinco imagens
aleatorias do pulméo fetal. Foram contados os pontos incidentes sobre os

septos interlobulares. Os resultados de cada feto foram obtidos a partir da
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média entre as observacgBes das cinco imagens. Admitiu-se que valores
maiores de fracdo de area de septos interlobulares representam maior edema

pulmonar.

3.8.1.2 Avaliagao Histolégica da Placenta

A fracdo da area dos nucleos de células e de vasos intersticiais da
placenta foi quantificada através de um sistema-teste contendo 340 pontos
espacados regularmente. Para cada feto, foram escolhidos quatro campos
(aumento de 400x) aleatoriamente de cada condi¢do, ou seja, das amostras
basais e finais do protocolo. Para cada campo, foi determinado o nimero de
pontos sobre os nucleos de células e de vasos intersticiais da placenta, relativo
ao numero de pontos sobre o campo inteiro. Esta relacdo determina a fracéo

de area ocupada por nucleos e vasos da placenta.

3.8.2 Avaliagdo Imuno-Histoquimica

Fragmentos de pulmdes e placenta, apds processamento histolégico
descrito anteriormente, foram também seccionados e submetidos a exame
imuno-histoquimico para a pesquisa das moléculas de adesdo endoteliais,
Intercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) e Vascular Cell Adhesion Molecule-
1 (VCAM-1) e receptores Toll-like 4. Cortes de 4um de espessura foram
colocados em laminas de vidro, previamente revestidas com organo-silano 3-
Aminopropil-trietoxi-silano (Sigma Chemical Co. - Saint Louis, MO - EUA) em

suporte adequado. O processo de remocdo da parafina foi realizado em xilol
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guente (estufa a 65° C), durante 15 minutos e, posteriormente, em 3 banhos de
xilol frio. Para hidratacdo dos cortes, as laminas foram colocadas em dois
banhos de alcool absoluto, seguidos de banhos com alcool 95°, alcool 70° e
acido férmico por 3 minutos. Em seguida, foram lavadas em agua corrente néo
ionizada. A recuperagdo dos sitios antigénicos foi realizada em alta
temperatura, com solucdo de EDTA pH 8 (EasyPath) e Tris-citrato pH9 (Dako -
Santa Clara, CA - EUA), de acordo com a padronizacdo de cada anticorpo. O
bloqueio da peroxidase enddgena presente nas heméacias foi feito com agua
oxigenada 10 volumes (3%) por quatro tempos de cinco minutos. No caso
especifico do anticorpo Toll-Like 4, foi utilizado o bloqueio de proteina (Dako
Cytomation) por 10 minutos, a temperatura ambiente. As laminas foram entéo
incubadas com os anticorpos primarios por um periodo de 12 horas, em
geladeira (4° C), de acordo com a concentracdo padronizada. Posteriormente,
os anticorpos foram diluidos em solucdo diluente Universal (EasyPath
Diagnésticos — Séo Paulo, SP). A seguir, as laminas foram incubadas com o kit
de amplificacdo Novolink Max Polymer Novocastra (Leica Biosystems
NewCastle - Nussloch, Alemanha). Foi utilizado como cromogeno a
Diaminobenzidina (Sigma-Aldrich Chemie - Steinheim, Alemanha) e a contra-
coloragdo com Hematoxilina de Harris (Merck - Darmstadt, Alemanha) para

todos 0s casos.

3.8.3 Ensaio de Imunoadsorc¢éao Enziméatica (ELISA)

Amostras de plasma foram utilizadas para a determinacdo das
concentragdes séricas de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), Interleucina

(IL)-1B, IL-6 e IL-10, através da utilizacdo de kits de ELISA especificos para
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ovinos, segundo instrugdes do fabricante (MyBioSource Inc., San Diego, CA,
USA). Os resultados foram expressos em pg/mL. As mesmas amostras foram
utilizadas para a determinacdo das concentracfes séricas de prostaglandina E
(PGE)-2 e tromboxana (TBX)-2, por técnica de ELISA, segundo instrucbes do
fabricante (Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA). Os resultados foram
expressos em pg/mL. Os ensaios imuno-enzimaticos e imuno-histoquimicos
foram conduzidos no Laboratério de Investigacdo Médica em Cirurgia
Cardiovascular e Fisiopatologia da Circulacdo (LIM-11) da Faculdade de

Medicina da Universidade de Sao Paulo.

3.9 Analise estatistica

Os resultados sé@o expressos como média + erro padrdo da média e
avaliados utilizando-se analise de variancia de dois fatores (grupos e
momentos), seguida das comparacbes mdultiplas de Bonferroni. O nivel de
significancia utilizado foi de 5%. Foi utilizado o programa de estatistica

GraphPad Prism (versao 5.0, La Jolla, CA — EUA).



4- RESULTADOS
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Houve dois 6bitos em cada um dos grupos de estudo apés a CEC,
antes do final do protocolo (mortalidade: 33,3%), relacionados a disfuncéo

placentaria progressiva.

4.1 Avaliacdo Hemodinamica

As medidas de frequéncia cardiaca dos fetos ao longo do protocolo estéo

apresentadas na figura 17.
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Figura 17 - Frequéncia Cardiaca fetal do grupo Controle e dos animais submetidos a
circulagdo extracorpdrea (CEC), com e sem pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR).
n=6 para cada grupo; p<0,0001 entre 0s grupos.

Valores (batimentos/minuto) = Média + Erro Padrdo das Médias.

Houve diferenca significativa da frequéncia cardiaca fetal entre os grupos

(p<0,0001). O grupo submetido ao pré-condicionamento isquémico apresentou
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frequéncia cardiaca maior que os demais grupos (controle: p=0,001; CEC
simples: p<0,0001). Ndo houve diferenca entre o grupo controle do grupo da
CEC simples (p=0,61).

Os dados de pressao arterial média sistémica dos fetos ao longo do protocolo

estdo apresentados na figura 18.
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Figura 18 - Pressdo arterial média sisttmica dos fetos do grupo Controle e dos animais
submetidos a circulagéo extracorpérea (CEC), com e sem pré-condicionamento isquémico remoto
(PCIR).

n=6 para cada grupo; p=0,004 entre 0s grupos.

Valores (mm Hg) = Média * Erro Padréo das Médias.

Foi observada diferenca significativa entre os grupos (p=0,004) e
entre os diversos momentos do protocolo (p=0,0002). Entretanto, houve uma
gueda progressiva da pressao arterial sistémica dos animais do grupo da CEC

simples ao longo do protocolo em relagéo ao grupo controle (p=0,006). O grupo
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submetido ao pré-condicionamento isquémico remoto nado diferiu dos demais
grupos (controle: p=0,22; CEC simples: p<0,53).
Os dados de fluxo sanguineo durante a CEC fetal dos grupos com e

sem pré-condicionamento isquémico estdo apresentados na figura 19.
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Figura 19 - Fluxo sanguineo da circulacdo extracorpérea (CEC) dos grupos com
e sem pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR).

n=6 para cada grupo; p=0,0002 entre 0s grupos.

Valores (ml/min/Kg de peso fetal) = Média + Erro Padréo das Médias.

Houve diferenca significativa do fluxo da CEC entre 0s grupos
(p=0,0002), variando entre 87,2 ml.mintkg® + 12,2 ml.mintkg? a 137,0
ml.min".kg™* + 16,3 ml.min™.kg™® no grupo Controle Positivo, enquanto que no

grupo submetido ao pré-condicionamento isquémico remoto, o fluxo variou
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entre 170,1 ml.mint.kg™® + 29,7 ml.min".kg?a 191,4 ml.min*.kg™ + 36,0 ml.min"

kg™

4.2 Avaliacdo Metabdlica

Foram analisadas amostras de sangue arterial fetal, apresentadas nas
figuras 19 (pH), 20 (presséo de oxigénio), 21 (pressao de dioxido de carbono),

22 (saturacdo de oxigénio), 23 (Bicarbonato de sédio) e 24 (lactato).

Os animais submetidos a CEC, com ou sem pré-condicionamento
isquémico remoto, desenvolveram uma acidose progressiva durante e apos a

CEC, em relacao ao grupo controle negativo (Figura 20).
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Figura 20 - pH arterial fetal do grupo Controle e dos animais submetidos a circulacdo extracorporea
(CEC), com e sem pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR).

n=6 para cada grupo; p<0,0001 entre 0s grupos.

Valores = Média + Erro Padrao das Médias.
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Foi observada diferenca significativa entre os grupos (p<0,0001) e
entre os diversos momentos do protocolo (p=0,0003). Ambos o0s grupos de
estudo desenvolveram acidose significativa ao longo do protocolo em relacao
ao grupo controle (p<0,0001). N&ao foi observada diferenca significativa entre os
grupos de estudo (p=0,09).

Em relacdo as medidas de pO, arterial fetal, a figura 21 mostra uma
diferenca significativa entre os grupos (p=0,0002) e entre os diversos
momentos do protocolo (p=0,0009). Ambos os grupos de estudo apresentaram
hipoxemia apds o inicio da CEC, quando comparados ao grupo controle (CEC
simples: p=0,002; CEC com pré-condicionamento isquémico remoto:
p=0,0004). Similarmente ao pH, ndo foi observada diferenca significativa entre

0s grupos de estudo (p>0,999).
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Figura 21 - Pressdo de oxigénio arterial fetal do grupo Controle e dos animais submetidos a
circulagdo extracorpdrea (CEC), com e sem pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR).
n=6 para cada grupo; p=0,0002 entre 0s grupos.

Valores (mm Hg) = Média + Erro Padrédo das Médias.
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Na figura 22, a andlise dos niveis de dioxido de carbono arterial fetal
evidenciou uma diferenga significativa entre os diversos momentos do
protocolo (p<0,0001), ndo identificando, porém, diferenca significativa entre os
grupos (p=0,08). Entretanto, houve uma tendéncia de aumento progressivo de
diéxido de carbono arterial fetal nos animais dos grupos submetidos a CEC,
com ou sem pré-condicionamento isquémico remoto, ocasionando uma acidose

respiratoria nos fetos destes grupos.
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Figura 22 - Pressdao de di6xido de carbono arterial fetal do grupo Controle e dos animais
submetidos a circulacdo extracorpdrea (CEC), com e sem pré-condicionamento isquémico remoto
(PCIR).

n=6 para cada grupo; p=0,08 entre 0s grupos.

Valores (mm Hg) = Média + Erro Padréo das Médias.

A figura 23 mostra o grafico da saturacédo de oxigénio arterial fetal dos
trés grupos. Houve diferenca significativa entre os grupos (p<0,0001) e entre os

diversos momentos do protocolo (p<0,0001). A partir do estabelecimento da
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CEC, ambos os grupos de estudo evoluiram com uma queda significativa da
saturacdo de oxigénio arterial (sem pré-condicionamento isquémico remoto:
p<0,0001; pré-condicionado: p=0,04) em relacdo ao grupo Controle Negativo.
Foi observada uma saturacdo de oxigénio arterial fetal inferior no grupo

Controle Positivo em relacéo ao grupo pré-condicionado (p=0,02).
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Figura 23 - Saturacé@o de oxigénio arterial fetal do grupo Controle e dos animais submetidos a
circulacdo extracorpdrea (CEC), com e sem pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR).
n=6 para cada grupo; p<0,0001 entre 0s grupos.

Valores (%) = Média + Erro Padréo das Médias.

Em relacdo ao Bicarbonato de Sodio arterial fetal, foi observada
diferenca significativa entre os grupos (p<0,0001). Ambos os grupos de estudo
apresentaram valores de Bicarbonato de Sddio significativamente inferiores ao

grupo controle, ao longo do protocolo (p<0,0001 para ambos os grupos de
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estudo). O grupo pré-condicionado apresentou niveis sanguineos
significativamente menores que o grupo sem pré-condicionamento isquémico
remoto (p<0,0004), com piora progressiva ao longo do protocolo, o que

corrobora uma acidose mista (Figura 24).
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Figura 24 - Bicarbonato de Sddio arterial fetal do grupo Controle e dos animais submetidos a
circulagdo extracorpdrea (CEC), com e sem pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR).

n= 6 para cada grupo; p<0,0001 entre 0s grupos.

Valores (mg/%) = Média + Erro Padrao das Médias.

A Figura 25 mostra a evolucao dos niveis de lactato durante o protocolo. Houve
diferenca significativa entre os grupos (p<0,0001) e entre os diversos
momentos do protocolo (p=0,02). A partir do estabelecimento da CEC, os
animais dos grupos de estudo apresentaram um aumento progressivo do
lactato em relagdo ao grupo controle (grupo Controle Positivo: p<0,0001; pré-
condicionado: p=0,0003). Nado houve diferenca dos valores de lactato entre os

grupos de estudo. No final do protocolo, foi observado um incremento de
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140,9% no grupo Controle Positivo e de 144,2% no grupo com pré-
condicionamento isquémico remoto, em relacdo ao grupo Controle Negativo no

mesmo momento.
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Figura 25 - Lactato venoso fetal do grupo Controle e dos animais submetidos a circulacdo
extracorpérea (CEC), com e sem pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR).

n= 6 para cada grupo; p<0,0001 entre 0s grupos.

Valores (mg/dl) = Média + Erro Padrao das Médias.

4.3 Avaliacao do Processo Inflamatoério

4.3.1 Avaliacdo Histologica

O percentual da espessura das paredes das arteriolas bronquiolares

fetais dos trés grupos esta demonstrado na figura 26. Foi observada diferenca

significativa entre os grupos (p<0,01), sendo que o grupo da CEC simples
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apresentou um percentual de espessura da arteriolas bronquiolares
significativamente maior que o grupo controle (p<0,05). Por outro lado, ndo
houve diferencas quanto ao percentual de espessura dessas arteriolas entre os

grupos de fetos pré-condicionados e o grupo Controle.
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Figura 26 - Percentual da espessura das arteriolas bronquiolares do grupo Controle e dos animais
submetidos a circulagdo extracorporea (CEC), com e sem pré-condicionamento isquémico remoto
(PCIR).

n= 6 para cada grupo; p<0,01 entre os grupos.

Valores (%) = Média + Erro Padrao das Médias.

Em relacdo a fracdo de area dos septos interlobulares dos pulmbes
fetais, demonstrada na figura 27, ndo foram observadas diferencas

significativas entre os grupos (p=0,589).
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Figura 27 - Percentual da area do septo interlobular pulmonar do grupo Controle e dos animais
submetidos a circulagdo extracorpérea (CEC), com e sem pré-condicionamento isquémico remoto
(PCIR).

n= 6 para cada grupo; p>0,05 entre 0s grupos.

Valores (%) = Média + Erro Padrao das Médias.

A fracdo de area dos nucleos das células placentarias esta apresentada
na figura 28. N&o foi observada diferenca significativa entre os grupos (p= 0,65)

ou entre os momentos basal e final (p= 0,07).
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Figura 28 - Fracéo da area dos nucleos das células placentérias do grupo Controle e dos animais
submetidos a circulagéo extracorpérea (CEC), com e sem pré-condicionamento isquémico remoto
(PCIR).

n= 6 para cada grupo; p=0,91 para interacéo entre grupos e momentos.

Valores (%) = Média + Erro Padrao das Médias.

A fracdo de area dos vasos intersticiais da placenta esta apresentada
na figura 29. Foram observadas diferencas entre os grupos (p< 0,03) e entre os
momentos do protocolo (p< 0,04). A diferenca foi pontuada nho momento basal,

entre os grupos controle e CEC simples (p< 0,01).
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Figura 29 - Fracdo da éarea dos vasos placentarios do grupo Controle e dos animais
submetidos a circulacdo extracorporea (CEC), com e sem pré-condicionamento isquémico
remoto (PCIR).

n= 6 para cada grupo; p<0,04 para interacdo entre grupos e momentos.

Valores (%) = Média + Erro Padréo das Médias.

4.3.2 Imuno-histoquimica da Placenta - Intersticio

A expressdo da molécula de adesao intercelular-1 (ICAM-1) no
intersticio da placenta dos trés grupos estd demonstrada na Figura 30. Os
grupos de estudo apresentaram niveis inferiores agueles do momento basal do
grupo Controle (p<0,05). Ndo houve diferenca significativa entre os grupos no

momento final (p>0,05).
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Figura 30 - Valores percentuais basais e finais da molécula de adesao intercelular-1 (ICAM-1) na
placenta do grupo Controle e daqueles submetidos a circulagédo extracorpérea (CEC),

com e sem pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR).

n= 6 para cada grupo; p=0,01 entre os grupos.

Valores (%) = Média + Erro Padrao das Médias.

N&o foram observadas diferencas significativas para os valores da
expressdo da molécula de adesédo vascular-1 (VCAM-1) no intersticio da

placenta dos trés grupos, conforme demonstrado na Figura 31 (p>0,05).



Resultados 57

4,5
EBASAL FINAL

p>0,05

35 1 1

2,5 1

151

VCAM PLACENTA (%)

0,5 1

CONTROLE CEC SIMPLES CEC +PCIR

Figura 31- Valores percentuais basais e finais da molécula de adeséo vascular-1 (VCAM-1) no
intersticio da placenta do grupo Controle e dos animais submetidos a circulagédo extracorporea
(CEC), com e sem pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR).

n= 6 para cada grupo; p>0,05 entre os grupos, nos momentos basal e final do protocolo.
Valores (%) = Média + Erro Padrao das Médias.

A Figura 32 mostra os valores percentuais basais e finais do receptor
Toll-Like-4 no intersticio da placenta dos trés grupos. Similarmente ao VCAM,
nao foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos ou entre os

momentos basal e final (p=0,15).
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Figura 32 -. Valores percentuais basais e finais do receptor Toll-Like-4 (TLR) no intersticio da
placenta do grupo Controle e dos animais submetidos a circulacéo extracorpérea (CEC), com e
sem pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR).

n= 6 para cada grupo; p=0,15 entre 0s grupos, nos momentos basal e final do protocolo.
Valores (%) = Média + Erro Padrédo das Médias.

4.3.3 Imuno-histoquimica da Vasculatura Placentéria

A figura 33 mostra os valores percentuais basais e finais da expressao
da molécula de adeséo intercelular-1 (ICAM-1) na vasculatura placentaria dos
animais dos trés grupos. Ambos o0s grupos de estudo apresentaram maior

expressao desta molécula em relacéo ao grupo controle (p< 0,05).
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Figura 33 - Valores percentuais basais e finais da molécula de adesao intercelular-1 (ICAM-1)
da vasculatura placentaria dos animais do grupo Controle e daqueles submetidos a circulagéo
extracorpérea (CEC), com e sem pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR).

n= 6 para cada grupo; p<0,004 entre 0s grupos.

Valores (%) = Média + Erro Padrdo das Médias.

A expressdo da molécula de adesédo vascular (VCAM) na vasculatura
placentaria dos trés grupos esta demonstrada na Figura 34. Nao foram
observadas diferencas significativas entre 0s grupos ou entre 0s momentos

basal e final (p>0,32).
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Figura 34 - Valores percentuais basais e finais da molécula de adesdo vascular (VCAM) da
vasculatura placentaria dos animais do grupo Controle e daqueles submetidos a circulagcéo
extracorpérea (CEC), com e sem pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR).

n= 6 para cada grupo; p>0,32 para interacdo entre grupos e momentos.

Valores (%) = Média + Erro Padrédo das Médias.

A figura 35 mostra os valores percentuais basais e finais da expresséo
do receptor Toll-Like 4 na vasculatura placentéria dos animais dos trés grupos.
Similarmente ao VCAM, nao foram observadas diferencas significativas entre

0S grupos ou entre os momentos basal e final (p>0,71).
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Figura 35 - Valores percentuais basais e finais do receptor Toll-Like 4 (TLR) da vasculatura
placentaria dos animais do grupo Controle e daqueles submetidos a circulacdo extracorporea
(CEC), com e sem pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR).

n= 6 para cada grupo; p>0,71 para interacdo entre grupos e momentos.

Valores (%) = Média + Erro Padrédo das Médias.

4.3.4 Imuno-histoquimica dos Pulmdes Fetais

A figura 36 mostra os valores percentuais da expressao da molécula de

adesao intercelular-1 (ICAM-1) nos pulmdes dos animais dos trés grupos. N&o

houve diferencas significativas entre os grupos (p= 0,467).
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Figura 36 - Valores percentuais da molécula de adesao intercelular-1 (ICAM-1) nos pulmdes
dos animais do grupo Controle e daqueles submetidos a circulacdo extracorpérea (CEC), com
e sem pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR).

n= 6 para os grupos Controle negativo e positivo; n=5 para o grupo submetido a CEC e PCIR.

p=0,467 entre os grupos; Valores (%) = Média + Erro Padrdo das Médias.

A expressdo da molécula de adeséao vascular-1 (VCAM-1) nos pulmdes
dos animais dos trés grupos esta demonstrada na Figura 37. Similarmente a
molécula de adesdo intercelular-1, n&o foram observadas diferencas

significativas entre os grupos (p= 0,240).
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Figura 37 - Valores percentuais da molécula de adesao vascular-1 (VCAM-1) nos pulm&es dos
animais do grupo Controle e daqueles submetidos a circulagéo extracorpérea (CEC), com e
sem pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR).

n= 6 para cada grupo; p=0,240 entre 0s grupos.

Valores (%) = Média + Erro Padrao das Médias.

A figura 38 mostra os valores percentuais da expressao do receptor
Toll-Like 4 nos pulmdes dos animais dos trés grupos. Similarmente as
moléculas de adeséo intercelular e vascular, ndo foram observadas diferencas

significativas entre os grupos (p= 0,225).
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Figura 38 - Valores percentuais do receptor Toll-Like 4 (TLR) nos pulmdes dos animais do
grupo Controle e daqueles submetidos a circulacdo extracorpérea (CEC),

com e sem pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR).

n= 6 para cada grupo; p=0,225 entre grupos.

Valores (%) = Média + Erro Padrao das Médias.

4.3.5 Ensaio de Imunoadsorgdo Enzimatica (ELISA)

A figura 39 mostra os valores séricos fetais de tromboxana A2 dos trés
grupos. Os grupos de estudo foram diferentes do grupo Controle (p=0,03).
Apés 60 minutos da interrupcdo da CEC fetal, o pré-condicionamento
isquémico remoto foi capaz de minimizar significativamente a liberacdo desta

prostaglandina vasoativa (p=0,03).
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Figura 39 - Valores séricos fetais de Tromboxana do grupo Controle e dos animais submetidos a
circulagdo extracorpdrea (CEC), com e sem pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR).

n= 6 para cada grupo; p=0,01 entre 0os grupos controle positivo e aquele submetido a circulagao
extracorpérea (CEC), com pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR).

Valores (pg/ml) = Média + Erro Padrao das Médias.

Os valores séricos de Prostaglandina fetal dos trés grupos estédo
apresentados na figura 40. Ap6s 60 minutos de encerramento da CEC fetal, foi
observada diferenca significativa entre os grupos de estudo, com um aumento
de 249,44% no grupo pré-condicionado em relacdo ao grupo da CEC simples

(p=0,02).
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Figura 40 - Valores séricos fetais de Prostaglandina E2 do grupo Controle e dos animais submetidos
a circulacao extracorporea (CEC), com e sem pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR).

n= 6 para cada grupo; p=0,02 entre os grupos submetidos a CEC, com e sem PCIR.

Valores (pg/ml) = Média + Erro Padrao das Médias.

O Fator de Necrose Tumoral Alfa ndo apresentou variagoes
significativas entre os grupos ou durante os diversos tempos do protocolo (p>

0,08), conforme demonstrado na figura 41.
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Figura 41 - Valores séricos fetais de Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) do grupo Controle e dos
animais submetidos a circulacao extracorpérea (CEC), com e sem pré-condicionamento isquémico

remoto (PCIR).
n= 6 para cada grupo; p=0,02 entre os grupos submetidos a CEC, com e sem PCIR.

Valores (pg/ml) = Média £ Erro Padréo das Médias.

Os valores séricos fetais de Interleucina 1 dos trés grupos estdo
apresentados na figura 42. Foi observada diferenca significativa entre os
grupos, sendo que o pré-condicionamento isquémico manteve niveis baixos

desta citocina ao longo do protocolo em relagéo aos demais grupos (p<0,0001).
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Figura 42 - Valores séricos fetais de Interleucina-1 do grupo Controle e dos animais submetidos a
circulagdo extracorpdrea (CEC), com e sem pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR).

n= 6 para cada grupo; p<0,0001 entre o grupo submetido & CEC com PCIR e os demais

grupos.

Valores (pg/ml) = Média + Erro Padrdo das Médias.

A analise dos valores séricos fetais de Interleucina-6 evidenciou
diferenca significativa entre os trés grupos ao longo do protocolo (p= 0,042),
conforme demonstrado na figura 43. Paradoxalmente a reducdo dos
marcadores pro-inflamatorios Tromboxana A-2 e Interleucina 1-B, foi observado
um aumento significativo da Interleucina-6 no grupo submetido ao PCIR apés

30 minutos do encerramento da CEC.
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Figura 43 - Valores séricos fetais de Interleucina-6 do grupo Controle e dos animais submetidos a
circulagdo extracorporea (CEC), com e sem pré-condicionamento isquémico remoto (PCIR).

n= 6 para cada grupo; p=0,042 entre 0s grupos.

Valores (pg/ml) = Média + Erro Padrao das Médias.

Os valores séricos fetais de Interleucina 10 dos trés grupos estdo
apresentados na figura 44. Ndo foram observadas diferengas significativas

entre os grupos de estudo nem ao longo do protocolo (p>0,05).
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Figura 44 - Niveis séricos fetais de Interleucina 10 (IL-10) do grupo Controle e dos animais
submetidos a circulacdo extracorpérea (CEC), com e sem pré-condicionamento isquémico remoto
(PCIR).

n= 6 para cada grupo; p>0,05 entre grupos.

Valores (pg/ml) = Média + Erro Padrdo das Médias
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A correcdo cirargica de determinadas cardiopatias congénitas
complexas ainda na vida intra-uterina pode se beneficiar do potencial de
hiperplasia e de proliferagdo vascular coronariana presentes no feto,
diferentemente da condicdo pés-natal, evitando-se assim as lesbes
progressivas relacionadas ao disturbio da corrente sanguinea pelas camaras
cardiacas e vasos sanguineos. Esta abordagem terapéutica intra-uterina pode
suscitar o auxilio da CEC para tratar lesGes intra-cardiacas. Apesar de
importantes avancos nas pesquisas em cirurgia cardiaca intra-uterina, o
denominador comum dos estudos prévios a respeito da CEC fetal tem sido a
disfuncdo placentaria, caracterizada pelo aumento de sua resisténcia vascular
e queda do fluxo sanguineo, com consequente prejuizo nas trocas gasosas
fetais.***>® Diversas pesquisas cientificas tém focalizado nos mecanismos
para coibir esta disfuncdo e melhorar as chances de sucesso do procedimento.
O presente estudo avaliou o impacto do pré-condicionamento isquémico em
modelo experimental de fetos ovinos submetidos a circulagdo extracorporea.
Foi demonstrado que a liberacdo de alguns mediadores pro-inflamatérios com
propriedades vasoativas foi minimizada com a aplicacdo do pré-
condicionamento isquémico remoto. Apesar disso, ndo houve um impacto

positivo na funcdo placentéria durante e apés a CEC fetal.
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5.1 Pré-condicionamento isquémico remoto

O pré-condicionamento isquémico remoto tem sido utilizado com
sucesso em cirurgias de criancas com cardiopatias congénitas,
revascularizacdo do miocardio, troca valvar, correcdo de aneurisma da aorta
abdominal e angioplastias coronarianas. Todavia, este tipo de estratégia
permanece controverso e nunca foi descrito previamente para aplicacdo em
intervencdes fetais. Curtos periodos de isquemia do musculo esquelético,
seguidos de reperfusdo, induzem um mecanismo de protecdo, quando ocorre
algum insulto posterior. O PCIR envolve a ativacdo de vias humorais e
neuronais que, atuando em oOrgaos distantes, desencadeiam mecanismos anti-
inflamatorios e de protecdo contra 0 estresse oxidativo, tornando as células
mais resistentes a necrose. Contudo, ndo h& na literatura cientifica mundial
nenhum estudo que aborde a influencia do PCIR na fisiopatologia da CEC fetal.
Apesar dos efeitos benéficos do PCIR descritos em modelos animais e em
humanos, o presente estudo é o primeiro a analisar sua influéncia na funcéo
placentaria durante e apds a CEC fetal. Todos os animais submetidos ao PCIR
apresentaram uma piora progressiva das trocas gasosas placentarias,
semelhante ao grupo da CEC simples. Como a placenta ndo apresenta

mecanismo auto-regulatério e é desprovida de inervacao,®*®*" 8

o fluxo
sanguineo placentario é regido principalmente pelo equilibrio entre agentes
vasodilatadores endocrinos, paracrinos e biomecanicos, tais como

prostaciclina®, éxido nitrico® e peptideo atrial natriurético® de um lado e, de

outro lado, agentes vasoconstritores, tais como tromboxana®, prostaglandina
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E2*4  endotelina-1%® e angiotensina®’. Entretanto, outros fatores podem
também ter um papel importante na fisiopatologia da disfuncdo placentaria,
como ativacdo de neutrdéfilos e do sistema complemento, sequestro e liberacéo
de citocinas proé-inflamatérias e radicais livres, com consequente disfuncéo
endotelial. Pelo fato do feto realizar trocas gasosas placentarias com os lagos
venosos maternos, o metabolismo fetal esta fisiologicamente adaptado a baixa
saturacdo de oxigénio no sangue arterial (em torno de 75%). No presente
estudo, o efeito anti-inflamatério do PCIR nao foi impactante na inibicdo da
disfuncéo placentaria durante e apés a CEC fetal, corroborando os achados de
Zhou et al., que utilizaram, na CEC de fetos caprinos, o inibidor do fator nuclear
kappa-B, um dos principais agentes reguladores de resposta inflamatéria.®®
Talvez a duracdo ou a quantidade de massa muscular envolvidos na isquemia
nao tenham sido suficientes para desencadear um estimulo pleno dos agentes
anti-inflamatérios ou anti-oxidantes, uma variavel tempo dependente, segundo

Weinbrenner et al.”’

Como este é o primeiro estudo desta linha de pesquisa
que aborda o PCIR, futuros estudos deverdo avaliar tempos diferentes de

isquemia para avaliar a real eficacia desta estratégia.

52 Mini Circuito da CEC

Um fator crucial desencadeador de resposta inflamatoria durante e
apos a CEC fetal esta relacionado ao material empregado no circuito da CEC,
devido a exposicdo do sangue as condicdes e superficies ndo fisiologicas.
Estimulos coadjuvantes na disfuncao placentaria também incluem o volume e o

tipo de perfusato, fluxo da CEC e resposta ao estresse cirurgico. Circuitos
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maiores, que contemplam também o uso de oxigenador, sdo menos fisioldgicos
e ativam diversas vias humorais plasmaticas.®® Grandes volumes de perfusato
causam hemodiluicdo fetal, sendo que a utilizacdo de sangue adulto no
perfusato também n&o seria ideal, por causa da diferenca na afinidade de
oxigénio entre a hemoglobina de adulto e fetal. Dependendo do peso fetal,
mesmo uma pequena hemorragia durante a canulacdo pode resultar num
hematocrito  significativamente baixo, 0 que comprometeria muito a
hemodiluicio com a reposicdo volémica. Levando em consideracdo estes
aspectos, um circuito miniaturizado de CEC seria ideal para minimizar o
tamanho da superficie extracorpérea, o volume de perfusato e evitar o estimulo
de vias inflamatérias humorais. Levando-se em consideracao estes aspectos, o
grupo da Universidade de Stanford demonstrou pioneiramente a melhora da
hemodinamica placentaria de ovinos ap6s a CEC fetal com a utilizacdo de mini-
circuitos de CEC. O primeiro estudo foi realizado em 1996, utilizando a bomba
Hemopump (Johnson & Johnson, Rancho Cordova, CA — EUA), cujo fluxo
minimo era demasiadamente elevado para utilizacdo em fetos de baixo peso.
Ademais, este tipo de bomba ja nédo se encontra disponivel no mercado.*® Em
estudo mais recente*®, o mesmo grupo utilizou uma mini-bomba centrifuga
desenvolvida em 2004, na Universidade de Téquio, Japdo.”’ Este tipo de
bomba proporcionou uma gama maior de fluxos durante a CEC fetal. Os
autores propdem este modelo de CEC para fetos mais prematuros.

No presente estudo, a miniaturizacdo do circuito da CEC por si nédo
impediu a disfuncdo placentaria. O circuito da CEC apresentou baixo volume
de perfusato (em torno de 60 ml) e uma ampla faixa de fluxos facilmente

ajustados no console do dispositivo. Um aspecto técnico importante deve ser
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salientado: a canulacdo direta do atrio direito, diferentemente dos

|.48 I.,49

procedimentos descritos por Reddy et al.”™ e Sebastian et a nos quais a
canulacdo venosa do atrio direito foi realizada através da veia cava superior,
com evidente restricdo ao fluxo sanguineo. A canulacdo venosa da CEC fetal
de ambos os grupos de estudo aqui avaliados foi obtida diretamente no atrio
direito, através da auricula direita, com sutura em bolsa de polipropileno 6-0,
aplicada a delicada parede atrial. Foram diversas tentativas durante os
experimentos de estudo-piloto, sendo até mesmo motivo de insucesso
cirdrgico, pela fragilidade da parede atrial fetal. Durante a CEC fetal, a canula
venosa permaneceu cuidadosamente imobilizada, para se evitar lesdo da
parede atrial direita. A utilizacdo de canula venosa 14Fr proporcionou maior
fluxo sanguineo durante a CEC. Apesar da boa drenagem do atrio direito fetal,
o fluxo sanguineo preferencial para o lado esquerdo do coracédo pelo forame
oval pode ter sido um fator limitante para se obter fluxos maiores durante a
CEC, conforme apontado pelo estudo em fetos caprinos de Liu et al.®° N&o
obstante tenha sido obtido um fluxo maior da CEC no grupo de fetos pré-
condicionados, no foi possivel estabelecer o fluxo teérico ideal (400 ml™.min"
! Kg!). Quanto a bomba centrifuga utilizada neste protocolo, ela esta disponivel
no mercado, 0 que a torna accessivel para aplicacdo clinica em humanos. A
placenta também foi utilizada como Unico oxigenador in-vivo, para simplificar o

circuito da CEC fetal e minimizar a ativacdo de mediadores inflamatérios com a

exposicao adicional a superficie estranha de um oxigenador artificial.
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53 Hemodinamica Fetal

Foi observado um efeito taquicardizante no grupo de fetos submetidos
ao PCIR, em relacdo aos demais grupos, evidenciando uma das respostas
sistémicas do PCIR. Estudos experimentais prévios demonstraram que, dentre
os efeitos farmacologicos do PCIR, inclui-se a atividade adrenérgica,
relacionada com a liberacdo de adenosina, bradicinina e norepinefrina.’* Estes
fatores humorais podem explicar um dos provaveis mecanismos de taquicardia
apos os curtos periodos de isquemia no membro traseiro do feto. Outra
hipétese a ser considerada seria que a taquicardia foi compensatéria a
hipovolemia relativa instalada apds vasodilatacdo do territério vascular
sistémico fetal por decréscimo dos valores séricos do tromboxane.

A maior estabilidade hemodinamica observada nos fetos submetidos a
CEC pode estar relacionada ao efeito protetor do PCIR no miocardio. Um
recente estudo protedmico identificou potenciais alvos cardioprotetores
liberados no sangue ap6s o PCIR em membros.? Véarias moléculas circulantes
especificas também foram estudadas em detalhe. A liberacdo de éxido nitrico
relacionada ao estresse de cisalhamento, secundério a hiperemia reativa
induzida pela isquemia transitoria do membro, aumenta o nitrito plasmatico no
sangue, conhecido agente cardioprotetor.®

Embora ainda controversa, a influéncia do Oxido Nitrico no PCIR foi
avaliada com a utilizacdo de inibidores da enzima Oxido Nitrico Sintetase.?*%
O PCIR foi ineficaz em animais geneticamente modificados com deficiéncia da

|-96

isoenzima Oxido nitrico sintase endotelia O pré-tratamento com a

sulfanilamida (antagonista de nitrito) anulou o efeito cardioprotetor plasmatico
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obtido ap6s o PCIR em voluntarios humanos, quando utilizado para perfundir
coracgOes isolados de ratos. Yellon & Downey demonstraram o importante papel
do Oxido Nitrico como mediador desta protecédo miocardica.”” H& evidéncias
crescentes de que a disfuncédo endotelial e a reducédo da biodisponibilidade de
Oxido Nitrico sdo componentes importantes da leséo de isquemia-reperfusao,
possivelmente limitando a extensdo da reperfusdo apdés a isquemia e
amplificando a leséo isquémica. O Oxido Nitrico é normalmente produzido
pelas células endoteliais através da conversdo do aminoacido L-arginina em L-
citrulina pela enzima Oxido Nitrico sintase. Embora tenha meia-vida muito
curta, o Oxido Nitrico é continuamente sintetizado e rapidamente oxidado em
nitrito, que rapidamente se converte em nitrato.”® A isoenzima Oxido Nitrico
sintase, encontrada no endotélio vascular, é responsavel pela producdo de
Oxido Nitrico endégeno, que desempenha um papel importante ha manutencéo
do fluxo sanguineo capilar e na regulacdo da funcéo celular. Apesar do Oxido
Nitrico ndo ter sido avaliado neste protocolo, ha evidencias claras da sua acao
no grupo submetido ao PCIR.

Além da maior estabilidade hemodindmica, foi observado um fluxo
maior durante a CEC fetal neste grupo. Como o fluxo sanguineo da CEC neste
tipo de circuito, que utiliza uma bomba centrifuga, esta também relacionado a
pés-carga, o maior fluxo atingido durante a CEC fetal do grupo submetido ao

PCIR reflete um estado de menor resisténcia vascular periférica.
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5.4 Metabolismo Fetal

Conforme jA mencionado, a disfuncédo placentaria apos a CEC fetal
continua a ser o calcanhar de Aquiles da cirurgia cardiaca fetal
experimental.*1%%! Apesar do grupo de fetos submetidos ao PCIR apresentar
maior preservacado da saturacdo de oxigénio arterial em relacdo ao grupo
Controle Positivo, ndo houve grande impacto desta estratégia na preservacao
da funcéo placentaria. Provavelmente, a inflamacéo induzida pela CEC fetal e a
resposta inadequada do feto ao estresse cirlrgico estdo implicadas nesta
fisiopatologia. Como o eixo adrenocortical fetal ndo é capaz de desencadear
uma resposta adequada, a administracdo de corticoide nos fetos certamente
iria mascarar os resultados almejados com a ac¢ao anti-inflamatoria do PCIR, o
que dificultaria muito a interpretacdo dos dados. Ademais, a suplementacao de
esterdides utilizada previamente por Sabik et al. demonstrou sucesso
limitado.** Neste estudo, apesar da aplicacdo do PCIR, ambos os grupos de
estudo evoluiram com uma piora progressiva dos niveis de Lactato e
Bicarbonato de Sddio apds o estabelecimento da CEC fetal. O Lactato liberado
pelos tecidos € uma manifestacdo de ma perfusdo tecidual ou falha na
captacdo do oxigénio sanguineo, apesar do efeito vasodilatador do PCIR. O
acumulo de lactato progressivo observado neste estudo reflete um aumento do
metabolismo anaerobico e correlaciona-se bem com a diminuicdo da saturacao
de oxigénio ocorrida nos grupos de estudo em relacdo ao grupo Controle
negativo. O aumento do Lactato tem implicacbes prognosticas importantes no
pos-operatorio da cirurgia cardiaca. Em neonatos, o aumento dos niveis

séricos de Lactato é um preditor de Obito ou da necessidade de ECMO
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(assisténcia circulatoria mecanica) ap0s a correcao cirdrgica, 0 que corrobora a
mortalidade elevada de 33,3% nos dois grupos de estudo. Um dos dois Obitos
do grupo Controle Positivo foi mais precoce, cerca de 13 minutos apdés o
encerramento da CEC, enquanto que os demais Obitos ocorreram com mais de
uma hora p6s-CEC. A despeito da estabilidade hemodinamica e da gasometria
materna durante todo o protocolo e, consequentemente, uma oferta normal de
oxigénio materno ao feto e remocéo adequada de metabolitos toxicos do feto
na unidade materno-placentaria, a disfuncdo da unidade feto-placentaria foi
evidenciada pela grave deterioracdo metabdlica e acidose mista desenvolvida
em todos os fetos dos grupos de Estudo (Controle Positivo e PCIR), durante e

apos a CEC fetal.

55 Processo Inflamatério Fetal

Embora a fisiopatologia da disfuncao placentéria relacionada a CEC
tenha sido bem caracterizada na literatura cientifica e que certas medidas
terapéuticas tenham sido identificadas, o mecanismo fundamental ainda
permanece desconhecido. Compreende-se atualmente que a disfuncéo da
unidade feto-placentaria observada apdés a CEC fetal seja em esséncia um
fendmeno inflamatoério sistémico, em parte decorrente da reacdo mediada por
citocinas, conforme aquela observada na CEC pds-natal. Formulamos a
hipotese de que o PCIR fetal poderia mitigar a ativacdo da cascata inflamatoria,
com o objetivo de reduzir a disfuncéo da unidade feto-placentaria. Para testar

essa hipotese, aplicamos o PCIR em um grupo de fetos submetidos a CEC,
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para determinar seu efeito nos marcadores pro-inflamatorios e sua relagdo com
a hemodinamica fetal e funcdo placentaria. Um dos parametros inflamatorios
analisados foi a expressdao do edema tecidual nos pulmdes e na placenta.
Como parte da evolucdo da inflamacdo apods interacdo neutréfilo/célula
endotelial, quando ocorre a transudacdo da luz vascular para o intersticio, as
células e vasos ainda integros sdo mais dispersados por unidade de area. Ha
um menor adensamento de ndcleos e vasos intersticiais nos o0rgaos avaliados
ou em qualquer outro tecido sujeito a mesma fisiopatologia. Assim, este
método avalia indiretamente a magnitude do edema e da inflamacédo no tecido
estudado. A demonstracéo indireta de maior edema placentario nos fetos do
grupo da CEC simples, medida pela fracdo de area dos vasos intersticiais da
placenta, pode estar relacionada a maior inflamacdo dos fetos deste grupo
naquele 6rgao, apesar de nao ter sido observada uma diferenca significativa da
fracdo de area dos nucleos celulares entre os grupos.

Na avaliacdo imuno-histoquimica do intersticio placentario, o foco foi a
expressdo de moléculas de adeséao (ICAM e VCAM) e dos receptores Toll-like
(TLR). Estes agentes sédo geralmente expressos durante a fase inicial da
interagcdo neutrdfilo/células endoteliais em modelos de inflamacéo relacionados
a isquemia/reperfusdo. Nao foi possivel apontar diferencas proé-inflamatérias
entre os grupos de estudo, tanto em relacao a expressao do receptor Toll-Like,
quanto das moléculas de adeséo vascular ou intercelular. Similarmente, o PCIR
nao promoveu diferencas destes agentes entre os grupos de estudo, quanto a
avaliacao do espaco perivascular.

Em relacdo aos marcadores inflamatérios séricos, as variaveis

dependentes estudadas foram o Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a),
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Interleucina  1(IL-1B), Interleucina 6(IL-6) e Tromboxana, agentes pro
inflamatorios e Interleucina-10 (IL-10), uma citocina anti-inflamatéria. O TNF-a
€ precursor da IL-1B. Porém suas expressdes séricas sao subsequentes, com
infima variacdo de tempo. Ambas sdo expressas muito precocemente apos
ativacdo dos neutrofilos, quer durante resposta inflamatéria inata, quer no
contexto da isquemia/reperfusdo. O PCIR promoveu niveis séricos reduzidos
de Tromboxana e de IL-1B em relacdo aos demais grupos. Inferimos que este
achado suporta o maior fluxo sanguineo obtido na CEC fetal do grupo pré-
condicionado, tendo como substrato comum o predominio do Oxido Nitrico em
relacdo as espécies reativas de oxigénio, com consequente bloqueio da
inflamac&o®. O blogueio do processo inflamatério durante a interacdo
neutroéfilo-célula endotelial promove a diminuicdo da expressdo das espécies
reativas de oxigénio e maior liberacdo da enzima Oxido Nitrico Sintase, que
catalisa a conversdo da L-arginina em Oxido Nitrico. Mecanismo idéntico pode
ser observado nas vias finais da cascata do &cido araquidénico. A maior
disponibilidade do Oxido Nitrico, por sua vez, promove a sintese de
prostaglandina E1 (vasodilatadora). Simultaneamente, o Oxido Nitrico inibe a
sintese de Tromboxana pelas plaguetas. A vasodilatacdo por diminuicdo dos
niveis de Tromboxana e elevacéo dos niveis de prostaglandina E1 suplantam a
vasoconstriccdo relacionada aos valores elevados de prostaglandina E2
(vasoconstritora). Todo este contexto favorece um maior fluxo sanguineo obtido
durante a CEC dos fetos pré-condicionados. Nao obstante, a possibilidade de
minimizar a resposta inflamatéria da CEC fetal com o pré-condicionamento
isquémico remoto nao resultou em melhora da funcéo placentaria, apesar de

reduzir a liberacdo destes agentes proé-inflamatérios. A interleucina-10, cuja
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expressao fisiologica é mais tardia que interleucina-6, e o TNF-a ndo sofreram
variacfes significativas decorrentes da aplicacdo do PCIR, embora tenha
ocorrido uma clara tendéncia de elevacao do Fator pro-inflamatorio de Necrose
Tumoral Alfa. Entretanto, a prostaglandina E-2, potente vasoconstrictor
placentario, e a Interleucina IL-6 apresentaram uma elevacao significativa nos
fetos submetidos ao PCIR, ap6s uma hora da CEC fetal. Estas alteracfes
podem ter sobrepujado o efeito anti-inflamatério do PCIR, o que ndo impediu a
disfuncéo placentaria observada em ambos os grupos de estudo, pelo provavel
aumento da resisténcia vascular placentaria e consequente diminuicéo do fluxo
sanguineo placentario.

Por outro lado, o metabolismo fetal estd adaptado a uma tenséo
reduzida de oxigénio plasmatico (saturacao arterial fetal em torno de 70%), pois
as trocas gasosas fetais sdo realizadas com o sangue venoso materno. Talvez
o PCIR com quatro ciclos de isquemia de cinco minutos de duracdo nao tenha
sido suficiente para desencadear fatores humorais e neurogénicos protetores
para suprimir a disfuncdo placentaria. Estudos futuros com tempos maiores de
isquemia da musculatura esquelética do membro fetal serdo necessarios para
elucidar o papel especifico do PCIR na resolugédo da disfuncéo placentaria ou

como um mitigador da lesé@o placentaria.

5.6 Limitacdes do Estudo

Em primeiro lugar, inferéncias baseadas em resultados com animais

nao se traduzem necessariamente nas mesmas conclusdes obtidas a partir de
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estudos com seres humanos. No presente estudo, o PCIR foi seguido pela
instalacdo da CEC e pelos 120 minutos de observacdo. Como a resposta
precoce ao PCIR ocorre em até quatro horas apds o estimulo isquémico
intermitente, os dados aqui apresentados néo refletem, necessariamente, a
maxima expressao da resposta precoce ao PCIR, especialmente no que diz
respeito as citocinas analisadas, avaliadas cerca de trés horas apdés a
realizacdo do PCIR nos fetos.

As ovelhas sédo frequentemente usadas como modelo experimental
para estudos de cirurgia cardiaca fetal. De fato, a maioria dos estudos prévios
utiliza fetos de ovelhas com idade gestacional em torno de 126 dias de
gestacdo (termo: 148 dias). Este estudo foi realizado com fetos de
aproximadamente 135 a 140 dias de gestacdo. No entanto, esta idade nao esta
de acordo com a janela atualmente aceita para a terapia fetal efetiva no cenario
clinico: de 21 a 30 semanas de gestacao humana. Idealmente, futuros estudos
da CEC fetal deverédo ser contemplados em fetos mais prematuros (83-112 dias
de gestacdo) para simular o tamanho e peso fetal de ovelhas com fetos
humanos passiveis de intervenc¢dao cirargica pré-natal.

A presenca de dois fetos na mesma ovelha, durante o experimento,
poderia determinar um viés nos resultados pelas conexdes inter-placentarias
habitualmente vistas nos fetos ovinos. Idealmente, os resultados seriam mais
fidedignos se procedessem de ovelhas com gestacao Unica.

Outro aspecto relevante refere-se ao numero limitado de animais em
cada grupo e a investigagdo de multiplas variaveis. Ambos o0s aspectos

reduzem o poder deste estudo. No entanto, varias observacfes aqui obtidas
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sao consistentes e corroboram a hipétese de que o PCIR néo oferece protecéo
contra a disfuncao placentaria induzida pela CEC fetal.

Em relacdo ao protocolo anestésico, a técnica anestésica utilizada
durante a cirurgia também poderia influenciar a acdo do PCIR. O PCIR induz
ao efeito anti-inflamatdrio por mecanismos neuronais e humorais, existindo
evidéncias cientificas para ambos. A hipétese neuronal considera que
substancias produzidas no territério remoto submetido a isquemia atuem
localmente em vias neuronais aferentes. Estas ativam varias vias eferentes,
induzindo ao efeito protetor. Estudos prévios tem salientado que um possivel
efeito mitigador do PCIR pelo propofol se deve ao mimetismo do PCIR pelo
propofol. Kottenberg et al. compararam os efeitos do PCIR em pacientes
submetidos a cirurgia de revascularizacdo do miocardio com CEC,
anestesiados com isoflurane ou propofol.'% Ao contrério do agente anestésico
volatil, a anestesia com propofol ndo demonstrou sinergismo com o PCIR.
Apesar da inducdo anestésica dos animais objeto deste estudo ter incluido a
administracdo de propofol no inicio do protocolo, este agente anestésico
apresenta metabolismo rapido e curta duracdo na corrente sanguinea, o que

provavelmente néo afetaria a agcdo do PCIR nos fetos estudados.

5.7 Implicagdes Clinicas

A aplicacdo clinica da circulacdo extracorporea fetal para tratar

cardiopatias congénitas complexas de alta morbimortalidade pode se tornar

realidade com o dominio de estratégias anestésicas e anti-inflamatérias que
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mitiguem a disfuncéo placentaria e a resposta do feto ao estresse cirdrgico.
Muitos avancos sobre a cascata inflamatoria na CEC fetal foram desvendados,
mas muitas interacdes complexas nesse processo permanecem indefinidas. Os
mecanismos dessa rede extremamente complicada implicam em tantas
variaveis, incluindo ativacdo do complemento, liberacdo de endotoxinas,
ativacdo de leucdcitos, expressdo de moléculas de adesédo e liberacdo de
muitas substancias endogenas, incluindo radicais livres de oxigénio,
metabdlitos do acido araquiddnico, citocinas, fator de ativacdo plaquetaria,
Oxido Nitrico, endotelinas, dentre outros. Vale ressaltar que, deve-se sempre
considerar as interacdes complexas entre esses agentes pro-inflamatorios.
Portanto, ha ainda muito o que esclarecer a respeito dos mecanismos que
promovem a disfuncdo placentaria durante e apdés a CEC fetal. Novos estudos
em primatas ndo humanos e abordagens alternativas serdo etapas necessarias
para suprimir adequadamente a disfuncéo placentéria e a resposta ao estresse
fetal antes da aplicagdo clinica com sucesso da cirurgia cardiaca intra-uterina,
especialmente em fetos com a forma mais grave da doenca de Ebstein,

associada a cardiomegalia importante e hipoplasia pulmonar.

5.8 Perspectivas de futuro

A aplicagdo do PCIR no membro traseiro de fetos ovinos foi
demonstrada ser ineficiente durante a CEC. E essencial investigar outras
modalidades de isquemia/reperfusdo (duracdo, aplicagcdo na mée e feto) para

avaliar melhor se essa estratégia tem a capacidade de melhorar os resultados
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em fetos submetidos a CEC antes da translacdo para a pratica clinica. A
utilizacdo do PCIR como modulador da inflamacéo devera progredir para um
novo modelo, preferencialmente em primatas ndo humanos, com gestacao
Gnica para minimizar vieses de gestacfes multiplas. O estimulo isquémico
desencadeador do PCIR pode ser mais prolongado e realizado tanto no
organismo materno, quanto no fetal, com uma duracdo de observacdo pos
estimulo de quatro horas, periodo em que se expressa plenamente o PCIR em
sua resposta precoce.

Outro aspecto relevante para futuras pesquisas envolve um fator
crucial que também desencadeia a resposta inflamatoria a CEC. Trata-se da
superficie estranha do circuito da CEC, devido a exposicdo do sangue a
superficies e condicbes nao fisioldégicas. Foi sugerido hd mais de quatro
décadas que a forracdo do circuito com heparina pode "melhorar a
biocompatibilidade" da superficie estranha, devido aos efeitos de reducdo da
ativacdo do complemento in vitro, da reducdo da adesdo plaquetaria, da
inibicdo da ativacdo de granulécitos e da liberacdo de citocinas proé-
inflamatdrias. No entanto, ainda ndo esta claro se esses efeitos podem levar a
uma melhora da funcdo placentaria durante e apos a CEC fetal. Algumas

guestdes importantes ainda precisam ser respondidas. Embora tanto estudos

3 4

experimentais’®® como clinicos'® sugiram que os circuitos revestidos de
heparina exercam um efeito protetor sobre a funcdo pulmonar, nenhum
beneficio significativo foi descrito na CEC fetal. Estudos experimentais seréo
fundamentais para se estabelecer a melhor estratégia da CEC fetal antes da

translacéao para seres humanos.
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Quanto a possibilidade de aplicacdo da robdtica, o sucesso inicial
observado em cirurgias cardiacas de adultos néo foi realizado de forma ampla
na cirurgia cardiaca pediatrica. Os principais obstaculos a aceitacdo
generalizada de tal técnica incluem maior tempo de instalacdo e complexidade
dos procedimentos, bem como o grande tamanho dos instrumentos em relacéo
ao tamanho do paciente. Além disso, embora a principal vantagem dos
sistemas roboticos seja a capacidade de minimizar o tamanho da incisdo, a
CEC ainda € necessaria para a correcdo cirdrgica intra-cardiaca de
determinadas cardiopatias congénitas complexas no feto. Intervencdes fetais
baseadas em cateteres, por outro lado, expandiram-se rapidamente, tanto na
aplicacao, quanto na complexidade dos procedimentos. No entanto, apesar do
desenvolvimento de dispositivos sofisticados, os sistemas roboéticos para
auxiliar os procedimentos fetais ndo tém sido comumente aplicados.
Atualmente, a aplicacdo da robdtica em cirurgia cardiaca pediatrica se restringe
& correcdo do canal arterial persistente e do anel vascular.’*>!% Portanto,
devido as dimensfes dos instrumentos e a necessidade das portas de entrada
relativamente distantes para evitar a interferéncia entre os bragos robdéticos, o
uso deste sistema em fetos inviabilizaria sua aplicacdo na cirurgia cardiaca

intra-uterina.
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O pré-condicionamento isquémico remoto fetal:

1- Preservou melhor a hemodinamica fetal;

2-  Promoveu maior fluxo sanguineo durante a CEC fetal;

3- Nao impediu a hipoperfusdo tecidual fetal, evidenciada pelos niveis

séricos elevados de Lactato e Bicarbonato de Sédio;

4-  Na&o evitou a acidose mista desenvolvida nos fetos, durante e apds a CEC

fetal;

5- Limitou o edema pulmonar fetal e placentario;

6- Nao modificou a expressao das moléculas de adesdo nem do receptor

Toll-Like nos tecidos pulmonar e placentario;

7- Promoveu a reducdo de alguns marcadores proé-inflamatérios

(Tromboxana e Interleucina-1);

8- Nao modificou os niveis séricos da Interleucina-10 e TNF-q;

9- Na&o impediu a elevagdo dos niveis séricos de Interleucina-6 e

Prostaglandina E2.
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ANEXO A

MEDICINA
ST}

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

A CEUA da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo, em sessdo de 11/03/2015, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n® 180/14
intitulado: “Avaliaciao do processo inflamatorio induzido pela circulacao
extracorporea em fetos de ovinos submetidos ao pré-condicionamento
isquémico” que utilizara 30 animais da espécie ovino, apresentado pela Comissao
Cientitica do INCOR e sera utilizado para a defesa de tese do aluno Marcelo Gentil

Almeida Guedes, tendo como orientador o Prof. Dr. Renato S. Assad.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a CEUA-FMUSP, o
relatério final sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de

Animais - Lei N 11.794 -8 de outubro de 2008).

Pesquisador (a) Responsavel: Renato Samy Assad

CEUA-FMUSP, 11 de Marco de 2015

Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador
Comissao de Etica no Uso de Animais

Comiss&o de Etica no Uso de Animais da FMUSP
e-mail: ceua.fm@usp.br
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Tabela 1- Valores do pH do sangue arterial e venoso dos fetos do grupo
Controle Negativo distribuidos pelos momentos de coleta da amostra.

Animal Acesso Fetal Pré-CEC 15 min. CEC 30 min. CEC 60 min. CEC 120 min. CEC

Venoso Arterial Venoso Arterial Venoso Arterial Venoso Arterial Venoso Arterial Venoso Arterial

20915 7,14 7,18 721 720 718 719 7,18 7,19 7,8 721 7,19 7,22
211015 7,19 721 712 7,15 7,12 715 7,12 715 711 7,14 7,12 7,14
60116 699 7,05 709 710 710 711 711 7,12 7,12 7,13 7,10 7,11
130116 7,17 7,23 7,18 7,22 717 721 716 721 7,8 721 7,16 7,20
200116 7,19 7,22 7,17 7,17 714 718 715 715 7,15 7,6 7,11 7,11
270116 7,22 7,22 7,16 7,22 717 723 719 725 720 725 7,8 7,23
vEDIA 715 719 736 718 715 7,18 7,15 718 716 7,18 7,14 7,17

EP 003 o003 o002 o002 o001 o002 o001 o002 o001 0,02 0,02 0,02

pH: Potencial de hidrogénio; CEC: Circulagéo extracorpérea; EP: Erro Padrédo

Tabela 2- Valores do pH do sangue arterial e venoso dos fetos do grupo CEC
distribuidos pelos momentos de coleta da amostra.

Animal  Acesso Fetal Pré-CEC 15 min. CEC 30 min. CEC 60 min. CEC 120 min. CEC

Venoso Arterial Venoso Arterial Venoso Arterial Venoso Arterial Venoso Arterial Venoso Arterial

30216 7,24 722 722 725 718 719 7,15 718 7,15 7,17 715 7,17
40516 7,30 7,23 7,23 723 721 720 687 715 7,10 7,13 7,05 7,06
150616 7,08 7,00 7,04 7,12 703 705 697 698 693 69 687 6,88
220616 7,14 7,18 7,07 7,09 692 693 682 674 OF OF OF OF

100816 7,17 7,18 7,11 7,09 7,02 7,09 698 701 692 697 691 681
231116 7,08 7,13 706 7,07 69 68 677 677 662 665 OF OF

vEDIA 717 7,17 7,02 7,34 705 705 693 697 694 698 7,00 698

EP 009 00 o008 o008 012 0,14 0,14 o018 0,21 0,20 0,13 0,16

pH: Potencial de hidrogénio; CEC: Circulag&o extracorporea; EP: Erro Padr&o; OF: Obito fetal
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Tabela 3- Valores do pH do sangue arterial e venoso dos fetos do grupo CEC +
Pré-condicionamento isquémico remoto distribuidos pelos momentos de
coleta da amostra.

Animal  Acesso Fetal Pré-CEC 15 min. CEC 30 min. CEC 60 min. CEC 120 min. CEC

Venoso Arterial Venoso Arterial Venoso Arterial Venoso Arterial Venoso Arterial Venoso Arterial

301116 7,33 7,16 7,18 713 7,01 706 69 694 695 69 687 6,89
310517 7,06 701 7,00 703 691 69 68 69 675 675 OF OF

70617 7,14 7,13 7,03 706 7,01 701 69 698 697 69 693 6,88
210617 693 69 701 699 693 697 693 698 687 69 691 6,92
280617 7,22 7,17 7,4 7,09 7,00 697 687 691 663 666 OF OF

s0717 717 717 714 7,5 7,10 7,14 711 7,12 7,12 7,09 7,08 7,08
VEDIA 714 7,00 7,08 7,07 699 701 695 697 68 68 695 694

EP 006 004 o002 002 003 o002 o002 003 003 003 0,03 0,03

pH: Potencial de hidrogénio; CEC: Circulacdo extracorpérea; EP: Erro Padréo;
OF: Obito fetal; PCIR: Pré-condicionamento isquémico remoto

Tabela 4- Valores da pressao parcial de oxigénio (pO;) no sangue arterial e
venoso dos fetos do grupo Controle Negativo distribuidos pelos momentos de
coleta da amostra.

Animal  Acesso Fetal Pré-CEC 15 min. CEC 30 min. CEC 60 min. CEC 120 min. CEC

Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial

20915 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO

211015 17,5 24,9 15,3 234 13,7 22,5 14,5 21 11,5 19,9 11,6 22,8
60116 23,1 24,8 31,6 344 316 328 30,8 36,4 304 334 28,6 29,3
130116 18,1 28,3 219 29 20,6 25,8 17,8 23,3 16,7 22,4 13,7 19,7
200116 18,6 23,3 17,6 21,7 18,2 22,5 16 19,6 15,3 18,8 15,6 19

270116 13,8 18,4 15,1 32 16,3 25,2 15,7 26 16 24 13,8 22,4
MEDIA 18,22 23,94 20,30 28,10 20,08 25,76 18,96 2526 17,98 23,70 16,66 22,64

EP 1,35 1,47 281 2,22 2,82 1,72 2,74 2,73 295 2,37 2,79 1,66

CEC: Circulagéo extracorporea; NO: N&o obtido; EP: Erro Padrao
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Tabela 5- Valores da pressao parcial de oxigénio (pO2) no sangue arterial e
venoso dos fetos do grupo CEC distribuidos pelos momentos de coleta da

amostra.

Animal

Acesso Fetal

Pré-CEC

15 min. CEC

30 min. CEC

60 min. CEC

120 min. CEC

Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial

30216 286 30,2 153 233 10,7 167 11,3 191 95 182 101 17,9
40516 22,3 300 19,5 306 151 23,7 262 22,7 174 199 128 143
150616 NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO
220616 NO NO NO NO NO NO OF OF OF OF OF OF
100816 19,1 259 17,7 230 148 186 148 17,1 144 172 201 164
231116 273 268 129 160 13,9 134 102 130 66 144  OF OF
MEDIA 24,33 2823 16,35 23,23 13,63 18,10 1563 17,98 11,98 17,43 14,33 16,20
EP 221 1,10 1,44 298 1,01 215 366 2,02 242 1,15 299 1,04
CEC: Circulag&o extracorporea; NO: N&o obtido; OF: Obito fetal; EP: Erro Padréo
Tabela 6- Valores da pressao parcial de oxigénio (pO2) no sangue arterial e
venoso dos fetos do grupo CEC + Pré-condicionamento isquémico remoto
distribuidos pelos momentos de coleta da amostra.
Animal  Acesso Fetal Pré-CEC 15 min. CEC 30 min. CEC 60 min. CEC 120 min. CEC

Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial

301116
310517
70617
210617
280617

50717

MEDIA

EP

16,3
22,9
21,1
11,9
17,5

22,8

18,75 25,10

1,94

14,6
28,5
26
28
25,1

28,4

2,38

16,4
18,6
19,2
12,6
19,1

22,3

18,03 22,18

1,46

14,5
22
22,4
19,1
27,7

27,4

2,25

9,8
12
17,8
6,8
12,4
20,9
13,28

2,32

14,4
16
20,4
13,4
13,5
25,5
17,20

2,16

13,5
13,9
20
8,5
13,3
22,9
15,35

2,33

16,1
20,7
23,3
15,5
15,3
27
19,65

2,17

11,1
10,4
18,2
9,3
8,2
22,1
13,22

2,50

16,3
17
21,8
14,5
15,9
25,8
18,55

1,94

11,9
OF
17

12,5
OF

17,3

14,68

1,28

14,4
OF
18,5
20,8
OF
19,2
18,23

1,22

PCIR: Pré-condicionamento isquémico remoto;
CEC: Circulag&o extracorpérea; OF: Obito fetal; EP: Erro Padr&o
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Tabela 7- Valores da pressao parcial de didxido de carbono (pCO;) no sangue
arterial e venoso dos fetos do grupo Controle Negativo distribuidos pelos
momentos de coleta da amostra.

Animal  Acesso Fetal Pré-CEC 15 min. CEC 30 min. CEC 60 min. CEC 120 min. CEC

Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial

20915 60,1 53,5 51,4 55,9 60,8 58,1 63,5 55,8 64,7 57,6 62,1 54,1
211015 59,8 494 61,2 63,2 66,6 63,2 71,2 60,1 66,7 63,4 68,1 58,4
60116 77,6 76,4 82,6 79,2 82,9 784 83,8 76,4 78,2 75,4 81,9 89

130116 72,7 65,2 67,5 63,7 67,9 70 77,2 69,4 61,7 70 78,7 74

200116 66,2 67,1 63 79,2 72,8 72,2 75,4 79,1 73,9 72,8 77,6 86,1
270116 55,8 67,1 81,5 20 75,4 65,7 77,6 64,2 77,6 66,4 82,3 71,6
MEDIA 65,37 63,12 67,87 60,20 71,07 67,93 74,78 67,50 70,47 67,60 7512 72,20

EP 344 405 497 89 3,15 292 280 3,74 287 266 3,34 5,77

CEC: Circulagdo extracorporea; EP: Erro Padrao

Tabela 8- Valores da presséao parcial de diéxido de carbono (pCO;) no sangue
arterial e venoso dos fetos do grupo CEC distribuidos pelos momentos de
coleta da amostra.

Animal  Acesso Fetal Pré-CEC 15 min. CEC 30 min. CEC 60 min. CEC 120 min. CEC

Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial

30216 40,6 548 635 609 59,7 666 722 652 71,7 649 684 72,7
40516 50,7 51,3 436 50,8 41,8 524 623 544 71 627 794 735
150616 68,1 61,2 71,4 585 48 679 767 756 852 771 955 89,7
220616 55 493 625 543 71 704 78 925  OF OF OF OF

100816 54,3 463 50 541 605 563 75 688 60 67,7 67,8 74,4
231116 457 50,7 583 579 71 751 90,9 836 118 992  OF OF

MEDIA 52,40 52,27 5822 56,08 58,67 64,78 7585 74,18 81,18 74,32 77,78 77,58

EP 3,85 2,11 4,09 1,50 4,85 354 3,78 591 1003 6,69 6,48 4,06

CEC: Circulag&o extracorpérea; OF: Obito fetal; EP: Erro Padréo
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Tabela 9- Valores da presséo parcial de diéxido de carbono (pCO;) no sangue
arterial e venoso dos fetos do grupo CEC + Pré-condicionamento isquémico
remoto distribuidos pelos momentos de coleta da amostra.

Animal  Acesso Fetal Pré-CEC 15 min. CEC 30 min. CEC 60 min. CEC 120 min. CEC

Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial

301116 27,7 47,9 39,3 55,1 67,5 59,4 67 67,4 70,7 66,5 86,5 78,3
310517 46,8 62,1 70,7 66,8 82 82,1 88,4 58,7 108 98,8 OF OF
70617 42,5 39 59,5 50,8 59,3 62,4 60,8 59,4 64,9 61,2 77,9 78,2
210617 72,2 52,8 58,8 55,7 70 59,6 71 60,4 82,2 73,5 75,1 62,4
280617 38,7 37,9 443 42,1 54 55,7 76 66,4 122 103 OF OF
50717 44,3 39,8 49,3 47,6 52,9 47,5 50,1 449 50,2 49,7 60 56
MEDIA 4537 46,58 53,65 53,02 64,28 61,12 68,88 59,53 83,00 7545 74,88 68,73

EP 6,02 392 470 3,44 454 470 535 3,29 11,11 8,67 4,51 4,62

CEC: Circulag&o extracorpérea; OF: Obito fetal; EP: Erro Padréo

Tabela 10- Valores da saturacao de oxigénio no sangue arterial e venoso dos
fetos do grupo Controle Negativo distribuidos pelos momentos de coleta da
amostra.

Animal  Acesso Fetal Pré-CEC 15 min. CEC 30 min. CEC 60 min. CEC 120 min. CEC

Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial

20915 48,7 66,5 70,2 77,5 61,8 76 63,5 78 62,2 78,4 57,2 83

211015 38,6 66,5 32,3 59,4 25,3 57,6 25 50,1 18,2 48,7 17,8 55

60116 31,8 37,2 62,9 69,1 64,1 72,6 60,9 70,1 59,3 66,6 52,1 55,4
130116 45,8 77 62,3 80,7 57,9 73,2 44,8 67,2 43,7 63,9 29,6 54,3
200116 52,1 70,2 51,5 61,8 47,3 66,1 39,5 51,1 38,4 52,4 33,5 45,7
270116 34,7 52,3 35,8 NO 42,3 73,4 38,9 75 39,5 72,5 29,2 66,5
MEDIA 41,95 61,62 52,50 69,70 49,78 69,82 4543 6525 43,55 63,75 36,57 59,98

EP 332 589 6,34 3,82 599 2,79 595 4,88 6,54 4,67 6,14 5,34

CEC: Circulagéo extracorpérea; NO: N&o obtido; EP: Erro Padréo
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Tabela 11- Valores da saturacao de oxigénio no sangue arterial e venoso dos
fetos do grupo CEC distribuidos pelos momentos de coleta da amostra.

Animal  Acesso Fetal Pré-CEC 15 min. CEC 30 min. CEC 60 min. CEC 120 min. CEC

Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial

30216 62,7 69,5 31,3 54,3 17 33,3 17,5 40,7 13,3 38,4 16 37,9
40516 69 79,3 65 88,3 51,2 73,6 61,6 68,7 46,9 59,5 25,5 34
150616 11 22,7 16,2 46,3 12,1 17,8 10,8 24 8,3 29,2 6,7 18,6
220616 33,2 47,6 21,1 32,2 18,3 29,7 14,7 16,3 OF OF OF OF
100816 61,6 83 54,2 74,7 38,1 52,7 309 433 29,2 37,9 27,7 45
231116 80,2 84,3 33,5 443 23,5 26,2 8,7 16,4 131 24 OF OF
MEDIA 52,95 64,40 36,88 56,68 26,70 38,88 24,03 34,90 22,16 37,80 1898 33,88

EP 10,52 10,02 7,77 854 611 840 8,16 8,27 7,12 6,06 4,82 5,58

CEC: Circulag&o extracorpérea; OF: Obito fetal; EP: Erro Padréo

Tabela 12- Valores da saturacao de oxigénio no sangue arterial e venoso dos
fetos do grupo CEC + Pré-condicionamento isquémico distribuidos pelos
momentos de coleta da amostra.

Animal  Acesso Fetal Pré-CEC 15 min. CEC 30 min. CEC 60 min. CEC 120 min. CEC

Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial

301116 45,5 66,1 44,2 61,5 13,3 35,2 26,6 35,7 15,9 34,5 17,1 26,3
310517 73,2 81,4 534 65,4 27,3 39,5 29,9 55,7 21,9 36,6 OF OF
70617 67,2 79,8 53,8 66 47,5 56,5 51,7 64,6 46 58 32,3 39,2
210617 19,9 71,8 25,5 51,6 11,5 27,7 16,3 32,7 14,2 30,8 23,8 51,8
280617 73,2 87,2 72 86,3 356 404 31 39,1 15,7 31,2 OF OF
50717 70,8 78,5 63,1 79,3 59,7 75,3 66,8 77,5 66,1 75,6 41,3 51
MEDIA 58,30 77,47 52,00 6835 32,48 45,77 37,05 50,88 29,97 44,45 28,63 42,08

EP 879 304 656 511 7,77 7,06 7,59 735 8,71 7,48 4,28 4,90

CEC: Circulag&o extracorpérea; OF: Obito fetal; EP: Erro Padr&o
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Tabela 13 - Valores do Bicarbonato de Sédio no sangue arterial e venoso dos
fetos do grupo Controle Negativo distribuidos pelos momentos de coleta da
amostra.

Animal  Acesso Fetal Pré-CEC 15 min. CEC 30 min. CEC 60 min. CEC 120 min. CEC

Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial

20915 159 169 176 179 178 181 188 179 188 19 183 186
211015 182 172 151 17,1 158 172 165 164 157 16,8 16 16
60116 12,3 146 175 176 182 183 189 18,7 187 189 187 20
130116 19,9 22,2 19,7 21,4 191 21,8 202 215 182 219 199 218
200116 20 21,6 181 21,1 183 204 191 198 19 193 175 18,7
270116 19 21,9 215 NO 208 22,7 2255 234 231 243 22,8 241
MEDIA 17,55 19,07 18,25 19,02 18,33 19,75 19,33 19,62 1892 20,03 18,87 19,87
EP 1,22 132 08 08 067 091 08 1,03 097 1,08 0,9 1,15

CEC: Circulagéo extracorpérea; NO: N&o obtido; EP: Erro Padréo

Tabela 14- Valores do Bicarbonato de So6dio no sangue arterial e venoso dos

fetos do grupo CEC distribuidos pelos momentos de coleta da amostra.
Animal  Acesso Fetal Pré-CEC 15 min. CEC 30 min. CEC 60 min. CEC 120 min. CEC

Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial

30216
40516
150616
220616
100816

231116

MEDIA

EP

16,4
18,4
13,7
15,1
16,1
12,4
15,35

0,87

19
18,8
13.3
15,6
15,3
14,2

16,58

0,89

20,4
16,7
12,5
13,2
13,1
12,4
14,72

1,31

21,5

18,8

14,4

13,1

13,1

12,7
15,60

1,50

18,1
15
10,2
10,4
11,6
11,1
12,73

1,29

20
17,3
12,7
10,5
13,5
9,1
13,85

1,68

18,5
8
10,6
8,5
11,4
7,3
10,72

1,68

19,1
15,5
11,2
7,5
11,9
7,2
12,07

1,88

18,1
15,8
9,8
OF
8,6

53

11,52

2,16

18,4 17,5
15,9 14,1
10,6 8,6
OF OF
10,7 9,1
53 OF
12,18 12,33
2,09 1,74

19,9
14,2
8,8
OF
7,3
OF
12,55

2,34

CEC: Circulag&o extracorpérea; OF: Obito fetal; EP: Erro Padréo
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Tabela 15 - Valores do Bicarbonato de Sédio no sangue arterial e venoso dos
fetos do grupo CEC + Pré-condicionamento isquémico distribuidos pelos
momentos de coleta da amostra.

Animal  Acesso Fetal Pré-CEC 15 min. CEC 30 min. CEC 60 min. CEC 120 min. CEC

Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial

301116 161 14 135 136 11,3 125 98 92 96 97 83 84
310517 11,8 12,3 12,7 135 11,7 114 102 93 88 83 OF OF
70617 13,1 124 11,8 11,7 112 115 98 104 105 98 104 89
210617 94 91 108 101 92 98 98 102 87 9 96 91
280617 15 136 136 116 103 99 88 92 61 62  OF OF
50717 14,5 13,7 142 145 136 142 134 13,1 13,7 12,8 13,7 133
MEDIA 13,32 12,52 12,77 12,50 11,22 11,55 10,30 10,23 9,57 9,30 10,50 9,93

EP 099 o074 052 067 060 068 065 0,61 1,02 1088 094 0,93

CEC: Circulag&o extracorpérea; OF: Obito fetal; EP: Erro Padréo

Tabela 16 - Valores do Lactato no sangue arterial e venoso dos fetos do grupo
Controle Negativo distribuidos pelos momentos de coleta da amostra.

Animal  Acesso Fetal Pré-CEC 15 min. CEC 30 min. CEC 60 min. CEC 120 min. CEC

Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial

20915 26 23 21 23 23 22 19 1,7 2 1,7 24 21
211015 15 1,4 21 25 23 26 25 25 23 25 24 24
60116 6,9 7 6,1 6 55 5,7 5 48 41 39 32 34
130116 33 27 33 29 35 34 36 36 29 33 35 34
200116 16 1,7 18 22 2 21 22 23 24 23 28 35
270116 19 1,7 33 NO 29 23 24 21 23 19 25 22
MEDIA 2,97 280 3,12 3,18 3,08 3,05 293 28 267 260 280 2,83

EP o8 08 065 072 053 o056 048 047 031 035 019 0,27

CEC: Circulagédo extracorpdrea; NO: Nao obtido; EP: Erro Padréao
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Tabela 17- Valores do Lactato no sangue arterial e venoso dos fetos do grupo
CEC distribuidos pelos momentos de coleta da amostra.

Animal  Acesso Fetal Pré-CEC 15 min. CEC 30 min. CEC 60 min. CEC 120 min. CEC

Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial

30216 3,7 4,6 3,3 3,4 2,7 3,3 3,7 3,8 3,9 4,1 3,9 4,7
40516 1,7 1,7 1,8 1,8 2,8 2,1 2,7 3,2 3,6 3,4 4,6 4,3
150616 8,2 8,2 9,4 9,3 6,6 9,1 9,3 9,6 9,3 9,6 10,6 10,8
220616 3,5 3,2 5,4 4,9 7 7,3 7,9 8,3 OF OF OF OF
100816 2 1,8 2,3 2,9 3,3 3 4,3 4,4 3,8 4,9 7,8 7,5
231116 0,5 1,2 3,5 3,3 51 5,3 9 8,6 11,5 11,5 OF OF
MEDIA 327 3,45 4,28 427 458 502 615 632 642 670 6,73 6,83

EP 1,10 1,08 1,14 1,09 0,79 1,12 1,19 1,15 1,52 1,48 1,26 1,23

CEC: Circulag&o extracorpérea; OF: Obito fetal; EP: Erro Padréo

Tabela 18- Valores do Lactato no sangue arterial e venoso dos fetos do grupo
CEC + Pré-condicionamento isquémico distribuidos pelos momentos de
coleta da amostra.

Animal  Acesso Fetal Pré-CEC 15 min. CEC 30 min. CEC 60 min. CEC 120 min. CEC

Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial Venosa Arterial

301116 2,6 2,3 3 26 36 32 49 48 48 49 66 65
310517 18 23 37 39 48 51 64 51 79 76  OF OF
70617 1,7 1,7 3 26 29 31 33 34 35 32 48 5
210617 78 86 71 74 78 66 718 74 92 92 97 95
280617 2,5 2,7 36 36 5 5 106 93 143 134  OF OF
50717 2,2 1,9 28 3 44 41 46 47 44 47 48 A8
MEDIA 3,50 3,25 387 38 475 452 627 578 735 717 648 6,45

EP 0,95 1,08 o066 074 069 0,54 1,07 0,88 1,65 1,53 094 0,89

CEC: Circulagéo extracorpérea; OF: Obito fetal; EP: Erro Padr&o
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Tabela 19 - Valores da frequéncia cardiaca dos fetos do grupo Controle
Negativo distribuidos por momentos da aferi¢ao.

Animal  Acesso Fetal Pre-CEC CEC (min.) P6s-CEC (min.)
5 10 20 30 60 90 120
20915 120 120 120 120 120 120 120 120 120
211015 120 128 130 127 131 136 145 138 140
60116 100 140 125 124 130 125 120 112 112
130116 110 100 108 104 100 104 98 104 112
200116 104 160 140 136 110 100 100 100 104
270116 130 120 112 140 160 132 128 110 106
MEDIA 114,00 128,00 122,50 125,17 125,17 119,50 118,50 114,00 115,67
EP 4,62 8,33 4,81 5,22 8,49 6,00 7,21 5556 5,38

CEC: Circulagéo extracorporea; EP: Erro Padrao

Tabela 20- Valores da frequéncia cardiaca dos fetos do grupo CEC
distribuidos por momentos da afericéo.

Animal  Acesso Fetal Pré-CEC CEC (min.) P6s-CEC (min.)
5 10 20 30 60 90 120

30216 126 128 120 120 140 128 120 120 120
40516 110 96 60 68 112 108 112 108 108
150616 120 120 140 140 140 124 120 120 120
220616 100 132 90 112 140 OF OF OF OF
100816 90 85 120 120 110 130 130 120 120
231116 90 120 120 120 80 120 90 OF OF
MEDIA 106,00 113,50 108,33 113,33 120,33 122,00 114,40 117,00 117,00

EP 6,22 7,65 11,67 9,83 9,94 3,90 6,73 3,00 3,00

CEC: Circulag&o extracorpérea; OF: Obito fetal; EP: Erro Padréo
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Tabela 21- Valores da frequéncia cardiaca dos fetos do grupo CEC + Pré-
condicionamento isquémico distribuidos por momentos da afericao

Animal  Acesso Fetal Pré-CEC CEC (min.) P6s-CEC (min.)
5 10 20 30 60 90 120

301116 120 140 100 140 120 120 120 120 140
310517 140 138 90 126 132 120 70 OF OF
70617 90 112 128 144 136 132 152 160 160
210617 138 140 140 136 140 144 160 136 120
280617 132 170 80 NO 140 180 90 OF OF
50717 180 160 160 168 168 168 160 160 140
MEDIA 133,33 143,33 116,33 142,80 139,33 144,00 125,33 144,00 140,00

EP 11,97 8,21 12,76 6,37 6,48 10,28 15,76 8,00 6,67

CEC: Circulag&o extracorporea; NO: N&o obtido; OF: Obito fetal; EP: Erro Padrdo

Tabela 22- Valores da presséao arterial média dos fetos do grupo Controle
Negativo distribuidos por momentos da aferi¢ao.

Animal  Acesso Fetal Pré-CEC CEC (min.) P6s-CEC (min.)
5 10 20 30 60 90 120
20915 61 54 53 52 51 50 53 54 53
211015 55 44 46 47 48 46 45 48 50
60116 49 56 47 48 47 44 44 45 43
130116 61 66 63 60 59 67 52 57 54
200116 33 35 33 30 28 27 23 24 24
270116 60 60 56 60 58 56 58 55 54
MEDIA 53,17 52,50 49,67 49,50 48,50 48,33 45,83 47,17 46,33
EP 4,46 4,59 4,19 4,53 4,58 5,44 5,04 4,99 4,78

CEC: Circulagéo extracorporea; EP: Erro Padrao
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Tabela 23 - Valores da presséo arterial média dos fetos do grupo CEC
distribuidos por momentos da afericéo.

Animal  Acesso Fetal Pré-CEC CEC (min.) P6s-CEC (min.)
5 10 20 30 60 90 120
30216 58 36 29 29 34 34 39 37 30
40516 57 52 45 46 49 49 48 43 45
150616 72 43 41 31 36 37 34 41 35
220616 69 46 33 38 36 NO OF OF OF
100816 61 42 48 38 38 40 37 29 28
231116 56 49 49 73 28 36 24 OF OF
MEDIA 62,17 44,67 40,83 42,50 36,83 39,20 36,40 37,50 34,50
EP 2,75 2,30 3,35 6,58 2,81 2,63 3,88 3,10 3,80
CEC: Circulag&o extracorporea; NO: N&o obtido; OF: Obito fetal; EP: Erro Padrdo
Tabela 24 - Valores da presséo arterial média dos fetos do grupo CEC + Pré-
condicionamento isquémico distribuidos por momentos da afericao.
Animal  Acesso Fetal Pré-CEC CEC (min.) P6s-CEC (min.)
5 10 20 30 60 90 120
301116 54 68 38 43 50 56 57 46 49
310517 55 48 42 36 33 32 30 OF OF
70617 54 45 40 40 40 44 40 35 39
210617 51 61 53 50 45 54 47 50 50
280617 47 45 38 37 40 33 22 OF OF
50717 61 51 46 51 45 46 46 42 42
MEDIA 53,67 53,00 42,83 42,83 42,17 44,17 40,33 43,25 45,00
EP 1,89 3,86 2,37 2,63 2,39 4,13 5,16 2,61 2,19

CEC: Circulag&o extracorpdrea; NO: N&o obtido; OF: Obito fetal; EP: Erro Padrdo
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Tabela 25 - Valores do fluxo sanguineo da CEC do Grupo CEC (Controle)
distribuidos por momentos da da afericéo.

Animal CEC (ml /min/kg peso fetal)
5 10 15 20 25 30
30216 80 67 63 78 61 55
40516 138 128 121 110 128 103
150616 150 120 79 68 90 64
220616 129 117 86 92 98 77
100816 122 115 NO 80 NO 107
231116 202 190 NO 250 NO 226
MEDIA 136,98 122,83 87,20 113,03 94,29 105,32
EP 16,34 16,13 12,18 28,04 13,73 25,63

CEC: Circulagédo extracorpérea; NO: Nao obtido; EP: Erro Padrao

Tabela 26 - Valores do fluxo sanguineo da CEC do grupo CEC + Pré-
condicionamento isquémico distribuidos por momentos da aferi¢éo.

Animal CEC (ml /min/kg peso fetal)
5 10 15 20 25 30

301116 238,89 233,33 236,11 277,78 246,53 250,00
310517 122,98 126,49 122,98 98,38 105,41 105,41
70617 105,11 117,12 126,13 96,10 129,13 156,16
210617 132,60 160,22 165,75 140,88 176,80 157,46
280617 283,51 273,20 350,52 335,05 381,44 376,29
50717 137,44 154,03 146,92 125,59 94,79 94,79

MEDIA 17009 177,40 191,40 178,96 189,02 190,02

Ep 29,73 25,41 36,01 41,55 44,70 43,49

CEC: Circulagédo extracorpérea; EP: Erro Padréo
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Tabela 27- Valores do percentual de espessura da camada muscular das
arteriolas brénquicas no grupo Controle Negativo.

Animal Basal (%)
20915 36,56
211015 29,33
60116 33,92
130116 33,11
200116 34,62
270116 30,96
MEDIA 33,08
ep 1,06

Valores: Percentual; EP: Erro Padrao

Tabela 28- Valores do percentual de espessura da camada muscular das
arteriolas brénquicas no grupo CEC.

Animal Basal (%)
30216 33,29
40516 38,69
150616 38,33
220616 40,68
100816 43,48
231116 42,53
MEDIA 39,50
Ep 1,49

Valores: Percentual; EP: Erro Padrao
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Tabela 29- Valores do percentual de espessura da camada muscular das

arteriolas brénquicas no grupo CEC + PCIR.

Animal Basal (%)
301116 38,71
310517 31,34
70617 32,36
210617 35,30
280617 38,28
50717 35,63
MEDIA 35,27
EP 1,22

Valores: Percentual; EP: Erro Padrao

Tabela 30- Valores percentuais da fracdo de area do septo interlobular dos
pulmbes dos animais do grupo Controle e dos animais submetidos a
circulacdo extracorpdrea (CEC), com e sem pré-condicionamento isquémico

remoto (PCIR)

Animal Controle Animal CEC Animal CEC + PCIR
20915 5,36 30216 11,13 301116 7,14
211015 8,63 40516 3,99 310517 24,17
60116 17,32 150616 25,83 70617 17,14
130116 2,32 220616 15,30 210617 17,14
200116 12,62 100816 6,90 280617 7,44
270116 19,88 231116 3,33 50717 16,37
MEDIA 11,02 MEDIA 11,08 MEDIA 14,90
EP 2,79 EP 3,48 EP 2,67

Valores: Percentual; CEC: Circulacdo extracorporea;
PCIR: Pré-condicionamento isquémico remoto; EP: Erro Padrao
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Tabela 31- Valores percentuais basais da fracdo de area dos nucleos
celulares da placenta dos animais do grupo Controle e dos animais
submetidos a circulagéo extracorpérea (CEC), com e sem pré-condicionamento
isquémico remoto (PCIR)

Animal Controle Animal CEC Animal CEC + PCIR
20915 0,30 30216 0,37 301116 0,22
211015 0,33 40516 0,25 310517 0,22
60116 0,17 150616 0,22 70617 0,28
130116 0,21 220616 0,15 210617 0,26
200116 0,33 100816 0,31 280617 0,28
270116 0,17 231116 0,34 50717 0,28
MEDIA 0,25 MEDIA 0,27 MEDIA 0,26

EP 0,03 EP 0,03 EP 0,01

Valores: Percentual; CEC: Circulacdo extracorporea;
PCIR: Pré-condicionamento isquémico remoto; EP: Erro Padrdo

Tabela 32- Valores percentuais finais da fracdo de area dos nucleos
celulares da placenta dos animais do grupo Controle e dos animais
submetidos a circulagéo extracorpérea (CEC), com e sem pré-condicionamento
isquémico remoto (PCIR)

Animal Controle Animal CEC Animal CEC + PCIR
20915 0,23 30216 0,36 301116 0,20
211015 0,21 40516 0,22 310517 0,24
60116 0,18 150616 0,18 70617 0,19
130116 0,21 220616 0,24 210617 0,20
200116 0,17 100816 0,19 280617 0,31
270116 0,26 231116 0,24 50717 0,26
MEDIA 0,21 MEDIA 0,24 MEDIA 0,23

EP 0,01 EP 0,03 EP 0,02

Valores: Percentual; CEC: Circulacdo extracorporea;
PCIR: Pré-condicionamento isquémico remoto; EP: Erro Padrao



Anexos 109

Tabela 33- Valores percentuais basais da fracdo de area dos vasos
intersticiais da placenta dos animais do grupo Controle e dos animais
submetidos a circulagéo extracorpérea (CEC), com e sem pré-condicionamento
isquémico remoto (PCIR)

Animal Controle Animal CEC Animal CEC + PCIR
20915 0,19 30216 0,04 301116 0,08
211015 0,16 40516 0,08 310517 0,08
60116 0,20 150616 0,08 70617 0,07
130116 0,09 220616 0,05 210617 0,10
200116 0,09 100816 0,08 280617 0,10
270116 0,13 231116 0,03 50717 0,09
MEDIA 0,14 MEDIA 0,06 MEDIA 0,09

EP 0,02 EP 0,01 EP 0,00

Valores: Percentual; CEC: Circulacdo extracorporea;
PCIR: Pré-condicionamento isquémico remoto; EP: Erro Padrdo

Tabela 34- Valores percentuais finais da fracdo de éarea dos vasos
intersticiais da placenta dos animais do grupo Controle e dos animais
submetidos a circulacéo extracorpérea (CEC), com e sem pré-condicionamento
isquémico remoto (PCIR)

Animal Controle Animal CEC Animal CEC + PCIR
20915 0,17 30216 0,05 301116 0,15
211015 0,22 40516 0,20 310517 0,10
60116 0,09 150616 0,07 70617 0,12
130116 0,11 220616 0,11 210617 0,13
200116 0,16 100816 0,13 280617 0,06
270116 0,12 231116 0,08 50717 0,24
MEDIA 0,15 MEDIA 0,11 MEDIA 0,13

EP 0,02 EP 0,02 EP 0,02

Valores: Percentual; CEC: Circulacdo extracorporea;
PCIR: Pré-condicionamento isquémico remoto; EP: Erro Padrao
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Tabela 35- Valores da Interleucina-1 dos fetos do grupo Controle Negativo,
aferidos por ensaio de imunoadsorcéo enzimatica (ELISA).

Animal  Acesso Fetal CEC P6s-CEC
15 minutos 30 minutos 60 minutos

20915 68,51 67,36 54,72 61,82
211015 70,63 78,86 73,93 75,11
60116 76,72 74,68 80,77 75,50
130116 83,76 72,36 74,69 81,96
200116 73,17 77,04 79,73 96,77
270116 80,68 80,23 73,74 77,36
MEDIA 75,58 75,09 72,93 78,09

EP 2,41 1,93 3,85 4,64

Valores: Picogramas por mililitro; CEC: Circulacdo extracorporea; EP: Erro Padrédo

Tabela 36- Valores da Interleucina-1 dos fetos do grupo CEC, aferidos por
ensaio de imunoadsorcédo enziméatica (ELISA).

Animal Acesso Fetal CEC P6s-CEC
15 minutos 30 minutos 60 minutos

30216 68,38 74,16 70,21 72,18
40516 67,29 72,60 70,91 77,01
150616 90,90 77,05 64,92 84,60
220616 97,62 96,00 106,06

100816 77,97 79,34 95,93 108,53
231116 98,10 93,99 95,61 106,23
MEDIA 83,38 82,19 83,94 89,71

Ep* 5,74 4,17 7,05 7,49

Valores: Picogramas por mililitro; CEC: Circulagao extracorporea; EP: Erro Padrdo
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Tabela 37- Valores da Interleucina-1 dos fetos do grupo CEC + PCIR, aferidos

por ensaio de imunoadsorcao enzimatica (ELISA).

Animal Acesso Fetal CEC P6s-CEC
15 minutos 30 minutos 60 minutos

301116 41,70 41,56 37,64 39,22
310517 38,96 35,17 34,69 30,84
70617 41,96 64,02 57,93 55,27
210617 48,54 57,92 49,60 50,41
280617 47,31 40,76 42,30 60,32
50717 37,09 45,90 39,90 45,58
MEDIA 42,59 47,55 43,67 46,94

Ep* 1,85 4,53 3,52 4,40

Valores: Picogramas por mililitro; CEC: Circulacdo extracorporea; EP: Erro Padrdo

Tabela 38- Valores da Interleucina-6 dos fetos do grupo Controle Negativo,
aferidos por ensaio de imunoadsorgdo enziméatica (ELISA).

Animal Acesso Fetal CEC P6s-CEC
15 minutos 30 minutos 60 minutos

20915 78,13 78,13 78,13 78,13
211015 78,13 78,13 78,13 78,13
60116 78,13 78,13 78,13 78,13
130116 78,13 78,13 78,13 78,13
200116 78,13 78,13 78,13 78,13
270116 78,13 78,13 78,13 78,13
MEDIA 78,13 78,13 78,13 78,13

EP 0,00 0,00 0,00 0,00

Valores: Picogramas por mililitro; CEC: Circulagao extracorporea; EP: Erro Padrao
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Tabela 39- Valores da Interleucina-6 dos fetos do grupo CEC aferidos por
ensaio de imunoadsorcao enzimatica (ELISA).

Animal  Acesso Fetal CEC P6s-CEC
15 minutos 30 minutos 60 minutos

30216 78,13 78,13 78,13 78,13
40516 78,13 78,13 78,13 78,13
150616 78,13 78,13 78,13 84,08
220616 78,13 78,13 78,13 NO
100816 78,13 78,13 78,13 78,13
231116 78,13 78,13 109,43 151,02
MEDIA 78,13 78,13 83,34 93,89

EP 0,00 0,00 5,22 14,33

Valores: Picogramas por mililitro; CEC: Circulacdo extracorporea; NO: N&o obtido; EP: Erro
Padréo

Tabela 40- Valores da Interleucina-6 dos fetos do grupo CEC + PCIR aferidos
por ensaio de imunoadsor¢éo enzimatica (ELISA).

Animal Acesso Fetal CEC P6s-CEC
15 minutos 30 minutos 60 minutos

301116 78,13 78,13 78,13 83,75
310517 78,13 78,13 706,22 78,13
70617 78,13 78,13 78,13 1198,34
210617 78,13 78,13 287,35 78,13
280617 78,13 78,13 78,13 261,76
50717 410,71 78,13 78,13 78,13
MEDIA 133,56 78,13 217,68 296,37

EP 55,43 0,00 103,51 182,83

Valores: Picogramas por mililitro; CEC: Circulagao extracorporea; EP: Erro Padrao
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Tabela 41- Valores da Interleucina-10 dos fetos do grupo Controle Negativo
aferidos por ensaio de imunoadsorcéo enzimatica (ELISA).

Animal Acesso Fetal CEC P6s-CEC (min.)
15 minutos 30 minutos 60 minutos

20915 80,00 80,00 80,00 80,00
211015 69,85 66,42 80,00 56,97
60116 80,00 80,00 80,00 80,00
130116 80,00 80,00 80,00 80,00
200116 80,00 80,00 80,00 80,00
270116 80,00 80,00 80,00 80,00
MEDIA 78,31 77,74 80,00 76,16

EpP* 1,69 2,26 0,00 3,84

Valores: Picogramas por mililitro; CEC: Circulagéo extracorpérea; EP: Erro Padréo

Tabela 42- Valores da Interleucina-10 dos fetos do grupo CEC, aferidos por
ensaio de imunoadsorcédo enziméatica (ELISA).

Animal Acesso Fetal CEC Pos-CEC
15 minutos 30 minutos 60 minutos

30216 79,46 80,00 77,62 79,98
40516 80,00 80,00 80,00 80,00
150616 80,00 80,00 80,00 80,00
220616 75,18 32,37 19,01 NO
100816 80,00 80,00 80,00 80,00
231116 64,23 24,36 28,97 24,10
MEDIA 76,48 62,79 60,93 68,82

Ep* 2,57 10,93 11,76 11,18

Valores: Picogramas por mililitro; CEC: Circulacé@o extracorpérea; NO: Nao obtido; EP: Erro Padrdo
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Tabela 43- Valores da Interleucina-10 dos fetos do grupo CEC + PCIR
aferidos por ensaio de imunoabsor¢édo enzimética — ELISA e distribuidos pelos
momentos de coleta do sangue fetal.

Animal  Acesso Fetal CEC P6s-CEC
15 minutos 30 minutos 60 minutos

301116 24,16 14,23 17,91 17,23
310517 80,00 80,00 80,00 80,00
70617 80,00 80,00 80,00 80,00
210617 61,87 37,60 41,20 50,04
280617 80,00 80,00 80,00 77,42
50717 80,00 80,00 80,00 80,00
MEDIA 67,67 61,97 63,18 64,11

Ep* 9,19 11,80 11,05 10,54

Valores: Picogramas por mililitro; CEC: Circulagéo extracorpérea; EP: Erro Padréo

Tabela 44- Valores do Fator de Necrose Tumoral Alfa dos fetos do grupo
Controle Negativo aferidos por ensaio de imunoadsorcédo enziméatica (ELISA).

Animal Acesso Fetal CEC P6s-CEC
15 minutos 30 minutos 60 minutos

20915 15,63 15,63 15,63 15,63
211015 15,63 22,24 15,63 15,63
60116 15,63 15,63 15,63 18,27
130116 15,63 15,63 15,63 15,63
200116 15,63 15,63 15,63 15,63
270116 15,63 15,63 15,63 15,63
MEDIA 15,63 16,73 15,63 16,07

EP 0,00 1,10 0,00 0,44

Valores: Picogramas por mililitro; CEC: Circulacdo extracorpérea; EP: Erro Padrdo
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Tabela 45- Valores do Fator de Necrose Tumoral Alfa dos fetos do grupo
CEC aferidos por ensaio de imunoadsorcéao enzimatica (ELISA).

Animal Acesso Fetal CEC P6s-CEC
15 minutos 30 minutos 60 minutos

30216 15,63 15,63 15,63 15,63
40516 15,63 15,63 15,63 15,63
150616 15,63 15,63 15,63 15,63
220616 15,63 15,63 15,63 NO
100816 15,63 15,63 15,63 15,63
231116 15,63 15,63 15,63 29,88
MEDIA 15,63 15,63 15,63 18,48

EP* 0,00 0,00 0,00 2,85

Valores: Picogramas por mililitro; CEC: Circulagéo extracorpérea; NO: Nao obtido; EP: Erro Padrdo

Tabela 46- Valores do Fator de Necrose Tumoral Alfa dos fetos do grupo
CEC + PCIR aferidos por ensaio de imunoadsor¢cao enzimatica (ELISA).

Animal Acesso Fetal CEC P6s-CEC
15 minutos 30 minutos 60 minutos

301116 15,63 15,63 16,53 19,48
310517 15,63 15,63 15,63 15,63
70617 18,07 15,63 15,63 15,63
210617 15,63 302,91 279,63 203,56
280617 15,63 15,63 15,63 20,33
50717 15,63 15,63 15,63 15,63
MEDIA 16,03 63,51 59,78 48,37

Ep 0,41 47,88 43,97 31,05

Valores: Picogramas por mililitro; CEC: Circula¢éo extracorpérea; EP: Erro Padréo
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Tabela 47- Valores do Prostaglandina dos fetos do grupo Controle Negativo
aferidos por ensaio de imunoadsorcéo enzimatica (ELISA).

Animal Acesso Fetal CEC P6s-CEC
15 minutos 30 minutos 60 minutos

20915 315,48 654,01 650,10 928,32
211015 310,94 259,68 430,26 398,53
60116 728,82 1155,20 953,06 1074,51
130116 304,30 558,32 387,86 591,22
200116 225,43 363,24 405,06 610,75
270116 533,87 420,05 262,31 521,85
MEDIA 403,14 568,42 514,78 687,53

EP 77,61 130,53 101,56 105,49

Valores: Picogramas por mililitro; CEC: Circula¢do extracorpérea; EP: Erro Padrdo

Tabela 48- Valores do Prostaglandina dos fetos do grupo CEC aferidos por
ensaio de imunoadsorcao enzimatica (ELISA).

Animal Acesso Fetal CEC P6s-CEC
15 minutos 30 minutos 60 minutos

30216 455,20 789,31 467,79 422,25
40516 80,31 88,27 156,99 123,53
150616 717,46 456,83 324,41 394,13
220616 630,15 541,76 406,03 NO
100816 667,38 512,00 494,17 343,24
231116 375,64 267,29 435,16 989,38
MEDIA 487,69 442,58 380,76 454,51

Ep 97,46 98,55 50,75 143,65

Valores: Picogramas por mililitro; CEC: Circulacdo extracorpdrea; NO: Nao obtido; EP: Erro
Padrao
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Tabela 49- Valores do Prostaglandina dos fetos do grupo CEC + PCIR
aferidos por ensaio de imunoadsorcéo enzimatica (ELISA).

Animal Acesso Fetal CEC P6s-CEC
15 minutos 30 minutos 60 minutos

301116 NO NO NO NO
310517 519,41 1482,97 1358,03 5365,97
70617 629,15 1193,20 49,22 852,07
210617 182,77 604,59 423,36 547,60
280617 447,80 362,15 504,45 707,07
50717 433,82 609,87 477,13 468,29
MEDIA 442,59 850,56 562,44 1588,20

EP* 73,59 209,08 215,21 946,75

Valores: Picogramas por mililitro; CEC: Circulagdo extracorpdrea; NO: Nao obtido; EP: Erro

Padréao

Tabela 50-Valores do Tromboxana dos fetos do grupo Controle Negativo
aferidos por ensaio de imunoadsorgdo enziméatica (ELISA).

Animal Acesso Fetal CEC Pos-CEC
15 minutos 30 minutos 60 minutos

20915 23741,70 892,25 2005,03 1751,98
211015 484,70 5194,50 5384,07 15092,60
60116 365,05 2073,53 454,00 9377,14
130116 1211,73 14397,50 5484,80 15480,90
200116 209,46 196,08 543,40 265,10
270116 577,84 13486,60 268,22 18209,12
MEDIA 4431,75 6040,08 2356,59 10029,47

EP 3864,54 2597,42 1005,71 3090,55

Valores: Picogramas por mililitro; CEC: Circulagao extracorporea; EP: Erro Padrao
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Tabela 51- Valores do Tromboxana dos fetos do grupo CEC aferidos por
ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA).

Animal Acesso Fetal CEC P6s-CEC
15 minutos 30 minutos 60 minutos

30216 1140,70 1699,20 1698,30 1197,97
40516 633,60 477,09 342,01 9458,10
150616 262,47 174,30 238,40 8107,40
220616 109,75 157,10 NO NO
100816 3981,80 1199,70 1302,80 1621,10
231116 3524,60 252,74 262,70 260,62
MEDIA 1608,82 660,02 768,84 4129,04

EP 695,97 262,00 305,67 1924,47

Valores: Picogramas por mililitro; CEC: Circulacéo extracorpérea; NO: N&o obtido; EP: Erro
Padrao

Tabela 52- Valores do Tromboxana dos fetos do grupo CEC + PCIR aferidos
por ensaio de imunoabsor¢éo enzimatica (ELISA).

Animal Acesso Fetal CEC Pos-CEC
15 minutos 30 minutos 60 minutos

301116 15544,20 2016,50 1020,30 3278,99
310517 1443,50 2520,20 2752,00
70617 7637,01 588,12 736,05 680,80
210617 1091,58 1419,90 685,00 738,70
280617 617,50 209,27 376,50 408,16
50717 175,70 474,30 276,23 761,76
MEDIA 5013,20 1025,27 935,71 1436,74

EP 2965,54 287,15 335,07 506,49

Valores: Picogramas por mililitro; CEC: Circulacdo extracorpérea; EP: Erro Padrdo
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Tabela 53 - Valores percentuais basais e finais da molécula de adeséo
intercelular-1 (ICAM-1) no intersticio placentério do grupo Controle Negativo,
aferidos por imuno-histoquimica.

Animal ICAM (%)
Inicial Final
20915 4,65 3,58
211015 4,18 3,49
60116 3,98 4,35
130116 3,98 4,03
200116 4,12 4,06
270116 4,45 3,40
MEDIA 4,23 3,82
EP 0,11 0,16

Valores: Percentual; EP: Erro Padrao

Tabela 54 - Valores percentuais basais e finais da molécula de adeséo
intercelular-1 (ICAM-1) no intersticio placentario do grupo CEC, aferidos por
imuno-histoquimica.

Animal ICAM-1 (%)
Inicial Final
30216 3,94 3,63
40516 4,89 3,96
150616 3,14 4,09
220616 3,33 3,94
100816 3,03 3,13
231116 2,68 3,02
MEDIA 3,50 3,63
EP 0,33 0,19

Valores: Percentual; EP: Erro Padrao
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Tabela 55 - Valores percentuais basais e finais da molécula de adeséo
intercelular-1 (ICAM-1) no intersticio placentario do grupo CEC + PCIR,
aferidos por imuno-histoquimica.

Animal ICAM-1 (%)
Inicial Final
301116 3,59 3,81
310517 3,28 2,97
70617 2,95 3,97
210617 2,72 3,48
280617 3,21 3,46
50717 3,46 3,15
MEDIA 3,20 3,48
EP 0,13 0,16

Valores: Percentual; EP: Erro Padrao

Tabela 56- Valores percentuais basais e finais da molécula de adesao
vascular (VCAM-1) no intersticio placentario do grupo Controle Negativo,
aferidos por imuno-histoquimica.

Animal VCAM-1 (%)
Inicial Final
20915 5,21 3,65
211015 3,18 3,70
60116 4,03 3,69
130116 4,31 3,52
200116 2,90 3,56
270116 3,21 3,13
MEDIA 3,81 3,54
EP 0,36 0,09

Valores: Percentual; EP: Erro Padrao
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Tabela 57- Valores percentuais basais e finais da molécula de adeséo
vascular (VCAM-1) no intersticio placentario do grupo Controle CEC, aferidos
por imuno-histoquimica.

Animal VCAM-1 (%)
Inicial Final
30216 4,32 4,07
40516 3,57 3,60
150616 3,51 3,96
220616 3,58 4,52
100816 3,04 3,94
231116 3,16 3,75
MEDIA 3,53 3,97
EP 0,18 0,13

Valores: Percentual; EP: Erro Padrao

Tabela 58- Valores percentuais basais e finais da molécula de ades&o vascular
(VCAM-1) no intersticio placentario do grupo Controle CEC + PCIR, aferidos por
imuno-histoquimica.

Animal VCAM-1 (%)
Inicial Final
301116 3,34 3,50
310517 3,41 3,91
70617 3,50 3,49
210617 3,38 3,53
280617 2,99 2,98
50717 3,22 3,19
MEDIA 3,31 3,43
EP 0,07 0,13

Valores: Percentual; EP: Erro Padrao
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Tabela 59- Valores percentuais basais e finais do receptor Toll-Like-4 no
intersticio placentario dos animais do grupo Controle Negativo, aferidos por

imuno-histoquimica.

Animal Receptor Toll-Like 4 (%)
Inicial Final

20915 3,75 3,75
211015 3,90 3,55
60116 3,73 3,30
130116 3,42 13,94
200116 3,96 2,81
270116 4,50 4,37
MEDIA 3,88 5,29
EP 0,15 1,74

Valores: Percentual; EP: Erro Padrao

Tabela 60- Valores percentuais basais e finais do receptor Toll-Like-4 no
intersticio placentario dos animais do grupo CEC, aferidos por imuno-

histoquimica.

Animal Receptor Toll-Like 4 (%)
Inicial Final

30216 3,56 3,66
40516 4,08 3,42
150616 3,62 3,04
220616 3,24 3,70
100816 3,87 4,21
231116 3,01 3,37
MEDIA 3,56 3,57
EP 0,16 0,16

Valores: Percentual; EP: Erro Padrao
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Tabela 61- Valores percentuais basais e finais do receptor Toll-Like-4 no
intersticio placentario dos animais do grupo CEC + PCIR, aferidos por imuno-
histoquimica.

Animal Receptor Toll-Like 4 (%)
Inicial Final

301116 2,35 3,27
310517 3,05 3,52
70617 2,98 2,67
210617 3,13 3,47
280617 2,81 2,86
50717 3,91 3,93
MEDIA 3,04 3,29
EP 0,21 0,19

Valores: Percentual; EP: Erro Padrao

Tabela 62- Valores percentuais basais e finais da molécula de adesao
intercelular-1 (ICAM-1) na vasculatura placentaria do grupo Controle
Negativo, aferidos por imuno-histoquimica.

Animal ICAM-1 (%)
Inicial Final
20915 3,99 9,36
211015 8,42 7,36
60116 6,17 11,41
130116 6,21 7,45
200116 7,91 6,32
270116 5,87 8,05
MEDIA 6,43 8,32
EP 0,65 0,74

Valores: Percentual; EP: Erro Padrao
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Tabela 63- Valores percentuais basais e finais da molécula de adeséo
intercelular-1 (ICAM-1) na vasculatura placentaria do grupo CEC, aferidos por
imuno-histoquimica.

Animal ICAM-1 (%)
Inicial Final
30216 8,41 7,77
40516 11,49 7,52
150616 12,57 10,27
220616 11,19 14,53
100816 11,43 9,88
231116 10,97 11,13
MEDIA 11,01 10,18
EP 0,57 1,05

Valores: Percentual; EP: Erro Padrao

Tabela 64- Valores percentuais basais e finais da molécula de adeséo
intercelular-1 (ICAM-1) na vasculatura placentaria do grupo CEC + PCIR,
aferidos por imuno-histoquimica.

Animal ICAM-1 (%)
Inicial Final

301116 10,07 13,93
310517 8,24 10,29
70617 6,02 12,08
210617 8,09 8,65

280617 8,02 7,94

50717 9,47 13,00
MEDIA 8,32 10,98

EP 0,57 0,99

Valores: Percentual; EP: Erro Padrao
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Tabela 65- Valores percentuais basais e finais da molécula de adeséo
vascular (VCAM-1) na vasculatura placentaria do grupo Controle Negativo,
aferidos por imuno-histoquimica.

Animal VCAM-1 (%)
Inicial Final
20915 9,80 14,75
211015 11,78 10,42
60116 9,18 11,13
130116 8,88 11,41
200116 9,77 8,86
270116 12,30 10,86
MEDIA 10,29 11,24
EP 0,58 0,79

Valores: Percentual; EP: Erro Padrao

Tabela 66- Valores percentuais basais e finais da molécula de adeséo
vascular (VCAM-1) na vasculatura placentaria do grupo CEC, aferidos por
imuno-histoquimica.

Animal VCAM-1 (%)
Inicial Final

30216 10,03 11,69
40516 7,74 11,26
150616 10,56 12,09
220616 12,81 10,43
100816 11,83 9,27

231116 7,67 10,87
MEDIA 10,11 10,94

EP 0,86 0,41

Valores: Percentual; EP: Erro Padrao
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Tabela 67- Valores percentuais basais e finais da molécula de adeséo
vascular (VCAM-1) na vasculatura placentaria do grupo CEC + PCIR, aferidos
por imuno-histoquimica.

Animal VCAM-1 (%)
Inicial Final
301116 12,73 9,97
310517 8,13 9,26
70617 9,50 8,00
210617 7,97 7,05
280617 13,53 14,61
50717 12,66 9,83
MEDIA 10,75 9,79
EP 1,02 1,07

Valores: Percentual; EP: Erro Padrao

Tabela 68- Valores percentuais basais e finais do receptor Toll-Like-4 na
vasculatura placentaria dos animais do grupo Controle Negativo, aferidos por
imuno-histoquimica.

Animal Receptor Toll-Like 4 (%)
Inicial Final
20915 11,07 7,94
211015 14,29 11,55
60116 10,99 14,27
130116 9,23 10,04
200116 8,93 7,95
270116 6,34 9,03
MEDIA 10,14 10,13
EP 1,09 1,00

Valores: Percentual; EP: Erro Padrao
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Tabela 69- Valores percentuais basais e finais do receptor Toll-Like 4 na
vasculatura placentaria dos animais do grupo CEC, aferidos por imuno-
histoquimica.

Animal Receptor Toll-Like 4 (%)
Inicial Final

30216 8,95 9,72
40516 11,57 8,24
150616 11,17 8,29
220616 7,89 13,33
100816 11,63 13,52
231116 11,04 17,41
MEDIA 10,38 11,75
EP 0,64 1,48

Valores: Percentual; EP: Erro Padrao

Tabela 70- Valores percentuais basais e finais do receptor Toll-Like 4 na
vasculatura placentaria dos animais do grupo CEC + PCIR, aferidos por imuno-
histoquimica.

Animal Receptor Toll-Like 4 (%)
Inicial Final

301116 7,54 11,98
310517 8,91 12,16
70617 7,67 9,79
210617 11,46 11,36
280617 13,39 12,38
50717 14,17 12,67
MEDIA 10,52 11,72
EP 1,18 0,43

Valores: Percentual; EP: Erro Padréo
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Tabela 71- Valores percentuais da molécula de adeséo intercelular-1 (ICAM-
1) nos pulmdes dos animais do grupo Controle e dos animais submetidos a
circulagdo extracorpérea (CEC), com e sem pré-condicionamento isquémico
remoto (PCIR), aferidos por imuno-histoquimica.

Animal Controle Animal CEC Animal CEC + PCIR
20915 10,21 30216 4,29 301116 3,87
211015 5,30 40516 3,20 310517 2,07
60116 6,21 150616 3,64 70617 1,56
130116 9,32 220616 7,93 210617 NO
200116 10,62 100816 6,84 280617 9,20
270116 2,45 231116 5,00 50717 10,92
MEDIA 7,35 MEDIA 5,15 MEDIA 5,52

EP 3,23 EP 0,76 EP 1,91

Valores: Percentual; CEC: Circulacdo extracorporea;
PCIR: Pré-condicionamento isquémico remoto;
NO: N&o obtido; EP: Erro Padrédo

Tabela 72- Valores percentuais da molécula de adeséo vascular-1 (VCAM-1)
nos pulmdes dos animais do grupo Controle e dos animais submetidos a
circulacao extracorporea (CEC), com e sem pré-condicionamento isquémico
remoto (PCIR), aferidos por imuno-histoquimica.

Animal Controle Animal CEC Animal CEC + PCIR
20915 10,84 30216 9,44 301116 10,10
211015 9,84 40516 8,25 310517 11,31
60116 10,70 150616 9,50 70617 9,02
130116 9,68 220616 11,22 210617 8,91
200116 9,95 100816 9,50 280617 9,99
270116 11,13 231116 9,26 50717 8,36
MEDIA 10,36 MEDIA 9,53 MEDIA 9,61

EP 0,25 EP 0,39 EP 0,43

Valores: Percentual; CEC: Circulagéo extracorporea;
PCIR: Pré-condicionamento isquémico remoto; EP: Erro Padrao
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Tabela 73- Valores percentuais do Receptor Toll-Like-4 nos pulmdes dos
animais do grupo Controle e dos animais submetidos a circulagédo
extracorpérea (CEC), com e sem pré-condicionamento isquémico remoto
(PCIR), aferidos por imuno-histoquimica.

Animal Controle Animal CEC Animal CEC + PCIR
20915 8,88 30216 10,12 301116 11,29
211015 10,47 40516 10,99 310517 10,55
60116 10,43 150616 10,05 70617 9,39
130116 8,70 220616 10,55 210617 10,56
200116 9,76 100816 9,82 280617 9,70
270116 10,36 231116 10,08 50717 11,50
MEDIA 9,77 MEDIA 10,27 MEDIA 10,50
EP 0,33 EP 0,17 EP 0,34

Valores: Percentual; CEC: Circulacdo extracorporea;
PCIR: Pré-condicionamento isquémico remoto; EP: Erro Padrdo
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