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Resumo

Xavier MS. Efeito do azul de metileno como adjuvante no desfecho da parada
cardiaca: estudo experimental em ratos [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2017.

INTRODUCAO: O uso da epinefrina na ressuscitacdo cardiopulmonar (RCP)
tem sido questionado devido aos efeitos adversos como dano miocéardico e
cerebral. Farmacos como azul de metileno tém sido estudados como
adjuvantes, objetivando reduzir essas lesbes. OBJETIVOS: Neste estudo
objetivou-se avaliar o efeito da administracdo do azul de metileno em bdlus
durante a RCP, na lesdo miocéardica e cerebral. METODO: Quarenta e nove
ratos Wistar machos submetidos a parada cardiaca por fibrilacdo ventricular
foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos com 11 animais: azul de
metileno (GA, 2mg/kg), solucéo salina (GC, salina 0,9% 0,1ml), epinefrina (GE,
20mcg/kg), epinefrina + azul de metileno (GM), além do grupo sham com 5
animais. A fibrilacdo ventricular foi induzida por estimulacéo elétrica direto no
ventriculo direito por 3 minutos, sendo mantidos por mais 2 minutos em anoxia.
As manobras de RCP foram iniciadas com o farmaco correspondente de cada
grupo, massagem toracica, ventilacdo e desfibrilacdo. Apos retorno a circulagéo
espontanea (RCE), os animais foram observados durante quatro horas. Foram
coletados sangue para gasometria e troponina, tecido cardiaco e cerebral para
analise histologica, marcacdo de TUNEL, marcadores inflamatérios e de
estresse oxidativo. Os grupos foram comparados por meio do teste né&o
paramétrico de Kruskal-Wallis, com o teste de comparacdo mdultipla com
correcdo de Bonferroni quando adequado. RESULTADOS: Animais do grupo
GE apresentaram 63% de RCE, enquanto o GC e GM obtiveram 40% e 45%,
respectivamente, sem diferenca estatistica entre os grupos (p= 0,672). O grupo
GA apresentou apenas 18% de RCE e foi excluido da analise. O tempo de
RCP do GC foi maior comparado aos grupos GE e GM, mas sem diferenca
estatisticamente significativa. Os animais do grupo GM apresentaram PAM
maior comparado ao grupo GC, no momento imediatamente apdés a RCE
(P=0,007). Em todos 0s grupos o0s animais apresentaram acidose, queda da
PaO, e aumento do lactato ap6s PCR e RCP. A mediana da troponina sérica foi
maior no GC (130ng/ml) comparada ao grupo GE (3,8ng/ml), e GM (43,7ng/ml),
porém sem diferenca estatistica. O grupo GC apresentou aumento significativo
na expressao proteica dos marcadores BAX e TLR4. Nao houve diferenca
estatistica em relacdo a histologia e marcacdo de TUNEL entre os grupos
submetidos a PCR. CONCLUSAO: A utilizacdo de azul de metileno em bolus
na RCP de forma isolada apresentou resultados negativos em relacdo ao
retorno da circulagdo espontanea. A utilizacdo de azul de metileno associada a
epinefrina ndo diminuiu a presenca de lesGes no cérebro e no coracdo
decorrentes da parada cardiaca.

Descritores: parada cardiaca; epinefrina; azul de metileno; ratos; traumatismo
por reperfusdo; hipoéxia-isquemia encefalica



Abstract

Xavier MS. Effect of methylene blue as an adjuvant on the outcome of cardiac
arrest: an experimental study in rats [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2017.

INTRODUCTION: The use of epinephrine in cardiopulmonary resuscitation
(CPR) has been questioned due to adverse effects such as myocardial and
cerebral damage. Drugs such as methylene blue have been studied as
adjuvants in order to reduce lesions. OBJECTIVES: The aim of this study was
to evaluate the effect of methylene blue administration during CPR on
myocardial and cerebral lesion. METHOD: Forty nine Wistar male rats
submitted to ventricular fibrillation cardiac arrest (CA) were randomly assigned
to four principal groups with 11 cases each one: methylene blue (MB, 2mg/kg),
control (CTRL, 0.1ml saline 0.9%), epinephrine (EPI, 20ug/kg), epinephrine plus
methylene blue (EPI+MB), and a sham group, wich have 5 cases. Ventricular
fibrillation was induced by direct electrical stimulation in the right ventricle for 3
minutes and anoxia was maintained until a total of 5 minutes. CPR was initiated
using the group drug, ventilation, chest compressions and defibrillation.
The animals were observed for four hours after return of spontaneous circulation
(ROSC). Blood samples were collected for blood gas and troponin measurements.
Heart and brain tissues were harvested for the evaluation of oxidative stress,
inflamation, histological and TUNEL staining. Groups were compared using the
non-parametric Kruskal-Wallis test and Bonferroni post test. RESULTS: ROSC
was achieved in 63% of the cases in EPI, 40% in CTRL, and 45% in EPI+MB
(P=0.672). MB was excluded from analysis because of its low ROSC rate
(18%). CPR duration was longer in CTRL compared to EPlI and EPI+MB,
without statistical significance. EPI+MB animals presented higher arterial
pressure compared to the CTRL group, immediately after ROSC (P=0.007). All
animals presented acidosis, decreased PaO, and increased lactate after CA
and CPR. Serum troponin was higher in CTRL (130ng/ml) compared with EPI
(3.8ng/ml) and EPI+MB (43.7ng/ml), without statistical significance. CTRL
presented higher BAX and TLR4 expression. There was no difference in
TUNEL staining and histology among CA groups. CONCLUSION: Methylene
blue in bolus during CPR did not improve outcome. Methylene blue combined
with epinephrine did not decrease CA-related myocardial and cerebral lesions.

Descriptors: cardiac arrest; epinephrine; methylene blue; rats; reperfusion
injury; hypoxia-ischemia, brain



1 INTRODUCAO

A parada cardiorrespiratéria (PCR) é o pior desfecho reversivel
encontrado na pratica médica, sendo realizados estudos para melhoria do
tratamento empregado. Apesar dos esfor¢os, a morbidade e mortalidade ainda
permanecem elevadas. A fase apés o RCE apresenta diversas complicacoes,
sendo estas resumidads na sindrome pos-parada cardiorrespiratéria (SPPCR).
Esta envolve diversas complicagdes como perda da autoregulacdo cerebral,
lesdo miocardica com disfuncdo ventricular global, sindrome da resposta
inflamatoria sistémica, supressdao adrenal, além de descompensacdo das
doencas prévias .

As complicagdes mais importantes nesta fase sédo a disfuncéo miocardica e
o dano cerebral. A disfuncédo miocardica por causar baixo débito com hipotenséao,
mantém o quadro de hipoperfuséo sistémica e pouca oferta de oxigénio, o que
perpetua o processo de lesdo, incluindo a cerebral. O dano cerebral é o
principal fator de 6bito e sequelas, devendo ser evitado a qualquer custo ©.

As complicagbes da SPPCR estéo relacionadas a diversos fatores, entre
eles o tempo de PCR sem ressuscitacéo cardiopulmonar (RCP), tempo total de
RCP, resposta inflamatéria sistémica e eventos adversos dos medicamentos
utilizados, com destaque para a epinefrina. Esta tem sido apontada por
diversos estudos por possuir um efeito deletério, principalmente por sua acao
beta adrenérgica ®. No coracéo, a epinefrina promove aumento do consumo
miocardico de oxigénio e reducdo do débito cardiaco apés o retorno da
circulacdo espontanea (RCE), mantendo o estado de hipoperfusédo coronariana.
Outro ponto de destaque é a inducéo de apoptose pela cardiotoxicidade deste
medicamento, ampliando a area de leséo tecidual. Além do efeito miocardico, a
epinefrina também possui diversos efeitos negativos no cérebro, intestino e
outros orgaos, sendo fator de risco isolado para mortalidade nas primeiras 24
horas quando utilizada em altas doses (maior de 100 mcg/kg) ©©.

Assim, farmacos alternativos tém sido estudados para que, em

associacdo com a epinefrina, possam reduzir os efeitos adversos e manter os



Introducéio 2

7

benéficos. Um destes farmacos € o azul de metileno (AM), o qual tem se
mostrado uma opcéo para tratamento da PCR, pois atenua o efeito oxidativo e
inflamatorio sobre o miocardio e o encéfalo. O AM tem efeito inibitorio direto
sobre a formacédo da 6xido nitrico sintetase (NOS) e bloqueia a sintese de
guanosina monofosfato ciclica (GMPc) pela inibicdo da enzima guanilato
ciclase (EGC), importante na regulacdo da vasocontricdo. Protege também do
efeito de algumas espécies reativas de oxigénio (ERO), devido a inibicdo da
xantina oxidase (X0) 3.

Apesar de existirem estudos com uso do AM em pacientes que
apresentaram PCR, estes s6 utilizam o AM em infusdo continua, visando
melhorar a resposta hemodinamica apés RCE ou amenizar os danos da
SPPCR. H4 que se questionar se a dose somente em bolus ndo poderia
ocasionar 0 mesmo efeito, ja que a meia vida do farmaco é de 6 a 8 horas. Nao
foram encontrados estudos que testem este medicamento, utilizado em bolus
durante a RCP, visando reduzir os efeitos deletérios da epinefrina no miocardio

e no cérebro.



2 OBJETIVOS

Primério: Avaliar o efeito do azul de metileno, em bolus, na reducéo da lesao
miocardica ap0s ressuscitacdo cardiopulmonar, analisada pela dosagem de

troponinas, em ratos

Secundario: avaliar o efeito do azul de metileno, utilizado em bolus durante a
ressuscitacdo cardiopulmonar, na reducéo das leses cerebral e miorcéardica,
da resposta inflamatoria e do estresse oxidativo, assim como das alteracdes na

gasometria e eletrolitos.

Hipbteses
Ho: Azul de metileno utilizado durante a RCP né&o altera desfechos

H1: Azul de metileno utilizado durante a RCP reduz dano cerebral e miocardico



3 REVISAO DA LITERATURA

Os estudos relativos ao tratamento da PCR sempre objetivaram elevar a
taxa de RCE, porém, o foco de estudo atualmente tem sido as complicacGes
apresentadas pelos pacientes apdés o RCE. Percebeu-se que héa elevada
mortalidade destes, com indice de alta hospitalar muito baixo, chegando a
menos de 20 % em PCR dentro do hospital e 5-9 % em PCR que ocorre fora
do ambiente hospitalar. As complicacdes envolvem a descompensacdo das
doencas prévias do paciente, as alteracfes causadas nos diversos 6rgaos e o
processo inflamatério causado pelo processo de isquemia e reperfusdo 4.
Desta forma, tem-se estudado todas as etapas envolvidas na RCP e os

cuidados ap6s o RCE, com o intuito de melhorar os resultados.

3.1 Epinefrina

Segundo o protocolo atual de RCP, da American Hearth Association, 0
Unico farmaco de uso em todos os ritmos de PCR é a epinefrina. E um
medicamento que tem acdo alfa-adrenérgica (vasoconstricdo) e beta-
adrenérgica (inotrépico). Ha diversos estudos mostrando o benéficio do uso
deste farmaco na RCP, com maior taxa de RCE, melhor perfus@o cerebral e
coronariana, melhora da presséao diastélica e da presséo de perfusdo cerebral.
A epinefrina aumenta o fluxo coronariano, melhorando o fluxo de nutrientes e
oxigénio ao miocardio, evitando a estase e eliminando metabdlitos como &cido
lactico e CO, *41618),

No entanto, alguns estudos apontam o efeito deletério da epinefrina no
miocardio e em outros 6rgaos, principalmente devido ao efeito beta-adrenérgico.
Este efeito ocasiona o aumento do consumo de oxigénio, com aumento do
risco de isquemia miocardica. Outro fator de dano é a ativacdo da proteina
kinase A pela epinefrina, a qual esta implicada na apoptose de células

miocardicas. O efeito deletério pela acdo beta-adrenérgica foi determinado com
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estudos realizados com a metoxamina, um farmaco com efeito alfa-adrenérgico
isolado (alfal-agonista), nos quais ndo foram observados os efeitos deletérios
da epinefrina. O estudo de Tang et al. (1995) € um dos exemplos, tendo
demonstrado pior desempenho ventricular e maior necessidade de desfibrilacédo
em pacientes que foram reanimados com epinefrina, em comparacdo com o0
grupo que utilizou um farmaco somente alfa-adrenergico ®*%?%. Outro estudo
foi o de Ditchey and Lindenfel (1988), que obtiveram o mesmo desfecho, mas
com melhor resultado ao utilizar a metoxamina. Neste estudo, 0 grupo em que
foi utilizado epinefrina o fluxo coronariano dobrou, porém houve aumento do
lactato e reducéo da quantidade de adenosina trifosfato (ATP) no miocardio. Ja
no grupo da metoxamina estas alteracdes deletérias ndo ocorreram ®”. Além
disto, estudos feitos com epinefrina associada a um antagonista beta-adrenérgico
também demonstraram reducao dos efeitos indesejados 2.

Além do efeito no miocardio, o uso de epinefrina tem apresentado pior
mortalidade, principalmente em altas doses, devido a maior incidéncia de estado
hiperadrenérgico apés RCE, caracterizado por hipertensdo e taquicardia.
Também ha efeito em outros érgaos, com vasoconstricdo pulmonar e cerebral,
piorando a oferta de nutrientes e a troca gasosa %29 A epinefrina pode ser
considerada um fator independente de reducédo da sobrevida em 30 dias “V.

Apesar de se saber ha mais de 30 anos sobre os efeitos deletérios da
epinefrina, este medicamento ainda € incorporado aos algoritmos de manejo da
PCR pois € capaz de resultar em maiores incidéncias de RCE. Contudo ao se
avaliar alta hospital e dano neurolégico, hd dados conflitantes na literatura, com
estudos em que nao houve diferenca do uso de epinefrina em relacdo ao

(14,18,22-26

placebo ) e outros que demonstram maior sobrevida no grupo

(27,28)

epinefrina . Estes dados levantam gquestionamentos sobre a manutencéo

do uso da epinefrina no tratamento da PCR e seu real beneficio, mas muitas
davidas ainda persistem ¢1:2%:30),

Os principais vieses colocados em relagéo a estes estudos sao o baixo
namero de casos em que a RCP foi realizada sem epinefrina, as diferencas
epidemioldgicas e de doencas de base entre os grupos, além de outras
caracteristicas do estudo. Parte deste viés reside na baixa aceitacdo pelos

profissionais de saude em nédo utilizar a epinefrina, uma vez que este
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medicamento esta enraizado na cultura médica nessas situa¢des. Outro ponto
€ a variabilidade de fatores causais, variacdes no manejo do paciente apés o
RCE, intervencdes, sendo dificil ter grupos equiparados para comparacdo 2.
Todas estas variaveis, além de ocasionar viéses aos estudos, tornam as
conclusdes pouco confiaveis para definir mudancas de conduta.

Também se discute se a repeticdo das doses de epinefrina ocasionam
beneficio real. Em dois estudos, de Cairns et al. (1998) e Bar-Joseph et al.
(2000), houve boa resposta a primeira dose de epinefrina, porém nédo houve
resposta hemodinamica significativa as doses posteriores. Estes estudos
levantam a teoria de que doses repetidas de epinefrina dessensibilizariam os
receptores adrenérgicos miocardicos e periféricos, com respostas diminuidas
apoés a primeira dose 132,

Nesta idéia de otimizar a RCP e reduzir os efeitos deletérios da
epinefrina, outros farmacos e substancias tém sido utilizados, como o azul de
metileno, as solucdes hipertbnicas e hiperoncéticas. Estes estudos visam tanto
aumentar o percentual de RCE como reduzir os danos organicos, principalmente
no cérebro e coracdo, os 6rgados mais envolvidos na alta mortalidade. Porém,
pela dificuldade de realizagdo de ensaios clinicos, estes estudos tém sido
realizados de forma experimental, tentando elucidar mecanismos e resultados
preliminares para posteriormente serem realizados em seres humanos 19,

O uso das solucgdes hipertdnicas e hiperoncéticas, assim como do azul de
metileno, possibilitou melhorar o fluxo na microcirculacdo e na macrocirculagéo,
melhorando a perfuséo periférica e retornando o fluxo sanguineo aos diversos
orgaos de forma mais precoce. Com o retorno mais precoce da perfuséo
sanguinea, ocorre reducdo do grau de lesédo celular e, consequentemente,
preservacao da funcéo orgéanica apés RCE. Miclescu et al. (2007) demonstraram
que o azul de metileno em infusdo continua mesmo apés RCE reduziu o grau
de leséo cerebral e miocérdica e a associacéo de azul de metileno com solugéo
hipertbnica com dextran reduziu ainda mais a lesdo miocardica, entretanto,

| (3334)

todos de forma experimenta . Pouco se sabe sobre o uso de azul de

metileno somente em bolus durante a RCP.
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3.2 Sindrome poOs-parada cardiorrespiratéria

A SPPCR foi descrita inicialmente em 1970 e inclui efeitos no
metabolismo e na homeostase do sistema nervoso central, lesdo miocérdica e
em outros 6rgdos, podendo acarretar mudancas irreversiveis. A SPPCR também
potencializa a descompensacdo das causas subjacentes, como a hipertenséo
arterial sistémica, diabetes mellitus, doencas da tiredide e outras 537,

A mortalidade da SPPCR é muito variavel na literatura, com valores
médios proximos a 70%. Ha muita dificuldade para realizacdo de estudos
comparativos destes pacientes, pois sdo variados o tempo de RCP, as causas
de PCR, as condutas nas unidades de terapia intensiva, além de outros fatores.
Também é dificil definir o fator principal causador do 6bito, devido aos diversos
fatores que interferem na evolucao do paciente desde a ocorréncia da PCR até
a alta hospitalar ou 6bito. Estas variaveis fazem com que a sobrevida em cada
regido estudada seja diferente, e inclusive com diferentes status de qualidade
de vida em cada grupo apés a alta hospitalar ©”. As causas mais comuns de
Obito ap6s PCR de causa nado neurolégica sao disfuncdo miocardica, infeccédo
secundaria e faléncia de multiplos érgéos. A disfuncdo ventricular sistélica do
ventriculo esquerdo ocorre em praticamente 2/3 dos pacientes apés RCE ©®).

Apés a restauracdo do fluxo sanguineo a reperfusdao pode causar
diversos efeitos prejudiciais no organismo, tanto pelo retorno da oferta de
oxigénio aos tecidos, como pelo fato de que a reperfusédo ndo ocorre de forma
plena para todos os 6rgaos e tecidos. Em alguns o fluxo sanguineo retorna de
forma parcial, lenta, mantendo um quadro de hipoperfuséo e baixa oferta de
oxigénio e nutrientes. Durante esta fase de reperfuséo ocorre necrose de células
irreversivelmente lesadas, edema, apoptose, acumulo de caélcio intracelular,
disfuncéo endotelial 9.

A reperfusdo ativa ocasiona uma cascata inflamatoria, com liberagéo de
ERO, citocinas (Interleucina-6, fator de necrose tumoral-a), quimiocinas e com
ativacdo de leucdcitos. Ha também a participacdo da via Janus quinase/transdutor
de sinal e ativador da trasnscripgéo (JAK/STAT), que participa da ampliagdo da
resposta das citocinas “?. Apés a isquemia o tecido sofre infiltracdo de leucdcitos

com aumento da adesdo ao endotélio, causando lesdo, edemaciando o
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endotélio e bloqueando o fluxo sanguineo. Com o baixo fluxo sanguineo ocorre
deficiéncia de oxigénio, causando fosforilagdo oxidativa da mitocondria,
reduzindo a producio de ATP, o que torna a bomba de Na'/Ca™ pouco
funcionante. Desta forma, had acumulo de célcio intracelular, que ativa a
fosforilase A2 célcio dependente, endonuclease e proteases. Estas alteracdes
ocasionam morte celular e apoptose “9.

O processo de inflamacédo e formacédo de produtos toxicos ndo termina
de forma rapida. Segundo Medeiros & Benfato (2013) pacientes com RCE
podem manter acidose metabdlica por longo periodo “Y. Com a falta de
oxigénio o metabolismo ocorre em anaerobiose, com acumulo tecidual de
metabdlitos e acidose. A restauracdo da oxigenacdo ndo faz com que o
metabolismo retorne ao processo de aerobiose imediatamente. Mesmo com
grande oferta de oxigénio, a normalizagdo do metabolismo demanda algum
tempo. Somente apdés 90-180 minutos da restauracdo da circulagdo e da
respiracdo aerdbia é que a compensacao da acidose metabdlica se inicia. Além
do metabolismo anaerdbico durante a PCR, outra explicacéo € a lesdo hepéatica
apos isquémia, que prejudica a eliminacdo do lactato, com piora da acidose
(3642 O acido lactico além de contribuir para a acidose metabdlica causa
alteracdo do metabolismo dos neurdnios e na neuroglia, produz edema no
endotélio dos capilares no encéfalo e trombos de plaquetas e eritrocitos, altera
o estado hemodinamico e a contratilidade muscular ©®.

Além da acado local nas células, a reperfusdo ocasiona liberacao de
hormdénios de estresse como catecolaminas e cortisol, ativacao de inflamacao
sistémica, translocacdo bacteriana do intestino “Y. A hiperglicemia pode
ocorrer, sendo mais um fator de complicacfes, pois a oxidacdo das moléculas
de glicose forma ERO e ocasiona inativacéo de enzimas “%.

Outra forma de leséo é pela liberagcdo de ERO que causam peroxidacao
lipidica das membranas e dano oxidativo das proteinas e ao &acido
desoxirribonucleico (DNA), com posterior ocorréncia de apoptose e morte celular.
A mitocondria é a maior fonte de ERO, e o primeiro alvo das mesmas “?. Para
tentar entender melhor o desenvolvimento da SPPCR e suas patrticularidades,

dividiu-se a fase ap6s PCR em quatro fases, com as complicagbes mais
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frequentes e objetivos no tratamento. Elas iniciam logo apds o RCE e persistem
indefinidamente:
e Fase imediata - os primeiros 20 minutos apos RCE;
e Fase precoce - intervalo entre 20 minutos e 12 horas apos RCE.
Momento este ideal para as intervencoes;
e Fase intermediaria - entre 12 e 72 horas, periodo em que ainda
ocorrem lesdes e novos tratamentos podem ser feitos;
e Fase tardia - inicia ap6s 72 horas, e no qual os danos j4 estdo

definidos. Nesta fase avalia-se o0 progndstico e a reabilitacao.

O cérebro é o 6rgdo mais afetado, apresentando lesdo em 10-40 % dos
pacientes, podendo ser estas decorrentes da fase de PCR ou da lesdo apés
reperfusdo. E o principal responséavel pela elevada mortalidade nos primeiros
dias apos o RCE e pelas sequelas apoés alta hospitalar. Sendo desta forma um
dos principais focos de estudo na atualidade, ao ser avaliar mudancas de
conduta na RCP “44%),

O dano miocardico da SPPCR € caracterizado principalmente por
disfuncdo miocardica, perpetuando o estado de hipoperfusdo, como detalhado
a frente. Esta tendéncia a baixo fluxo sanguineo reduz a oferta de oxigénio e
nutrientes, ocasionando mais lesdes sistémicas, demandando suporte
hemodinamico nesta fase inicial. Esta reducdo da oferta de sangue aos tecidos
torna-se mais deletéria nesta fase devido ao estado hiperadrenérgico, em que
0 consumo de oxigénio esta elevado, ampliando o delta entre a demanda e a
oferta de oxigénio ®¢49.

A descompensacdo pulmonar e da oferta de oxigénio também é
frequente nestes doentes, seja pelo processo inflamatério da isquemia-
reperfusdo, pelos farmacos utilizados durante a RCP ou pelo trauma
relacionado a compressdo toracica. Ndo € incomum o desenvolvimento de
sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) e de pneumonia, com
alguns pacientes apresentando PaO, <100 mmHg ©847,

Sao alteragcdes comuns na gasometria, segundo Youn-Jung et al. (2016),
a hipoxemia, hipercalemia, lactato elevado, elevacdo do CO,, muitas vezes

ocasionando acidose mista, com componente tanto respiratorio como metabdlico.
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Estas alteracbes sdo geralmente consequéncia do quadro de baixa perfusao
e ndo causa da PCR. O nivel de PaCO, é um fator isolado preditor de RCE
sustendado em pacientes que apresentaram PCR fora do ambiente hospitalar.
Pacientes que apresentam PaCO, <75 mmHg tem 3,3 vezes mais chance de
RCE, e 89 % dos casos que apresentaram RCE tinham PaCO, <100 mmHg “9.

McKensie et al. (2016), em metanalise, defendem a importancia do CO,
na sobrevida e no prognostico neurolégico. A normocarbia tem sido
considerada a situacdo desejada apdés RCE, pois a hipocarbia ocasionaria
vasoconstricdo cerebral com baixa perfuséo, e a hipercarbia com vasodilatacao
pioraria 0 edema cerebral e todas as demais consequéncias do edema “9).

Ja em relacdo ao oxigénio, apesar da necessidade de reverter o estado
de hipdxia, evidéncias tém sugerido que a oferta rapida de oxigénio pode piorar
0S mecanismos de injaria apos reperfusdo. Ocorreria grande producdo de ERO
e maior lesdo oxidativa. Além deste processo, ocorre 0 processo inflamatorio
devido a liberacao de citocinas pelo dano endotelial e liberacdo de éxido nitrico
(NO) ©9,

A descompensacao inicial do paciente pode ser um problema também
na SPPCR. Algumas doencas como infarto agudo do miocardio (IAM), doencas
pulmonares, sepse, hemorragias e outras podem desencadear a PCR e
necessitam de atencdo apos o RCE, seja com tratamentos intervencionistas
como no IAM ou com tratamentos clinicos. O IAM pode estar presente em até
50 % dos casos de PCR em adulto ©?.

Alguns marcadores séricos podem ser utilizados nas fases inicias para
elucidar o prognostico do paciente. O fator angiopoetina 1 (Angl) solavel
estabiliza os niveis de angiopoitina 2 (Ang2) endotelial, sendo que uma elevada
proporcdo de Ang2/Angl é preditiva de faléncia mdultipla de 6rgdos e pior
progndstico Y. Autores tem defendido que as elevacdes nas 3 primeiras horas
de RCE da concentracdo de citocinas, de receptores sollveis e endotoxinas
tem correlacdo direta com o desfecho na morbidade e mortalidade dos
pacientes ©2.

E para o prognostico final, € desejavel a realizagdo de testes
neuropsicoldgicos, com o objetivo de analisar o grau de leséo cerebral, otimizando

desta forma a reabilitacéo.
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3.2.1 Lesdo miocardica

A lesdo miocéardica da PCR ocorre durante o periodo de isquemia e
também apos a reperfusédo, sendo representada funcionalmente pela disfuncéo
miocérdica. Esta ocorre devido a diversos fatores: formacédo de ERO, disfungéo no
metabolismo do oxido nitrico, apoptose, resposta inflamatoéria, microembolizactes
por agregacao plaquetaria e efeito deletério da epinefrina ?%. Estudo realizado
em suinos demonstrou alteracdes iniciando nos primeiros 30 minutos
apos RCE, com alteracdes na fracdo de ejecao (reducdo de 55 % para 20 %)
e na pressao diastolica no ventriculo esquerdo (aumentando de 8-10 para
20-22 mmHg) ®”. A disfuncdo nesta fase caracteriza-se por disfuncéo
biventricular que ocasionalmente inicia nas primeiras horas ap6s RCE. Além
da disfuncdo miocérdica, nesta fase ha também um componente vascular, com
vasodilatacao, que contribui para manutencéo da hipotenséao.

No intuito de reduzir lesbes, € indicado nesta fase o uso de farmacos
vasopressores, com o intuito de manter perfusdo adequada. Alguns estudos
sugeram que seja mantida uma pressao arterial sistélica (PAS) maior que 90
mmHg, e outros presséo arterial média (PAM) entre 80 e 100 mmHg 1534,

Insultos agudos como o da isquemia e reperfusdo, infarto agudo do
miocardio (IAM) e mesmo condi¢cbes crbnicas como miocardiopatia isquémica
estdo associados ao aumento da morte celular, tanto em estudos em animais
como em humanos. No caso da isquemia e reperfusdo, ocorre morte celular
por apoptose e por necrose. A necrose € maior na fase inicial, durante a
isquemia ®* %%, enquanto que a apoptose ocorre mais frequentemente com a
reperfusdo, momento em que ocorre aumento das ERO, com aumento do
indice de apoptose. A reperfusdo do miocardio ocasiona a formacdo aguda de
citocinas e ERO, entre eles o superédxido, responsaveis pela disfuncdo do
miocardio. As NOS sdo ativadas ocasionando aumento exagerado de NO ©7%9),

Também ocorre inducdo de apoptose pela estimulagdo dos receptores
beta-adrenérgicos, efeito comprovado in vivo e in vitro. Ao estimular os
receptores beta-adrenérgicos a glicogénio sintase kinase-3f (GSK-3B3) é
ativada e inicia um processo pré-apoptotico ®®. A morte dos miécitos ocorre

por hiperfosforilacdo de receptores rianodina 2 (RyR;) e de calstabin. Com a
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disfuncdo do complexo RyRj-calstabin, este canal passa a funcionar de
maneira inadequada e aumenta o célcio intracelular, propiciando o processo
apoptoético. O estimulo dos receptores beta € considerado o fator da
cardiotoxicidade das catecolaminas endogenas e da epinefrina, pois a acéo
nos receptores B-1 aumenta a apoptose e nos receptores (-2 tem atividade
anti-apoptotica, fazendo com que no desequilibrio entre os dois estimulos
ocorra aumento da apoptose ©°9.

Outro ponto de desequilibrio ocasionado pela PCR é a alteracdo na
autoregulacdo da perfusdo coronariana. No estado normal, o coracdo
apresenta um mecanismo de auto-regulacdo do fluxo coronariano, aumentando
o fluxo para areas de maior demanda metabdlica em relagdo aos outros. Esta
acao possibilita que a demanda metabdlica de todas as areas seja atendida,
mantendo o metabolismo em aerobiose, producdo de ATP adequada as
necessidades e eliminacdo de produtos do metabolismo. Em casos de baixa
perfusdo, como ocorre na PCR, este mecanismo é perdido, com fluxo igual em
todas as areas, independente do consumo local. Nestes casos, ocorre menor
producdo de ATP pelo metabolismo em anaerobiose, producdo de lactato
deletério as células, e aumento do consumo de glicose e oxigénio pela
fibrilacdo ventricular e taquicardia ap6s o RCE.

Também as variacGes de fragilidade de tipos celulares e dos aspectos
anatdbmicos de cada regido interferem no grau de lesdo. Os miécitos tem maior
demanda energética que o endotélio, sendo lesado precocemente em relagcao a
este. Ja em relacdo a anatomia, a regido endocéardica é a que tende a
apresentar lesao primeiro em relacdo a epicardica. Na regido endocardica a
pressdo intraventricular comprime os vasos e reduz o fluxo de sangue. Em
situacdes habituais 0 mecanismo de auto-regulacdo corrigiria esta demanda
metabdlica, com maior fluxo para esta regidao. No entando, apos o RCE, este
mecanismo ndo esta funcionante, fazendo com que o0s danos isquémicos
ocorram precocemente nos miécitos da regido endocardica, em relagdo ao
epicardio *”. E quanto maior o tempo de anaerobiose, menor é a producéo de
ATP, e maior é o grau de disfuncdo miocardica ©.

Pode-se encontrar lesdes miocardicas difusas, pela hipoperfuséo difusa,

ou focais, causadas geralmente por focos de embolia pelo miocardio. A regido
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tipicamente mais acometida é no apice cardiaco e na camada subendocardica
deste, pois sdo areas mais susceptiveis a lesdes por isquemia e por serem
areas mais distais €.

Com relacdo aos marcadores de lesdo, a elevacao da troponina apos
PCR esta relacionada a maior morbidade, sendo fator isolado de risco para
morte de causa cardiovascular e por faléncia de mltiplos érgéos ©Y. A troponina
é liberada apoés lesdo aguda, com elevacao durante a fase ativa da lise celular,
retornando a base com o fim da patogénese ©?. A elevacédo da troponina no
rato inicia com 30 minutos da lesdo aguda, tendo pico com 2-4 horas e
voltando ao valor basal em 24 horas ©. Elevacdes da troponina 0-5 ng/mL s&o
esperadas apos RCP e desfibrilacdo. Nos casos em que a dosagem apresentar
niveis maiores, deve-se pensar em outras causas que nao a RCP e desfibrilacéo,
(62,64)

como por exemplo a sindrome coronariana aguda e miocardite

O clearance renal da Y% vida da troponina é de 1-2 horas ©.

3.2.2 Lesao cerebral

A leséo isquémica cerebral € uma das principais causas de morte apés
PCR, respondendo por 68% dos 6bitos em pacientes que tiveram PCR fora do
hospital e 23 % dos casos que ocorreram no ambiente hospitalar ¢"%®). Entre
0s que apresentam RCE somente 3-7 % recuperam o status funcional como
era antes da PCR ™.

Os mecanismos de lesédo cerebral apés PCR incluem excitotoxicidade,
quebra da homeostase do calcio, producdo de ERO, ativacdo da cascata de
proteases e ativacdo de vias de apoptose e necrose celular. O estresse
oxidativo € mais intenso no cérebro que no restante do corpo @4 Além dos
efeitos agudos, a alteracao de perfusdo cerebral, seja por edema, pela alteragéo
na autorregulacdo ou pelos microembolos, ocasionam mais danos nos dias
subsequentes. Além destes, a hiperglicemia também esta comprovadamente
relacionada a pior desfecho neurolégico ©”.

No processo de isquemia e reperfusdo, ocorre dano mitocondrial no

cérebro. E ao avaliar as regides cerebrais, todas as areas sofrem lesdo de
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forma igual, pelo processo de isquemia-reperfusdo, com excecédo do tronco
cerebral, no qual a lesdo é aproximadamente a metade da que ocorre nas
demais areas do cérebro ©7.

O processo de isquemia cerebral causa hiperemia cerebral e 0 RCE com
hipertenséo, causa lesdo da barreira hemato-encefalica (BHE). A lesdo da BHE
permite o extravasamento de albumina para o espago extracelular ocasionando
edema vasogénico e dano celular. Todos estes mecanismos ocorrem
principalmente pela formacéo de NO e outros ERO (¢8:69),

Ha relato de maior dano histologico cerebral ap6s PCR no sexo
masculino em relacdo ao sexo feminino, sendo o género feminino fator protetor,
possivelmente por menor expressdo das Oxido nitrico sintetase neuronal
(NNOS) e 6xido nitrico sintetase induzida (iNOS) no cértex cerebral 9.

A lesdo hipéxica cerebral pode continuar apés o RCE, devido a lesédo
pulmonar pela compresséo toracica, aspiracdo de contetdo gastrico ou sangue
e/ou pneumonia, ocasionando piora da troca gasosa. Outro fator que também
impacta na oxigenacao cerebral € a ventilacdo mecéanica. Estudo realizado em
animais mostrou que a ventilacdo mecanica pode causar estimulos vagais
aberrantes, com estimulo de repectores dopaminérgicos D2 no hipocampo, e
que induzem apoptose celular, independente de outros fatores inflamatérios ©%.
Também o aumento da pressao toracica piora a perfuséo cerebral, ao reduzir a
pré-carga, ocasionando baixo débito cardiaco e queda da pressao arterial “®.

Outro ponto relativo a ventilacdo € a hipocapnia e hipercapnia. Niveis de
PaC0O,<35 mmHg estdo relacionados a maior mortalidade em relacdo a
normocapnia, pois causam vasoconstricdo e reducdo do fluxo sanguineo
cerebral. A hipercapnia (PaCO2>45 mmHg), quando severa, pode causar
vasodilatacao cerebral, além de vasoconstricdo pulmonar, piora da func¢édo do
ventriculo direito, acidose respiratéria e aumento da pressdo intracraniana,
piorando o prognéstico do paciente Y. Tem sido considerado o ideal a
hipercapnia moderada, com niveis entre 45 e 50 mmHg, sendo levantada a

hipétese de efeito protetor cerebral 8547,
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3.3 Oxido nitrico

O oxido nitrico pode ser formado por qualquer célula do organismo,
sendo produzido de forma natural e tendo ag&o importante na homeostase do
organismo. Ele participa como uma molécula efetora na defesa contra
microrganismos, como neurotransmissor e com efeito na vasodilatacdo, sendo
importante no controle da presséao arterial. A producdo do NO usa como base a
proteina semi-essencial L-arginina, que € quebrada pela NOS. Ao quebrar a L-
arginina produz NO e L-citrulina.

A NOS é encontrada em diversas areas do organismo, sendo dividida
em trés grupos principais, de acordo com as areas produtoras principais:

e Oxido nitrico sintetase endotelial (eNOS) - produzida no endotélio

vascular;

e INOS - NOS induzida em resposta a estimulos inflamatérios e

imunolégicos;

e nNOS - encontrada no cérebro e sistema nervoso periférico 872,

A INOS é a mais relacionada aos processos inflamatérios e de maior
interesse na SPPCR. A INOS ¢é a forma da NOS induzida por agentes externos,
como fungos, bactérias e por células diferentes do habitual, como células
oncoldgicas. Esta presente nos macréfagos, células do endotélio vascular, no
musculo liso e neurbnios. Segundo alguns autores, a iINOS poderia ser
produzida por qualquer célula do organismo, desde que tenha o estimulo
adequado. As principais citocinas indutoras da formacdo de INOS sao
interferom gama, lipopolissacarideos e o0s principais inibidores sédo os
glicocorticéides. A producdo excessiva de NO ocasiona acdo toxica aos
agentes externos e células oncologicas, mas pode também causar lesao a
células saudaveis vizinhas, estando este processo ligado a doencas auto-
imunes e inflamatorias. ApGs inicio da produgdo de iINOS ela permanece ativa
por algumas horas, com mecanismo de sinergismo de indug&o, ocorrendo um
ciclo de auto-estimulo ®®. A sintese ocorre apés a estimulacdo de uma
citocina, com formacdo de acido ribonucleico (RNA) mensageiro dentro da
célula e posterior formagdo da iNOS. Esta, assim que formada, comeca a

sintetizar NO a partir de L-arginina.
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As NOS dependem para sua fungdo da presenca de nicotinamida-
adenina-dinucleotideo-fosfato-hidrogenio  (NADPH), oxigénio, flavinas e
biopterinas. A ativacdo das NOS depende inicialmente da entrada de calcio
para o intracelular. O calcio se liga a calmodulina e liga-se a NOS, iniciando a
formacdo de NO. As formas eNOS e a nNOS sdo enzimas dependentes do
calcio para atuacdo, iniciando a producdo com o aumento do célcio e
inativando na reducdo do calcio intracelular. JA a INOS nédo depende da
concentracdo do calcio intracelular. Ela necessita de uma concentracdo minima
para ser ativada, porém a ativacdo se sustenta mesmo com a queda do niveis
dentro da célula 2.

O NO produzido tera acdo no musculo liso, ligando-se a enzima EGC, que
apos ativada ira converter guanosina trifosfato (GTP) em GMPc. Esta molécula,
a GMPc é a responsavel pela vasodilatacdo. E existe uma intima correlagéo
deste mecanismo com o sistema da adenosina monofosfato ciclica (AMPc), no
qual a noradrenalina tem a¢édo. Quando a vida da GMPc estd muito ativada,
blogueia a via da AMPc. Esta acdo tem importancia ao considerarmos 0s casos
de vasoplegia, choque anafilatico e PCR ®%72 A vasodilatacdo mediada por
NO, que ocorre apdés PCR e RCE pode afetar a taxa de sucesso da RCP
devido a reducéo da presséo de perfusdo . O bloqueio farmacoldgico do NO
ocasiona reducado da vasoplegia e aumento da pressao arterial .

No miocardio o NO tem efeitos bem variados de acordo com a
quantidade produzida. Em condi¢cdes normais tem efeito inotrépico positivo,
porém, em casos de producao excessiva o efeito é oposto, sendo inotrépico
negativo, contribuindo para a hipotenséo. Ao se utilizar inibidores de NO, doses
moderadas tém mostrado melhora da funcdo miocéardica, porém doses baixas
ou muito elevadas ocasionam piora. Além disso, o NO causa lesdo miocardica
por inducdo direta de necrose e apoptose, quando em altas concentragdes 2.

No sistema nervoso o efeito € como neurotransmissor, mantendo o
estimulo na sinapse. Existe um mecanismo de restimulacdo, que faz com que o
estimulo permaneca continuamente. Ocorre liberacdo de glutatamato
(neurotransmissor excitatdrio) no primeiro neurbnio pré-sinaptico, que passa
através do espaco sinéptico e se liga ao receptor N-metil-D-aspartato (NMDA)

no neurénio pos-singptico. Com esta ligacdo a célula fica mais permeavel ao
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ion célcio, fazendo com que a concentracdo de calcio intracelular aumente. O
célcio intracelular se liga a calmodulina, formando o complexo Ca™*-
calmodulina, que ativa a nNOS, iniciando a formacgédo de NO. O NO difunde do
neurdnio pos-sinaptico para o pré-sinaptico, onde estimula a EGC a aumentar
0s niveis de GMPc, e esta por sua vez desencadeia o processo que libera o
glutamato, formando uma cadeia ciclica ©®.

A importancia das NOS na PCR é porque todas sdo ativadas com o
processo de isquemia e reperfusdo. A eNOS traz efeitos positivos com
vasodilatacdo benéfica, possibilitando reperfundir os 6rgdos, lavando
metabdlitos e ofertando oxigénio, retornando ao metabolismo em aerobiose. E
a INOS gera efeitos deletérios, com producéo e inflamacéo, geracédo de ERO e
dano celular. Para que a inibicdo do NO ou das NOS seja benéfico, o ideal &
gue ocorra somente o bloqueio da INOS, reduzindo os efeitos prejudiciais e
mantendo os efeitos benéficos das outras formas. O AM, por ser um
bloqueador seletivo da INOS, torna-se uma opc¢éao atraente para uso apés PCR
e em situacoes de baixo débito. Ha estudos mostrando a auséncia de acéao do
AM na eNOS, sendo bloqueador da iNOS e da nNOS (©7:68:74.79),

3.4 Espécies reativas de oxigénio (ERO)

As substancias pro-oxidantes, em concentracdo normal, sdo importantes
ao organismo. Elas sdo importantes na defesa do organismo, fagocitando
corpos estranhos, mas podem causar lesdo ao proprio organismo, se em
excesso. Por isso a importancia do equilibrio continuo entre substancias pro-
oxidantes e antioxidantes.

Apesar do organismo tentar manter a homeostase, em situa¢cées como
hipoxia, isquemia e reperfusdo ocorre reducao dos antioxidantes, e ativacéo de
monaocitos, macréfagos e neutréfilos, com aumento da atividade de defesa e
aumento da producéo e liberacdo de ERO, como NO. Lembrando que uma das
vias de producdo de ERO é pela ativagdo da INOS, ja citada previamente. A
acdo oxidante causa danos celulares e alteragdes metabdlicas, principalmente

em 6rgéos com elevada demanda de oxigénio, como miocardio e cérebro ©2.
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Esta acdo inclui o NO e as demais espécies de ERO, como superdéxido,
peroxinitritos, nitratos, superoxido. Sendo a gravidade e a duracdo da isquemia
diretamente proporcionais a quantidade de ERO formados. O superoxido por
exemplo, que pode ser produzido na mitocondria ou pela NADPH oxidase,
pode ter efeito de defesa, sendo convertido em O, + H,O, ou ser convertido

4 Este tem sido

em peroxinitrato, que tem acdo lesiva a proteinas
considerado o provavel mediador de vasoconstricio que ocorre apos
reperfusdo, causando a vasoconstricAo hipoxica, que perpetua O processo
deletério da isquemia @737,

Os peroxinitritos séo formados pela reacédo O, + NO - ONOO™. E em
processos quimicos sequentes, liberam novamente NO, possibilitando uma
cadeia com geracao constante dos dois radicais livres ©"7®.

Os peroxinitritos sédo potentes oxidantes, porém sdo instaveis e
apresentam vida curta. S8o produzidos durante periodos de isquemia do
miocardio e o uso de farmacos que reduzam a producao deste composto reduz
o grau de dano tecidual do processo de isquemia/reperfusdo. Como o NO
participa da formagao dos peroxinitritos, o efeito do AM e outras substancias
que blogueiem a formacao de NO teria acdo também na reducdo desses outros
radicais livres ©"7¢78),

Os nitritos e nitratos sdo metabdlitos ativos do NO, possiveis de dosar
com analise quantitativa, e servem como marcadores indiretos da formacéao de
NO. O nitrito reflete as formas circulatéria e tecidual do NO, sendo formados na
isquemia por oxidagdo do NO, apresentando elevagdo precoce. J& 0 nitrato
tecidual tem elevacdo mais tardia, sendo produto final da oxidacdo do NO,

sendo produzido somente apés longos periodos de inibicdo da NOS ©®.

3.5 Azul de metileno

O azul de metileno é uma Tiazina catidbnica, com nome de cloridrato de
tetrametiltionina, de cor azul escuro na forma oxidada, e incolor na sua forma
reduzida. A férmula molecular é C16H18CIN3S.3H,0. Apresenta alta solubilidade

em agua 66079,
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O primeiro uso do azul de metileno foi como tintura, no Cairo, em 1876.
O primeiro uso como medicamento foi no tratamento da maléria, mas foi
deixado de lado devido aos efeitos colaterais (urina verde e esclera azul). Em
1920 foi utilizado como antidoto para intoxicacdo por cianeto e por
metahemoglobina. Novos usos foram sendo descobertos, sendo Gtil no tratamento
do choque séptico vasoplégico, da vasodilatacdo causada pela protamina, nos
choques anafilaticos, hipotensdo relacionada a intoxicacdo por litio e pela

hemodialise ©9.

Ha também diversos usos em estudo sobre a protecéo
cerebral, seja nos traumas e PCR, quanto em doencas neurologicas como
Alzheimer e Parkinson "?. Ha estudo demonstrando inclusive efeito do azul de
metileno apés PCR, no paciente submetido a hipotermia, trazendo mais
beneficios que a hipotermina isolada ®. Também ha estudo experimental com
bom resultado na reducdo da extensdo e melhor evolucdo em casos de
queimadura, com dose Unica poucas horas apés a queimadura ©.

O azul de metileno exerce acdo sobre as NOS, sendo para alguns
autores sobre todas as formas ©® e para outros somente sobre a iNOS e a
nNOS, ndo havendo efeito sobre a eNOS ¥. Tem acéo também sobre a EGC,
reduzindo a producdo GMPc, importante na vasocontricdo. Os dados tém
sugerido que o bloqueio sobre a NOS é mais intenso que o bloqueio sobre a
EGC. A resposta obtida com a acdo do AM é a restauracdo da reatividade
vascular, possibilitando a acdo das catecolaminas endégenas. Dessa forma
bloqueia o efeito vasodilatador do NO, possibilitando que as catecolaminas
exercam o efeito vasoconstritor 9.

O azul de metileno tem acéo antioxidante também, através do bloqueio
de enzimas contendo ion ferro. O AM compete com as enzimas na ligagdo com
0 oxigénio, se ligando ao oxigénio, evitando que ERO sejam formados. Um dos
exemplos é a xantina oxidase, que é inibida através da competicdo do AM com
a enzima XO pelas moléculas de oxigénio.

Entre outras acdes comprovadas do AM, favorece a transferéncia de
oxigénio para a mitocOndria, possibilitando o funcionamento normal da
mitocondria, em aerobiose, mesmo em situacbes de hipoperfusdo. Desta
forma, reduz o elevado consumo de glicose e baixa formagdo de ATP da

anaerobiose. Esta acdo ocorre por acdo na funcdo mitocondrial, através da
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reducdo da atividade da citocromo C oxidase. Exerce também efeito como
‘limpador” de radicais livres, reduzindo a lesdo oxidativa e inflamatéria no
encéfalo e da BHE, além de melhorar o fluxo sanguineo. Acédo esta também
ligada a inibicao da XO €.

Outra acdo € sobre as plaquetas, com inibicdo da ativacdo, adeséo e
agregacdo plaquetdria, assim como inibicdo da producdo de tromboxane A2 e
prostaciclina 12 das plaquetas. Reduz o processo inflamatorio através da
reducao da peroxidacéo lipidica e inflamagao 87089,

O AM tem apresentado a¢do no miocardio, com reducdo na dosagem de
troponina | apdés PCR, devido a redugdo do processo oxidativo e melhora da
perfusdo coronariana, no grupo que utilizou AM ¢,

Além dos tratamentos ja citados, ha outras indicacdes de uso. Um deles
€ para tratamento de metemoglobinemia, favorecendo a reversdo para
hemoglobina. Porém o uso em altas doses tem o efeito oposto, favorecendo a
formacdo de metemoglobina. A dose usual € de 1-2 mg/kg em 5 a 10 minutos,
podendo repetir se necessario apos 30-60 minutos. Outros determinam a dose
de 2 mg/kg em bolus, seguido da infusdo continua de 2 mg/kg/h, considerando
que a concentragdo plasmatica cai apés 40 minutos. A meia vida plasmatica do
AM é de 6-8 horas ®V.

Outros usos sdo para tratamento de sepse com hipotensédo, anafilaxia
com ou sem hipotensdo, vasoplegia. Muitos casos utilizam além de dose de
ataque, dose de manutencéo, permanecendo por 48-72 horas, principalmente
nos casos de vasoplegia, devido a meia vida do farmaco e a queda precoce
dos niveis, permitindo maior estabilizagdo do quadro 1138283

Ha estudos atualmente avaliando a sua acdo na PCR, seja reduzindo o
tempo até obtencdo do RCE, seja reduzindo os danos da SPPCR. Apesar de
nao ter acdo vasoconstritora direta, como ja relatado, ele inibe a acao
vasodilatadora do NO e através da inibicdo da GMPc, age também na vida da
AMPc, que participa da acdo de vasoconstricdo, facilitando o efeito da
epinefrina e da noradrenalina. Além disso ao bloquear a GMPc, que € um dos
importantes fatores da depresséo miocardica, reduz este efeito na SPPCR ©¥.

O azul de metileno atravessa a barreira hemato-encefalica, causando

vasoconstricdo transitéria, melhorando a pressdo sanguinea, reduzindo os
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danos da hipoperfusao, tanto no acidente vascular cerebral (AVC) quanto na
sepse. Outro ponto que o azul de metileno teria efeito protetor cerebral € na
macroautofagia, através da alteracdo nos niveis de microtubulos associados a
cadeias leves de proteina de cadeia 3, tipo Il, catepsina D. Ele também reduz
as lesdes cerebrais focais, apds isquemia e reperfusdo do AVC ©. Apesar de
diversas formas de acédo na protecédo cerebral, o efeito observado tem sido
tardio. Ao avaliar a lesdo apdés AVC nos pacientes que receberam azul de
metileno, houve pouca diferenca entre os grupos num periodo de 30 minutos
apos infusdo, porém nas avaliacdes ap0s 2 dias, ocorreu reducéo de 30 % nas
lesdes no grupo no qual foi administrada a medicacdo ®®. Esta protecéo
cerebral é variavel entre as diversas regides do cérebro ©7.

Apesar dos diversos beneficios apresentados em estudos com uso de
AM, h& discordancia na literatura quanto a melhora da sobrevida com o uso na
RCP. Semenas et al. (2011) ndo encontraram diferengca de sobrevida e dano
miocardico e Weiner et al. (2013) encontraram aumento de morbidade com o
uso de AM. Porém, outros estudos tém mostrado resultados favoraveis ao uso
do AM 13489 Além de alteracdo na sobrevida, estudos demonstram melhora
na perfusdo coronariana e menor lesdo cerebral e miocardica (4¢%81:86),

N&o podem ser desconsiderados também os efeitos colaterais do farmaco,
assim como a dose toxica (40 mg/kg). O azul de metileno causa vasoconstricdo
sistémica, incluindo a vasculatura pulmonar, podendo ocasionar piora da troca
gasosa e hipertensdo pulmonar, com suas consequéncias. Estes dois ultimos
efeitos limitam o uso deste medicamento na SDRA. Também a vasculatura
mesentérica sofre vasoconstricdo, podendo comprometer o fluxo na mesma,
em caso de altas doses de epinefrina, e ocasionar isquemia intestinal €.

Outra complicacdo do uso do azul de metileno € a acao inibitoria sobre a
monoamina oxidase (MAO), podendo causar sindrome serotoninérgica em
pacientes em uso de agentes serotoninérgicos. Porém, sé ocorre em um
pequeno numero de pacientes e pode ser facilmente tratada com medidas de

suporte e benzodiazepinicos. Cabe nestes casos avaliar o risco beneficio @Y.
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4 METODOS

Foi realizado um estudo experimental, com ratos, ambientado no
Laboratério de Investigacdo Médica n° 8 — Anestesiologia, na Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo, aprovado pela Comiss&o de Etica no
Uso de animais da Universidade de S&o Paulo — CEUA-USP, protocolo

namero: 021/16 (anexo 1).

4.1 Animais e grupos

Foram utilizados ratos machos Wistar, isogénicos, com peso entre 300 e
550 gramas provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo. Foram acondicionados em gaiolas de plastico (03
animais por gaiola), mantidos em ambiente climatizado a 22°C com ciclos
alternados de 12 horas (claro e escuro), agua e racao ad libitum

Foram utilizados 51 animais, sendo alocados inicialmente 11 animais em
cada grupo principal e 5 animais no grupo sham. Dois animais foram perdidos
durante a execucdo do modelo de estudo, sendo um por perda de material e
outro por falha na canulacdo, com lesdo da veia jugular, sendo descartados.

Os ratos foram alocados em 5 grupos de estudo, sendo os grupos de
intervencdo sendo considerados os grupos principais:grupo azul (GA), gruco
controle (GC), grupo epinefrina (GE), grupo misto (GM) e o grupo sham (GS)
um grupo secundario, como controle negativo do estudo.

Os grupos GA, GC, GE e GM estéo detalhados abaixo:

— GA: grupo em que foi utilizado azul de metileno como medicagdo na

RCP, na dose de 2 mg/kg/dose *®. Foram administradas até 3 doses,
com intervalo de 3 minutos entre as doses. Para as demais doses,
seguindo o intervalo de 3 minutos, utilizou-se solugdo salina,
objetivando manter a volemia infundida nos demais grupos. Limitou-se

a dose de azul de metileno devido a dose toxica do farmaco;
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— GC: grupo em que foi utilizada solucdo salina como medicacdo na
RCP, com intervalo de 3 minutos entre as doses, mantendo o mesmo
volume infundido nos demais grupos;

— GE: grupo em que foi utilizado epinefrina como medicacdo na RCP,
na dose de 20 mcg/kg/dose. As doses foram administradas a cada 3
minutos;

— GM: grupo em que foram utilizados azul de metileno e epinefrina de
forma associada, nas mesmas doses do GA e GE, com intervalo de 3
minutos entre as doses. Manteve-se a limitacdo de trés doses para o

azul de metileno neste grupo também.

Em todos os grupos, a primeira dose do medicamento foi administrada
ao iniciar o primeiro ciclo da RCP, seguindo entdo os intervalos padronizados
de 3 minutos.

Foi utilizada solugéo salina, no volume de 0,2 ml em todos 0s grupos
apos a administracdo da medicacdo, com o intuito de garantir que a medicacdo
atinja a corrente sanguinea.

O grupo GS foi utilizado para descartar a interferéncia da inducéo
anestésica e canulacao vascular nos resultados finais.O animal foi anestesiado,
porém sem inducédo da fibrilacdo ventricular (FV). Foi mantido anestesiado por
4 horas apoés o término da canulacéo vascular.

Os animais utilizados e com intercorréncias antes do inicio da inducéo
da PCR ou com hemotorax, foram descartados e utilizado um outro rato em
substituicdo. Foram perdidos 5 animais durante o estudo.

A alocacdo foi realizada por randomizagdo simples, por sorteio,

definindo a ordem completa previamente.

4.2 Preparo inicial dos animais

Inicialmente todos os ratos foram anestesiados em camara de inducao
anestésica, com uso de isoflurano na concentracdo de 5%, até a perda da

consciéncia. Em seguida, foram intubados com uso de cateter sob agulha
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tamanho 14 e iniciada a ventilagdo mecanica controlada a volume, com 8 ml/kg
e frequéncia respiratéria de 60 irpm. A manutencdo da anestesia foi realizada
com isoflurano 1% em fracdo inspirada de oxigénio de 100%.

Apos intubacéo orotraqueal, realizou-se tricotomia nas regides a serem
dissecadas e onde seriam colocadas as placas para desfibrilacdo no térax e
regido dorsal. Foram monitorizados com eletrocardiograma (MP100. Biopac
Systems, Santa Barbara, Estados Unidos da América) durante todo o
procedimento.

Realizou-se a antissepsia da regido cervical e localizacao da veia jugular
externa direita, com dissec¢cdo da mesma e colocacao de cateter venoso, que
foi utilizado para administracdo de medicamentos e para inducdo da FV.

Também foi dissecada a artéria femoral comum esquerda, com insercao
de um cateter PE10, fornecendo monitorizacdo da pressdo arterial invasiva
(MP100. Biopac Systems, Santa Barbara, Estados Unidos da América) e
acesso para coleta de exames laboratoriais ©789).

Foi entdo verificado a qual grupo o rato pertenceria, preparado o
farmaco para a RCP e iniciado o protocolo de indugcédo de FV. O grupo sham,
apos estas etapas, foi mantido anestesiado por 4 horas, sem outras
intervengbes. Apdés as 4 horas, o rato foi sacrificado e as coletas foram

realizadas como nos demais grupos.

4.3 Inducdo da parada cardiorrespiratoria e protocolo de

ressuscitacao cardiopulmonar

Para inducdo da PCR, o cateter da veia jugular foi conectado ao
transdutor de pressdo e alocado no ventriculo direito guiado pela curva

pressorica (Figura 1).
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Figura 1 — Curva pressorica do ventriculo direito e eletrocardiografia durante a

localizacdo do ventriculo direito

Em seguida, foi utilizado um estimulador elétrico conectado a um fio guia,
que foi introduzido pelo cateter venoso e realizada a estimulacdo elétrica de 1
mA e 60 Hz por 3 minutos. Acompanhou-se o efeito da estimulagéo elétrica por
meio da curva da pressao arterial invasiva (PAI) e da eletrocardiografia (Figura 2).
O rato foi desconectado da ventilagdo mecanica apos obtencao de FV, conforme
protocolos da literatura, e mantido com o estimulo elétrico por 3 minutos.
Cessados os 3 minutos o estimulador foi retirado, mas o animal permaneceu
sem ventilagdo mecénica e em FV por mais 2 minutos, totalizando 5 minutos de

anoxia, conforme demonstrado no grafico 1.
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Figura 2 — Curva de pressao arterial e eletrocardiograma durante a estimulacéo

elétrica de fibrilag&o ventricular
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Gréfico 1 — Preparo dos animais, da inducdo anestésica até o inicio da

ressuscitagdo cardiopulmonar

Indugdo anestésica, 10T e VM |

Monitorizagdo ECG, disseccao )
vascular (artéria e veia), Grupo Sham

monitorizacdo PAI

| Coleta de gasometria arterial

Localizagdo do VD por curva de pressao |

v
Indugdo da FV por estimulo elétrico (1mA)

andxia por mais 2 minutos

h 4

h 4 h 4 h 4 h 4
Grupo azul | | Grupo Controle | | Grupo epinefrina | | Grupo misto

NOTA: IOT: intubacdo orotragueal, VM: ventilacdo mecénica, ECG: eletrocardiograma, PAI:
presséo arterial invasiva, VD: ventriculo direito, FV: fibrilag&o ventricular, mA: miliamper

Apoés este periodo de 5 minutos as manobras de RCP foram iniciadas,
com compressfes toracicas realizadas com compressor externo mecanico
(figura 3) e reiniciada a ventilagdo mecéanica, poréem com frequéncia de 25-30
irpm. As compressdes foram mantidas numa frequéncia de 200/minuto e com
compressao toracica maxima de 1,2 cm.

A RCP seguiu o seguinte protocolo (Grafico 2):

e Administracdo da primeira dose do medicamento e inicio da
massagem toracica (200/minuto) e da ventilacdo mecanica, mantendo
frequéncia ventilatéria menor (25-30/min), por um periodo de 3
minutos;

e Checagem do ritmo.

e Se FV/taquicardia ventricular sem pulso (TVSP), desfibrilagéo,
nova dose do medicamento e reinicio da RCP
e Se assistolia/atividade elétrica sem pulso (AESP), nova dose do

medicamento e reinicio da RCP;
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e novo ciclo de 3 minutos, repetindo o item anterior ao término;
e apds os dois ciclos iniciais, foram realizados ciclos de 1 minuto,
repetindo a checagem do ritmo a cada intervalo, mas mantendo a dose

do medicamento em intervalos de 3 minutos;

*Foram considerados como critérios para o encerramento da RCP:
» Ritmo organizado com PAM>25 mmHg;
* ritmo organizado com PAM<=25 mmHg, apds 20 minutos de RCP;

* ritmo desorganizado ou de PCR, apds 20 minutos de RCP.

**Desfibrilagao foi realizada com carga de 7J.

Figura 3 — Posicionamento do rato com 0 compressor externo automatico
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Gréafico 2 — Protocolo de ressuscitacdo cardiopulmonar para cada grupo, e
seguimento conforme ritmo eletrocardiografico e medida de pressdo arterial

média aferida

Inicio da RCP
FR 25-30 irpm, MCE 200/min

v { | {

GA—azul de GC —salina GE- GM — dose
metileno 0,2ml epinefrina de GA + GE
2mg/kg 20cmg/kg
| | 1 ]
3 min de RCP
h 4

Checagem ritmo

| ! {

FV/TVSP AESP/Assistolia Ritmo regular > PAM>=25mmHg - RCE
Desfribrilare ReiniciarRCP v
reiniciar RCP PAM <25mmHg — reiniciar RCP

Repetir farmacos anteriores e RCP por mais 3 minutos

v
Checagem de ritmo e mesma sequéncia anterior

v

Na auséncia de RCE, repetir ciclos de 1 min de RCP, com limite de 20 minutos de
RCP total e repetir o medicamento seguindo o intervalo de 3 minutos entre as doses

4

PAM >=25mmHg - RCE

NOTA: RCP: ressuscitagdo cardiopulmonar, FR: frequéncia respiratéria, MCE: massagem
cardiaca externa, GA: grupo azul, GC: grupo controle, GE: grupo epinefrina, GM: grupo misto,
FV: fibrilacéo ventricular, TVSP: taquicardia ventricular sem pulso, AESP: atividade elétrica sem
pulso, PAM: presséo arterial média, RCE: retorno da circulagdo espontanea

Foi definido como objetivo da RCP que a pressdo arterial diastolica
alcancasse pelo menos 20 mmHg durante a RCP ®9. Para este objetivo o
posicionamento para a massagem cardiaca externa (MCE) era ajustado durante
a RCP, respeitando os limites de profundidade da compressao do térax (1/3 do
didmetro anteroposterior). Para avaliar este parametro, apés o término do
estudo, foi registrada a presséo arterial diastolica (PAD) a cada minuto da RCP,

com calculo da mediana, sendo possivel analisar a evolugdo durante a RCP.
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4.4 Conducéo apo6s RCE

Nos casos em que houve RCE, foi mantido suporte ao rato. A ventilagao
mecanica teve sua frequéncia aumentada para 60 irpm. O isoflurano foi mantido
desligado até que o rato apresentasse 0s niveis pressoéricos semelhantes ao inicial
Ou caso apresentasse movimentacao, sendo entdo mantido na concentracéo
minima necesséria para manter a estabilidade do rato.

Os que mantiveram a PAM >25 mmHg por um periodo de 10 minutos,
foram considerados sobreviventes e mantidos por 4 horas apés o RCE.
Considerou-se 25 mmHg por ser o valor minimo para definicido de PCR ©.
Apébs completar os 10 minutos, foram colhidas amostras de sangue arterial
para gasometria, dosagem de eletrélitos, lactato e glicemia. Caso o animal
apresentasse queda da PAM apés a definicdo de sobrevida, mantendo niveis
abaixo de 25 mmHg por mais de 5 minutos, o 6bito era decretado. Nestes
casos seguiu-se o mesmo protocolo utilizado para dos demais, anotando o
tempo de sobrevida e coletando as amostras para analise %%,

Nos casos que permaneceram estaveis durante as 4 horas apés RCP,
foi coletada amostra de sangue para dosagem de troponina no término do
periodo e entdo realizada a eutanasia dos animais com sobredose de anestésicos.
Apds a eutanasia foram coletados coracdo e cérebro para processamento
posterior, sendo armazenados parte em formol e parte congelados a -70 °C.

Foram excluidos do estudo os animais que apresentaram lesdes ndo
esperadas decorrentes da estimulagdo ventricular, MCE ou da canulacao
vascular.

As amostras de sangue foram mantidas congeladas em freezer -70 °C,

separadas em plasma e soro.
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4.5 Analise dos desfechos

45.1 Dados hemodinamicos

A presséo arterial foi registrada de forma continua desde o inicio da
monitorizacdo até o 6bito do animal, assim como a frequéncia cardiaca, sendo
anotados em ficha de controle os parametros a cada 10 minutos, desde o RCE
até o obito.

Também foi registrada a PAD durante a RCP, visando analisar a
qualidade da RCP.

45.2 Anélises laboratoriais

Foi coletado sangue para gasometria arterial apdés a canulacdo da
artéria femoral, fornecendo parametros iniciais do rato. Além de permitir avaliar
as mudancas ocorridas entre o basal e o periodo apdés RCE, permite descartar
ratos que ja apresentassem descompensacoes.

Foi também coletada nova amostra para gasometria arterial nos ratos
que apresentaram RCE, sendo colhida ap6s completar 10 minutos de RCE,
momento em que era definida a sobrevida. Junto a realizacdo da gasometria
foram dosados potassio, célcio, lactato, glicemia.

A lesdo miocardica foi avaliada pela dosagem da troponina | sérica,
através do método de quimioluminescéncia automatizada. A amostra foi
coletada apds 4 horas de RCE, ou no momento do 6bito, nos casos que nao
sobreviveram por 4 horas. A dosagem da troponina foi realizada no laboratorio
do Instituto do Coracdo da Univerdade de Sdo Paulo. A determinacéo
guantitativa de Troponina | foi obtida por meio de um imunoensaio tipo
sanduiche efetuado em trés etapas, utilizando tecnologia quimioluminescente
direta e quantidades constantes de dois anticorpos monoclonais. Utilizou-se um
reagente auxiliar para reduzir a ligacdo néo especifica. Para isso, foi utilizado o
kit comercial ADVIA Centaur® Tnl-Ultra (Siemens Healthcare Diagnostics,
Tarrytown, New York, Estados Unidos da Ameérica) em equipamento automatizado

da mesma marca.
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4.5.3 Analise histoldgica

O cérebro e coracao foram retirados e separados em duas amostras
cada um, sendo uma amostra congelada para analises quimicas e outra
armazenada com paraformaldeido a 4 %, logo ap6s o sacrificio dos animais.
Os fragmentos dos tecidos foram rapidamente fixados em paraformaldeido a 4 %,
em tampéao fosfato com pH 7,0, por 24 horas. Apés esta etapa foram desidratados
em gradiente alcodlico (70° a 100°), diafanizados em xilol e emblocados em
parafina. Dos blocos contendo os fragmentos obtiveram-se cortes de 5um em
micrétomo para a realizacdo de estudos morfolégicos e morfométricos. Uma
vez desparafinados em xilol, as amostras foram hidratadas em gradiente
alcoolico (100° a 70°) e 4gua e corados durante 2 minutos pela Hematoxilina de
Harris. Foram entdo lavados em agua corrente e contracorados com eosina
durante quinze minutos; a seguir, foram lavados em &gua corrente,
desidratados em gradiente alcodlico (95° e 100°), diafanizados em xilol e
montados com laminula e entelamina para analise microscopica.

A andlise das laminas coradas com hematoxilina&eosina (H&E) foi
realizada por médico patologista, em microscépia de luz, com andlise as cegas.

Na analise histologica foram avaliadas alteragbes caracteristicas de
lesé@o hipdxica, sugestivas das primeiras fases de lesdo celular.

Foram avaliados os seguintes parametros para cada 6rgao:
e Cérebro
— Neurdnio Vermelho: caracterizado por reorganizacdo citoplasmatica
(perda dos corpusculos de Nissl), retracdo do corpo celular, picnose
nuclear e intensa eosinofilia citoplasmatica;
— Gliose: hiperplasia astrocitica em decorréncia de uma lesao.
e Coracao
— Necrose de coagulacdo: caracterizada por eosinofilia das fibras,
perda de estriagGes e vacuolizacdo citoplasmatica. Esta alteragéo é

tipica de infarto agudo ou recente;

Visou-se com estes critérios definir se havia sinais de necrose por hipoxia

no orgao daquele grupo ou nao.
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4.5.4 Analise imunohistoquimica

O teste Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick End
Labeling, também denominado de marcacdo de Tunel, foi utilizado como
marcador de leséo celular aguda e apoptose.

Cortes do tecido de 4um de espessura foram colocados em laminas
silanizadas (Sigma Chemical Co.; St. Louis, Missouri, EUA) em suporte adequado.
O processo de desparanifinizacdo foi feito ao colocar as laminas em xilol
guente, em estufa a 60 — 65° C, durante 10 minutos e passadas rapidamente
em 3 banhos de xilol frio. Para hidratacdo dos cortes as laminas foram
colocadas em dois banhos de éalcool absoluto, um banho de alcool 95° e um
banho de alcool 70°. Em seguida, foram lavadas em &gua corrente, agua
destilada e em tampéao fosfato salino pH 7,4 (Phosphate buffered saline - PBS).

O proximo passo foi a recuperacdo dos sitios antigénicos realizada por
proteinase K em temperatura ambiente por 30 minutos. O bloqueio da peroxidase
enddgena presente nas hemacias foi feito com H,O, 0,3 % em Metanol por 30
minutos a temperatura ambiente e apoés, lavado muito bem em éagua corrente,
agua destilada e PBS. As laminas foram incubadas com 50 ul da mistura de
marcacao de Tunel (5 pl da solugéo de Enzima, +45 pl da solugéo tampéo) para
cada amostra em camara umida a 37° C por 60 minutos. ApOs esta etapa as
laminas foram incubadas em camara Umida a 37° C por 30 minutos com 50 ul do
conversor de peroxidase e posteriormente lavadas 3x em PBS em 3 minutos. Foi
utilizado como cromégeno Diaminobenzidina (DAB) onde as laminas foram
incubadas por 10 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente ocorreu a
contra-coloracédo com verde de metila, para todos os casos.

As laminas foram analisadas com contagem manual, utilizando microscépio
de luz, no aumento 100x. Foram analisados 25 campos do cérebro e do
coracdo foram analisados 50 campos, sendo 25 do ventriculo direito e 25 do
ventriculo esquerdo, objetivando analise completa do coracdo. Realizou-se a
seguir o célculo da média para cada lamina e mediana de cada grupo. Foi

realizada leitura de forma cega das laminas.
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4.6 Dosagem de proteinas inflamatorias

4.6.1 Extracédo de proteinas

Os tecidos congelados foram homogenados em uma solucdo de K-
Hepes (200mM Mannitol, 80mM Hepes, 41mM KOH; pH 7.5) contendo
inibidores de proteases (Cocktail Protease Inhibitor, Sigma Chemical Company,
St. Louis, MO). Todo o procedimento foi feito no gelo. O homogenato foi entéo
centrifugado a 4000 rpm por 30 minutos a 4° C para remoc¢do das células e
residuos celulares. O sobrenadante foi coletado e armazenado em freezer -70°
C para a andlise das proteinas citoplasmaticas. A medida da concentracdo da

proteina foi feita pelo método de Bradford (Bioagency).

4.6.2 Western blot

As amostras de proteina foram submetidas a eletroforese em minigel de
poliacrilamida 12% para Toll-like receptors 4 (TLR4), e de 8% para Bcl-2
associated protein X (BAX). Apés a transferéncia das proteinas para a
membrana de PVDF (Amersham Hybond-P, GE Healthcare, UK), os blots foram
tratados com leite em pé desnatado 5% diluido em Tris-buffered salina and
Tween 20 (TBS-T) por 1 hora e incubados com anticorpos especificos diluidos
em TBS-T. A marcacdo foi feita através da peroxidase (HRP)-conjugated
secondary antibody. A normatizacdo foi feita com uma nova hibridizacdo das
membranas com o anticorpo para GAPDH. Os anticorpos utilizados foram:

e BAX diluicdo 1:500 (Santa Cruz Biotechnologyinc, CA, EUA), anticorpo
secundario anti-mouse 1:2000 (Sigma) e GAPDH 1:1000 (Santa Cruz
Biotechnologyinc, CA, EUA)

e TLR4 diluicdo 1:500, anticorpo secundario anti-rabbit 1:2000 (Sigma)
com 0,1% de leite desnatado e GAPDH 1:1000 (Santa Cruz
Biotechnologyinc, CA, EUA).

As imagens dos blots foram obtidas usando-se sistema de

quimioluminescéncia Amersham ECL Western Blotting Detection (GE Healthcare,
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Reino Unido) e foto documentacdo Alliance 4.2 (Uvitec, Reino Unido) e
quantificadas com densitometria. As bandas obtidas foram analisadas por
densitometria utilizando-se o programa Scion Image for Windows (IBM PC). As
bandas foram normatizadas pela densitometria das bandas originadas pela
hibridizagao do GAPDH.

4.7 Dosagem de estresse oxidativo

O estresse oxidativo foi avaliado determinando os niveis de thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS) no tecido do cérebro e coragdo, um
marcador da peroxidacao lipidica, através do ensaio do 4cido tiobarbiturico.

O acido tiobarbitarico reage com lipidios oxidados, gerando malondialdeido.
Uma aliquota de 0,2 ml de solucéo proteica extraido do tecido (o método de
extracdo é o mesmo usado na extracdo de proteinas para Western Blott) foi
diluida em 0,8 ml de agua destilada. Apés, 1 ml de &cido tricloroacético (ATC)
17,5 % e 1 ml de &cido tiobarbitarico, pH 2, foram adicionados. As amostras
foram levadas a 80° C por 20 minutos e a seguir, colocadas em gelo.
Posteriormente, 1 ml de ATC 70 % foi adicionado e a mistura incubada por 20
minutos. As amostras foram centrifugadas a 2000 rpm, por 15 minutos.
A densidade 6tica do sobrenadante foi lida a 534 nm contra um reagente
“blank” em espectofotdmetro. Os niveis teciduais de TBARS estdo expressos

como nmol/prot/mL

4.8 Analise estatistica

O célculo amostral foi obtido a partir da analise do valor da troponina,

ap6s PCR, de estudos anteriores (33949)

. Nove animais por grupo foram
necessarios para uma diferenca de 15 % entre os grupos, com um erro tipo 1 (a)
de 0.05 e um poder de 0.80 para um teste bicaudal. Entretanto, prevendo

perdas, estimou-se 11 animais por grupo.
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Os dados foram apresentados em medianas, considerando a distribuicao
ndo normal e o numero amostral pequenos nos diversos grupos. Foram também
utilizados os valores minimo e maximo para demonstrar a variabilidade dos dados.

Para avaliar uma possivel associacdo entre duas variaveis qualitativas
(grupo e RCE/histologia) o teste exato de Fisher foi aplicado. Para as variaveis
quantitativas foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. Em situacdes
em que a hipdtese nula é rejeita (valor p<0,05: teste indica evidéncias de
alguma diferenca entre 0s grupos), o teste de comparacdo multipla com
correcdo de Bonferroni foi aplicado aos dados com o objetivo de identificar
evidéncias de quais grupos séo diferentes.

Com o objetivo de avaliar se duas variaveis quantitativas (exemplo: PPC
— pressédo de perfusdo coronariana versus troponina) estao correlacionadas, o
coeficiente de correlacdo de Spearman foi aplicado.

A distribuicdo dos dados da variavel PAM (medida em diversos momentos)
em relacdo a variavel de grupo foi analisada por meio da Andlise de variancia
(ANOVA) com medidas repetidas nao-paramétrica.

As andlises estatisticas foram realizadas por meio do software SPSS

versao 24.
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5 RESULTADOS

No total foram utilizados 51 ratos, sendo que um caso foi descartado por
perda de material e um por dano vascular durante a disseccdo. Ndo houve

diferenca entre os grupos em relagéo ao peso dos animais (p = 0,38).

5.1 Retorno da circulagdo espontanea e ressuscitacao

cardiopulmonar

Houve RCE em 2 casos do GA (18,18 %), 4 casos no grupo GC (40 %),
7 casos no grupo GE (63,63 %) e 5 casos no grupo GM (45,45 %) (Gréfico 3).
Nao houve diferenca estatistica entre os grupos (p= 0,672), porém ao avaliarmos
clinicamente, o grupo GE teve quase o dobro da sobrevida do grupo GC (7 no GE
e 4 no GC), podendo considerar desta forma que obteve melhor resposta.

Gréfico 3 — Distribuicdo dos ratos nos grupos de estudo e com sobrevida apo6s

ressuscitacdo cardiopulmonar para cada grupo

Ratos (49)

GA=11 GC=11 GE=11 GM =11 Sham =5
o
O
o
RCE=2 RCE=4 RCE=7 RCE=5

(%]
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q‘ r
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NOTA: GA: grupo azul, GC: grupo controle, GE: grupo epinefrina, GM: grupo misto, RCE:
retorno da circulacdo esponténea, RCP: ressuscitacdo cardiopulmonar, N: nimero de casos
gue sobreviveram 4 horas ap6s o RCE
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Considerando a baixa incidéncia de RCE no grupo GA, definiu-se que o
azul de metileno, utilizado em bolus durante a RCP, ocasionou resultado
desfavoravel, ndo sendo desta forma considerado este grupo na analise dos
dados. Este ponto sera melhor detalhado na discussdo e os dados referentes
ao GA serdo expostos nos anexos 2 e 3.

Apesar de apresentarem RCE, 5 animais ndo mantiveram PAM>25 mmHg
por 4 horas. A tabela 1 detalha a mediana de tempo de RCP e do tempo de
sobrevida em cada grupo. O menor tempo de sobrevida foi de 19 minutos, em

um caso do GM.

Tabela 1 — Distribuicdo da mediana do tempo de ressuscitacdo cardiopulmonar,

com minimo e maximo, e de sobrevida apds retorno da circulacdo espontanea

Tempo de RCP - _
Tempo de sobrevida (horas)

(minutos)
Grupo controle 13 (10-20) 3:45 (1:05-4:00)
Grupo epinefrina 3 (3-20) 4:00 (1:04-4:00)
Grupo misto 6 (3-12) 4:00 (0:19-4:00)
P 0,091

NOTA: RCP: ressuscitacdo cardiopulmonar, p: nivel de significAncia estatistica

Visando analisar se o tempo de RCP foi importante para os desfechos,
foi verificada a correlacdo deste com os dados da gasometria, lactato,
troponina e tunnel. Foi possivel estabelecer correlacdo temporal com o lactato
(p = 0,005) (gréfico 4). Porém ao estratificar por grupos, somente o GE
manteve a correlacdo temporal (p=0,012). Para a troponina, foco principal do

estudo, ndo foi possivel estabelecer a correlagdo com o tempo de rcp (Gréfico 5).
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Gréfico 4 — Correlagéo entre o lactato apds o retorno da circulagdo espontanea
e o0 tempo de ressuscitacdo cardiopulmonar
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NOTA: RCP: ressuscitacdo cardiopulmonar, lactato-2: lactato apds o retorno da circulacao
espontanea

Gréfico 5 — Correlacdo entre o tempo de ressuscitacdo cardiopulmonar e a

dosagem de troponina para cada grupo.
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GC: grupo controle, GE: grupo epinefrina, GM: grupo misto, GS: grupo sham, RCP: ressuscitacdo
cardiopulmonar
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5.2 Pressao arterial e frequéncia cardiaca

Houve similaridade no nivel inicial de PAM entre os grupos e no
comportamento apos 30 min de RCE. A diferenca entre os grupos predominou
nos 30 minutos iniciais ap6s o0 RCE, em que os grupos GM e GE iniciaram com

niveis de PAM superiores aos demais (Grafico 6).

Grafico 6 — Mediana da presséo arterial média nos diversos grupos, em relacao
temporal, desde o tempo basal até o encerramento do protocolo

Evolucdo da mediana da pressao arterial média
em cada grupo
140
120
100

80 —— R ———
» e
40
20
0
basal RCE!  10min 20min 30 min 1h 2h 3h 4h
= GE ==——GM GC =S

NOTA: GE: grupo epinefrina, GM: grupo misto, GC: grupo controle, GS: grupo sham
1 p=0,007

Para uma analise mais detalhada do periodo inicial, do periodo basal até
os 30 minutos ap6s RCE, foram analisados os dados de cada rato e avaliada a
diferenga entre os grupos nos momentos principais. Na andlise estatistica, ndo
houve diferenca entre os grupos em relacao a PAM basal, com todos iniciando
o estudo de forma semelhante. O GUnico momento, entre os analisados, em que
houve diferenga estatisticamente significativa foi no RCE, com GC e GM
diferentes entre si (p=0,007). Apés o RCE, os valores oscilam até os 30
minutos, e depois apresentam pequenas variagées, mas sem significado clinico

ou estatistico. Ndo é possivel afirmar que houve diferenca significativa no

comportamento da presséao arterial apos o RCE entre os grupos (Tabela 2).
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Tabela 2 — Mediana da pressao arterial, com minimo e maximo, de acordo com

os periodos de registro do estudo, separados por grupos (mmHg)

GC GE GM GS
nace  PAS 99(79-114) 96 (89-120) 95 (76-105) 80 (70-87)
PAD 76 (67-86) 74 (61-86) 72 (63-86) 60 (54-62)
nce  PAS 37(3447) 80 (53-160) 171 (118-218) -
PAD 22 (20-27) 57 (38-120) 113 (92-163) -
omn PAS  57(44130)  102(73-131) 111 (51-136) 75 (69-100)
PAD 36 (30-97) 85 (44-113) 79 (34-106) 59 (47-70)
somin PAS  60(47-108) 91 (70-157) 95 (88-105) 78 (74-90)
PAD 63 (39-97) 74 (53-129) 69 (53-86) 59 (47-70)
somin PAS  94(55125) 85 (53-97) 69 (51-115) 78 (72-84)
PAD 80 (49-97) 65 (46-74) 49 (35-94) 60 (47-69)
jomin  PAS  108(77-119) 84 (59-95) 65 (42-113) 78 (71-82)
PAD 92 (63-97) 55 (46-79) 45 (30-88) 60 (47-69)
somin PAS  98(75:141) 80 (52-100) 65 (61-113) 79 (73-80)
PAD 80 (61-112) 55 (37-83) 49 (44-92) 59 (49-69)
Lhora PAS  80(49-92) 85 (40-100) 74 (62-116) 76 (69-82)
PAD 61 (40-80) 67 (26-78) 56 (44-93) 57 (49-76)
s PAS  77(62:100) 92 (49-106) 73 (59-126) 79 (73-81)
PAD 51 (50-75) 73 (36-87) 52 (42-103) 55 (50-71)
oo PAS  87(58:90) 95 (62-110) 69,5 (53-136) 76 (72-89)
PAD 71 (46-77) 74 (48-92)  50,5(44-108) 57 (51-73)
,qo PAS  70(8489) 94 (61-132) 95 (93-118) 76 (65-84)
PAD 61 (42-73) 71 (44-94) 72 (58-94) 57 (50-70)
voo PAS  52(52:103) 90 (58-131) 96 (90-100) 74 (67-86)
PAD 43 (37-87) 73 (43-91) 74 (61-75) 56 (45-70)
oo PAS  41(25102) 95 (52-130) 105 (85-106) 79 (67-87)
PAD 35 (21-76) 74 (39-93) 70 (66-84) 50 (43-71)
roo  PAS  T7(44109) 100 (52-136) 85 (73-97) 76 (66-86)
PAD 63 (37-89) 83 (39-97) 68 (54-77) 57 (41-72)

NOTA: GC: grupo controle, GE: grupo epinefrina, GM: grupo misto, GS: grupo sham,
RCE: retorno da circulagdo espontanea, PAS: pressao arterial sistolica, PAD: presséo arterial

diastolica
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A frequéncia cardiaca foi também registrada, ndo ocorrendo diferencas

significativas entre os grupos (Tabela 3).

Tabela 3 — Mediana, com minimo e maximo, da frequéncia cardiaca de cada

grupo, nos periodos de registro do estudo (batimentos por minuto)

GC

GE

GM

GS

Basal
RCE
10 min
20 min
30 min
40 min
50 min
1 hora
1:30
2:00
2:30
3:00
3:30
4:00

250 (182-273)
267 (230-294)
266 (225-297)
297 (230-317)
245 (185-293)
236 (159-308)
238 (176-308)
244 (197-285
186 (185-270)
180 (175-298)
197 (194-298)
201 (192-300)
290 (201-321)
250 (212-288)

270 (159-300)
276 (197-303)
286 (182-320)
280 (164-301)
270 (172-300)
270 (175-321)
273 (181-313)
277 (183-300)
275 (173-290)
219 (166-298)
217 (169-310)
230 (168-316)
225 (175-325)
211 (181-334)

270 (170-294)
267 (166-288)
303 (280-315)
306 (285-321)
299 (295-322)
301 (277-316)
290 (279-321)
286 (277-290)
277 (240-321)
306 (283-312)
279 (169-285)
273 (178-277)
277 (185-300)
290 (171-291)

216 (186-263)
218 (186-271)
206 (189-263)
206 (189-258)
206 (184-258)
206 (185-274)
208 (185-251)
203 (185-257)
222 (190-261)
208 (192-258)
208 (193-251)
207 (187-240)
208 (192-240)

NOTA: GC: grupo controle, GE: grupo epinefrina, GM: grupo misto, GS: grupo sham, RCE:

retorno da circulacdo espontanea

5.3 Exames laboratoriais

Ao avaliar a gasometria, os dados iniciais ndo mostraram nenhuma

alteracdo que necessitasse descartar o animal do estudo. Comprovou-se

também a oxigenacgdo adequada dos animais, com boa saturacdo de oxigénio

e boa PaO,. Para possibilidade de comparacdo, no GS foi colhida uma

gasometria com 20 minutos do inicio do tempo de manutenc¢éo (foram mantidos

4 horas anestesiados apo0s cateterizacdo arterial e venosa).
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Nas amostras ap0s RCE, a acidose foi comum em todos os grupos,
submetidos a PCR, com pH variando entre 7,0 e 7,1 (Tabela 4). Apesar de
comum a todos os grupos houve diferenca do tipo de acidose entre 0s grupos.
Enquanto nos grupos GE e GM a acidose teve caracteristicas de um distarbio
misto, com aumento do lactato e do CO;, no GC nédo houve elevacdo do CO,,
mantendo um perfil de acidose metabdlica principalmente. Vale destacar que
em todos os grupos houve consumo de bases, na tentativa de compensacao

da acidose (Tabela 5).

Tabela 4 — Mediana dos parametros da gasometria, nos periodos basal e apés

retorno da circulacdo espontanea, por grupos de estudo. Valores minimo e

mAaximo entre parenteses

Grupo Temno H PaO, PaCoO, Sat 02
P P P (mmHg)  (mmHg) (%)
7,38 3475 33.20 97,8
Basal '
(7,33-7,44) (243-453) (30-35) (97-98)
GC
i 7,1 199 35 96
Pos-RCE
(7,01-7,2) (135-213) (31-54) (89-97)
7,34 185 37,20 97,5
Basal
e (7,32-7,43) (146-256) (30-44) (97-98)
E
) 7,00 111 55,10 91
P6s-RCE 1
(6,6-7,14) (88-208) (36-83) (69-95)
7,42 2975 33 97,7
Basal
s (7,42-7,46) (116-386) (32-34) (96-98)
M
; 7,07 129 49,80 89,9
Pos-RCE
(6,97-7,29) (51-251)) (36-57) (46-98)
7,39 285 34,8 97,1
Basal
s (7,39-7,53) (254-308) (29-34,8) (97,1-98,1)
i . 7,42 206 36,3 96,5
Ap06s20 min 1
(7,2-7,43) (149-272) (31,5-47) (95-98,6)
p 0,025 0,248 0,08 0,179

NOTA: pH: potencial hidrogenidnico, PaO,: pressdo arterial parcial de oxigénio, PaCO,: pressédo
arterial parcial de géas carbonico, Sat O,: saturacdo de oxigénio, GC: grupo controle, GE: grupo
epinefrina, GM: grupo misto, GS: grupo sham, p: nivel de significancia estatistica (entre os
valores p6s-RCE e apds 20 minutos), pés-RCE: ap0s o retorno da circulagcao espontanea

1 dados que tem diferenca estatisticamente significativa entre eles
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Tabela 5 — Mediana do Excesso de base e do bicarbonato, nos periodos basal
e apos retorno da circulacdo espontanea, por grupo de estudo. Valores minimo

e maximo entre parénteses

Gruno Temno Excesso de base Bicarbonato de sédio
P P (mmol/L) (mmol/L)
(4,1) 20,2
Basal
((9)-0) (16-24)
GC
(15,1) 12,3
P6s-RCE
((21)-(13)) (8-15)
(4,05) 20,4
Basal
((7)-(2)) (18-23)
GE
(12,70) 16,6
P6s-RCE
((28)-(10)) (5-19)
(2,0) 21,7
Basal
((3)-0) (22-24)
GM
(17,10) 12
P6s-RCE
((218)-(7)) (11-19)
(2,3) 22,3
Basal
((3)-(1)) (21-23)
GS
(2,8) 21,5
Apds 20 min
((3)-0) (20-23)
P 0,061 0,051

NOTA: GC: grupo controle, GE: grupo epinefrina, GM: grupo misto, GS: grupo sham, p: nivel de
significAncia estatistica, p6s-RCE: ap6s o retorno da circulacdo espontanea
1 dados que tem diferenca estatisticamente significativa entre eles
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Em relacdo a oxigenacao, houve queda da PaO; e da saturacdo de O, e
aumento da PaCO,. A reducao na PaO, mais intensa foi no GM, em que houve
reducao de 56%, superior aos GE com 40%, GC com 42%.

Para avaliar o impacto da PaO, final na oxigenacédo sistémica, foi
verificada a correlacdo entre o valor final da PaO, e lactato, marcacédo de tunel
do cérebro e do coragdo. Nao houve correlacdo significativa entre estes

parametros (Tabela 6).

Tabela 6 — Avaliacdo da correlacédo estatistica entre PaO, apds o retorno da
circulacdo espontdanea com marcacao de Tunel do cérebro, marcacdo de Tunel
do coracao e lactato apés o retorno da circulagdo espontanea

Tunel Tunel Lactato
cérebro coragcdo  po6s-RCE

Coeficiente de Correlagéo -0,220 -0,379 -0,274
PaO, p6s-RCE p (bilateral) 0,366 0,109 0,243
Numero de casos 19 19 20

NOTA: PaO,: pressdo arterial parcial do oxigénio, pds-RCE: apds o retorno da circulagao
espontanea, p: nivel de significancia estatistica

Outro ponto avaliado foram os eletrélitos, com especial atencdo ao
potassio e ao calcio, pois sdo importantes no potencial de acdo das células e
em muitos casos demandam tratamento para normalizacdo. Houve elevacéo
do potassio nos grupos GC e GS, porém nos grupos GE e GM houve reducéo
ou estabilidade. Nenhum dos dados apresentou valores foram dos limites
considerados normais para o eletrdlito. Em relacdo ao célcio, houve reducéo
dos niveis plasmaticos, com excecdo do GE que apresentou pequena elevacao
(Tabela 7).
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Tabela 7 — Mediana das concentracdes plasméaticas de potassio e célcio, nos

periodos basal e apds retorno da circulagcao espontanea, por grupo de estudo

Célcio Potéssio
Grupo Tempo
(mmol/L) (mmol/L)
0,83 3,35
Basal
(0,63-1,02) (3-3,8)
GC
0,79 4,2
P6s-RCE
(0,61-0,85 (2,8-4,4)
0,82 4,2
Basal
(0,63-1,03) (3,8-4,6)
GE
0,84 3,9
P6s-RCE
(0,54-1,11) (3,3-5,6)
1,04 3,8
Basal
(0,74-1,15) (3,6-4,1)
GM
0,89 3,7
Pés-RCE
(0,68-0,95) (2,8-4)
0,89 3,7
Basal
(0,76-0,94) (3,7-4)
GS
. 0,69 4,5
Apo6s 20 minutos
(0,69-1,07) (3,5-5,1)
P 0,623 0,400

NOTA: GC: grupo controle, GE: grupo epinefrina, GM: grupo misto, GS: grupo sham, p: nivel de

significancia estatistica, pds-RCE: ap0s o retorno da circulagdo espontanea
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A glicemia inicial estava elevada em todos os ratos ja na amostra basal,
e apresentando elevacado na amostra colhida com 10 minutos ap6s RCE, com

excecdo do GS (Tabela 8).

Tabela 8 — Variagéo da glicemia em cada grupo, considerando o valor basal e

a medida ap6s 10 min de retorno da circulagdo espontanea

Glicemia basal Glicemia p6s-RCE

Grupo
(mg/dL) (mg/dL)

GC 266 (156-410) 332 (206-352)
GE 335 (229-413) 432" (344-468)
GM 328 (309-347) 4242 (400-466)
GS 348 (317-376) 1882 (172-226)
P 0,550 0,007

NOTA: GC: grupo controle, GE: grupo epinefrina, GM: grupo misto, GS: grupo sham, p: nivel de
significAncia estatistica, p6s-RCE: ap6s o retorno da circulagdo espontanea

1 e 2 dados que tem diferenga estatisticamente significativa entre eles

Outra medida de estresse e ma-perfusdo dosada foi o lactato, com
elevacdo em todos os grupos. O GM foi 0 grupo que apresentou a maior
concentracdo de lactato final e maior elevacdo, apesar de o GE ter o valor

absoluto maior (Tabela 9).

Tabela 9 - Mediana do lactato nos periodos basal e ap6s o retorno da

circulacao espontanea, separados por grupos

Lactato basal Lactato p6s-RCE
Grupo
(mg/dL) (mg/dL)

GC 28,8 (21-45) 77,9 (61-101)
GE 26,6 (17-42) 70,2 (55-297)
GM 18,9 (11-29) 94,6 (31-115)
GS 20,7 (19-23) 21,6 (22-28)

P 0,222 0,063

NOTA: GC: grupo controle, GE: grupo epinefrina, GM: grupo misto, GS: grupo sham, p: nivel de
significancia estatistica, pds-RCE: ap0s o retorno da circulagdo espontanea
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5.4 Pressao diastolica

Em relacédo a presséo diastolica durante a RCP, encontrou-se mediana
de 17,5 para GC, 27 para GE e 32 para GM, com p =0,11 (Tabela 10).

Tabela 10 — Mediana da pressédo arterial diastolica durante a ressuscitacao

cardiopulmonar, com minimo e maximo, separadas por grupo de estudo (mmHg)

Tempo (minutos) GC GE GM

1 14,5 (10-22) 17 (5-33) 19 (10-41)
2 22,5 (18-26) 30 (6-85) 35 (24-29)
3 17,5 (14-21) 30,5 (5-82) 34,5 (20-38)
4 19 (8-22) 13 (13-15) 22,5 (20-25)
5 19,5 (14-23) 19,5 (18-21) 24,5 (19-26)
6 18,5 (18-24) 29,5 (26-33) 20(19-22)
7 17,5 (15-22) 20 (17-23) 20 (19-21)
8 14 (11-18) 54,5 (17-92) -

9 17 (14-25) 30 (24-33) -

10 18,5 (14-24) 30 (26-34) -

11 18 (17-21) 28 (24-32) -

12 19 (15-20) 30 -

13 16 (13-17) 25 -

14 18 (17-19) 28 -

15 17" 27 -

16 17" 25 -

17 17" 29 -

18 11* 29 -

19 21t 25 -

20 19! 25 -

NOTA: GC: grupo controle, GE: grupo epinefrina, GM: grupo misto

1 Neste item hé dados de somente 1 rato, ndo existindo valor minimo e maximo
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5.5 Dosagem de proteinas e de estresse oxidativo

As duas proteinas dosadas tiveram comportamentos semelhantes. A BAX,
que gera estimulo préaptoptico, teve o GC estastisticamente diferente do GS.
Os grupos com uso de medicamento, apesar de ndo apresentarem diferenca
estatisticamente significativa, apresentaram valores reduzidos em relacdo ao
GC, e com GM menor em relagdo ao GE (Grafico 7).

Gréfico 7 — Dosagem da proteina BAX nos grupos de estudo
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NOTA: GC: grupo controle, GE: grupo epinefrina, GM: grupo misto
* estatisticamente significativa a diferenca deste grupo em relagdo ao sham

A outra proteina TLR4, apesar de apresentar o pior resultado no GC e
0S grupos com medicamento menores que este, 0 GM apresentou resultado
superior ao GE (Gréfico 8).

Gréfico 8 — Dosagem da proteina TLR4 nos grupos de estudo

TLR4 coracéao

Sham GC GE GM

NOTA: GC: grupo controle, GE: grupo epinefrina, GM: grupo misto
* estatisticamente significativa a diferenca deste grupo em relagédo ao sham
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Na analise do TBARS no coragdo, que demonstra a resposta ao
estresse oxidativo, ndo houve diferenca significativa entre os grupos, apesar de
dosagem maior no GM (grafico 9).

Gréafico 9 — Dosagem da enzima TBARS nos grupos de estudo
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NOTA: GC: grupo controle, GE: grupo epinefrina, GM: grupo misto

5.6 Troponina

Foi colhida amostra de sangue para dosagem de troponina dos ratos
gue apresentaram RCE, sendo coletada apds o periodo de manutencéo de 4
horas ou no momento do Obito, caso ocorresse antes das 4 horas. Para o0 GS
foi coletado no término do periodo de manutencdo da anestesia apds a
cateterizacdo vascular, totalizando também um periodo de 4 horas. todos os
ratos. Na tabela abaixo estdo descritos os resultados da troponina em mediana

e extremos de cada grupo (Tabela 11).
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Tabela 11 — Mediana da dosagem de troponina nos ratos com retorno da

circulagdo espontanea, com valores minimo e maximo entre parénteses

RCE
Grupo

(ng/ml)
GC 130,08' (10,5 — 397,8)
GE 3,82 (1,3 — 214,6)
GM 43,72 (5,9-200,6)
GS 0,021 (0,0 — 0,315)
P 0,013

NOTA: GC: grupo controle, GE: grupo epinefrina, GM: grupo misto, GS: grupo sham, p: nivel de

significAncia estatistica, RCE: retorno da circulagdo esponténea
1 dados que tem diferenca estatisticamente significativa entre eles

5.7 Histologia

Ndo foi encontrado sinal classico de infarto em nenhum dos grupos,

sinal este demonstrado por necrose de coagulacdo instalada. No entanto, ao

avaliar os sinais primarios de lesdo hipoxica (figura 4), foi encontrada

vacuolizagdo citoplasmatica em 40% das amostras do GM, demonstrando ter

ocorrido alguma leséo pela hipoperfusdo com hip6xia no coracdo neste grupo

(Tabela 12).

Tabela 12 — Caracteristicas histologicas de lesao hipdxico-isquemica avaliadas

no coragao, separadas por grupo, dos ratos que tiveram retorno da circulacao

espontanea, referidas em percentual da amostra

GC GE GM GS
Vacuolizacao citoplasmatica 0 0 40% 0
Disperséo 0 0 0 0
Eosinofilia miocardica 0 0 0 0
Infarto 0 0 0 0

NOTA: GC: grupo controle, GE: grupo epinefrina, GM: grupo misto, GS: grupo sham, p: nivel de

significancia estatistica
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Figura 4 — Seccéo histolégica de um corte miocardico (H&E, 400x). A figura
superior representa uma area lesionada com eosinofilia citoplasmatica
proeminente, com perda das estriagbes celulares caracteristicas dessa
topografia e presenca de discretas vacuolizagcbes, evidenciando uma lesao
precoce resultante de surto de hipoxia/isquemia. A figura inferior representa
uma area normal com fibras cardiacas mantendo suas estriacdes
citoplasmaticas
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As lesBes no cérebro ocorreram com maior frequéncia que no coracao.
A leséo ocorreu em todos os grupos do estudo, com excec¢ao do grupo GS
(Tabelal3 e Figura 5).

Tabela 13 — Caracteristicas histoldgicas de lesdo hipéxico-isquemica avaliadas
no cérebro, separadas por grupo, dos ratos que tiveram retorno da circulagcdo
espontanea, referidas em percentual da amostra

GC GE GM GS P

Lesdo neuronal tipo neurdnio vermelho 75% 33% 80% O 0,349

Gliose 25% 33% 20% O 1

NOTA: GC: grupo controle, GE: grupo epinefrina, GM: grupo misto, GS: grupo sham, p: nivel de
significancia estatistica

Figura 5 — Seccdo histolégica de um corte cerebral (H&E, 400x). Seccéao
histologica de cérebro demonstrando area de neurdnios lesionados por acéo de
hipoxia/isquemia. Setas indicando neurénios eosinofilicos, com reorganizagéo
das organelas citoplasmaticas caracterizada por sua redistribuicdo mais
periférica em relacdo ao nucleo
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5.8 Marcacéo de Tunel

Foram analisadas laminas de todos os ratos que apresentaram RCE,
apresentando os dados em mediana por grupo. Na avaliacdo do cérebro, o GC
e GE (12,25 e 12,95, respectivamente) foram os grupos em que houve maior
ocorréncia de apoptose, em oposicdo ao grupo GS, que apresentou 7,85
(Tabela 14, Figura 6 e Grafico 10).

E na avaliacdo do coracédo, a incidéncia de lesGes foi maior que no
cérebro, com os maiores indices ocorrendo também nos grupos GC e GE (18,7

e 19,1, respectivamente) (Tabela 15 e Figura 7).

Tabela 14 — Mediana da marcacdo de Tunel em cada grupo, com minimo e

méaximo de lesdes em cada grupo.

Grupo Tunel cérebro Tunel coragéo
GC 12,25 (6,6-22,2) 19,1 (12,1-24,6)
GE 12,75 (6,6-19,2) 15,05 (12,9-24,7)
GM 8,7 (3,9-17,2) 11,8 (6,9 — 19,6)
GS 5,5 (1,7-11,9) 10,4 (9,4-13,2)
P 0,308 0,071

NOTA: GC: grupo controle, GE: grupo epinefrina, GM: grupo misto, GS: grupo sham, p: nivel de
significancia estatistica

No entanto ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos, sendo a marcag¢ao de Tunel do cérebro com p=0,399 e marcacao de

Tunel do coracédo com p=0,053.
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Gréafico 10 — Mediana de lesdes em cada grupo, para analise da marcagao de

Tunel no cérebro e no coracao

Mediana do Tunel do cérebro e coracdo de
cada grupo
25

20

15

: I I I
0
GC G

H cérebro M coracgdo

vl

GS
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Figura 6 — Campo de laminas de cérebro, mostrando a marcacdo de Tunel, em aumento 1000X, com lesGes por apoptose

demonstradas pelas setas. A: grupo controle, B : grupo epinefrina, C: grupo misto, D: grupo sham
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Figura 7 — Campo de laminas de coracao, apresentando a marcacdo de Tunel, com perda das estriacdes e nucleos com

cromatina periférica (1000x), demonstrdas pelas sestas. A: grupo controle, B: grupo epinefrina, C: grupo misto, D: grupo sham
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6 DISCUSSAO

O modelo experimental realizado apresentou mortalidade superior ao
esperado, o que dificultou a analise dos dados do ponto de vista estatistico.

O grupo do azul de metileno apresentou resultado desfavoravel,
contrario ao esperado pelo efeito farmacolégico do medicamento. O percentual
de RCE foi baixo, sendo somente 2 casos em 11, menor inclusive que no grupo
controle, em que foi utilizada somente solucao salina. E um dos casos saiu ja
no limite do tempo de RCP, com 20 minutos de ressuscitagdo. Pode-se
considerar desta forma que o azul de metileno, quando administrado em bolus
na RCP, tem efeito prejudicial na RCP, piorando o prognéstico.

Considerou-se que, pelo resultado encontrado inicialmente, ndo hé
interesse na avaliacdo dos demais parametros deste grupo, tendo sido
desconsiderados na apresentacdo dos resultados. Além da elevada mortalidade
no grupo, o fato de sé ter dois ratos no grupo, poderia ocasionar viés na analise,

além de tornar a andlise estatistica impossivel.

6.1 Grupo Sham

Os animais do grupo sham, anestesiados e preparados sem a inducao
de FV e realizacdo de RCP, foram necessarios para se avaliar o efeito da
anestesia e das canulacdes sobre a pressdo arterial, troponina sérica e
analises histoldgicas.

O namero de casos neste grupo foi reduzido, considerando as perguntas
a serem respondidas e a pouca variabilidade esperada.

A realizacdo destes casos auxiliou ao descartar estes fatores. Estes
ratos mantiveram hemodinamicamente estaveis durante todo o periodo, além
de metabolicamente estaveis. Na avaliacdo histolégica, ndo houve lesdo no

coracdo nem ceérebro.
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6.2 Retorno da circulagdo espontanea e pressao arterial

Apesar de alguns estudos da literatura relatarem alta sobrevida em
estudos experimentais de PCR em ratos, com resultados de 60-70 %, neste
estudo o RCE foi em geral baixo, excetuando-se o grupo da epinefrina, em que
houve RCE em 63 % dos casos. Desta forma, apesar de ter um nimero de 11
ratos para cada grupo, o numero de ratos com RCE para analise foi pequeno, o
que pode ocasionar vieses na andlise final. H&A que se considerar para alguns
dados as diferencas clinicas e ndo somente as diferencas estatisticas entre os
grupos, com o intuito de avaliar o benéficio, maléficio ou auséncia de efeito do
AM associado a epinefrina.

Foi considerado que houve RCE nos casos em que 0s ratos apresentaram
PAM >25 mmHg, conforme protocolo j& citado, e mantiveram este quadro por pelo
menos 10 minutos, conforme literatura ©*%?. Muitos artigos nao relatam o nivel de
PAM para RCE, somente comentando ter ocorrido ®%8) E ha estudos que
utilizam outros niveis, seja 60 mmHg ©®, bem préximo ao nivel basal, seja 20
mmHg ©, nivel que para outros estudos encaixaria no critério de PCR, por ser
abaixo de 25 mmHg. Neste estudo utilizou-se como base os dados de Lamoureux
et al. (2015), com PAM > 25 mmHg para definir RCE, compativel com outros
estudos ja citados. ®. Em alguns casos a PAM inicial nos intervalos da RCP foi
superior a este nivel, porém com queda rapida, sendo reiniciada a RCP.

Foi levantada a hip6tese de uso de drogas vasoativas para auxiliar na
estabilidade hemodinamica e manutencdo da PAM, porém além de nao ser
uma rotina na literatura nesse tipo de estudo, o resultado ndo foi satisfatério
nos pilotos realizados, devido a grande dificuldade de infusdo continua de
volumes extremamente diminutos nesses animais. Esta conduta é rotina no ser
humano, pois considera-se ideal a manutencdo de PAS>90 mmHg, muitas
vezes sendo necessario suporte medicamentoso para isto. A manutencdo da
hipotensdo apdés o RCE perpetua a lesdo hipoxico-isquémica e lentifica a
recuperacdo metabolica. No entanto, a PAM manteve-se baixa somente no GC
na primeira medida ap6s RCE, ja apresentando elevacdo posterior e niveis
préoximos aos basais na medida de 10 minutos.

O resultado encontrado foi compativel com a literatura que aponta que

comparativamente ao placebo, o grupo em que se utilizou epinefrina ocorreu
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maior RCE, com 63 % em GE e 40 % no GC ©”. J4 o efeito encontrado no
grupo em que foi utilizado o azul de metileno foi contrario ao esperado.
Considerando os efeitos do azul de metileno, era esperado um efeito aditivo a
epinefrina, no entanto o RCE no GM foi de 45 %, inferior ao uso isolado da
epinefrina, com 63 % de RCE ©?. Estes dados s&o contrarios aos relatados por
Hwang et al. (2015), que mostraram maior percentual de sobrevida nos grupos
em que foi utilizado AM, contudo diferentemente deste estudo, Hwang et al.
(2015) utilizaram AM em bolus tnico associado a infuséo continua ©®.

Outro ponto avaliado foi o tempo de RCP até a ocorréncia do RCE.
Os grupos nos quais utilizou-se a epinefrina tiveram menor tempo de RCP,
sendo mediana de 3 minutos no GE e 6 minutos no GM, contra 14,5 minutos no
GC. Demonstrando que a associacdo da epinefrina foi favoravel a RCP, com
RCE mais rapido da circulacdo espontanea, conforme demonstra a literatura.
A associacdo de azul de metileno a epinefrina, no entanto ocasionou maior
tempo para RCE em relacdo ao uso isolado da epinefrina, ndo ocasionando
beneficio no uso do farmaco.

Um dos pontos que pode ter participado da diferenca de tempo para
RCE entre os grupos com epinefrina e o GC foi a PAD durante a RCP.
Literatura refere que a PAD durante a RCP deve ser igual ou maior que 20
mmHg 9. Neste estudo o GE e GM apresentaram mediana da PAD superior a
20 mmHg, enquanto no grupo GC este valor foi de 17 mmHg, tornando o RCE
menos provavel neste grupo.

Também em relacéo a evolugcédo da PAM era esperado que no grupo GM
a PAM mantivesse mais alta que nos demais, ou apresentasse recuperacao
mais precoce dos niveis basais. Efeito este pelo bloqueio do oxido nitrico e,
desta forma, da vasodilatacdo. Ha na literatura estudos com porcos em PCR
mostrando recuperagao precoce dos niveis basais da PAM e também estudos
com processo inflamatério, em que o animal demorou mais tempo para
apresentar instabilidade hemodindmica, demonstrando o efeito do AM na
presséao arterial. Apesar de haver estudos em que nao houve diferenca entre os
grupos 9. Em geral o uso em bolus apresenta efeitos mais limitados que o uso
em infusdo continua, quando avalia-se o efeito na pressao arterial. Neste estudo

a PAM apresentou diferenga significativa no momento inicial apés o RCE, mas
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mantendo um equilibrio entre os grupos apés 10 minutos de RCE, com mediana
das PAM entre 60 e 80 mmHg, ndo havendo diferenca estastistica entre o0s
grupos (69,82,100)

Fato positivo € gque em nenhum caso houve pico hipertensivo ou
pressao arterial elevada persistentemente, complicacdo do uso da epinefrina,
principalmente em doses elevadas. Este efeito ocasiona danos ao organismo
pelo estado hiperadrenérgico, com piora da perfusédo cerebral e vasoconstricdo
periférica 1829100,

Apesar de a literatura apresentar estudos com uso de azul de metileno
em pacientes ap6és RCE, o uso durante a RCP ndo é comum. Os estudos
avaliados apresentam a administracdo em infusdo continua apés o RCE ou em
bolus associado a infusdo continua. Neste estudo foi levantada a hipotese de
que o uso do azul de metileno em bolus teria efeito semelhante na reducao de
dano miocardico e cerebral ap6s RCE, sendo de uso mais facil do que a
infusdo continua. Considerou-se haver necessidade de reaplicacdo da dose,
otimizando a distribuicdo sistémica e melhor efeito, desde que respeitando a
dose toxica. No entanto, o efeito encontrado em relacdo ao RCE e ao tempo de
RCP é desfavoravel ao uso deste farmaco na RCP. E mesmo néo ocorrendo a
infusdo continua apds o RCE, apesar de a concentracdo plasmatica comecar a

reduzir com 40 minutos, a meia-vida do AM é de 6-8 horas.

6.3 Exames laboratoriais e de anatomia patoldgica

6.3.1 Gasometria

A ocorréncia de acidose € comum apés RCE, sendo em muitos casos

(100) - considera-se

mista, pelo aumento de lactato e pela retencdo de CO,
esperado um pH entre 7,0 e 7,1, compativel com o encontrado neste estudo V.
Outro fato relevante é que a acidose ndo compensa imediatamente apdés o
RCE. Segundo Negovsky et al. (2012), a acidose comega a compensar com
1,5 a 3 horas apos o RCE, sendo compativel também com o achado de

acidose apo6s 10 minutos de RCE nos ratos (36).
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Neste estudo chama a atencédo o fato de que no grupo GC a acidose
apresentou caracteristicas de um disturbio metabdlico, enquanto os grupos GE e
GM de um distarbio misto, misturando o desequilibrio metabdlico e respiratorio.
Considerando que o disturbio respiratério fosse devido ao tempo de PCR,
esperava-se que o GC apresentasse maior descompensacdo, 0 que néo
ocorreu. A PaCO; neste grupo manteve-se praticamente igual a inicial. Pode-se
cogitar desta forma que o uso dos farmacos, a outra caracteristica que
diferencia os grupos, seja o causador desta descompensacdo respiratoria.
Sabe-se que tanto a epinefrina quanto o AM ocasionam vasocontricao pulmonar,
piorando as trocas gasosas, além da vasocontricao periférica. Este efeito poderia
ser o responsavel pelo aumento do CO,, e pela reducdo maior na PaO,, tanto
no GE quanto no GM @29 Apesar de esperar resultado pior no grupo GM, ja
que estariam associados os efeitos dos dois farmacos na vasculatura do
pulméo, o GM apresentou efeitos reduzidos, ao comparar com o GE. O pH final
do GM foi 7,07 enquanto no GE foi de 7,0. A PaCO; do GM foi 33 mmHg
enquanto no GE foi de 37 mmHg. E na PaO, houve diferenca de 18 mmHg,
melhor no GM. Estes dados demonstram que opostamente ao esperado, 0 AM
apresentou um efeito benéfico em relacao a troca gasosa.

Em relacdo a oferta de oxigénio, houve queda em todos 0s grupos, ao
avaliar a PaO,. Os nives abaixo de 200 mmHg em todos os grupos da
intervencdo e menor que 150 mmHg nos grupos GE e GM seriam compativeis
com SDRA. Esta queda € compativel com a literatura que aponta ndo serem
incomuns valores menos que 100 mmHg apds PCR ©®. Porém cabe ressaltar
gue os niveis plasmaticos podem néo representar exatamente a realidade da
oferta e demanda de oxigénio no organismo. E de conhecimento que nem
todas as células voltam ao metabolismo aerdbio ap6s o RCE. Desta forma
aumenta a oferta apés o RCE, sem que o consumo pelas células aumente,
criando um aumento plasmaético relativo. Este fato afeta também a producéo de
CO, e 0 equilibrio acido-base ©©.

Também é importante o efeito dos farmacos utilizados na RCP em
relacdo a homeostase dos gases. A epinefrina esta relacionada a aumento do
consumo miocardico de oxigénio além do estado hiperadrenérgico, que

ocasiona um aumento sistémico do consumo de oxigénio. Também o aumento
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da resisténcia vascular pulmonar, ja citado, interfere na troca gasosa. Todos
estes fatores ocasionam a queda da PaO, *"8#)_ Estes dados sdo compativeis
com o encontrado neste estudo. Houve queda da PaO, em todos 0s grupos,
mantendo abaixo de 200 mmHg, sem diferenca estatistica entre o resultado
final dos grupos. Apesar de ndo haver diferenca estatistica, na analise clinica
0s grupos GE e GM tiveram mediana de PaO, abaixo de 150 mmHg, enquanto
0 GC foi de 199. O limite de 150 mmHg € utilizado para definir doenca hipoxémica
grave, denotando um quadro pulmonar pior, apesar de valores iguais ou abaixo
de 200 mmHg ja serem critério para a definicdo da SDRA.

Segundo Secher et al. (2016), a VO, no rato € 7 vezes superior ao ser
humano, em ratos anestesiados com isoflurano. Este fato pode ocasionar uma
reducdo da PaO, nos ratos superior ao que ocorreria ho ser humano, néo
podendo considerar que no ser humano apdés PCR teria reducdo igual da
pressao arterial de oxigénio ),

O controle da PaCO, apés o RCE é relevante tanto em relacdo ao
equibrio acido-base, assim como em relacédo a perfusdo cerebral. O acumulo
de gas carbbnico é um dos fatores causais da acidose apés PCR, sendo a sua
eliminacdo importante para o retorno ao pH neutro. Contudo hiperventilagcéo e
quedas acentuadas trariam maléficio por ocasionar vasoconstricdo cerebral, e
gueda na concentracdo de potassio no extracelular. Niveis de PaCO; entre 45
e 50 mmHg sao recomendados para manter perfusédo cerebral adequada, como
ja citado. Neste estudo o GC manteve o CO; estavel, enquanto nos grupos GE
e GM houve aumento, com mediana do grupo GM dentro do limite considerado
adequado e 0 GE com mediana superior (55 mmHg) 4.

Cabe discutir que ha outros fatores relacionados as alteracbes de O, e
CO, ndo somente o tempo e qualidade da RCP. O processo inflamatério da
isquemia-reperfusdo participa do processo, por alterar o funcionamento das
células, prolongando o metabolismo anaerébio. A lesdo pulmonar, comum nos
pacientes apos RCP, piora a troca gasosa. O uso da epinefrina causa aumenta
da atividade adrenérgica, com maior consumo de oxigénio, além do efeito dos
farmacos, ja mencionado acima, causando vasoconstricdo pulmonar. Todos
estes fatores participam, em proporc¢des diferentes em cada paciente, sendo

dificil definir a participacéo de cada um deles ™.
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6.3.2 Lactato

Lactato esta relacionado a glicélise anaerdbia e maior mortalidade. Este
metabolismo anaerdbio, como ja relatado previamente, ndo se restringe a fase
de PCR e hipofluxo, mas permanece algumas horas apés a reperfusdo, numa
fase de adaptacédo do organismo. No caso deste estudo, a amostra foi colhida
apos 10 minutos de RCE, podendo representar adequadamente a fase de PCR
e RCP. Espera-se aumento do lactato ap6és RCE, com valores de até 135mg/dI
(15 mmol/L) nesta fase apés PCR ®#64103109 g valores encontrados estéo
dentro desta faixa, sendo o GM com mediana de 94,59 mmol/L o maior valor
entre oS grupos.

Esperava-se valor maior nos grupos GE e GM, pois segundo Ditchex &
Lindenfeld (1988) a epinefrina ocasiona maior aumento do valor do lactato,
porém este dado ndo se confirmou. Apesar do GM ter sido maior que o GC, o
GE apresentou valor menor ", Outro ponto de discordancia da hipétese
levantada pela literatura era que o GM tivesse valores de lactato reduzidos,
pois 0 AM teria a acdo de manter metabolismo aerdbio nas células, mesmo em
situacdo de hipoxia. Com menor metabolismo anaerébio, teoricamente haveria
menor elevacéo do lactato, diferente do encontrado neste estudo ©°.

A literatura j& tem bem estabelecida a importancia do lactato como
referéncia de progndstico, contudo o valor de cutt off ainda permanece variavel,
com alguns estudos defendendo 45 mg/dl, enquanto outro consideram valores
de até 108 mg/dl. Neste estudo a mortalidade néo foi foco de estudo, mas o
grupo GM apresentou lesdes histoldgicas em um maior nimero de ratos, com
provavel maior morbidade e mortalidade. Também o aumento do lactato esta
relacionado a acidose apés RCE, com maior mortalidade ©¥.

6.3.3 Glicemia

A glicemia é um dos marcadores utilizados como sinal de isquemia e
ma-perfusdo. Houve aumento em todos os grupos submetidos a PCR. Pode-se
considerar que o0 aumento é devido ao processo de estresse metabdlico, com
glicolise e gliconeogénese, comum em paciente inflamados e sob situagbes de
estresse. A elevacao nos grupos GE e GM foi superior ao GC, com média de
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100 mg/dL a mais, apesar de nao haver diferenca estatistica. Um dos fatores
gue pode estar relacionado € a queda da PaO,. Existe uma relacao inversa da
glicemia, com PaO,, e nos grupos GE e GM houve maior redugéao da oferta de
oxigénio em relacdo ao GC. Outro fator € a resposta adrenérgica ao uso da
epinefrina, que aumenta a liberacdo de glicose e reduz a liberagdo de insulina,
contribuindo para esta diferenca #>1%%,

Hipoglicemia e hiperglicemia estdo relacionados a pior progndéstico
neurologico nos pacientes apdés PCR. Os niveis exatos de risco sdo pouco
definidos, variando inclusive entre pacientes com e sem diabetes mellitus.
Porém a recomendacdo da American Heart Association para o nivel superior €
de glicemia abaixo de 180 mg/dl %),

Neste estudo, tanto a glicemia quanto o lactato elevaram, ambos
marcadores utilizados como referéncia de ma perfusdo. A glicemia, além da
hipoperfusédo, tem como fator causal o uso da epinefrina, como ja explicado
anteriormente. O maior valor de ambos os dados foi no grupo GM, apesar de
ser o grupo que apresentou a maior PAM inicial apés o RCE e ter obtido RCE
com 6 minutos, menos do que o GC. Estes dados levam a considerar que o
AM piora a perfusdo periférica e a homeostase.

A interferéncia do estresse ocasionada nestes animais é perceptivel ao
avaliar a variagcdo no GS. Neste grupo, em que ndo ocorreu o estresse da pcr,
percebe-se o valor elevado inicialmente, como consequéncia tanto da alimentagéo
no periodo noturno quanto pelo estresse da inducdo inalatéria e disseccao
vascular. Porém, na analise ap6s 10 minutos da cateterizacdo vascular, o valor
reduziu, demonstrando que ndo ha manutencdo do estresse neste grupo.
Resultado este diferente dos demais grupos, nos quais a glicemia foi superior com
10 minutos ap6s RCE, demonstrando a contribuicdo do estresse ocasionado pela
PCR e RCP. N&o é possivel porem demonstrar efeito diferencial pelo uso dos
farmacos, pois a elevacao nos diversos grupos foi semelhante.

6.3.4 Eletrdlitos

Apos reperfusdo ocorre influxo de calcio para as células, reduzindo a

concentracdo plasmética, o que ocorreu neste estudo, com excecao do grupo

GE que manteve-se estavel 9.
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Em relagcdo ao potassio, espera-se aumento apos RCP, pois diversos
fatores comuns a esta fase ocasionam liberacdo de potassio, como isquemia,
acidose, uso de catecolaminas e o trauma muscular. Neste estudo, a variacédo
entre 0s niveis basais e a segunda amostra foram pequenos, permanecendo
dentro da faixa de normalidade. Dois fatores poderiam explicar a pouca
variagao nos grupos em que utilizou-se epinefrina, sendo o menor tempo de
RCP neste grupo eo efeito -2 da epinefrina. O menor tempo de RCP ocasiona
menor trauma muscular e lise celular, o que ocasionaria em menor elevagcao do
potéssio. E o efeito B-2 da epinefrina pode ocasionar uma falsa estabilidade ou
reducdo do potassio, pois este efeito ocasiona transporte de potassio para o
intracelular, reduzindo a concentracgdo plasmatica, mas nao a corporal ¢4,

Nenhum dos dois eletrélitos apresentou alteracdo clinicamente significativa,

mantendo sempre dentro da faixa de normalidade.
6.3.5 Coracao

As troponinas cardiacas estdo bem estabelecidas como indicativo de
necrose miocardica apos hipoxia e reperfusdo em ratos, sendo o aumento
proporcional ao score histopatol6gico e ao tamanho da area de necrose. Séao
marcadores de alta sensibilidade e especificidade ©%91%®)_ Esperava-se reducao
da lesdo miocardica no grupo GM pelo bloqueio da vasodilatacdo e pela
reducado da formacdo de ERO ocasionada pelo uso do AM ©68:69.728D)

Neste estudo, houve elevacao da troponina nos grupos de intervencao,
demonstrando lesdo miocérdica pela PCR e RCP. O GS, em que ndo houve
intervencao, a troponina ficou abaixo de 1 (mediana de 0,021 ng/ml), diferente
dos demais em que houve rato com valores de até 397 ng/ml. Em relacdo ao
efeito da massagem cardiaca externa sobre a troponina, foi realizada dosagem
em dois ratos submetidos a massagem, sem PCR. Nesses dois casos em que
foi realizada a massagem cardiaca, a troponina manteve-se abaixo de 1 ng/ml
(dados néo tabulados), sendo este dado compativel com Faa et al. (2012), que
relata ndo haver interferéncia da MCE no resultado da troponina %7,

E em relacdo a carga elétrica da desfibrilacdo, estudo realizado em

cardioversdo elétrica sincronizada ndo apresentou elevacdo de troponina em
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mais de 97% dos casos, demonstrando que a carga elétrica ndo € um fator de
relevancia na elevacao da troponina apés RCP (%9,

Os valores da troponina demonstram efeito protetor no grupo em que foi
utilizado epinefrina, sendo neste grupo o menor valor. Este dado vai contra a
idéia de que a epinefrina teria ac&o lesiva ao coracdo 192196109 zpesar de
ndo ser um consenso na literatura “°®. O grupo controle apresentou valores
superiores ao esperado em casos de infarto, como demonstrado em estudo
com ratos, que induziu infarto com uso de isoproterenol e com dosagem de
55,97ng/ml em 4 horas de acompanhamento. Talvez o processo de isquemia
sistémica, diferente da isquemia local do isoproterenol, possa contribuir para o
pior resultado, por ter efeitos da inflamac&o e estresse oxidativo sistémicos %),

Ao compararmos os dados da troponina com o achado histologico, os
dados séo discordantes. O Unico achado histolégico referente a lesdo hipoxico-
isquemica ocorreu no GM. Esperava-se que houvesse lesdo também no GC,
grupo em que o valor de troponina foi aproximadamente trés vezes o valor do
GM e que manteve com baixo débito por tempo superior aos demais grupos.
Porém muitos fatores devem ser considerados nesta avaliacdo. Apesar de o
grupo GM ter tido menor tempo de RCP, apresentou PaO, menor que o GC,
além de lactato e glicemia mais elevados. Estes dados demonstram que
mesmo tendo tempo menor de RCP, a descompensacao metabdlica no GM foi
pior, ocasionando maior processo inflamatério e maior acdo dos ERO,
confirmando a acdo desfavoravel do uso do AM em bolus na RCP.

E possivel correlacionar também o achado na histopatologia com os
marcadores de estresse oxidativo e proteinas dosados com western blot. O
TBARS, marcador de estresse oxidativo, apresentou resultado pior no grupo
GM em relagdo aos demais. Mesmo considerando que o GC teve mediana de
tempo de RCP de quase o dobro do GM, a producdo de ERO foi maior no
grupo misto. Em relacdo ao processo inflamatorio, o TLR4 demonstrou maior
correlagdo com o tempo de RCP. O GE foi o que teve menor dosagem, entre
0s grupos de intervencédo, compativel com o menor tempo de RCP, sendo no
oposto o GC, com maior tempo de RCP e dosagem maior de TLR4. Apesar de
estes dados ndo serem compativeis com o encontrado na analise histoldgica,

sendo esperado que no grupo GC houvesse maior incidéncia de lesbes, o que
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nao ocorreu. Estes dados demonstram que o azul de metileno néo teve efeito
protetor no bloqueio da resposta inflamatoéria e oxidativa, como esperado pela
literatura (**0112),

Outro fato que pode ter impactado no resultado foi o tempo curto de
PCR e de observacao pos PCR nesses ratos. Estudo em porcos demonstrou
que com tempo curto de hipoxia haveria somente edema e hipereosinofilia,
enguanto tempo superior a 15 minutos ocasionaria lesées mais caracteristicas
como necrose de coagulacédo, hemorragia, apoptose, infiltracdo de neutroéfilos e
presenca de vacuolos. Ndo ha dados referentes ao tempo exato para as
alteracdes em ratos. Neste estudo o tempo de hipdxia variou de 8 minutos (nos
que apresentaram RCE com 3 minutos) a 23 minutos (nos que apresentaram
RCE com 20 minutos). Neste estudo as alteracdes apareceram de forma
precoce. Os dois ratos em que havia a presenca de vacuolizacdo tiveram
tempo de RCP de 3 e 6 minutos, sendo desta forma 8 e 11 minutos de
hipoxia/baixo fluxo. Talvez as alteracdes no rato sejam mais precoces em
relagdo ao ser humano e ao porco %7,

Com relacdo a apoptose, foram encontradas lesdes diversas no
coracao, porém com resultados semelhantes entre 0s grupos com intervencao.
Considera-se que apesar de a apoptose ocorrer principalmente apds a
reperfusdo, o tempo prolongado de RCP propicia a formacdo de mais ERO e
apoptose por consequéncia. Era esperado que nos grupos GE e GM o grau de
lesdo da marcacdo de tunnel fosse menor em relacdo ao GC, ja que o tempo
de RCP nestes grupos foi reduzido. O grupo GM teve nimero menor do que o
GE e GC, apesar de nao ser estatisticamente diferente. Este dado corroboraria
com a hipétese do estudo de que o AM reduziria as les6es miocardicas, podendo
haver maior diferenca com o ajuste da forma de administragdo 68113116,

Outra forma utilizada para avaliar a apoptose foi a dosagem de BAX, uma
proteina da familia de células B de linfoma 2 (Bcl-2), com ac¢édo proapoptotica.
Os estudos que demonstraram reducdo da producdo de BAX mostraram

(117-119)  Neste estudo a

também menor lesdo miocardica por apoptose
dosagem foi compativel com o encontrado na marcacéo de Tunel, pois 0 grupo

GM apresentou menor dosagem de BAX e menor numero de lesdes no
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miocéardio pela marcagdo de Tunel. Este dado confirma a idéia de reducdo de
apoptose ocasionada pelo AM ©4).

Outro fato relevante € que a literatura aponta o uso da epinefrina como
fator de maior lesdo miocardica, com aumento de troponinas e maior lesdo
miocardica. No entanto, neste estudo, os grupos em que foi utilizada a
epinefrina tiveram menores dosagens de troponina e na lesdo histologica ndo
houve diferenca entre o GE e GC 3%, Desta forma, os dados deste estudo nao

favorecem a descontinuagéo do uso da epinefrina na RCP.
6.3.6 Cérebro

O azul de metileno tem sido relacionado a reducao das lesdes cerebrais,
seja com administracdo iniciada durante a RCP ou logo apos (3439697985
Porém a literatura ndo tem dados sobre o uso isolado em bolus do azul de
metileno, durante a RCP. Esperava-se que o resultado fosse o mesmo da
infusdo continua, com efeito protetor em relacdo aos demais grupos.

Ao avaliar a apoptose através da marcacdo de tunel, o niamero de
lesGes por cada caso foi semelhante nos grupos em que foi utilizado o azul e
nos demais, apesar de tendendo a menor numero no GM(12,95 no GE contra
9,6 no GM, e minimas de 6,6 no GE e 3,9 no GM). Este dado, assim como no
miocardio, aponta para um efeito protetor contra a apoptose, podendo talvez
ser otimizado com alteracdes na administracdo do farmaco. Apesar da
diferenca de lesdes, ndo houve diferenca estatisticamente significativa.

J4 em relacdo as lesBes avaliadas pela histologia, focando em lesdes
hipdxico-isquemicas, o grupo em que foi utilizado AM apresentou resultado pior
em relacdo ao GE. Esperava-se que com a administracdo do AM o tempo de
RCP reduzisse, 0 nivel da presséo arterial se recuperasse precocemente, e
desta forma, as lesGes ocasionadas pela hipoperfusdo seriam reduzidas.
Contudo o resultado encontrado foi oposto a hipétese levantada. A mediana do
tempo de RCP no GM foi o dobro do GE, e a propor¢do de casos em que
houve RCE foi menor (0,63 no GE contra 0,45 no GM), apesar de ndo haver
diferenca estatisticamente significativa. Ao avaliar a PAM, houve diferenca

significativa no momento do RCE, no entanto esta diferenca ndo se manteve
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nos demais momentos da avaliacdo. Desta forma, este discreto efeito do AM
sobre a presséo arterial ndo foi suficiente para ocasionar diferencas relevantes
entre 0s grupos e nem reduzir as lesoes.

Outro ponto relevante na lesdo neuronal é a ventilacdo pulmonar com
FiO, de 100 %. Alguns estudos relatam maior morte de neurdnios quando era
utilizada FiO, de 100 %. Estudos relatam aumento de até 5 vezes na PaO;
cerebral nos primeiros 30-60 minutos de ventilacdo apds RCE, utilizando
oxigénio a 100 %, o que esta relacionado a maior formacédo de ERO. Porém a
maior ocorréncia de lesdo ndo é consenso na literatura, com alguns estudos
em rato ndo demonstrando esta diferenca “*'??. Também vale destacar que
diferentemente de outros 6rgdos, no cérebro a lesdo por aptoptose e necrose
acontece a0 mesmo tempo, o que pode ampliar o nimero de lesdes Y.

Com relacéo ao grupo GE, a epinefrina tem sido correlacionada com pior
desfecho neuroldgico apds alta, sendo um dos pontos que torna 0 seu uso
guestionavel na RCP. Apesar de melhorar o percentual de pacientes com RCE,
muitos evoluem mal do ponto de vista cerebral, com 6bito ou sequelas. Apesar
de o grau de lesdes hipdxicas estruturais ndo poder ser correlacionado
diretamente a funcdo, vale considerar que ambos estejam correlacionados.
Neste caso, os dados deste estudo estariam contrarios a esta idéia do efeito
deletério da epinefrina. Neste estudo o GE oi 0 grupo com menor nimero de

casos com lesao estrutural.

6.4 Selecdo do modelo experimental e padronizacdo do método

Estudos experimentais tém sido utilizados para avaliagcdo de aspectos
relacionados a PCR, devido a dificuldade de padronizagao dos grupos de PCR
e da questédo ética envolvida na execucdo de estudos prospectivos em seres
humanos. Os estudos experimentais de PCR iniciaram com uso de animais de
maior porte, como porcos e caes. Posteriormente foram desenvolvidos modelos
para uso de ratos e camundongos, possibilitando o uso de animais menores e

menor custo 9.
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A tabela abaixo (Tabela 15) apresenta os dados hemodinamicos de
seres humanos e ratos, possibilitando avaliar a proximidade entre os dois
grupos na PCR. Em relacédo as variaveis hemodinamicas, o modelo com ratos
diverge somente em relacéo a frequéncia cardiaca, o que exige uma frequéncia

de massagem cardiaca superior nos ratos em relacéo ao ser humano ©9.

Tabela 15 — Parametros hemodinamicos no ser humano e no rato

Humanos Ratos
Frequéncia Cardiaca (bpm) 60-70 260-450
Presséo adrtica média (mmHg) 70-90 80-100
Pressé&o no atrio direito (mmHg) 2-7 2-8
EtCO, (mmHg) 25-35 23-35
PPC para sucesso na RCP (mmHg) 15-20 20

FONTE: Papadimitriou et al. (2007) ®9)

NOTA: EtCO, — tensdo expirada de gas carbbnico no final da expiracdo; PPC — pressdo de
perfusédo coronariana; RCP — ressuscitacdo cardiopulmonar

Apés a analise destes dados, decidiu-se pela utilizacdo dos ratos como
espécie para o modelo experimental deste estudo. Foi realizada a revisdo da
literatura e alguns casos piloto, para adequa¢cédo do modelo.

Ha variacdes entre os estudos em relacdo ao modo de estimular a PCR,
tempos de hipdxia e RCP. Outro dado percebido foi que a variacdo do método
para induzir PCR interfere na resposta do animal aos diferentes medicamentos.
Foi considerado, com base nestes dados, que a padronizacdo do grupo de
estudo teria importancia na validade interna do estudo (11:34:88-90.93.122)

O primeiro ponto de definicdo foi a forma para inducdo de PCR. Ha duas
formas principais na literatura, sendo por hipoxia e por estimulo elétrico. Sendo
gue a primeira ocasiona divergéncias na andlise final por diversos aspectos,
sendo alguns deles:

e 0 tempo de hipdxia até ocorréncia de PCR é variavel entre cada rato.

Esta variagdo ocasiona dificuldade na interpretacdo dos exames

laboratoriais;
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e a hipoxia também é um fator de lesdo em 6rgao alvo, sendo somado
ao tempo de PCR o tempo até que esta ocorresse. E com tempos de
hipoxia diferentes, poderia haver grupos heterogéneos e aumentando
0 numero de viéses na comparagao;

e a hipoxia como fator de inducédo de PCR tem como ritmos finais mais
comuns a bradicardia com AESP e assistolia, apesar de que pode
ocorrer PCR em qualquer ritmo. Para o objetivo deste estudo e devido
ao numero restrito de casos, a variacdo de ritmos de PCR tornaria

mais dificil a analise dos dados.

A estimulacdo elétrica, por permitir um tempo de estimulo da PCR
padronizado em todos os grupos foi o escolhido, além de ser o mais comumente
utilizado na literatura %7,

Para o estimulo elétrico, duas vias sdo descritas, sendo a inducéo por
via esofégica e por estimulo direto no ventriculo direito (VD). Foi realizada a
estimulacdo por via esofagica em dois ratos, porém em ambos houve queimadura
no esoéfago e estimulagédo da FV incerta. Optou-se por utilizar o estimulo direto
no VD, através do cateter inserido na veia jugular externa direita, utilizando a
curva de pressao para localizacéo.

E foi necessario também avaliar a carga elétrica necessaria. Apos teste
com a carga de 3mA descrita na literatura, todos os ratos foram a ébito. Apos
novas tentativas, definiu-se como adequada a carga de 1mA, sendo mantido
este estimulo por 3 minutos. A literatura cita que tempos menores que 1,5 minuto
evoluem como reversdo espontanea ao ritmo sinusal.

A etapa seguinte foi a MCE, pois a massagem manual ocasiona variagéo
na forca de compressao, fadiga do profissional e risco aumentado de lesdo
pulmonar. Foi entdo desenvolvido o massageador automatico, permitindo a
estabilidade na for¢ca de compresséo e a manutengdo adequada do ritmo de
massagem.

Iniciada a RCP, seguiu-se a literatura com a recomendacao de MCE por
6 minutos, sendo apds este periodo realizados ciclos de 1 minuto. Esta
sequéncia deve-se a informacdo de que a resposta do rato a desfibrilacdo é

pequena neste intervalo inicial de 6 minutos. Contudo, durante a realizacdo dos
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pilotos, alguns ratos apresentaram PAS > 50 mmHg durante a massagem e ao
checar o ritmo, apresentavam ritmo cardiaco regular, podendo ser definido o
RCE. Optou-se entdo por desmembrar o tempo inicial em dois ciclos de 3
minutos, possibilitando que o RCE antes dos 6 minutos fosse diagnosticado. ©".
Esta reducdo do tempo de RCP até a primeira desfibrilacdo € compativel com o
achado de Ettl et al. (2017), que demonstrou que a primeira desfibrilacdo
realizada com 2 minutos em relacdo a 6 minutos apresentou maior incidéncia
de RCE ",

6.5 Limitacoes e pontos negativos do estudo

O numero de ratos em cada grupo, apesar de ter sido determinado pelo
calculo amostral, ocasionou em amostra pequena, devido a grande mortalidade
do modelo. H& discussao na litetaratura em relacdo a relevancia da significancia
estatitica em estudos em que existe diferenca clinica, como ocorreu em alguns

dados deste estudo.

6.6 Consideracdes finais

Considerando os achados do estudo e a literatura, cabe discutir a forma
de administracdo do AM e a dose utilizada. A literatura tem utilizado a
administracdo em infusdo continua ou bolus associado a infusdo continua.
Porém esta forma é mais trabalhosa pela necessidade do preparo da solucéo,
da dependéncia de bomba de infusdo. A idéia levantada neste estudo foi que a
opcao de uso somente em bolus na RCP facilitaria 0 uso e mantendo os
mesmos resultados. E optou-se por utilizar a dose de 2 mg/kg em cada bolus,
por ser a dose padrao utilizada em alguns estudos na literatura. Porém
restringindo a 3 doses, evitando que atingesse a dose toxica do medicamento.

Ha que se discutir se o acumulo de 3 doses de b6lus do AM em um
intervalo curto de tempo nao seria prejudicial, jA que este ndo € o uso comum

na literatura, sendo o fator de piora dos demais parametros. A analise com
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outros estudos torna-se dificil pois a maioria dos estudos avaliaram o beneficio
do AM no cérebro em modelos de isquemia e reperfusdo diferentes da PCR, e
nao foi encontrado estudo em que foram realizadas todas as amostras
realizadas neste. Outro fato de interesse € que apesar de o protocolo do estudo
permitir até 3 doses, o0s ratos que apresentaram sobrevida receberam 1 ou 2
doses somente (uma dose - dois casos / duas doses - trés casos), ndo sendo
assim téo diferente do encontrado em outros estudos *+:6988-90)

O efeito descrito na literatura de reducdo de apoptose foi observado
tanto na avaliacdo da marcagdo de Tunel quando na dosagem da proteina
BAX, proteina com efeito proapoptotico. Estes dois demonstraram menor
tendéncia ou ocorréncia de apoptose no grupo GM em relacdo ao GE,
demonstrando efeito protetor do AM em relacéo a este tipo de lesdo, apesar de
ndo ser estatisticamente significativo. Apesar deste beneficio em relacdo a
apotptose, o efeito benéfico ndo ocorre nos demais parametros avaliados.
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7 CONCLUSOES

O azul de metileno em bolus nédo reduziu a lesdo miocardica em PCR,
ao se avaliar a dosagem de troponina apés 4 horas de RCE.

A lesdo miocardica e cerebral ndo reduziu com o uso de azul de
metileno em bolus, pela avaliacdo histolégica com hematoxilina&eosina. Mas
ocasionou reducao discreta na morte celular por apoptose.

Os parametros da gasometria artérial, pressao arterial, tempo para RCE,
bicarbonato de sodio, lactato e marcadores inflamatérios e do estresse
oxidativo foram piores no grupo em que foi utilizado azul de metileno.

Concluindo-se que o azul de metileno trouxe resultados desfavoraveis
para a maioria dos parametros avaliados no estudo, tanto no uso isolado na
PCR quanto associado a epinefrina, tendo efeito benéfico somente na reducéo
da apoptose.
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8.1

ANEXOS

Anexo 1 - Aprovacao da CEUA

£ Ll Faculdade de Medicina da Universidade de $do Paulo
CINA Avenida Dr. Amaldo, 455

MEDI \
BT Pacasmbu — 5&o0 Paulo — 5P

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que o projeto intitulado “Efeito de farmacos
coadjuvantes no desfecho da parada cardiaca”, protoeolo n? o=1/16 sob a
responsabilidade de Denise Ava Otsuki & Marcelo Souza Xavier, apresentado
pelo Departamento de Cirurgia - que envolve a producdo, manutencio efou
utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.704, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n? 6.800, de 15 de
julho de 2000, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagio Animal (COINCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO
UsS0O DE ANIMAIS (CEUA) da Faculdade de Medicina da USP em reuniio de

11.05.2016.

Finalidade ( JEnsino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagio Abril/2016
Espécie,linhagem,raca Rato Wistar

N° de animais 40

Peso/Tdade 300 & 4008T
Sexo macho

Origem Biotério FMUSP

CEUA-FMUSP, 11 de Maio de 2014

Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador

Comissio de Etica no Uso de Animais

Comiss3o de Efica no Uso de Animais da FMUSP

e-mail: ceus fmiusp be
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8.2 Anexo 2 — Resultados dos exames do grupo azul

Dados do Grupo azul (GA)

76

Basal P6s-RCE
Tempo RCP (min) - 17,25
Troponina (ng/ml) 205,15
pH 7,38 6,95
PaO, (mmHg) 227 268
PaCO, (mmHg) 35,6 46,8
Lactato (mg/dl) 24,8 112,1
Glicose (mg/dl) 302 356
Potassio (mmol/L) 3,95 4,1
Céalcio (mmol/L) 0,71 0,89
Base excesso (mmol/L (3,55) (19,45)
Saturacédo O, (%) 97,6 96,7
Bicarbonato (mmol/L) 20,6 10,25
Tunnel cérebro - 7,25
Tunnel coragéo - 13,4
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8.3 Anexo 3 - Resultados da andlise histolégica do grupo azul

Histologia Cérebro

Neurdnio vermelho 0

Gliose 50%
Histologia coracéo

Vacuolizacdo 0

IAM 0

Histologia rim

LRA 100
Grumos eosinofilicos 50%
Pigmentos 0
Destaceamento celular 0

NTA 0
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