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RESUMO

Individuos submetidos ao ato anestésico-cirurgico apresentam
estresse reacional, caracterizado por resposta inflamatoria, devido ndo apenas
ao trauma da cirurgia, mas também ao emprego dos anestésicos. Pesquisas
recentes tém dado atencdo especial as citocinas envolvidas na resposta
inflamatéria, mas ainda ndo ha consenso quanto a influéncia do sevoflurano
(SVF) no perfil de citocinas. Esse estudo analisou as citocinas IL-1p, IL-2, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-a e INF-y durante a anestesia com SVF em
pacientes com estado fisico ASA |, submetidos a cirurgias de pequeno porte, e
idade de 18 a 55 anos. Os individuos foram distribuidos em dois grupos de 15,
sendo os do grupo SVF pacientes submetidos a cirurgia de timpanoplastia ou
septoplastia com duracéo de pelo menos 120 minutos, sob anestesia geral com
SVF em 1,0 a 1,5 concentracdo alveolar minima (CAM). As amostras de
sangue foram coletadas antes da indugao anestésica (M1-pré-cirurgia), apos
indugdo anestésica e imediatamente antes do inicio da cirurgia (M2), 120
minutos apds o inicio da anestesia inalatéria (M3), e no 1° dia do pods-
operatorio (M4). Outros 15 individuos constituiram o grupo controle, voluntarios

dos quais foi obtida uma uUnica amostra de sangue venoso. A analise das



citocinas foi feita pelo método da citometria de fluxo utilizando o kit BD
Cytometric Bead Array. Observou-se diferencga significativa em relagcao a IL-4
(p=0,02), maior entre os pacientes, e IL-5 (p<0,001), maior entre os voluntarios.
No grupo de pacientes, houve aumento significativo de IL-5 em M3 em relagéo
a M1 (p=0,03), e de IL-6 no momento M4 em relagdo aos momentos M1 e M2
(p<0,001). Em conclusdo, em pacientes adultos com estado fisico ASA |
submetidos a cirurgias de timpanoplastia ou septoplastia, a anestesia com
sevoflurano, com exce¢do de aumento de IL-5 no intraoperatério e de IL-6 no
pds-operatdrio, ndo altera o perfil das citocinas durante e ap6s o ato

anestésico-cirurgico.

Palavras-chave: Anestesia inalatoria; Citocinas; Citometria de fluxo; Estresse

Inflamatério; Sevoflurano.



Orosz, José Eduardo Bagnara. Plasma cytokine profile in patients submitted
to surgery under inhalation anaesthesia with sevoflurane. Botucatu, 2011. 92p.
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ABSTRACT

Patients have stress when submitted to anaesthesia and surgery,
characterized by inflammatory response because of the surgery trauma, and
possibly due to the anaesthetics. Literature shows controversial data as most
studies have been designed using large surgery models. Using minor surgical
procedures, in order to reduce tissue injury influence on inflammatory response,
this study aimed to evaluate the effects of anaesthesia with sevoflurane (SVF)
on plasma cytokine profile from 15 ASA | patients of both genders, aged from
18 to 55, scheduled for tympanoplasty or septoplasty lasting, at least, 120
minutes, with 1.0 to 1.5 minimum alveolar concentration of SVF. Blood samples
were drawn at 4 time points: before anaesthesia induction (T1 - baseline),
before surgery (T2), at 120 minutes after anaesthesia induction (T3), and on the
postoperative first day (T4). The study also included 15 healthy volunteers, not
submitted to anaesthesia and surgery, as controls (C) to T1, and from whom
blood sample was collected a single time. Plasma IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
8, IL-10, IL-12, TNF-a. e INF-y) were assessed in plasma from patients and
volunteers by flow cytometry, using the BD® Cytometric Bead Array kit. IL-4
(p=0,02) and IL-5 (p<0,001) differed between groups at T1. In the patient group

there were differences on IL-5 (p=0,03) and IL-6 (p<0,001) levels, with peak



values at M3 and M4, respectively. In conclusion, data showed that with
exception to IL-5 and IL-6, adult ASA | patients submitted to minor
othorhinolaryngological surgical procedures, under inhalation anesthesia with

SVF, have no changes on plasma cytokines profile.

Keywords: Anaesthesia, Inhalation, sevoflurane; Cytokines; Flow Cytometry;

Inflammatory Stress.
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1 INTRODUGAO E LITERATURA

1.1  Papel das Citocinas no Processo Inflamatério

As citocinas sao glicoproteinas de baixo peso molecular, secretadas ou
liberadas de forma rapida e auto-limitada e que sdo fundamentais para a
manutencédo do sistema imunol6égico. Formam um grupo heterogéneo e sao
também denominadas linfocinas, monocinas, interleucinas (IL) ou interferons
(IFN). Estao envolvidas nos mecanismos de defesa do organismo e também na
génese de doengas, como a artrite reumatdide, por estarem envolvidas na
mediagao de importantes etapas dos processos inflamatérios, tanto agudos,
ap6s um trauma como o cirurgico, como crénicos (Sheeran & Hall, 1997).

As citocinas sédo produzidas por leucécitos ativados, particularmente
linfécitos, monocitos, fibroblastos e células endoteliais. A ativacdo dessas
células € uma das etapas iniciais da resposta a agressao tecidual e esta
também associada a liberacdo de outro mediadores inflamatérios, como acido
aracdonico, enzimas lisossomais e espécies reativas de oxigénio (Hall & Ali,
1998).

Localmente, as citocinas iniciam e coordenam a resposta inflamatéria
para contencdo de eventual invasdo de micro-organismos como Virus,
bactérias ou fungos, e facilitam a reparagao tecidual. Sistemicamente, as
citocinas circulantes ativam o sistema hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA),
desencadeando a liberagdo de catecolaminas e hormoénios glicocorticoides

(Kohl & Deutschman, 2006) (Figura1).
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Figura 1 — Interagdo neuroimunoenddcrina durante o estresse cirdrgico. O eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), a inervagédo do sistema nervoso simpatico (SNS)
e as citocinas representam os componentes periféricos. Citocinas proé-inflamatérias
liberadas pelas células imunes estimulam o hipotalamo e ativam o eixo HPA e o SNS.
Catecolaminas e glicocorticéides estimulam linfocitos Th2 e células apresentadoras de
antigenos (APC) a produzirem as citocinas anti-inflamatérias IL-4 e IL-10, que inibem a
imunolégica mediada por células,

resposta

INIBIGAO
Células Imunes

Adaptado de Kurosawa & Kato, 2008.

resultando em

imunossupressao.
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As citocinas estao envolvidas na regulagao da amplitude e duracdo das
respostas imune e inflamatoria. Sdo extremamente potentes, presentes em
concentragbes de picomols. Agem inicialmente ligando-se a receptores na
membrana de suas células-alvo, de forma paracrina (agindo em células
vizinhas) ou autédcrina, mais do que endocrina (sistémica).

A ligacéo das citocinas aos receptores de membrana modifica a sintese
intracelular de RNA mensageiros, e, em ultima instancia, o comportamento
celular. Agem em diferentes tipos de células, inclusive influenciando a sintese e
a acao de outras citocinas, e, como fatores de crescimento, regulam a diviséo
celular. Sua acdao em determinada célula depende de sua concentragdo no
local (Sheeran & Hall, 1997). Dessa forma, regulam e modificam o crescimento,
a maturacao e a reparacgao celular (Frankenstein et al., 2006).

A maioria das citocinas ¢é sintetizada por demanda, mas algumas podem
ser estocadas em granulos citoplasmaticos ou formando complexos com
proteinas na superficie celular, como o Fator Transformador de Crescimento
beta 1 (TGF-f1). Também podem permanecer na forma de proteinas de
membrana, como o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) presente em
mastdcitos, servindo como fonte imediata na eventualidade de rompimento da
matriz tecidual durante a agressao (Sheeran & Hall, 1997).

A resposta imunoldgica é dividida basicamente em inespecifica (inata) e
especifica (adquirida). A primeira envolve barreiras fisiolégicas e células
fagocitarias. Esses mecanismos estdo presentes antes da exposicao a
substancias exdgenas e nao sao potencializados por re-exposi¢céo. Por outro

lado, a resposta imunologica especifica, adquirida apds contato com antigenos,
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que desencadeiam a producdo de anticorpos, pode crescer em magnitude a
cada novo contato, ganhar eficiéncia e auxiliar os mecanismos inatos
(Kurosawa & Kato, 2008).

Quando uma substancia estranha invade o organismo, as primeiras
acOes direcionadas a elimina-la sdo exercidas por macrofagos e neutroéfilos.
Apds a fagocitose, essas células passam a agir como células apresentadoras
de antigenos (APC), expondo, na superficie externa de suas membranas,
fragmentos de moléculas do invasor, e comegam a sintetizar enzimas
proteoliticas e espécies reativas de oxigénio. Os macréfagos sdo, entao,
responsaveis por uma fase critica, a da ativacdo de outras células de defesa,
envolvidas no desencadeamento da resposta imunologica, que é a liberacao de
citocinas. Estas transmitirdo informacdes a outros leucécitos, sobretudo as
células chamadas natural killer (NK), e aos linfécitos T auxiliares (helper).
Assim, a partir da exposicao de fragmentos do antigeno na superficie de
células APC, sado desencadeadas respostas que resultam na producdo de
anticorpos altamente especificos (imunidade humoral) ou na producéao de tipos

particulares de linfécitos (imunidade celular) (Figura 2).



Introducdo e Literatura

20

)
5 célula tumoral J

iy
*

ataque
viaMHC

linfécito T ho

N _1

¥ antigeno tumoral

= fragmento de
antigeno tumoral

U MHC classe |

i MHC classe |l

receptor de

linfécito T

Figura 2 - Interagdes entre células natural killer (NK), linfécitos, linfocitos T helper (Th)
e células apresentadoras de antigenos. Adaptado de Kurosawa & Kato, 2008.



Introducédo e Literatura 21

As células NK agem inicialmente de forma ndo especifica, a fim de
eliminar o antigeno, erradicando a célula infectada. Células NK s&o linfécitos
grandes que destroem outras células por contato direto, também denominadas
linfocitos citotdxicos ou CD8”. Quando esse primeiro combate realizado apenas
por macréfagos for insuficiente, entram em acdo as células NK, que apds
sofrerem diferenciagcdo sob influéncia de citocinas liberadas em resposta a
atividade fagocitaria de neutréfilos, passam a ser chamadas de linfocina-
ativadas (LAK cells). Células NK liberam citocinas como TNF-a e Interferon
gama (IFN-y), ao serem estimuladas por interleucinas 2 (IL-2) e 12 (IL-12), a fim
de amplificar e estender a resposta imunolégica (Kurosawa & Kato, 2008).

Linfécitos B, provenientes da medula 6ssea, possuem receptores de
membrana para fragmentos de antigenos, que uma vez ativados,
desencadeiam a producdo de anticorpos. Linfocitos T s&o capazes de
reconhecer e responder a antigenos apenas quando estdo combinados a uma
molécula do Complexo de Histocompatibilidade Principal, ou Major
Histompatibility Complex (MHC), na superficie de uma célula APC. Ha duas
formas de MHC, classes | e Il, assim como dois tipos de linfocitos, chamados
auxiliares (CD4") ou citotdxicos (CD8"). MHC corresponde a uma regido de
genes polimorficos expressos no brago curto do cromossomo 6, cujos produtos,
designados proteinas MHC, sdo expostos na superficie de uma variedade de
células (Kurosawa & Kato, 2008).

Fragmentos de proteinas fagocitadas, provenientes de células estranhas
ao organismo, sao expressos ligados ao MHC de classe Il, sendo reconhecidos

por linfécitos T helper (Th). Por outro lado, os peptideos derivados de proteinas
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sintetizadas nas células do organismo, mas a partir de material genético
exdégeno (viral), sdo geralmente expressos ligados a MHC de classe | e
reconhecidos por linfécitos T citotoxicos.

Linfécitos Th respondem a antigenos expostos na superficie de células
APC. Apoés serem ativados, produzem citocinas que estimulam a formacao e a
diferenciacdo de maior numero de linfocitos. Secretando perfis distintos de
citocinas, direcionam a diferenciacdo ao desenvolvimento de dois subtipos (Th1
e Th2): IFN-y e IL-12 induzem diferenciacdo em linfécitos Th1, que produziréo
IL-2 e mais IFN-y, enquanto que a IL-4 direciona para o desenvolvimento de
linfécitos Th2, que secretardo IL-5, IL-10, IL-13, além de mais IL-4 (Sheeran &
Hall, 1997).

As LAK cells, em contato com proteinas estranhas ao organismo,
produzem IL-2, IL-12 e IFN-y, e direcionam a diferenciagéo ao desenvolvimento
de linfécitos Th1 e de imunidade celular. J& a producdo de IL-4 favorece o
desenvolvimento de linfécitos Th2 e da imunidade humoral, ligada a reagao
alérgica. O desenvolvimento do subtipo apropriado de linfécito T é importante
porque alguns patdgenos sdo controlados de forma mais eficiente por
imunidade celular (Th1) ou humoral, sendo essa ultima mediada por anticorpos
(Th2) (Sheeran & Hall, 1997).

Por ser uma citocina-chave na inflamagéo, a IL-1 também tem como
funcdes a citotoxicidade celular, a potencializagdo da expressdo de moléculas
de MHC classe |l e a ativacédo de células NK. Por outro lado, a IL-1 n&o induz
reacao inflamatdria por si propria, mas age indiretamente, potencializando os

efeitos do TNF-a. A IL-1 é muito importante na instalagdo da resposta
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inflamatoéria aguda, por estimular a sintese de IL-6 e de IL-8 por mondcitos,
fibroblastos e células endoteliais. Também tem acédo vasodilatadora,
estimulando as células endoteliais vasculares para liberacdo de 6xido nitrico.
Os monoécitos sdo as células que mais secretam IL-1, enquanto células
endoteliais, da musculatura lisa e fibroblastos a produzem em menor
quantidade (Cheng, 2005).

A IL-1 existe em duas formas: a e B, produzidas a partir de dois genes
diferentes, mas que se ligam ao mesmo receptor e tem afinidades semelhantes
(Dinarello, 1998). A IL-1B tem maior poténcia inflamatéria que o TNF-a.
Estimula a hematopoiese, é potente agente pirogénico endégeno e eleva a
sintese de prostaglandina E2 (PGE2). Em comum com o TNF-a, o maior
estimulo para liberacdo de IL-1 &€ o antigeno lipopolissacarideo (LPS),
componente da membrana de patdégenos como a Escherichia coli (Takaono et
al., 2002; Wu et al., 2009).

A IL-2 é o principal fator de crescimento autocrino e paracrino para
linfébcitos T. A quantidade secretada dessa citocina determina o grau de
envolvimento desse subtipo de linfocito na resposta imunolégica
desencadeada. A IL-2 também regula a producdo de IFN-y e TNF-a pelos
linfécitos T. A secregcao de PGE2, que ocorre apds a agressao tecidual, inibe a
sintese de IL-2, atuando como feedback negativo (Sheeran & Hall, 1997).
Administracédo de altas doses de IL-2 melhorou a sobrevivéncia em modelo
murino de sepsis ap6s queimadura (Gough et al., 1988).

A IL-4 ¢é a principal citocina envolvida na produgédo de imunoglobulina E

(IgE), pela ativagéo e estimulo a proliferagao de linfécitos B. Também estimula
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a expressao de moléculas de adesao em células endoteliais, visando rapida
transferéncia de eosindfilos as areas de inflamacao. Além disso, a IL-4 inibe a
ativacao de macrofagos e a produgéo de citocinas de padrdo Th1, de 6xido
nitrico e de prostaglandinas, com efeitos inibitérios, semelhantes aos de IL-10
(Sheeran & Hall, 1997).

A IL-5 é potente fator quimiotatico para os eosinéfilos e age estimulando
os linfécitos B. IL-4, IL-5, linfécitos Th2 e eosindfilos sdo encontrados em
grandes quantidades em locais onde ha reacdes alérgicas. Por isso individuos
alérgicos apresentam valores elevados dessas citocinas (Sheeran & Hall,
1997).

A IL-6 é importante citocina circulante, sendo produzida por macréfagos
e linfécitos padrao Th2. E responsavel por estimular o crescimento de linfocitos
B e a diferenciacado destes em plasmacitos. Desencadeia também a sintese de
proteinas de fase aguda pelos hepatocitos, tais como proteina C reativa (PCR)
e fibrinogénio, estimula a hematopoiese, induz a febre e estimula a secreg¢ao de
horménios adrenocorticotréficos e cortisol (Cheng, 2005). Essas mudancas
fisioldgicas s&o conhecidas como alteragdes na resposta inflamatoria de fase

aguda (Hall & Ali, 1998). IL-1, IL-6 e TNF-a. sdo considerados seus principais
mediadores (Heinrich et al.,1990; Sheeran & Hall, 1997).

A IL-6 também esta envolvida no crescimento e diferenciacao de
linfécitos, ndo apenas linfécitos B, mas também os linfécitos T. Essa citocina
pode ser utilizada como marcador para o processo inflamatério instalado

(Cheng, 2005). Expressdo excessiva de IL-6 ou ativagdo crbnica de sua
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secrecao esta relacionada ao desenvolvimento de doengas autoimunes, como
lGpus eritematoso sistémico e artrite reumatoide (Sheeran & Hall, 1997).

Minutos ap6s uma lesao tecidual, macréfagos e monécitos liberam TNF-
o, que atua na ativacao de fagocitos, na sintese de moléculas de adesao
endotelial (Patrich et al.,1996) e de proteinas de fase aguda, assim como na
ativacdo das cascatas de coagulacao e de complemento. Embora as principais
fontes de sintese de TNF-a sejam macréfagos e mondécitos, os linfocitos,
mastocitos, baséfilos e eosindfilos também o secretam. As fungdes do TNF-a
nas reagdes imunes podem ocorrer em sinergismo com IL-1 e IL-6. Assim
sendo, 0 aumento na sintese de proteinas de fase aguda por hepatocitos, a
ativacdo de células endoteliais para produgao de IL-1 e o aumento na
expresséo de fatores teciduais sdo exemplos dessa interagdo entre citocinas
(Cheng, 2005).

Ja a IL-8 & uma citocina que promove a quimiotaxia e a ativacéo de
neutrofilos, além da migragéo de outras células, como basdéfilos e linfécitos T. E
produzida por macréfagos, linfécitos T, células endoteliais e epiteliais,
fibroblastos e queratinécitos (Cheng, 2005). E considerada a citocina
inflamatoria mais relevante no envolvimento na génese da disfungao pulmonar
apo6s isquemia e reperfusdo, agindo como fator importante quimiotatico para
neutréfilos. Essa lesdo é relativamente comum apéds cirurgias realizadas sob

assisténcia de circulagdo extracorporea (CEC) e envolve a destruicdo do
endotélio vascular pulmonar mediada por neutréfilos (Finn et al., 1993). E

descrita, inclusive, haver correlacdao positiva entre duracdo do bypass

cardiopulmonar e a concentragcédo plasmatica de IL-8 (Sheeran & Hall, 1997).
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Ha evidéncias que sua liberagao seja desencadeada, também, pelo estresse
psicolégico (Steptoe et al., 2007).

A IL-10 é considerada a citocina anti-inflamatéria mais importante,
atuando como reguladora e limitadora dos processos inflamatorios, sobretudo
sistémicos, como ocorre na sepsis (Opal & Depalo, 2000; Moore et al., 2001). E
produzida por linfécitos Th, linfécitos B, macréfagos, mastocitos e
queratinécitos (Cheng, 2005). Age inibindo as células APC, pela reducao da
expressdo de MHC de classe Il (De Waal et al.,1991). Dessa forma, reduz
também a ativacdo de macréfagos e sua habilidade em secretar citocinas com
efeito autécrino, o que os torna incapazes de auxiliar na estimulacdo de
linfécitos T e células NK (Cheng, 2005). IL-10 também reduz respostas
celulares suprimindo a produgdo de PGE2 e citocinas inflamatorias,
principalmente IL-2 e IFN-y (Niiro et al., 1994). Outro mecanismo de controle &
a inibicdo na sintese das citocinas pro-inflamatorias em macréfagos, monécitos
e células dendriticas (de Waal Malefyt et al., 1991).

A IL-12 é produzida sobretudo por monécitos e macrofagos ativados,
mas também é liberada por linfécitos B. A IL-12 induz a sintese de IFN-y e
TNF-o por células mononucleares sanguineas e NK, e atua sobre essas
ultimas células aumentando sua atividade citotdéxica e regulando a expressao

de moléculas de superficie. Tem ainda papel importante na resposta imune,

principalmente no desenvolvimento de células padrao Th1, por induzir a
maturagéo de linfocitos Th para esse perfil, aumentar a liberacdo de IFN-y e

inibir IL-4. Por outro lado, na presenga de altas concentragbes de IL-4, esse
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efeito € suprimido, favorecendo o desenvolvimento de células padrdo Th2

(Sheeran & Hall, 1997).
O IFN-y & produzido por linfécitos CD4" e CD8" e células NK, e exerce

potente efeito imunorregulatério. Inibe a replicagao viral, estimula a produgao
de anticorpos pelos linfécitos B e é importante desencadeador da maturacao de
linfécitos Th1. Aumenta ainda a eficacia do combate a parasitas intracelulares
por macréfagos. Antagoniza os efeitos de IL-4, inibindo a atividade de células
Th2 (Mosmann & Coffman, 1989).

Apesar da inflamacédo ser processo essencial para a reconstituicdo
tecidual, a exacerbacédo da reacao inflamatéria, por liberacdo eventualmente
descontrolada de mediadores, desencadeada por estimulo intenso, pode
conduzir o organismo a sindrome da resposta inflamatoéria sistémica (SIRS),
quando ha ativacdo exagerada do sistema imunologico, evoluindo com
ativacdo da cascata de coagulagao, lesao de endotélio vascular, vasoplegia,
hipoperfusao tecidual e choque, culminando na disfungao de multiplos érgéos e
morte (Cheng, 2005).

Diferentes citocinas podem desempenhar uma mesma fungao bioldgica,
assim como cada uma delas desempenha diversas atividades. Da combinacéo
das agdes de muitos mediadores resulta a integragdo de diferentes sistemas
fisiologicos, importante para o controle do estresse vigente no organismo
durante os periodos intra e pods-operatério, e € essencial para o
restabelecimento da homeostase e para a recuperacdo do paciente submetido

a anestesia e cirurgia.



Introducédo e Literatura 28

Por estarem diretamente relacionadas ao estado inflamatério do
organismo como um todo, condigdes como doengas malignas, genéticas,
reumatologicas, endocrino-metabdlicas como diabetes e obesidade, além da
exposicao a substancias exdgenas como medicamentos, produtos quimicos,
fumo e alcool (Von Dossow et al., 2007), podem causar alteracao do perfil de
citocinas no plasma. Pacientes idosos tendem a apresentar liberagdo mais

tardia das citocinas como resposta a agressao tecidual (Kudoh et al., 2001).

1.2 Anestesia, Cirurgia e Sistema Imunolégico

O periodo perioperatério envolve diversas situagbes que conduzem o
organismo a um estado de estresse. Ocorrem mudangas hormonais,
metabdlicas, hematologicas, imunoldgicas e até mesmo genéticas (Hall & Ali,
1998), que promovem a instalacdo de um quadro inflamatério, cujo objetivo € a
reparacéo dos danos teciduais e o restabelecimento da homeostase.

Para que seja efetiva, a reacédo inflamatéria envolve a participagéo
coordenada de diferentes 6rgdos e células, e demanda intensa interacéo
endocrino-metabdlica, que sb é possivel pela participagcdo de mediadores
inflamatorios (Frankenstein et al., 2006).

A intensidade da resposta inflamatoria guarda estreita relagdo com o tipo
e o porte do procedimento cirargico. Cirurgias com incisdes extensas, maior
lesdo tecidual ou invasao de cavidade peritonial, sobretudo com manipulagao
de visceras, levam a reacgéao inflamatoéria mais intensa (Schietroma et al., 2004;

Tsuchiya et al., 2008) que € maxima quando ha necessidade de CEC (El Azab
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et al., 2002). Nessa situagéo, a exposi¢do do sangue a superficie do sistema e
das membranas de hematose, desprovidas de endotélio, causa liberac&o
macica de mediadores pro-inflamatérios, e imediata ativagdo da cascata de
coagulacao (El Azab et al., 2002).

A anestesia geral e o estresse cirurgico sao considerados causadores de
imunossupressao por influenciarem o sistema imunolégico, ativarem o eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) e o sistema nervoso autdénomo simpatico
(SAS). Além do trauma tecidual cirargico, outros fatores como hipotermia,
hiperglicemia, transfusdo de hemoderivados, CEC e dor pos-operatoria
contribuem para a instalagcado do quadro de estresse (Salo et al.,1997).

Os farmacos anestésicos podem modular a intensidade e influenciar a
evolugcdo desse quadro, por efeito direto na imunidade celular e neurohumoral
(Schneemilch et al.,, 2004), a medida que podem alterar fungbes de células
imunocompetentes, além da expresséo de genes responsaveis pela producao
de mediadores inflamatérios (Kurosawa et al., 2008). Por outro lado, promovem
inconsciéncia e analgesia, e alguns farmacos anestésicos como os opidides
podem atuar indiretamente na resposta enddcrino-metabdlica ao trauma
cirargico, atenuando ou evitando a ativacao do eixo HPA (Snyder & Greenberg,

2010).

1.3 Citocinas, Cirurgia e Anestesia

Os pesquisadores tém dado atencao especial ao comportamento das

citocinas em resposta ao dano tecidual causado pelo ato cirurgico, que
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modifica a resposta inflamatoria direta ou indiretamente (El Azab et al., 2002;
Schneemilch et al., 2004).

Na comparagéo entre técnicas cirurgicas abdominais minimamente
invasivas e convencionais, como laparoscopia e laparotomia, a primeira
mostrou reducao da resposta inflamatéria (Kehlet et al., 1999; Schneemilch et
al., 2004). Dessa forma, procedimentos pouco invasivos, como em cirurgias de
superficie, estimulam pouco o sistema imunolédgico e geralmente cursam com
reacdes inflamatdrias mais restritas ao sitio cirurgico, com menor repercussao
sistémica. Cirurgias oftalmologicas e otorrinolaringoldgicas sédo consideradas
pouco invasivas e parecem ocasionar menor elevagao de citocinas, sobretudo
as pré-inflamatérias (Goto et al., 2000). Por outro lado, pacientes submetidos a
cirurgias cardiacas CEC apresentaram menor concentracao de citocinas em
relacéo aos que se submeteram a CEC. (Wan et al., 1999; Matata et al., 2000).

Dentre as citocinas pré-inflamatérias mais influenciadas pelo
procedimento cirurgico estédo IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a (Hall & Ali, 1998, Cheng,
2005).

O perfil de citocinas envolvidas no processo inflamatério pode ser
diferente, dependendo do tipo de anestesia e do anestésico empregado (El
Azab et al., 2002).

Alguns estudos relatam que a anestesia local ndo impede a liberagao de
citocinas moduladoras da resposta inflamatéria da fase aguda (Hall & Alli,
1998; Duval et al., 1999).

O efeito anti-inflamatério de alguns anestésicos pode ser benéfico em

determinadas situacdes, por impedir a liberacdo exagerada de TNF-a e IL-8.
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Tais citocinas estdo envolvidas nos quadros de exacerbacdo da resposta
inflamatoria, com evolugao para a SIRS (Kurosawa et al., 2008).

Mas apesar de agirem fisiologicamente limitando a resposta inflamatéria
exacerbada, IL-4 e IL-10 secretadas de forma excessiva ou descontrolada
podem levar a imunossupresséao, prejudicial ao equilibrio de todo o sistema (De
Waal Malefyt et al., 1991).

Particularmente em pacientes portadores de cancer, a imunossupressao
produzida pelos anestésicos, pode, em tese, permitir ou acelerar as
metastases, a partir de células malignas residuais apds ressecgao cirurgica,
com potencial para comprometer o prognostico da doencga, sobretudo a longo
prazo. Isso é possivel porque mondcitos, neutréfilos e linfécitos sdo células

secretoras de mediadores inflamatérios, apresentando na membrana

receptores 32 e de dlicocorticoides. A ativagdo desses Ultimos pelos

anestésicos pode inibir a produgao de citocinas Th1, como IL-12 e IFN-y em
linfécitos T helper, com atividade proé-inflamatoria, ou estimular a secregdo de
citocinas Th2, consideradas anti-inflamatorias, como IL-4 e IL-10 (Snyder &
Greenberg, 2010).

Atualmente, entre os anestésicos halogenados, o sevoflurano [éter
fluorometil 1-(trifluorometil) 2,2,2-trifluoro etilico], € um dos mais largamente
empregados, pelas vantagens que oferece, devidas a seu baixo coeficiente de
particdo sangue-gas, possibilitando rapida indugcdo anestésica, despertar
igualmente breve, e pela vantagem de poder ser empregado para indugcao

inalatéria em criangas, por ter odor agradavel e pouco pungente (Eger, 1994).
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Entretanto, ndo ha consenso sobre o efeito dos anestésicos inalatérios
sobre os mediadores inflamatorios em cirurgias n&o invasivas. Estudos
publicados sobre o tema sao discordantes quanto aos resultados obtidos. Em
cirurgias de timpanoplastia sob anestesia inalatéria, empregando SVF, foram
relatadas elevagdes, no intraoperatorio, das citocinas plasmaticas IL-1p, IL-6 e
TNF-o (Koksal et al., 2005). Achados semelhantes foram relatados apos
ventilagdo mecénica sob uso de sevoflurano em ratos, com elevagéo de IL-1p,
IFN-y e TNF-a (Kotani et al., 1999), contrastando com resultados publicados
demonstrando manutencéo da concentracao plasmatica das citocinas IL-1p, IL-
8 e TNF-a e elevagdo apenas de IL-6 no poOs-operatorio em cirurgias de
catarata, com o uso do mesmo agente anestésico (Goto et al., 2000).

Poucos sdo os estudos sobre o perfil das citocinas plasmaticas
realizados em pacientes sem outras comorbidades sistémicas (ASA |) e
empregando procedimentos pouco invasivos.

A escassez de dados sobre o comportamento das citocinas envolvidas
na resposta inflamatéria em pacientes sob a acédo de um dos anestésicos mais
utilizados atualmente, o sevoflurano, com relatos conflitantes sobre a liberacao
ou inibicdo de mediadores inflamatérios, estimulou a realizagéo deste estudo.

Optando por cirurgias de pequeno porte, o desenho metodoldgico do
estudo visou minimizar a influéncia do trauma cirurgico, analisando o perfil de
citocinas no plasma de pacientes submetidos a anestesia com sevoflurano, e
procurando, assim, isola-lo de eventual efeito da cirurgia. Também a fim de

evitar possivel viés para os resultados, optou-se por estudar amostra
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populacional de adultos jovens que nao apresentassem comorbidades ou

exposicao a fatores de risco para alteracao do perfil de citocinas.
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2 OBJETIVO

O objetivo do estudo foi o de estudar o perfil das citocinas inflamatérias e
de perfil Th1/Th2 (IL-1pB, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-a. e INF-y)
durante e ap6s anestesia com o halogenado sevoflurano, para realizagéo de
cirurgias de timpanoplastia ou septoplastia, em pacientes com estado fisico

ASA I.
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3 PACIENTES E METODO

3.1 Casuistica

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP [3167/2009-A] e registrado no
site clinicaltrials.gov sob o identificador NCT 01231474. Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexos 8.1 e 8.2) foi obtido de todos os
participantes do estudo, ap6s preenchimento de questionario sobre dados
pessoais, informagdes gerais e historia médica (Anexo 8.3).

O estudo foi realizado em 30 individuos, de ambos os sexos, com estado
fisico classificado pela Sociedade Americana de Anestesiologistas (ASA) como
ASA | (pacientes saudaveis, que nédo apresentam outra doenca a néo ser a
patologia cirurgica (Fleisher, 2004) e com idade de 18 a 55 anos. Foram
excluidos os individuos obesos, portadores de doenga maligna, genética ou
diabetes, os tabagistas, os que receberam radiagao recente, e os que fizeram
uso regular de alcool ou alguma medicagédo, e os que tiveram infecgédo ou
inflamag&o em periodo de até 30 dias antes da cirurgia.

Os individuos foram distribuidos em dois grupos de 15, sendo um deles
o grupo controle (grupo C), constituido por voluntarios que n&o foram
submetidos a procedimento anestésico-cirurgico, e o outro, por pacientes da
clinica otorrinolaringologica, expostos ao sevoflurano durante anestesia geral

para as cirurgias propostas — septoplastia ou timpanoplastia (grupo SVF).
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Os pacientes do grupo SVF receberam medicagédo pré-anestésica com
midazolam (3 mg V) na sala de operagéo (SO), onde foram monitorados com
eletrocardioscopia continua (ECG) nas derivagbes DIl e V5, pressao arterial
ndo-invasiva, frequéncia cardiaca e saturagédo periférica de oxihemoglobina
(Sp0y), utilizando-se biomonitor Dixtal (modelo DX2010, Manaus, Brasil). Apos
inducdo anestésica e intubagdo traqueal, foram também monitoradas as
pressbes inspirada e expirada de oxigénio e sevoflurano, e a pressao
expiratéria final de dioxido de carbono (PerCOy), utilizando-se o aparelho de
anestesia Primus, da Draeger Medical (LlUbeck, Alemanha). A monitorizagao do
bloqueio neuromuscular do adutor do polegar, pela estimulagcdo do nervo ulnar,
foi realizada com emprego do aparelho TOF Guard (Biometer, Dinamarca), que
se baseia no método da aceleromiografia, utilizando-se a sequéncia de quatro
estimulos (TOF). Utilizou-se em todos os pacientes aquecimento por
convecgao, com manta térmica especifica Core Drape modelo 503-030 e o
aparelho Warm Touch (Mallinkrodt Medical, EUA), apdés a indugcdo da
anestesia.

A inducdo anestésica foi realizada com o anestésico propofol
(AstraZeneca, ltalia), na dose de 2 mg.kg' IV de peso corporal, o opidide
fentanil (Janssen, Brasil) IV (5 pg.kg”') e brometo de rocurénio (Organon,
Holanda) IV (0,6 mg.kg'), como bloqueador neuromuscular. A manutengao
anestésica foi feita com o sevoflurano, utilizando-se 1,0 a 1,5 concentracéo
alveolar minima (CAM) (2%-3%), e reinjecdes de fentanil (2 ug.kg™) e rocurdnio
0,2 mg.kg'1, conforme a necessidade de cada paciente, de acordo,

respectivamente, com os valores de pressao arterial e frequéncia cardiaca, e
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com a relacdo de resposta a sequéncia de quatro estimulos do nervo ulnar,
entre a primeira (T1) e quarta (T4) respostas. O fluxo de gases frescos usado
consistiu de oxigénio (0,8 L.min") e ar (1,2 L.min™), e utilizou-se circuito
semifechado com cal sodada para absor¢do de CO, e permutador de calor e
umidade dotado de filtro bacteriano e viral entre o circuito respiratério e o tubo
traqueal (Pall BB100; Pall Corporation, EUA). A fragédo inspirada de oxigénio
(FiO,) foi de 0,5, volume corrente de 8 mL.kg™", e a PerCO, foi mantida de 30 a
40 mmHg por meio de altera¢des na frequéncia respiratoria.

Apds a inducdo anestésica, um sensor de temperatura foi introduzido no
es6fago inferior para medida da temperatura central, utilizando-se um dos
canais do termémetro elétrico Mon-a-Therm modelo 90044 (Mallinkrodt
Medical, EUA) com dois canais de temperatura (Thermistor 400, Mallinkrodt
Medical, EUA). O segundo canal foi utilizado para medida da temperatura na
sala da SO, com sensor colocado préximo ao paciente, mas longe de fonte de
calor.

Ao final da cirurgia, os pacientes receberam ou nao reversao do bloqueio
neuromuscular com atropina (15 pg.kg™') e neostigmina (30 pg.kg”) IV, de
acordo com o bloqueio neuromuscular observado pela monitorizagéo.

A desintubacao traqueal foi realizada somente nas situag¢des de relagéo
T4/T1 igual ou superior a 0,9, com o paciente apresentando resposta a
estimulos verbais e com parametros ventilatérios dentro da normalidade.

A analgesia poés-operatéria foi feita com tramadol (Janssen, Brasil) (1
mg.kg”) e dipirona (Hoesht, Brasil) (30 mg.kg™") IV. Profilaxia de nauseas e

vomitos foi obtida com uso de ondansetrona (Glaxo SmithKline, Brasil) (8 mg)
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IV. Todos os pacientes foram encaminhados a Sala de Recuperagéo Pos-

Anestésica, recebendo alta para o quarto sem intercorréncias.

3.2 Momentos Estudados

Foram registrados apos a medicag&o pré-anestésica e antes da indugéo
anestésica (momento basal) os valores de pressées sistélica e diastélica (mm
Hg), frequéncia cardiaca (bat/min), SpO, (%) e temperatura da sala de
operacdo (°C). Os valores desses atributos, em conjunto com os da
temperatura esofagica (°C), concentracdo expirada de sevoflurano (%) e
PerCO, (mm Hg) foram também registrados apdés a inducdo anestésica e
intubacao traqueal (tempo 0 min), e nos tempos 30, 60 e 120 ap6s a indugao
anestésica e ao final da cirurgia. Foram também registradas a duragcéo (min) da

cirurgia e o consumo de fentanil, rocurénio e sevoflurano.

3.3 Amostras de Sangue

Amostras de sangue venoso (4 mL) foram coletadas em tubos com
anticoagulante EDTA dos individuos do grupo controle e dos pacientes do
grupo SVF antes de receberem a medicacdo pré-anestésica (M1). Desses
ultimos, coletou-se mais trés amostras, ou seja, 15 min apds a indugcédo da
anestesia e imediatamente antes do inicio da cirurgia (M2), 120 minutos apos a
inducéo da anestesia (M3) e no 1° dia do p6s-operatério, ao redor de 20 horas
apos o término da cirurgia (M4). Os tubos foram codificados para que nao fosse

identificado o momento ou o grupo do estudo.
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3.4 Analise das Citocinas

As amostras de sangue foram centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos
imediatamente apo6s a coleta e o plasma obtido foi aliquotado e armazenado a
—-80°C, até o momento da analise.

O perfil das citocinas foi obtido seguindo protocolo do fabricante BD
Biosciences por Citometria de Fluxo, com os kits BD®CBA Human Inflammation
e Human Th1/Th2 (Becton Dickinson, San Diego, CA, EUA). Foram analisadas

as citocinas IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-a. e IFN-y em
citbmetro BD®FACSCaIibur, usando o programa BD®Cytometric Bead Array
Software. A sensibilidade as citocinas oferecida pelo kit utilizado para IL-1p, IL-
2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-a. e IFN-y foi de 7,2; 2,6; 2,6; 2,4; 2,5;
3,6;3,3;,19,3,7e 7,1 pg.mL'1, respectivamente.

Os kits BD®CBA Human Inflammation e Human Th1/Th2 permitem a

quantificacdo das citocinas utilizando seis diferentes populac¢des de particulas.
Essas particulas sdo marcadas com intensidades discretamente diferentes de
PerCP (peridinin clorophileprotein), cuja fluorescéncia € lida pelo canal FL3 em
citbmetro de fluxo. Cada populacao de particulas com determinada intensidade
de fluorescéncia representa um analito (citocina) e é revestida com anticorpos
de captura especificos para cada uma das citocinas. Devido a diferengca na
intensidade de fluorescéncia das particulas, todas puderam ser misturadas em
um unico tubo, quando da utilizacdo de cada um dos kits e, assim, foram

analisadas simultaneamente em uma mesma amostra de plasma (50 pL). As
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citocinas analisadas e presentes nas amostras ligaram-se as particulas
marcadas com PerCP para formagdo do complexo citocina-particula. A
detecgdo dos analitos foi realizada pela ligagdo desses complexos com os
correspondentes anticorpos especificos conjugados com PE (phycoerythrin).
Essa marcacgao proporciona sinais de fluorescéncia nas particulas apropriadas,
os quais foram lidos em canal FL2.

Em cada experimento também foi utilizada uma curva padrao para cada
citocina, que foi preparada a partir de amostra padrdo contendo citocina
humana liofilizada na concentragdo de 5000 pg.mL”. A partir dessa
concentracdo, realizou-se diluicdo seriada até a concentragdo de 20 pg.mL™.

Utilizou-se também controle negativo para a curva padrédo (0 pg.mL™).

Os dados foram obtidos em utilizando-se o software BD® CellQuest®.
Antes dessa etapa, foi realizada a calibracdo do aparelho com o software BD®

FACSComp® (Becton Dickinson, San Diego, CA, EUA).

Para aquisicdo dos dados, foram contados 1800 eventos para cada
amostra, que foram plotados em graficos FL3 versus FL2, indicando as
populagdes de particulas e as intensidades de fluorescéncia de cada citocina.

A analise dos dados foi expressa em pg.mL™.

3.5 Analise Estatistica

O numero de individuos do estudo foi baseado em estudos anteriores

(Guilliland et al., 1997 e Goto et al., 2000), que verificaram a necessidade de

namero de 10 a 12 pacientes anestesiados para detecgdo de diferengas
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significativas das citocinas. Considerando-se que poderiam ocorrer “perdas” de
amostras e/ou de pacientes durante a realizagdo do estudo, 15 individuos em
cada grupo foram estudados.

Para as variaveis antropométricas (idade, peso, altura e indice de massa
corporal) utilizou-se o teste t de Student para comparacéo dos grupos. Para as
variaveis qualitativas (género) utilizou-se o teste do qui-quadrado.

Para os atributos do intraoperatério (pressdes arteriais, frequéncia
cardiaca, temperaturas esofagica e da sala de operacao, saturacéo periférica
de oxigénio e sevoflurano e CO, expirados) que apresentaram distribuicdo
normal e homogeneidade de variancia, utilizou-se ANOVA, uma vez que o
interesse foi estudar o efeito de momentos, no grupo sevoflurano, com os
dados sendo expressos por média e desvio padrao.

Em relagcdo aos valores das citocinas avaliadas, como os dados n&o
apresentaram distribuicdo normal, utilizou-se o teste de Mann-Whitney para
comparar os grupos, e o teste de Friedman para comparar os momentos
dentro do grupo de pacientes. Os dados foram expressos em medianas e
quartis (12 e 32).

Valores com p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.



4 RESULTADOS

42

Os grupos nao diferiram significativamente quanto a idade, peso, altura,

indice de massa corpoérea e género (Tabela 1). A Tabela 2 apresenta os dados

relativos a tipo e duracdo das cirurgias, e as doses totais de anestésicos no

grupo sevoflurano.

Tabela 1 — Valores demograficos e género dos individuos dos grupos estudados

Atributos Grupo

Controle Sevoflurano Valor de p
Idade (anos)* 34 +11 28+ 9 0,12
Peso (kg)* 63 + 14,3 66 + 11,1 0,48
Altura (cm*) 168 + 12 167 £ 10 0,84
IMC (kg.m)* 22+4.8 24 + 4.1 0,36
Género (M/F)** 6/9 8/7 0,47

* Valores expressos em média + desvio padrao
** Valores expressos em distribuicdo de frequéncias

Tabela 2 — Tipo de cirurgia, duracéo da cirurgia, e doses totais de fentanil, brometo de

rocurénio e sevoflurano no grupo sevoflurano

Tipo de cirurgia**
timpanoplastia / septoplastia
Duragido da cirurgia (min)*
Dose de fentanil (ug)*

Dose de rocurdnio (mg)*
Dose de SVF (ml)*

8/7
204 £ 59
457 £ 90

43+8
63 +24

* Valores expressos em média + desvio padrao
** Valores expressos em distribuicdo de frequéncias
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Os valores de temperatura da SO diminuiram significativamente apés
120 min da inducao anestésica (p<0,05), enquanto os valores de temperatura
esofagica aumentaram de forma né&o significativa (p>0,05) (Tabela 3). Os
valores de CO; expirado aumentaram significativamente no final da cirurgia em
relacdo aos tempos 30 e 60 min apos indugdo da anestesia (Tabela 3). Os
valores de saturagéo periférica de O, nao apresentaram diferencga significativa
ao longo do estudo. Os valores de concentragcdo expirada de sevoflurano
diminuiram significativamente no final das cirurgias em relacdo aos momentos

30 a 120 minutos (p<0,05) (Tabela 3).

Tabela 3 — Valores do intra-operatério segundo os momentos estudados no grupo
sevoflurano

Tempo (min) apds a indugao da anestesia

Atributo Basal 0 30 60 120 Final o]

Tso(C°)  23,141,1ab 23,2+1ab 23,3+0,8a 22,9+0,9ab 22,3+1,0b 22,6+1,1ab 0,017

Tesor (C°) 35,6£3,3a 36,2+0,7 36,3+0,5a 36,7£0,6a 37+0,6a 0,06
PerCO, 36+4ab 34+2b 34+2b 35+3ab 37+4a 0,017
SVFexp (%) 1,9+0,4ab 2,2+0,5a 2,2+04a 2,3+0,5a 1,7+0,6b 0,03

SpO; (%) 97+1a 98+1a 97+3a 98+1a 98+1a 98+1a 0,19

Valores expressos em média + desvio-padréo; Tso = temperatura da sala de operagéo; Tesor =
temperatura esofagica;

PerCO, = presséo expiratéria final de CO, ; SEV.,, = concentragap de sevoflurano expirado;
SpO, = saturacao periférica de O, ; Final= final da cirurgia.

Momentos representados por médias com letras minUsculas diferentes diferem
significativamente (p<0,05).
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Quanto aos parametros hemodindmicos, ndo houve alteragao
significativa da frequéncia cardiaca, mas se observou diferenga em relagao a
pressao arterial, tanto sistolica como diastolica, ao longo do procedimento
anestésico, com redugdao de seus valores apdés a indugdo da anestesia

(Tabela 4).

Tabela 4 — Valores hemodinamicos segundo os momentos estudados

Tempo (min) apdés a indugdo da anestesia

Atributo Basal 0 30 60 120 Final Valor p

PAS (mmHg) 120+10a 100+9 101+10b 98+13b 99+12b 98+11b  <0,001
PAD (mmHg) 71+x8a 57+11bc 56+10bc 51+7c 58+15bc 64+17ab  <0,001

FC (batmin™) 82+16a 76+15a 80+10a 79+13a 86+15a 81+19a 0,16

Valores expressos pela média + desvio-padréo; PAS = presséo arterial sistélica; PAD =
presséao arterial diastolica; FC = frequéncia cardiaca.Momentos representados por médias com
letras minusculas diferentes diferem significativamente (p<0,05).

Em relagcéo a concentracdo das citocinas plasmaticas, na comparagao
entre voluntarios e pacientes em M1, houve diferenca significativa em relacéo a
IL-4, com maiores valores nos pacientes (Figura 3), e IL-5, com maiores
valores nos voluntarios (Figura 4). As demais citocinas plasmaticas néo

apresentaram diferenca significativa entre os grupos (Tabela 5).
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Figura 3 — Concentrag¢des plasmaticas de IL-4 nos grupos SVF e C (M1).
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Figura 4 — Concentragdes plasmaticas de IL-5 nos grupos SVF e C (M1).
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Tabela 5 — Valores plasmaticos (pg.mL™) das citocinas nos grupos estudados

Grupo
Citocina C SVF Valor de p
IL-1B 1,40 [1,10;1,50] 1,30 [1,12;1,49] 0,59
IL-2 1,44 [0,84;2,06] 1,32[0,76;1,60] 0,65
IL-6 1,51 [1,18;2,30] 1,55 [1,42;1,64] 0,77
IL-8 2,22 [1,28;2,38] 2,35[1,85;2,90] 0,08
IL-10 1,92 [1,70;2,12] 1,74 [1,22;2,08] 0,32
IL-12 0,00 [0,00;0,81] 0,00 [0,00;1,14] 0,47
TNF-a 1,19 [0,00;1,54] 1,20 [0,69;1,40] 0,59
INF-y 2,55[1,60;2,55] 2,21 [1,45;2,86] 0,71

Valores expressos em mediana, 1° e 3% quartis (entre colchetes).
C = controle; SVF = sevoflurano.

No grupo de pacientes, houve diferenca significativa de IL-5 (Figura 5),
com elevagdo em M3 (ap6s 120 minutos da indu¢ao) em relagdo a M1, e de IL-
6 no momento M4, ou seja, no dia seguinte ao do ato anestésico-cirurgico, em
relacdo aos momentos M1 e M2 (Figura 6). As demais citocinas plasmaticas
ndo apresentaram diferenca significativa de seus valores ao longo do

experimento (Tabela 6).
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Figura 5 — Concentragdes plasmaticas de IL-5 no grupo SVF.
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Figura 6 — Concentracdes plasmaticas de IL-6 no grupo SVF.
*p <0,001: M4 > [M1=M2].
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Tabela 6 - Valores plasmaticos (pg.mL™) das citocinas no grupo sevoflurano

48

Momento
Basal Antes da cirurgia 120 min apés 1° dia do pés-
o indugido operatorio Valor
Citocina z .
anestésica de p
(M1) (M2) (M3) (M4)
IL-1B 1,30 [1,12;1,49] 1,30 [0,00;1,70] 1,40 [0,27;1,56] 1,43 [0,28;1,52] 0,94
IL-2 1,32 [0,76;1,60] 1,45 [1,05;1,66] 1,45 [0,89;1,98] 1,59 [1,47;1,68] 0,55
IL-4 1,94 [1,53;2,42] 1,31 [0,72;1,90] 1,75[0,91;2,27] 1,54 [1,03;1,96] 0,23
IL-8 2,35[1,85;2,90] 2,32[1,79;3,68] 2,88 [2,01;4,13] 2,94 [2,49;3,82] 0,51
IL-10 1,74 [1,22;2,08] 1,64 [1,44;1,78] 1,56 [1,43;1,97] 1,98 [1,67;2,14] 0,13
IL-12 0,00 [0,00;1,14] 0,00 [0,00;1,60] 0,00 [0,00;1,28] 0,00 [0,00;1,36] 0,65
TNF-a 1,20 [0,69;1,40] 1,43 [0,85;1,82] 1,42 [0,94;1,77] 1,30 [0,76;1,51] 0,20
INF-y 2,21 [1,45;2,86] 2,27 [1,20;3,15] 2,07 [1,27;2,86] 2,13 [1,62;2,74] 0,91

Valores expressos em mediana, 12 e 3% quartis (entre colchetes); p>0,05.
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5 DISCUSSAO

Os resultados em relagdo aos valores da pressao arterial durante a
anestesia ja eram esperados, com diminuicdo significativa de seus valores
ap6s a indugdo anestésica, mas que sdo considerados adequados para
cirurgias otorrinologicas, a fim de se evitar a ocorréncia de sangramentos
excessivos no campo operatério, que prejudicam a realizagdo das cirurgias
propostas.

A auséncia de alteragdo significativa da frequéncia cardiaca no intra-
operatério possivelmente foi devida a manutencdo de plano anestésico
adequado durante as cirurgias e a utilizagcdo de brometo de rocurdénio como
bloqueador neuromuscular. Este farmaco €& um composto de aménio
quaternario, que difere do pancurdénio e do vecurdnio pela auséncia de
grupamento acetil-éster no nucleo esteroide. Apresenta pequeno potencial para
liberagdo de histamina e determina fraco bloqueio vagal, com pequena ou
nenhuma interferéncia na frequéncia cardiaca (Naguib et al., 1995).

Os valores obtidos da temperatura ambiente, de 21 a 23°C, sé&o
considerados ideais para o conforto da equipe cirurgica. Por outro lado, a
temperatura relativamente baixa da SO, associada a vasodilatagdo produzida
por alguns dos anestésicos utilizados, como propofol (Chiu & White, 2004) e
sevoflurano (Eger, 1994; Ebert & Schmid, 2004), leva a perda de calor e
tendéncia a hipotermia. Isso ocorre porque a vasodilatagdo determina aumento
da circulagcéo de sangue as camadas mais superficiais do corpo, como pele e

tecido subcutaneo. Dessa forma, ha desvio térmico do calor do compartimento
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central, representado pelos 6rgéos ricamente vascularizados, para os tecidos
periféricos, com diminuigéo significativa da temperatura central dos pacientes
(Vanni et al.,, 2003). Consequentemente, a temperatura central média de
35,5°C dos pacientes no tempo zero (apds a inducao anestésica) deveu-se a
temperatura fria da SO, em combinagdo com os efeitos de redistribuicao
interna do calor ap6s a indugdo anestésica.

O aumento, embora nao significativo, da temperatura esofagica dos
pacientes durante a realizagdo das cirurgias, ocorreu devido aos cuidados que
foram tomados, como o aquecimento da parte inferior do corpo e dos membros
inferiores dos pacientes com manta aquecida, fazendo com que o calor
periférico, aos poucos, fosse incorporado ao compartimento central (Vanni et
al., 2003). A manutencdo da temperatura central durante a realizagcdo das
cirurgias em valores proximos a 36°C também foi importante em relagdo ao
perfil de citocinas, pois a hipotermia pode influenciar seus valores (Sheffield et
al., 1994; Kurz et al., 1996).

Deve-se ressaltar que nao se determinou a temperatura central antes da
indugdo da anestesia, mas apenas apos a inducao anestésica e a intubacao
traqueal. A passagem do sensor esofagico para determinagédo da temperatura
central seria extremamente desconfortavel no paciente acordado.

A PerCO; durante a realizagdo das cirurgias foi mantida em valores
adequados. Somente ao final das cirurgias seus valores aumentaram
significativamente devido ao fato de que alguns pacientes ja respiravam
espontaneamente, mas ainda estavam se recuperando do estado anestésico.

Normalmente os pacientes ndo apresentam volume-minuto adequado ao final
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da cirurgia, o que ocasiona retengdo de CO,, com aumento consequente da
PerCO..

Os valores da concentracdo de SVF mantiveram-se como desejado,
entre 1 e 1,5 CAM. Somente ao final da cirurgia seus valores foram menores,
abaixo de 1 CAM, como esperado, devido ao término da cirurgia.

Para a quantificagdo das citocinas plasmaticas foi escolhida a técnica de
Citometria de Fluxo, utilizando a tecnologia Cytometric Bead Array (CBA) que,
em relacdo ao tradicional ELISA (enzyme-linked immunsorbent assay),
apresenta a vantagem de realizar as dosagens simultaneas das citocinas,
reduzindo o volume necessario de amostra e com sensibilidade comparavel a
oferecida pelo ELISA (Chen et al., 1999; Morgan et al., 2004; Elshal et al.,
2006).

Em relagédo aos valores plasmaticos das citocinas, houve diferenga
significativa de IL-4 entre os grupos no momento basal, com valores maiores
no grupo de pacientes. Como a IL-4 tem suas fungbes diretamente
relacionadas a resposta alérgica, atuando como fator de diferenciacdo de
linfécitos T helper imaturos em linfécitos Th2, envolvidos com a imunidade
humoral, & considerada a citocina com maior influéncia sobre a producdo de
IgE por células B ativadas (Sheeran & Hall, 1997; Sutherland et al., 2009).

No grupo de pacientes, varios individuos foram submetidos
a septoplastia, com provavel prevaléncia de atopias e hipertrofia de
cornetos, eventualmente ligadas a etiologia da obstrugéo parcial do fluxo aéreo
nasal, e causa das queixas desses individuos. Assim, talvez uma maior

prevaléncia de atopias (levando a rinite) entre os pacientes possa ser a
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explicagdo para os valores mais elevados de IL-4, pois individuos alérgicos
apresentam alteragéo do balanco Th1/Th2, com predominio de linfécitos Th2 e
elevacao dos valores plasmaticos de IL-4 (Sutherland et al., 2009).

Observou-se entre os grupos diferenga significativa também em relacao
a IL-5 no momento basal, com menores valores no grupo de pacientes, ao
contrario do que, a principio, se esperaria encontrar nos individuos alérgicos,
pois & descrita a elevagédo também de IL-5 e IL-13 nessa populagao, devido ao
fato de apresentarem desbalanco Th1/Th2 e predominio de linfocitos Th2
(Sheeran & Hall, 1997).

Por outro lado, resultados semelhantes aos do presente estudo foram
relatados por Sutherland et al. (2009), que estudaram os efeitos do estresse
agudo sobre a fisiologia e o comportamento de camundongos asmaticos.
Esses autores encontraram maiores valores de IL-5 em animais alérgicos
estressados e nao estressados, na comparagdo com outros nao alérgicos.
Porém verificaram menores valores de IL-5 em animais alérgicos submetidos a
estresse fisico e psicoldgico, em relacdo aos encontrados em camundongos
nao alérgicos e nao estressados, como o grupo controle desse estudo.
Atribuem esse efeito ao fato de que a resposta ao estresse depende do status
alérgico do animal. Tanto a alergia como o estresse levam a uma resposta de
Th2, e o estresse reduz a IL-5 em camundongos alérgicos mas n&o nos nao
alérgicos.

Entre os pacientes, as concentragcdes de IL-5 obtidas ap6s a indugéo
anestésica apresentaram elevacao, atingindo valor maximo com diferencga

significativa apdés 120 minutos da indugcéo anestésica, em relacdo ao basal, e
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retorno a valores semelhantes aos pré-anestésicos no pds-operatério. Porém,
ainda assim, os valores de IL-5 ficaram abaixo da média apresentada pelos
voluntarios. Dessa forma, a elevagéo de IL-5 nos pacientes expostos ao fator
anestésico-cirurgico, em relagdo ao primeiro momento, ocorreu porque 0s
valores iniciais apresentados eram baixos, inferiores aos dos voluntarios. A
diferenca de valores de IL-5 deveu-se, portanto, aos valores médios baixos no
momento basal entre os pacientes, em relagdo ao momento do intraoperatorio,
esse entao semelhante ao dos individuos nao expostos.

Houve elevacgao significativa de IL-6 entre os momentos pré (M1 e M2)
comparados ao momento poés-cirurgico (M4), como pode de fato ocorrer como
consequéncia do trauma tecidual induzido pelo procedimento cirurgico. Ao lado
de TNF-a e IL-1B, a IL-6 é considerada uma das principais citocinas pré-
inflamatorias (Kurosawa, 2008).

A elevagéo das citocinas inflamatorias esta intimamente relacionada ao
trauma, mas por sua natureza biolégica, ndo tem como ser instantanea,
demandando tempo para sintese e liberagdo de moléculas protéicas, o que
resulta em nivel plasmatico crescente nas primeiras horas ap6s a agressao
tecidual. No caso de IL-6, é esperada elevacao significativa da concentracao
plasmatica apos 2 a 4 horas do estimulo (Sheeran & Hall, 1997). Além disso,
niveis elevados de IL-6 atuam rapidamente como feedback negativo sobre as
células responsaveis por sua sintese e liberagdo, sobretudo nos mondcitos
(Sheeran & Hall, 1997).

Desborough et al. (2000) observaram aumento da concentragéo

plasmatica de citocinas inflamatérias em procedimentos cirurgicos de médio e
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grande portes, demonstrando inclusive a estreita relacdo entre intensidade de
trauma tecidual e a invasdo de cavidades, principalmente a peritonial, e a
magnitude da elevacéo de IL-6 e IL-8.

Uma vez que o presente estudo teve como objetivo investigar a agcao do
anestésico halogenado sevoflurano, optou-se deliberadamente por
procedimentos cirurgicos considerados pouco invasivos, procurando minimizar
a influéncia do trauma tecidual na elevacdo das citocinas. Cirurgias
oftalmoloégicas e otorrinolaringolégicas séo consideradas de pequeno porte, e,
de fato, apresentam menor elevacdo de citocinas, sobretudo das proé-
inflamatérias (Goto et al., 2000).

Dessa forma, a elevacéao de IL-6, considerado o mais sensivel marcador
da resposta inflamatéria (Goto et al., 2000) e o principal sinalizador da resposta
aguda instalada (Cheng, 2005), mas nédo de IL-1B e TNF-q, indica éxito do
método escolhido em minimizar a influéncia da cirurgia sobre a resposta
inflamatoéria.

Os resultados obtidos na presente pesquisa em relagédo aos valores de
IL-6 foram semelhantes aos de Goto et al. (2000). Esses autores estudaram
pacientes idosos, ASA | e Il (pacientes que apresentam disturbio sistémico
brando a moderado que pode nado ser relacionado ao motivo da cirurgia)
(Fleisher, 2004), submetidos a cirurgia de catarata sob anestesia retrobulbar
com anestésico local ou sob anestesia inalatéria com sevoflurano (0,5%-1,5%).
Coletaram amostras de sangue antes do ato anestésico-cirurgico e ap6s 1, 8 e
24 horas da cirurgia, para dosagem das citocinas IL-18, IL-6, IL-8 e TNF-a.

Observaram, no grupo SVF e n&do no grupo sob anestesia retrobulbar, aumento
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significativo apenas de IL-6 ap6s 8 e 24 horas da cirurgia. A auséncia de
aumento de IL-6 no grupo submetido ao bloqueio retrobulbar com anestésico
local possivelmente ocorreu devido ao bloqueio da aferéncia de estimulo
nociceptivo ao sistema nervoso central (Desborough et al., 2000; McGoldrick et
al., 2004). O anestésico local pode interromper completamente a condugao do
estimulo doloroso, impedindo que a informacdo da ocorréncia de trauma
tecidual alcance o SNC ou o SAS, e ative o eixo HPA. Isso explicaria a
manutencdo da concentracdo plasmatica de IL-6 no poés-operatorio nesse
grupo, e a elevacao no grupo SVF. Dessa forma, segundo os autores, nao foi
possivel atribuir a elevacéo de IL-6 encontrada no grupo do sevoflurano ao
anestésico utilizado, mas sim ao trauma tecidual decorrente do ato cirurgico.

Assim, a elevacgao de IL-6 no presente estudo, tendo ocorrido de forma
significativa apenas no pos-operatério, ou seja, apdés 20 horas do procedimento
anestésico-cirurgico, corrobora a hipotese de estar relacionada a reparacéo
tecidual poés-operatéria e sintese hepatica de proteinas de fase aguda
(Kurosawa, 2008).

Alguns farmacos utilizados na anestesia também apresentam influéncia
direta sobre a modulacdo da resposta ao estresse, exercendo efeitos na
imunidade celular e neurohumoral, a medida que sédo capazes de alterar
fungcbes de células imunocompetentes, além da expressdo de genes
responsaveis pela produgdo de mediadores inflamatoérios. Esse € o caso dos
opidides, como o fentanil, que ao se ligarem aos receptores presentes na
membrana de mondcitos, modulam a liberagcdo de mediadores como as

citocinas, podendo influenciar a resposta imunologica (Wu, 2009).
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Guillland et al. (1997) demonstraram redugdo das citocinas pro-
inflamatorias IL-6 e TNF-a pelo emprego do fentanil, e aumento de citocinas
consideradas anti-inflamatérias, como a IL-10, pelo propofol, quando usado em
infusdo prolongada, para manutencédo da anestesia. O propofol apresenta
estrutura molecular muito semelhante ao do alfa-tocoferol (vitamina E), um
potente antioxidante que pode inibir o fator de transcrigdo nuclear kappa B,
que, por sua vez, pode reduzir a sintese de citocinas inflamatérias (Sanchez-
Conde et al., 2008).

Mazoti (2010) comparou o perfil das citocinas inflamatoérias IL-1f3, IL-6,
IL-8, IL-12 e TNF-a e da anti-inflamatoria IL-10 no plasma de pacientes higidos,
submetidos a cirurgias otorrinolégicas pouco invasivas, sob anestesia mantida
com propofol em infusao alvo-controlada ou isoflurano (1,0 a 1,5 CAM) e doses
moderadas de fentanil. Observou elevacdo de IL-6 apds 120 minutos da
indugdo anestésica e no primeiro dia de pos-operatério no grupo isoflurano e
somente no poés-operatdrio no grupo propofol. Além disso, observou elevagéo
de IL-8 apenas no grupo propofol, também apenas no pos-operatoério. A autora
atribuiu a acédo antioxidante do propofol a ndo elevagao de IL-6 e IL-8, ja no
intra-operatorio.

Esses dados da literatura foram considerados no desenho do método do
presente estudo, e procurou-se empregar doses consideradas moderadas de
fentanil e pequenas de propofol, visando minimizar a ocorréncia de viés que
elevadas doses do opidide ou propofol poderiam representar no perfil de

citocinas (Guilliland et al. 1997; Wu, 2009).
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Deloglu et al. (2005) estudaram o perfil de IL-10 em 32 pacientes ASA |
e Il submetidos a cirurgias de grande porte (vascular, toracica e gastrintestinal)
sob anestesia com propofol (n=15) em infusdo alvo-controlada e fentanil (3
ug.kg” inicial e reinjecdes quando necessario) e sevoflurano (n=17) na
concentracdo de 1% a 3%, apos indugdo anestésica com tiopental.
Observaram aumento significativo e crescente de IL-10 no final da cirurgia e
apos 24 horas do ato anestésico-cirurgico, mas sem diferenga significativa
entre os grupos. Os autores atribuiram o aumento dessa citocina a expansao
da populacéo de linfécitos Th2, na qual se inclui IL-10, em relacéo as células
Th1 e a outros fatores como perda sanguinea, horménios de estresse,
farmacos anestésicos e, possivelmente, a linfocitopenia induzida por apoptose
(Kato et al., 1998; Deloglu et al., 2001).

De forma semelhante aos resultados por nés encontrados, Schneemilch
& Bank (2001) em cirurgias de coluna lombar (discectomia) realizadas em
pacientes sob anestesia com SVF, nao observaram alteracdes nas
concentragcdes plasmaticas de IL-2, IL-10, IL-12 e IFN-y durante e apos o ato
anestésico-cirurgico. Porém diferentemente dos nossos resultados, os autores
observaram aumento de IL-6 ja no intra-operatério e no pos-operatorio.

Kawamura et al. (2006) compararam o efeito do propofol (2-8 mg.kg™".h"
"y e do sevoflurano (0,5%-1%) na manutencdo da anestesia em cirurgias de
revascularizagdo miocardica com CEC. Observaram inibicao da elevacao de IL-
6 e IL-8 pelo SVF, mas ndao de IL-10, concluindo que a utilizagdo do
halogenado poderia ser util para reduzir a intensidade da lesao po6s isquemia e

reperfusdo da CEC, que é atribuida a IL-8 (Finn et al., 1993).
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Também foi demonstrada em estudo anterior a possivel influéncia dos
agentes halogenados SVF e desflurano na resposta inflamatoria, sugerida pela
elevagéo das citocinas pré-inflamatoérias IL-1B, IL-6 e TNF-a em cirurgias de
pequeno porte ndo invasivas (Koksal et al., 2005). Esses autores estudaram 60
pacientes de 22 a 60 anos, ASA | e Il submetidos a cirurgia de timpanoplastia
sob anestesia com sevoflurano (n=30) ou desflurano (n=30). A inducéo
anestésica em ambos os grupos foi feita com propofol (2 mg.kg™), fentanil (1
ug.kg™’) e besilato de atracurio (0,5 mg.kg™). A anestesia foi mantida com 1-1,5
CAM dos halogenados e doses adicionais de 50 ug de fentanil. Vinte minutos
apos a inducao da anestesia, mas antes do inicio da cirurgia, houve aumento
de IL-6 e TNF-a de forma significativa nos dois grupos, mas sempre maior no
grupo do desflurano, que também nesse momento apresentou elevacao de IL-
1B8. No final da cirurgia houve aumento das trés citocinas estudadas, mas
sempre em maior proporcdo com o desflurano. Na pesquisa, os autores
utilizaram doses extremamente baixas de fentanil, equivalente a cerca de 20%
da empregada no presente estudo. Fentanil € o farmaco responsavel por
atenuar a resposta a agressao representada pelos estimulos de laringoscopia e
intubagdo traqueal, que sao superiores, inclusive, aos da incisdo da pele
(Shafer, 2008). A falta de antinocicepg¢ao oferecida por dose inadequada do
opidide pode ter sido a causa da elevagdo de citocinas observada nesse
estudo. Também nao se pode deixar de destacar que esse estudo foi realizado
em pacientes mais idosos e com alteracdes sistémicas (ASA IlI) que podem

justificar a diferenca de resultados em relacéo a presente pesquisa.
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Uma pesquisa procurou correlacionar a relagdo entre hormoénios de
estresse e a liberagao de IL-6 durante cirurgias de histerectomia abdominal em
mulheres de 18 a 65 anos, ASA | e Il, sob duas técnicas de anestesia geral
intravenosa total com propofol / remifentanil ou inalatéria com sevoflurano /
N2O (lIhn et al., 2009). Os autores verificaram aumento significativo de cortisol,
adrenalina e noradrenalina plasmaticos nos momentos pos-intubacgé&o traqueal,
apos incisdo cirurgica e apos desintubagédo traqueal no grupo do inalatério, em
comparacgao a intravenosa. No entanto, houve em ambos os grupos aumento
significativo de IL-6 apds a desintubacdo traqueal em relagdo ao momento
basal (antes da inducédo da anestesia) e diminuigdo significativa dessa citocina
no grupo intravenosa apo6s a intubacdo em relacdo ao momento basal. Os
autores concluem que a anestesia intravenosa, em relacdo a inalatéria com
SVF determina menor resposta associada ao estresse mas n&o da resposta
inflamatoria (IL-6).

Mitsuhata et al. (1995) investigaram in vitro a exposi¢cao de células NK,
sensibilizadas por antigenos tumorais, aos anestésicos volateis enflurano,
isoflurano e SVF, em concentragbes de 1,5 a 2,5 CAM, e demonstraram
inibicdo da liberacdo de IL-18 e TNF-a, mas n&o de IL-2, em todos os grupos
de estudo.

Estudo de El Azab et al. (2002) comparou os valores plasmaticos das
citocinas IL-6, IL-8 e TNF-a de 30 pacientes alocados em trés grupos,
submetidos a manutencdo de anestesia geral com propofol sob infuséo
continua e doses minimas de sufentanil (0,7 pg.kg™), SVF e sufentanil (doses

em bolus de 0,7ug.kg™’ e infusdo continua de 0,2 pg.kg”'.h™ e midazolan com
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doses moderadas de sufentanil (2 ug.kg™ e infuséo continua de 1 pg.kg™.h™).
Demonstrou diferenca significativa, com valores maiores apenas de IL-6 em
relacdo aos demais grupos até o inicio da CEC, no grupo que recebeu o
halogenado. Nos trés grupos, apdés o desclampeamento adrtico e no pds
operatério, houve elevacao significativa de IL-6 e IL-8, sem diferenca
significativa entre os grupos. Entretanto, os autores realizaram o estudo em
cirurgias de revascularizagdo miocardica, procedimento considerado de grande
porte, e que por si s6 determina grande trauma tecidual e reacao inflamatéria, o
que pode justificar a diferenca de resultados entre esse estudo e o0 nosso.

Em relacéo a IL-8, Tylman et al. (2010) estudaram pacientes portadores
de cancer colorretal submetidos a anestesia intravenosa total com propofol /
remifentanil (n=25) ou inalatéria com SVF e fentanil (1-2 ug.kg™) (n=21) e, em
ambos os grupos, anestesia peridural continua com bupivacaina e fentanil.
Encontraram aumento de IL-8 plasmatica 30 minutos e 24 horas apos o final da
cirurgia, mas nao no intra-operatério, sem diferenca significativa entre os
grupos. Segundo os autores, os resultados obtidos ndo confirmam a hipdtese
inicial do estudo, de que a anestesia intravenosa total levasse a menor
resposta inflamatoria em relagdo a inalatéria

A auséncia de alteracdo significativa dos valores da maioria das
citocinas estudadas (IL-18, IL-2, IL-4, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-a e IFN-y) tanto no
intra como no pds-operatério indica que o sevoflurano, por si sO, praticamente
nao altera o perfil das citocinas, o que pode ter importancia na pratica clinica.

Deve-se considerar que o manuseio anestesiolégico pode influenciar o

processo inflamatério intra e pds-operatério. Esses aspectos devem ser
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considerados relevantes especialmente nas intervengdes cirurgicas realizadas

em pacientes com doengas associadas, que podem ocasionar disfungbes

imunoloégicas.
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6 CONCLUSAO

Em pacientes adultos com estado fisico ASA | submetidos a cirurgias de
timpanoplastia ou septoplastia, a anestesia com sevoflurano, com excecéo de
aumento de IL-5 no intraoperatério e de IL-6 no pds-operatério, ndo altera o

perfil das citocinas inflamatorias e de perfil Th1/Th2.
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8 ANEXOS

8.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do Paciente

|. Identificagdo do paciente RG hospitalar:
Nome:

Endereco:

Cidade: Bairro:
CEP: Estado: Telefone:

ll. Titulo da Pesquisa: Avaliagao do perfil de citocinas no plasma
de pacientes submetidos a cirurgia sob anestesia inalatéria

com sevoflurano

Pesquisador-Responsavel: José Reinaldo Cerqueira Braz, Professor Titular do

Departamento de Anestesiologia — Faculdade de Medicina, UNESP, Botucatu - SP.

Telefone (14) 3811-6222; e-mail: jbraz@fmb.unesp.br

lll. Explicagcoes do pesquisador ao paciente

Este estudo, que sera realizado em pacientes que serdo submetidos a cirurgias de
nariz ou ouvido tem como objetivo avaliar se o anestésico sevoflurano, que sera
utilizado na cirurgia, tem algum efeito sobre o sistema imunoldgico. Sera avaliado se
esse anestésico pode alterar o estado inflamatério do organismo. O estudo ndo trara
danos ao paciente, pois sera utilizado anestésico normalmente empregado em
anestesias gerais no Hospital das Clinicas. Desta forma, solicitamos seu
consentimento para que sejam coletadas 4 amostras de 4 mL de sangue periférico: a
primeira, antes da anestesia, a segunda antes da cirurgia; a terceira no final da
cirurgia; e a ultima, no dia apés a cirurgia (pds-operatoério). A quantidade de sangue
que sera coletada ndo afetard sua recuperagdo pos-cirdrgica, € a quantia € muito
pequena em relacdo ao volume total de sangue do organismo. A coleta sera realizada
por profissional experiente, e o procedimento causa apenas o desconforto da picada

com risco minimo ou quase inexistente, j4 que sera utilizado material estéril e
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descartavel. Sera realizado, também, um questionario sobre seu estilo de vida e
histéria médica; todas as informagbes sdo de carater confidencial e sua identidade
sera preservada. O pesquisador responsavel por este estudo, sempre que solicitado,
estara a disposicédo para esclarecer qualquer questao relacionada a pesquisa. Além
disso, o paciente, a qualquer momento, tera total liberdade de recusar ou retirar seu
consentimento e sair desta pesquisa, sem que isso lhe traga qualquer tipo de prejuizo.
Os resultados do estudo serdo divulgados em congressos cientificos e publicados em
revistas especializadas, mas sempre preservando a identidade do paciente.
Ressaltamos, também, que nem os pesquisadores e nem o paciente receberio

qualquer remuneracgéo financeira para participar desta pesquisa.

IV. CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Eu, abaixo

assinado, declaro que fui esclarecido sobre o objetivo do presente estudo, sobre
eventuais desconfortos que poderei sofrer, assim como sobre os beneficios que
podem resultar do estudo. Concordo, portanto, em participar, na qualidade de
paciente, do referido Projeto de Pesquisa, sob livre e espontanea vontade.

, de de

Assinatura
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8.2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do Voluntario

|. Identificacdo do voluntario RG hospitalar:
Nome:

Endereco:

Cidade: Bairro:
CEP: Estado: Telefone:

ll. Titulo da Pesquisa: Avaliagao do perfil de citocinas no plasma
de pacientes submetidos a cirurgia sob anestesia inalatéria

com sevoflurano

Pesquisador-Responsavel: José Reinaldo Cerqueira Braz, Professor Titular do
Departamento de Anestesiologia — Faculdade de Medicina, UNESP, Botucatu - SP.

Telefone (14) 3811-6222; e-mail: jbraz@fmb.unesp.br

lll. Explicagdes do pesquisador ao individuo voluntario

Este estudo, que sera realizado em pacientes que serdo submetidos a cirurgias de
nariz ou ouvido, tem como objetivo avaliar se o anestésico sevoflurano, que sera
utilizado na cirurgia, tem algum efeito sobre o sistema imunoldgico. Sera avaliado se
esse anestésico pode alterar o estado inflamatério do organismo. O estudo ndo trara
danos ao paciente, pois sera utilizado anestésico normalmente empregado em
anestesias gerais no Hospital das Clinicas. Para que os resultados obtidos sejam
confiaveis, ha necessidade de analisar também o sangue de pessoas voluntarias que
tenham caracteristicas semelhantes as dos pacientes que participardo do estudo,
quanto a habitos, estado de saude, atividade profissional, entre outras. Desta forma,
solicitamos seu consentimento para que seja coletada 1 Unica amostra de 4 mL de
sangue de uma veia de seu bragco. A amostra de sangue que sera coletada nao
afetara sua saude, pois a quantia € muito pequena em relagdo ao volume total de

sangue do organismo. A coleta sera realizada por profissional experiente, e o
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procedimento causa apenas o desconforto da picada, com risco minimo ou quase
inexistente, ja que serd utilizado material estéril e descartavel. Sera realizado,
também, um questionario sobre seu estilo de vida e histéria médica; todas as
informagbes s&do de carater confidencial e sua identidade sera preservada. O
pesquisador responsavel por este estudo, sempre que solicitado, estarad a disposigao
para esclarecer qualquer questao relacionada a pesquisa. Além disso, o voluntario, a
qualquer momento, tera total liberdade de recusar ou retirar seu consentimento e sair
desta pesquisa, sem que isso |he traga qualquer tipo de prejuizo. Os resultados do
estudo serdo divulgados em congressos cientificos e publicados em revistas
especializadas, mas sempre preservando a identidade do paciente. Ressaltamos,
também, que nem os pesquisadores, nem os pacientes, nem o voluntario receberao

qualquer remuneragao financeira para participar desta pesquisa.

IV. CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Eu, abaixo

assinado, declaro que fui esclarecido sobre o objetivo do presente estudo, sobre o
eventual desconforto da coleta de pequena quantidade de sangue, assim como sobre
os beneficios que podem resultar do estudo. Concordo, portato, em participar, na
qualidade de voluntario, do referido Projeto de Pesquisa, sob livre e espontanea
vontade.

: de de

Assinatura
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8.3 Questionario

Avaliacdo do perfil de citocinas no plasma de pacientes submetidos a
cirurgia sob anestesia inalatoria com sevoflurano

Registro hospitalar do paciente: ...........cccccvevvveunnne.

Caodigo do individuo no estudo: ..........cceeveieiieennnne

Data [/ |

| — Identificacédo

01-Nome:

02-Sexo: () masculino ( ) feminino

03-Raca: () branca ( )amarela ( ) parda ( ) negra ( ) outra:
04-Data nascimento /[

05-ldade:

06-Peso:

07-Altura:

08-IMC (indice de massa corporea):

09-Origem (cidade):

10-Profissao:

Il - InformacGes gerais

11-Considera sua alimentacdo saudavel? ( ) sim () ndo
12-Come frutas? ( ) sim () ndo

13-Se sim, com que frequiéncia?

14-Come verduras? ( ) sim () ndo

15- Se sim, com que freqiiéncia?

16-Come carboidratos? ( ) sim () ndo
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17-Se sim, com que freqiéncia?

18-Come frituras? ( ) sim () ndo

19-Se sim, com que frequiéncia?

20-Faz exercicios regularmente? ( ) sim () néo
21-Se sim, qual tipo (musculacéo, caminhada, etc)?
22-Se sim, quantas vezes por semana?

23-Fuma? ( )sim () nédo

24-Se sim, ha quanto tempo?

25-Quantos cigarros/dia?

26-Qual tipo (cachimbo, charuto, palha, papel com filtro, etc)?:
27-Ja fumou? ( )sim () ndo

28-Ha quanto tempo deixou de fumar?

29-Quantos cigarros/dia fumava?

30-Durante quanto tempo fumou?

31-Tipo:

32-Consome bebida alcodlica? ( ) sim () ndo
33-Se sim, quanto por semana (copos)?:

34-Tipo de bebida (cachaca, cerveja, uisque, vinho, etc)?
35-Ja consumiu bebida alcodlica? ( ) sim () ndo
36-Ha quanto tempo deixou de beber?

37-Consome drogas? ( ) sim () ndo

38-Se sim, qual?

39-Ha quanto tempo?

40-Tem contato com substancias toxicas? ( ) sim () nédo
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41-Se sim, qual (produtos de limpeza, agrotoxicos, gasolina, tinta)?
42-Ha quanto tempo?

43-Foi submetido a raio X recentemente (dentario ou antes da cirurgia)?
()sim ()néo

44-Quando?

45-Sabe quantas chapas de RX foram feitas?

46- Ja fez tratamento com quimioterapico ou radioterapia? ( ) sim () ndo
47-Se sim, qual?

48-Ha quanto tempo?

49-Tem alguma doenca (asma, hipertensdo, diabetes, hepatite, lUpus, artrite, cancer)?
()sim ()néo

50-Qual?

51-J4 teve alguma doenga grave? ( ) sim () ndo

52-Se sim, qual?

53-Hé& quanto tempo?

54-Passou por algum estresse ultimamente? ( ) sim () ndo

55-Se sim, qual?

I11 - Histéria Médica

56-E alérgico a algum tipo de medicamento? ( ) sim () ndo

57-Se sim, qual?

58-Faz uso regular de algum tipo de medicamento (antibiotico, anti-inflamatorio,
analgeésico, anti-hipertensivo, corticoide, anti-convulsivante, insulina, hipoglicemiante)?
()sim ()néao

59-Se sim, qual (is)?

60-Frequéncia/dia:

61-Faz uso de vitamina/antioxidante (complexo vitaminico)? ( ) sim () ndo
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62-Se sim, qual (is)?

63-Frequéncia/dia:

64-Ha quanto tempo?

65-Tomou alguma medicacdo no ultimo més (remédio para pressdo, antibiotico,
tranquilizantes, remédio para tirar a dor, antiacidos, anti-histaminicos, corticéides, anti-
inflamatdrios)? ( ) sim () ndo

66-Se sim, qual (is)?

67-Frequéncia/dia:

68-Héa quanto tempo parou?

69- Teve alguma infec¢do ou inflamacdo no Gltimo més? ( ) sim () ndo

70- Se sim, qual (is)?

71- H& quanto tempo parou?

72- Esté resfriado ou gripado? ( ) sim () ndo

73-J4 fez alguma cirurgia? ( ) sim () ndo

74-Se sim, quantas?

75-Ha quanto tempo foi a ultima?

76-Ja foi submetido a anestesia? ( ) sim () ndo

77-Se sim, sabe o tipo de anestesia (local, geral, raquidea, regional)?

78-Ha quanto tempo?

79-Se sim, vocé sabe se € mais resistente ou sensivel a algum anestésico?
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9  APENDICE

Quadro A - Doses totais de fentanil (FNT), brometo de rocurénio (Roc) e sevoflurano (SVF)

paciente FNT (ug) |Roc (mg)| SVF (ml)
1 500 40
2 406 45
3 550 55
4 450 36
5 350 60 70
6 350 30 30
7 550 40 60
8 400 45 30
9 425 36 80
10 550 40 90
11 500 50 80
12 400 45
13 300 36
14 600 50
15 525 45
média 4571 43,5 62,9
desvio padrao 89,6 8,0 24,3

Quadro B — Dados demograficos e género no grupo controle

Idade (anos) | Género | Peso (Kg) | Altura (cm) | IMC (Kg.m™)
controles
C1 21 F 55 164 20
C2 22 M 70 182 21
C3 25 F 63 166 23
C4 23 F 69 165 25
C5 23 F 45 155 19
C6 26 M 68 178 21
Cc7 33 F 41 160 16
C8 36 F 65 164 24
C9 43 M 47 182 14
C10 37 M 84 193 23
C11 44 F 40 150 18
C12 55 F 82 158 33
C13 22 M 68 167 24
C14 42 F 74 165 27
C15 44 M 66 169 23
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Quadro C - Dados demograficos, género e doses totais dos anestésicos no grupo

sevoflurano

duracéo anestesia
pacientes Idade (anos) | Género |Peso (Kg)| Altura (cm) | IMC (Kg.m'z) (min)
1 18 F 59 165 22 210
2 27 F 58 165 21 140
3 44 M 56 160 22 265
4 24 F 62 158 25 190
5 39 M 57 160 22 240
6 23 M 61 165 22 135
7 23 F 90 170 31 270
8 18 M 56 160 22 146
9 18 M 66 185 19 280
10 28 M 81 171 28 315
11 32 F 78 160 30 200
12 18 M 58 180 18 155
13 44 F 60 163 23 125
14 33 M 78 188 22 205
15 31 F 76 160 30 180
média 66,4 167,3 23,8 203,7
desvio padrao 11,1 9,7 4.1 59,3
Quadro D — Temperatura ambiente (°C) na sala de operagao
momentos antes ind. apos ind. 30 min. 60 min. 120 min. final
pacientes
1 25,2 25,2 25,5 24,2 22,8 22,3
2 22,9 23 22,6 21,9 20,8 20,8
3 22,3 22,6 23,1 23 21,2 21,1
4 22,3 22,5 23,2 23,8 24,1 241
5 23,2 23,2 224 21,7 21,3 23,5
6 227 23 23,7 21,5 22,4 224
7 20,9 20,9 21,8 22 22,5 23,2
8 22,1 22,2 23,3 24,2 23,4 23,5
9 22,8 23 22,8 22,6 21,6 22,3
10 24,2 24,1 22,9 22,8 21,9 21
11 23,9 24,5 241 241 22,9 23,8
12 24,2 24 23,5 22,5 23,3 23,3
13 241 24,1 23,3 22,1 21,2 21,2
14 22,8 22,8 23,7 23 22,3 23,7
15 23,5 23,5 23 23,5 23,5 23,1
média 23,14 23,24 23,26 22,86 22,35 22,6
desvio padrao 1,073 1,050 0,842 0,930 0,994 1,1

antes ind.= antes da indugéo da anestesia

ap6s I0T = ap6s Intubagéo Oro Traqueal

30 min= 30 minutos apos inicio da anestesia e final = ao término da anestesia
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Quadro E — Temperatura esofagica (°C)

momentos ap6s IOT | 30 min 60 min 120 min final
pacientes

1 36,8 36,7 36,8 38,2 38,5

2 37 37,1 36,8 37,1 37,1

3 35,7 35,6 35,7 36,1 37
4 36,5 36,6 36,6 36,7 36,9
5 37 36,4 36,8 37,2 37,8

6 36,6 36,3 36,7 37 37
7 34,6 34,5 35,9 36,7 37,3
8 36,6 36,3 36,6 37,2 37,4
9 35,7 35,8 36 36,5 37,3
10 36,4 36,3 36,4 36,6 371
11 23,9 36,5 36,3 36,3 36,4
12 36,2 35,9 36,1 36,4 36,5
13 36,7 36,4 36,2 36,3 36,2
14 35,4 35,1 35 35,5 35,9
15 36,7 36,8 36,9 36,7 36,7
média 35,4 36,1 36,3 36,7 37,0
desvio padrao 3,2 0,6 0,5 0,6 0,6
Quadro F - Anestésico sevoflurano expirado (%)
momentos 15 min 30 min 60 min 120 min final
pacientes

1 1,6 2,1 1,9 2,1 1,6

2 1,8 1,7 2,6 29 2,1

3 1,5 2 2,3 3 2,5

4 2 29 2 2,5 2,3

5 1,2 1,7 2,2 2,3 1,8

6 2 3 2,8 1 0,3

7 1,7 1,3 1,3 2,2 2,5

8 2,4 2,8 2,3 2,4 1,2

9 2,7 3 2,8 2,7 1,5

10 1,7 1,8 2,1 2,6 1,4

11 2,3 2,3 24 2,8 2,5

12 1,9 1,9 2,1 2 1,7

13 1,7 2,1 2 2,1 2,1

14 1,7 1,7 2,1 1,9 1,1

15 2,1 2,5 2,4 2,7 1,3
média 1,8 2,1 2,2 2,3 1,7
desvio padrao 0,3 0,5 0,3 0,5 0,6
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Quadro G — Pressao Arterial Sistolica (mm Hg)

momentos antes ind. | ap6s ind. | ap6s 10T | 15 min. | 60 min. | 120 min. final
pacientes
1 116 95 89 109 89 113 95
2 107 105 106 91 76 89 95
3 122 93 115 93 103 86 94
4 145 108 117 128 100 106 105
5 117 92 99 99 88 80 85
6 134 114 130 109 96 111 117
7 120 90 96 96 97 119 97
8 114 87 130 91 98 87 101
9 120 105 94 89 88 96 103
10 117 101 113 105 101 103 97
11 104 109 107 104 129 101 83
12 122 115 98 100 88 88 81
13 121 89 95 97 106 95 96
14 130 104 99 99 92 88 93
15 113 99 116 103 122 116 123
média 120 100 107 101 98 99 98
desvio padrao 10,3 9,1 12,8 9,8 13,5 12,4 11,4

Quadro H - Presséao Arterial Diastolica (mm Hg)

momentos |antes ind.| ap6sind. | apés IOT | 15 min | 60 min | 120 min final
pacientes

1 65 44 52 63 47 49 51

2 65 60 52 46 52 37 53

3 85 67 83 70 57 56 54

4 81 57 63 59 52 94 86

5 65 58 55 55 52 48 52

6 76 67 80 66 46 54 59

7 61 35 42 45 58 77 54

8 66 54 75 52 45 51 61

9 70 49 50 37 51 52 48

10 72 56 72 52 58 66 58

11 65 84 62 61 54 69 101

12 63 63 53 42 36 51 94

13 81 54 62 70 52 70 67

14 80 47 58 63 40 42 53

15 64 59 78 61 63 57 67
média 70,6 56,9 62,5 56,1 50,9 58,2 63,9
desvio padrao 7,9 11,4 12,5 10,2 71 14,7 16,6
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Quadro | - Frequéncia cardiaca (bpm)

81

momentos |antes ind.| ap6s ind. | apds IOT | 30 min | 60 min | 120 min final
pacientes
1 105 78 81 82 79 96 107
2 93 90 93 74 74 82 70
3 94 85 74 82 85 85 90
4 75 66 68 78 75 96 86
5 101 75 97 87 83 98 82
6 93 108 80 84 72 91 118
7 72 59 61 66 66 73 80
8 97 95 108 103 97 102 100
9 60 64 66 73 68 73 69
10 71 72 74 73 71 75 70
11 84 69 95 87 86 90 67
12 72 75 71 76 82 87 57
13 88 78 69 79 78 67 68
14 48 49 67 64 60 59 51
15 83 77 99 95 112 115 104
média 82,4 76,0 80,2 80,2 79,2 85,9 81,2
desvio padrao 15,9 14,6 14,5 10,2 12,9 14,7 19,4
Quadro J —Saturagao periférica de oxigénio (Sp0O.) (%)
momentos antes ind. apos ind. 30 min 60 min | 120 min final
pacientes
1 98 98 97 98 97 97
2 98 98 97 98 97 97
3 97 99 97 97 97 97
4 98 99 98 98 98 98
5 96 98 99 98 98 98
6 96 97 98 97 98 98
7 96 99 98 98 98 97
8 97 99 98 98 97 98
9 98 98 98 98 98 97
10 97 97 97 97 97 98
11 98 98 87 96 97 97
12 97 100 98 97 98 99
13 97 100 99 99 95 99
14 96 97 100 99 100 100
15 97 98 98 98 98 98
média 97,0 98,3 97,2 97,7 97,5 97,8
desvio padrao 0,7 0,9 2,9 0,7 1,0 0,9




Apéndice

Quadro K - Presséao expirada de CO, (PerCO,) (mm Hg)

momentos ap6s I0T 30 min 60 min 120 min final
pacientes

1 35 34 35 38 38

2 36 36 36 33 40

3 36 35 36 33 34

4 38 32 29 30 28

5 42 38 36 36 41

6 39 33 33 45 45

7 36 30 32 33 34

8 37 36 33 33 39

9 35 31 32 33 42

10 37 34 33 33 38

11 30 34 36 33 35

12 37 38 36 35 36

13 29 32 33 37 34

14 43 36 35 37 39

15 32 33 34 35 33
média 36,1 34,1 33,9 34,9 37,0
desvio padrao 3,8 2,3 2,0 3,4 4,2
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Quadro L - Concentragéo plasmatica de interleucina 1-g (pg.mL™)

momento M1
controles
C1 1,36
C2 1,5
C3 1,1
C4 3,7
C5 1,43
C6 1,5
C7 1,3
C8 1,47
C9 0
C10 0
C11 1,6
C12 2,2
C13 1,11
C14 0
C15 1,4
momentos M1 M2 M3 M4
pacientes
1 1,5 1,5 1,4 1,4
2 0 0 1,5 0
3 1,8 1,3 1,9 1,5
4 1,3 0 2,2 1,69
5 1,36 1,19 1,06 2,05
6 0 0 1,51 0
7 1,5 0 0 1,53
8 1,33 1,7 0 1,11
9 1,11 0 0 1,48
10 1,15 0 0 2,82
11 0 1,7 1,19 0
12 1,24 2,31 3,99 1,36
13 1,47 1,74 1,57 1,43
14 1,57 1,94 1,53 1,43
15 1,3 1,53 1,06 0
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Quadro M - Concentragio plasmatica de interleucina 2 (pg.mL™)

momento M1
controles
C1 2,35
C2 1,37
C3 1,12
C4 2,55
C5 2,1
C6 5,84
C7 1,43
C8 2,50
C9 2,55
C10 2,55
C11 5,84
Cc12 0
C13 3,06
C14 2,55
C15 2,55
momentos M1 M2 M3 M4
pacientes
1 1,68 0 1,55 2,65
2 2,45 3,43 1,27 2,01
3 2,05 2,97 5,78 3,30
4 2,21 2,55 2,95 2,79
5 3,71 1,27 2,14 3,69
6 2,89 3,04 1,9 2,77
7 2,72 4,31 4,11 1,43
8 2,21 1,17 2,28 1,82
9 2,98 1,27 1,27 1,84
10 3,69 4,22 2,92 2,13
11 1,37 2,24 1,22 1,4
12 1,12 2,27 2,65 1,55
13 0 0 0,97 0
14 2,75 3,18 2,07 24
15 0 0,73 0 2,27
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Quadro N - Concentragéo plasmatica de interleucina 4 (pg.mL™)

momento M1
pacientes 2,41
Cc2 1,68
C3 0,64
C4 0,67
C5 1,44
C6 3,26
%4 1,4
C8 0,80
C9 1,7
C10 0
C11 3,26
C12 1,45
C13 0
C14 1,7
C15 0
momentos M1 M2 M3 M4
pacientes
1 1,48 0,71 0 1,88
2 1,43 0 1,98 2,12
3 1,94 1,91 2,92 1,03
4 1,77 1,82 2,72 1,29
5 5,17 1,31 2,17 5
6 2,1 1,90 1,59 1,91
7 2,06 2,18 2,53 1,03
8 1,80 0 2,07 1,97
9 3,51 1,31 2,3 2,5
10 2,53 1,90 0,85 1,69
11 1,66 1,94 1,07 0,86
12 0,83 0,77 1,75 1,21
13 2 0,98 1,53 0,80
14 2,66 0 0,83 0,92
15 1,48 1,54 0 1,54
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Quadro O - Concentragio plasmatica de interleucina 5 (pg.mL™)

momento M1
pacientes
C1 0,63
C2 1,8
C3 0,68
C4 0,53
C5 1,59
C6 1,5
C7 1,52
C8 1,41
C9 1,47
C10 1,25
C11 1,5
C12 1,98
C13 1,01
C14 1,47
C15 1,25
momentos M1 M2 M3 M4
pacientes
1 1,09 1,08 1,21 1,14
2 0,52 1,30 0,56 0,54
3 0,58 0,52 1,2 0,6
4 0,64 1,12 0,61 0,67
5 1,21 0,74 0,66 1,47
6 0,59 1,23 1,16 0,54
7 0,6 0,62 1,24 0
8 0,64 1,2 1,21 1,34
9 0,66 0,74 1,21 0,73
10 1,19 1,52 1,25 0,66
11 0,6 1,13 6,4 0,57
12 0 1,12 1,16 0,66
13 0 0 0,55 0
14 0 0,79 0,62 1,17
15 0,52 1,05 0 0,57
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Quadro P- Concentragio plasmatica de interleucina 6 (pg.mL™)

momento M1
pacientes
C1 1,33
C2 2,3
C3 1,7
C4 0
C5 1,42
C6 2,7
Cc7 2,5
C8 1,51
C9 0
C10 1
C11 3
C12 2,3
C13 1,47
C14 1,13
C15 2,1
momentos M1 M2 M3 M4
pacientes
1 1,5 0 0 6,9
2 2,13 1,33 2,2 6,35
3 1,8 1,2 4 0
4 1,6 1,75 1,5 2,02
5 1,46 1,4 1,33 4,47
6 1,24 1,31 3,2 2,79
7 1,65 1,9 1,96 1,93
8 1,6 2,12 3,04 14,43
9 1,55 1,51 1,96 3,7
10 1,53 0 1,15 8,56
11 1,72 2,75 2,84 7,34
12 1,29 1,98 3,52 4,11
13 1,55 2,02 2,36 3,92
14 1,41 1,52 1,58 3,92
15 1,12 1,08 1,27 2,42
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Quadro Q - Concentragio plasmatica de interleucina 8 (pg.mL™)

88

momento M1
pacientes
C1 2,22
C2 3,1
C3 0
C4 0
C5 2,5
C6 0
c7 2,3
C8 2,22
C9 1,8
C10 1,5
C11 2,8
C12 1,2
C13 2,3
C14 1,56
C15 24
momentos M1 M2 M3 M4
pacientes
1 2,6 1,9 1,6 2,8
2 2,23 1,96 1,7 2,49
3 3 2,8 3,3 0
4 21 3,9 0 2,55
5 1,85 1,57 2,01 8,17
6 1,59 1,79 29 1,4
7 1,81 1,4 4,42 1,78
8 3,99 4,42 2,76 3,08
9 2,9 2,22 4,13 5,48
10 1,78 0 4,52 9,05
11 2,11 3,68 2,85 3,82
12 3,61 5,13 8,08 3,28
13 7,15 5,41 5,96 7,42
14 2,48 2,42 3,06 2,67
15 2,81 3,58 2,87 3,45
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Quadro R - Concentragio plasmatica de interleucina 10 (pg.mL™")

momento M1
pacientes

C1 2,01

C2 2,39

C3 2,14

C4 1,68

C5 0,86

C6 3,1

C7 1,92

C8 0,77

C9 2,03

C10 1,78

C11 3.1

C12 1,76

C13 1,55

C14 2,03

C15 1,78
momentos M1 M2 M3 M4

pacientes

1 1,74 1,33 1,55 2,18
2 1,91 1,78 2,62 2,15
3 1,94 1,41 4,23 1,69
4 2,41 3,96 0,95 1,34
5 2,51 1,64 1,58 2,27
6 1,35 1,77 2,01 1,99
7 2 1,41 3,12 1,5
8 2,1 1,57 1,5 1,77
9 2,15 1,71 1,40 2,08
10 1,5 2,26 1,83 1,98
11 1,20 1,41 1,00 1,41
12 1,19 1,71 1,59 2,21
13 1,24 1,59 1,53 1,81
14 0 1,93 1,52 1,99
15 1,11 1,51 0,66 1,66
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Quadro S - Concentragio plasmatica de interleucina 12 (pg.mL")
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momento M1
pacientes
C1 1,12
C2 1,7
C3 0
C4 0
C5 1,09
C6 0
C7 0
C8 0
C9 0
C10 0
C11 0
C12 0
C13 0
C14 1,08
C15 0
momentos M1 M2 M3 M4
pacientes
1 0 0 0 0
2 2,61 0 0 1,42
3 0 0 0 0
4 0 2,55 0 0
5 0 0 0 1,45
6 0 0 2,64 0
7 0 0 1,12 0
8 0 1,06 1,41 0
9 1,32 0 1,14 1,58
10 0 1,3 0 4,21
11 0 2,05 0 0
12 1,14 2,65 4,21 1,17
13 0 1,62 1,32 1,09
14 1,14 1,53 0 1,17
15 1,87 0 1,03 0
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Quadro T - Concentragéo plasmatica de interleucina TNF alfa (pg.mL™)

momento M1

pacientes

C1 2,145

C2 1,19

C3 0

C4 0,91

C5 0

C6 2,12

c7 1,555

C8 0

C9 1,51

C10 0

C11 2,12

C12 1,29

C13 0

C14 1,51

C15 0

momentos M1 M2 M3 M4
pacientes

1 1,42 1,42 1,44 1,37
2 0,77 1,52 0,89 0,85
3 1,33 1,41 2,38 1,52
4 1,96 1,78 1,81 1,65
5 2,27 1,43 1,24 3,69
6 0,59 1,82 1,42 1,45
7 1,32 1,96 2,26 0,75
8 1,20 0 1,16 0,91
9 2,31 2 1,93 1,84
10 1,19 2,14 1,47 1,30
11 0,66 1,31 1,07 0
12 0 0,69 0,69 0
13 0,62 0,57 1,64 0,75
14 1,29 1,81 0,84 1,46
15 0,79 0,58 0 0
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Quadro U - Concentragio plasmatica de interleucina IFN gama (pg.mL™)

momento M1
controles
C1 2,35
C2 1,37
C3 1,12
C4 2,55
C5 2,1
C6 5,84
C7 1,43
C8 2,50
C9 2,55
C10 2,55
C11 5,84
C12 0
C13 3,06
C14 2,55
C15 2,55
momentos M1 M2 M3 M4
pacientes
1 1,68 0 1,55 2,65
2 2,45 3,43 1,27 2,01
3 2,05 2,97 5,78 3,30
4 2,21 2,55 2,95 2,79
5 3,71 1,27 2,14 3,69
6 2,89 3,04 1,9 2,77
7 2,725 4,31 4,11 1,43
8 2,21 1,17 2,28 1,82
9 2,98 1,27 1,27 1,84
10 3,69 4,22 2,92 2,13
11 1,37 2,24 1,22 1,4
12 1,12 2,27 2,65 1,55
13 0 0 0,97 0
14 2,75 3,18 2,07 2,4
15 0 0,73 0 2,27
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