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RESUMO

Introducao: A disfungdo ventricular apos a parada cardiaca anoxica ¢ uma
das principais causas de morbidade e mortalidade na cirurgia cardiaca. Os métodos de
prote¢do miocardica existentes ainda ndo sdo capazes de evitar os efeitos indesejaveis

do fenomeno isquemia e reperfusdo, e nao apresentam resultados uniformes.

Objetivo: O presente trabalho tem como objetivo estudar comparativamente a
eficiéncia da prote¢do miocardica com o uso de solugdes de Krebs-Henseleit,
Bretschneider-HTK, St. Thomas e Celsior, infundidas a 10°C e 20°C, em preparagdes

isoladas de coragao de ratos quando submetidos a isquemia de 2 horas a 20°C.

Método: Foram isolados 64 coracoes de ratos albinos machos da raca Wistar ¢
imediatamente submetidos a perfusdo retrégrada pelo método de Langendorff
modificado. Os coragdes foram distribuidos equitativamente de forma aleatéria em
oito grupos segundo a temperatura de infusdo (A-10°C e B-20°C) e a solugdo
cardioprotetora utilizada: Grupo Al e B1 — Krebs-Henseleit (KHB); Grupo A2 e B2 -
Bretschneider-HTK (HTK); Grupo A3 e B3 — St. Thomas (STH); Grupo A4 ¢ B4 —
Celsior (CEL). Apos 15 minutos de perfusao com solu¢ao Krebs-Henseleit a 37°C para
estabilizacdo, foram coletados os valores considerados basais para os seguintes
parametros: frequéncia cardiaca (FC), pressdo sistolica do ventriculo esquerdo
(PSVE), fluxo coronariano (FCo) , e calculadas as velocidades maximas de elevagao
da pressao do ventriculo esquerdo positiva (+dP/dt) e negativa (-dP/dt). Os coragdes
foram perfundidos com as respectivas solugdes cardioprotetoras por 5 minutos, €

mantidos por 2 h em isquemia estatica a 20°C. Subsequentemente, os cora¢des foram



reperfundidos a 37°C por 60 minutos e, a cada 5 minutos, as varidveis eleitas foram
avaliadas. A andlise estatistica foi baseada na técnica de reamostragem Boostrap, €
submetida a andlise de variancia em blocos completamente casualizados (ANOVA
Two-Way) e ao teste de Tukey de comparagdes multiplas. O nivel de significancia

eleito foi de p<0.05.

Resultados: Em relagdo a FC, todas as solugdes proveram preservacao do
sistema de condu¢do cardiaca, porém tiveram resultados abaixo do valor basal desta
variavel, tanto a 10°C como a 20°C. Observou-se que, ap6s 30 minutos de reperfusao,
todas as solugdes mantiveram-se estaveis, exceto a solu¢do St. Thomas, na temperatura
de 20°C, que apresentou frequéncia cardiaca acima do basal durante toda a reperfusao.
A contratilidade miocéardica foi avaliada pelas variaveis: PSVE, +dP/dt e -dP/dt.
Analisando-as de forma integrada, observa-se que os efeitos da isquemia e reperfusao
sobre o miocardio sdo extremamente deletérios, produzindo uma redugdo acentuada do
desempenho ventricular. Observa-se que, aos 60 minutos de reperfusdo, os menores
indices de depressao foram com a solucdo Celsior como segue: 53% a 10°C e 38% a
20°C na PSVE; 52% a 10°C e 37% a 20°C da +dP/dt e 43% a 10°C e 28% a 20°C da —
dP/dt. Quanto ao FCo, os resultados obtidos indicam que a solu¢do Bretschneider-
HTK a 10°C e a Celsior a 20°C foram as que produziram os valores de fluxo mais
elevados, sendo aquelas que propiciaram melhores condi¢des de protecdo, contrarias
ao desenvolvimento do edema tecidual, muito embora tenha mantido valores muito
inferiores a aqueles encontrados na situa¢do basal. O comportamento das demais
solugdes referentes ao quesito FCo resultou na seguinte ordem decrescente quanto a

eficiéncia: a 10°C as solugoes Celsior, Krebs-Henseleit e St. Thomas e a 20°C as



solugdes Bretschneider-HTK, St. Thomas e Krebs-Henseleit, respectivamente.

Conclusao:

Considerando-se as limitagdes da presente investigagdo, os resultados aqui
encontrados permitem concluir que: 1) As solu¢des de cardioplegia estudadas nao
foram capazes de coibir integralmente os efeitos deletérios da isquemia e reperfusao
sobre o coragdo; 2) No presente estudo a temperatura de 20°C promoveu melhor
prote¢do no coragdo isolado de rato comparado com 10°C e 3) A solugdo Celsior
conferiu melhor resultado de protecdo miocardica para os coragdes isolados de ratos
submetidos a isquemia com temperatura de 10°C, seguida das solu¢des Bretschneider-
HTK, Krebs-Henseleit ¢ St. Thomas. Na temperatura de 20°C, a solugdo Celsior
continuou apresentando o melhor resultado, seguida das solu¢des Bretschneider-HTK,

St. Thomas e Krebs-Henseleit.

Palavras-chave: Parada cardiaca induzida; isquemia miocardica; lesdo
miocardica de reperfusdo; solugdes cardioplégicas; hipotermia induzida; fun¢ao

ventricular esquerda; rato Wistar.



ABSTRACT

Background: Ventricular dysfunction in consequence of cardiac anoxic arrest
is one of the main causes of disability and death in heart surgery procedures. Current
methods of myocardial protection are still not able to avoid undesirable effects of
ischemia-reperfusion phenomenon and do not present uniform results.

Objective: The purpose of this study is to study comparatively the efficacy of
myocardial protection with the use of Krebs-Henseleit, Bretschneider-HTK, St.
Thomas and Celsior solutions, administered at 10°C and 20°C, in prepared isolated rat
hearts when submitted to 2 hours of prolonged anoxia at 20°C.

Method: Sixty-four Wistar breeding albinic male rat hearts were isolated and
immediately submitted to retrograde infusion by modified Langendorff method. They
were sorted out, in an equitable and aleatory process, into eight groups according to
the perfusion temperature (A=10°C and B=20°C) and cardioplegic solution
administered: groups Al and B1 — Krebs-Henseleit solution (KHB) , groups A2 and
B2 — Bretschneider-HTK solution, groups A3 and B3 — St. Thomas solution (STH)
and groups A4 and B4 — Celsior solution (CEL). After a 15 minutes of stabilization
with Krebs-Henseleit solution at 37°C, basal data of the following parameters were
recorded: heart rate (HR), left ventricular systolic pressure (LVSP), coronary flow
(CF), and positive and negative rate of pressure development (+dP/dt),.x (or peak rate
of left ventricular systolic pressure increase) and (-dP/dt),.x (or peak rate of the left
ventricular diastolic pressure decrease) were calculated. All of the hearts were infused
with the respective cardioplegic solution during 5 minutes. Afterward they were

submitted to two hours of cold static ischemia and stored at 20°C, and a subsequent



60-minute period of reperfusion at 37°C. At intervals of 5 minutes, the elected
parameters were considered. Statistic analysis was based on Bootstrap technique and
submitted to analysis of variance in completely randomized blocks (ANOVA Two-
Way) and Tukey's multiple comparison tests. The elected significance level was

p<0.05.

Results: Concerning to HF all solutions resulted in cardiac conduction system
preservation, but presented scores below basal values of this variable, at 10°C as much
as 20°C. Thirty minutes after reperfusion all solutions kept stability, with the exception
of St. Thomas solution at 20°C which presented heart rate above basal values during
the whole reperfusion period. Myocardial contractility was evaluated by the following
variables: LVSP, +dP/dt and -dP/dt. By analysing these parameters in an integrated
focus causes us to conclude that reperfusion and ischemia effects on the myocardial
are extremely deleterious resulting marked reduction of ventricular performance. At 60
minutes of reperfusion the lower rates of depression were presented by Celsior
solution as follows: LVSP = 53% at 10°C and 38% at 20°C; +dP/dt = 52% at 10°C and
37% at 20°C; and —dP/dt = 43% at 10°C and 28% at 20°C. Regarding CF, the obtained
results suggest that Bretschneider-HTK solution at 10°C and Celsior solution at 20°C
resulted higher flow rates, being the ones that propitiated better conditions of
protection, contrary to the development of tissue edema, even with the maintenance of
much lower values than those found in basal situation. About all the others tested
cardioplegic solutions in connection with CF parameter resulted the following
decreasing order of efficiency: at 10°C, Celsior, Krebs-Henseleit and St. Thomas

solutions, and at 20°C, Bretschneider-HTK, St. Thomas e Krebs-Henseleit,



respectively.

Conclusion: Considering the limitations of the current investigation, the
results that were found allow us to conclude the following: 1) Cardioplegic solutions
evaluated in this study are not able to avoid deleterious effects of ischemia-reperfusion
phenomenon on the heart; 2) In the present study the perfusion temperature of 20°C
provided better protection of the isolated heart rat when compared to 10°C; and 3)
Celsior solution showed better myocardial protection response in isolated rat hearts
submitted to cold static ischemia at 10°C, followed by the Bretschneider-HTK, Krebs-
Henseleit and St. Thomas solutions. At perfusion temperature of 20°C, the Celsior
solution still presented the best result, followed by Bretschneider-HTK, St. Thomas

and Krebs-Henseleit solutions.

Keywords: induced heart arrest; myocardial ischemia; myocardial reperfusion
injury; cardioplegic solutions; induced hypothermia; left ventricular function; rat,

Wistar.
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Introducdo

O termo protecdo miocardica refere-se as estratégias usadas para atenuar ou
prevenir a disfuncdo miocardica pos-isquémica que pode ocorrer durante e apds
cirurgia cardiaca. Técnicas de preservacao miocardica tem revolucionado a cirurgia
cardiaca, mas refinamentos continuados na pratica clinica da prote¢ao miocardica sao

necessarios para otimizar a fun¢do cardiaca pos-operatoria.

A disfungdo ventricular apos cirurgia cardiaca, pelo comprometimento do
musculo cardiaco (lesdo) provocado pelo fendmeno da isquemia e reperfusdo, ¢ bem
observada em pacientes que apresentam sintomas de insuficiéncia cardiaca aguda e
arritmias malignas, mesmo quando ocorre rapida restauracdo da perfusdo. A lesdo
miocardica apds isquemia e reperfusdo pode ocorrer em diversas situagcdes como:
trombolise, angioplastia coronariana percutdnea e apds periodos de parada cardiaca
isquémica durante a cirurgia do coracao. Atualmente a parada cardioplégica ¢ utilizada
na cirurgia cardiaca, especialmente no transplante do coragdo, objetivando proteger o
miocardio dos problemas consequentes da isquemia. A lesdo do musculo cardiaco
tanto pode ser reversivel como irreversivel. O dano reversivel, sob perspectiva clinica,
possibilita a recuperagdo de pacientes de alto risco, em choque cardiogénico, pela
funcdo cardiaca gravemente comprometida. O dano irreversivel pode gerar a

insuficiéncia cardiaca cronica, que geralmente evolui com alta mortalidade, a despeito
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Introducdo

dos modernos tratamentos.

1.1 Aspectos Historicos

O surgimento do éter e do cloroformio na metade do século XIX, para
anestesia geral, possibilitou o desenvolvimento das grandes cirurgias. Em 1818,
Heberden' estabeleceu o termo “angina pectoris”. Hammer?, em 1876, diagnosticou o
primeiro infarto do miocardio. Billroth® ,em 1882, e Paget3 , em 1886, consideraram o
coragdo como 6rgdo impossivel de ser submetido a cirurgia. Porém, Williams*, em
1893, realizou inspe¢ao no coragdo ferido por arma branca que no momento ndo
sangrava e realizou sutura de vaso pericardico com sangramento. Del Vecchio’, em
1895, realizou sutura de ferimento cardiaco, reportado durante Congresso em Roma e
Rehn®, em 1896, na cidade de Frankfurt — Alemanha, realizou com sucesso a primeira
sutura de lesdo no ventriculo direito, transpondo a barreira estabelecida sobre cirurgia
do coragdo. Em 1902, Carrel” publicou no Lyons Medical a técnica para anastomose
término-terminal em vasos sanguineos. Em 1910, este médico reportou uma série
surpreendente de experimentos que constituiram as formas mais atuais da época para
pontes e interposicdes de vasos na artéria corondria. Nestes experimentos foi

anastomosada a artéria inominada de um cao para uma artéria coronaria distal de outro
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cdo. Carrel realizou também experimentos de ponte coronariana, suturando um
segmento livre de artéria cardtida entre a aorta toracica descendente e a coronaria
esquerda no mesmo cio’. Estes procedimentos foram os antecessores das técnicas com
artérias  toracicas internas, como usado atualmente. Também realizou,
experimentalmente, as primeiras interposicdes de segmentos de veias em aortas
seccionadas’. Estes trabalhos foram precursores dos atuais procedimentos de
revascularizagdo com veia safena. Os trabalhos em transplante e enxertos vasculares
de Carrel foram considerados tdo importantes no mundo cientifico que lhe valeram a
outorga do Premio Nobel de Medicina em 1912, além de ser o primeiro a ser
homenageado por pesquisas médicas nos EUA. Em 1925, Souttar, cirurgido inglés,
realizou com sucesso uma valvulotomia mitral usando seu dedo para abrir a comissura
valvar mitral em um paciente jovem do sexo feminino'®. Forssmann realizou o
primeiro procedimento de cateterizagdo do coragdo direito e publicou no Klrinische
Wochenschriﬁ“, em 1929. Em 1937, Gibbon'? demonstrou experimentalmente a
possibilidade de realizagdo de cirurgia cardiaca com auxilio da circulacao
extracorporea. Em 1938, Gross realizou a ligadura de um ducto arterioso patente'”. Em
1943, Zerbini'* realizou com sucesso a primeira sutura da artéria descendente anterior
em crianga vitima de ferimento penetrante toracico. Em 1944, Crafoord, na cidade de

£ ~ 15
Stockolmo, na Suécia, ressecou com sucesso uma coarctacdo da aorta ~. Em 1944, o
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cirurgido Blalock realizou com sucesso uma derivagdo sistémico-pulmonar para
tratamento de uma paciente de 15 meses com diagndstico clinico de tetralogia de
Fallot, com estenose pulmonar grave, feito pela Dra. Ellen Taussig'®. Em 1948, Arthur
Domingues Pinto”, realizou no Brasil a cirurgia de Blalock-Taussig, e, em 1950, a

18, 19

primeira coarctacdo da aorta da América do Sul. Em 1949, Bailey publicou artigo

sobre cirurgia para estenose mitral por valvulotomia. Trabalhando no mesmo objetivo,

. A . . 20,21
Harken e Smithy desenvolveram experiéncia clinica através da valvulotomia™ ~".

Em 1951, Dogliotti ¢ Constantini*’, empregaram a circulagio extracorporea
pela primeira vez em humanos durante a ressec¢do de um tumor de mediastino. Em
1951, Dennis et al.® utilizaram a circulagdo extracorporea com hipotermia de
superficie na corre¢do de comunicacao interatrial de uma crianca de seis anos, porém a
paciente ndo sobreviveu. Todavia, a circulagdo extracorpdérea adquiriu seu real
destaque quando em 06 de maio de 1953, Gibbon®* empregou com éxito esse método
corrigindo uma comunicagdo interatrial em uma paciente de 18 anos. Em 1956, o
brasileiro Hugo Felipozzi® iniciou na América do Sul a era da cirurgia cardiaca sob
visdo direta com circulagdo e oxigenacdo extracorporeas € com a utilizagdo da bomba
coracdo-pulmio equipada com oxigenador de discos modelo Kay-Cross adaptado e

montado nas oficinas de uma fabrica de cigarros.
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Historicamente, um dos maiores impactos para o desenvolvimento da cirurgia
cardiaca foi a evolucdo dos métodos de protecdo miocardica. Inicialmente, as
operagdes cardiacas estavam limitadas as corregdes mais simples e eram realizadas
com o coragao batendo. Bigelow et al., em 1950, em estudo animal, com resfriamento
de superficie, estabeleceram a base conceitual da protecdo miocardica quando
evidenciaram a redugdo da demanda de oxigénio pela hipotermia®®. Boerema et al., em
1951, publicaram estudos experimentais com hipotermia através de derivacdo fémoro-
femoral®?’. Em 1953, Lewis e Taufic, reportaram sucesso na correcdo de defeito do
septo atrial utilizando resfriamento de superficie®®. No mesmo ano, Swan et al.
relataram uma série de pacientes tratados com sucesso pela mesma técnica®. Em 1954,
Lillehei realizou com sucesso a primeira circulagio cruzada em ser humano®’. Em
1955, Melrose et al., descreveram a parada cardiaca eletromecanica induzida ao se
infundir altas dosagens de citrato de K™ na aorta ascendente’’. Logo se iniciou a
utilizagdo clinica dessas duas técnicas, mas, estudos subsequentes mostraram os efeitos
deletérios da alta concentracdo de potassio. Houve entdo interesse de se pesquisar
solucdes cardioplégicas apropriadas. Em 1958, Lillehei realizou com sucesso
valvuloplastia adrtica e mitral com circulagio extracorpdrea’™. Sealy et al.”*, em 1958,
utilizaram a hipotermia combinada com a circulagdo extracorporea™. Em 1959, Drew

134

e col.”™, em estudos experimentais, utilizaram circulagdo extracorporea com ventilagao
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.. . . . , . 35 e
assistida, com hipotermia e parada circulatéria a 15°C™°. A seguir iniciou-se a

136

utilizacdo de hipotermia seletiva topica por Urschel et al.”™, e Shammway e Lower, em

1959, adicionando solugdo salina fria ao saco pericardico, estabeleceram as bases da
prote¢do miocardica durante 90 min de ping:amento37. Guiot et al.*®, e Weiss et al.*,
em 1960, publicaram uso da hipotermia e parada circulatéria na pratica clinica. Em
1961, Kirklin et al.*’, na Mayo Clinic, relataram parada circulatoria hipotérmica em 52
pacientes, utilizando a técnica de Drew em 23 pacientes e oxigenador em 29 pacientes.
Em 1963, Horiuchi et al.*', da Univerdade de Tohoku, usaram hipotermia de superficie
a 20°C e parada circulatoria para corre¢do de defeito septal ventricular em criangas.
Barnard e Schrire”, em 1963, utilizaram parada circulatoria hipotérmica com
circulagdo extracorporea em adultos. Jatene®, em 1963, aperfeicoou a técnica de

hipotermia seletiva com bons resultados. Dillard et al.**

, em 1967, modificou esta
técnica para permitir parada circulatdria por 60 minutos utilizando hipotermia de
superficie de 17°C e a 20°C. Os primeiros a descreverem os danos do miocardio em
pacientes que nao sobreviveram ao procedimento cirurgico por depressdo miocardica
foram Morales et al.*’, em 1967, evidenciando 30% de areas de necrose e
cicatrizacdes. A hipdtese de as lesdes serem provocadas por desequilibrio entre a

1,46

oferta e a demanda de oxigénio foi apresentada por Najafi et al.”, em 1969, que

mostraram infarto subendocardico difuso em pacientes que ndo sobreviveram a
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cirurgia. Moraes, em 1969 e Jasbik, em 1970, pioneiramente, propuseram e
sistematizaram através de estudos clinicos e experimentais, o emprego da técnica de

cardioplegia retrograda atrial, também designada como cardioplegia retrograda total.

Barratt-Boyes et al.*’, em 1971, na Nova Zelandia, reportaram reparos de mal-
formacdo cardiaca em criancas pesando menos de 10kg, usando resfriamento de
superficie de 22 a 27°C. Em 1973, Hamilton et al.**, utilizaram parada circulatéria
hipotérmica em criangas usando somente circulagdo extracorpérea para o resfriamento.

Cooley et al.* >

, em 1972, empregaram o pincamento da raiz da aorta para induzir
parada cardiaca anoxica em normotermia. Contudo, pesquisas evidenciaram que a
isquemia cardiaca normotérmica estava associada a acidose metabolica, hipotensao e
ao baixo débito cardiaco. A parada cardiaca quimica para prote¢do miocardica sem a
associagdo de necrose, como na solugdo de Melrose, foi alcangada por Gay e Ebert’ g
em 1973, com baixas concentra¢des de K*. Em 1975, Bretschneider et al.’ % iniciaram
a utilizagio de cardioplegia com baixa concentragio de Na' e auséncia de Ca'.
Aprimorando estudos prévios com solug¢des cardioplégicas, Hearse et al.”’, em 1976,
desenvolveram um modelo de solugio que foi introduzida por Braimbridge et al.>* no
Saint Thomas Hospital, em 1977, onde ficou conhecida como solucdo St.Thomas.

155

Follete et al.””, em 1978, empregaram solugdo cardioplégica cristaldide enriquecida
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com sangue, obtendo resultados consistentes. Nos anos 1980, Follete et al. e Buckberg
aprimoram a cardioplegia sanguinea, destacando-se sua maior capacidade de

s A+ 5556
tamponamento e transporte de oxigénio ",

Mudanga de paradigma adveio do método proposto por Braile et al.”’, em
1989, pelo emprego de cardioplegia sanguinea normotérmica, e Salerno et al.”*, em
1991, com a técnica de cardioplegia retrograda aquecida. A partir de 1982, com o
trabalho de Menasché et al.”’, e subsequentemente, Buckberg et al.®’ Drinkwater et
al.®!| Salerno et al.”®, Partington et al.®? ¢ Gomes et al.%®, as aplicagdes clinicas da
cardioplegia retrégrada puderam ser feitas pelo seio coronariano. A eficécia clinica da
cardioplegia retrograda atrial foi confirmada tanto por Fabiani et al., em 1986, como
também por Paes-Leme et al.**, em 1997. Desde a sua aplicagdo clinica pioneira até
seu uso mais recente, a técnica de cardioplegia retrograda atrial pressupde a dissec¢ao
do tronco da artéria pulmonar para sua adequada oclusdo, ou, o pingamento em bloco
da aorta e pulmonar. Neste caso ndo ¢ possivel descomprimir as camaras direitas
isoladamente. Gomes e Gomes® consideraram que esse inconveniente pode ser evitado
com a oclusdo do tronco pulmonar de modo simples e menos traumadtico, pela
passagem de fita cardiaca pelo seio transverso do pericardio. As extremidades da fita,

atravessando tubo de latex, formam um torniquete que permite a oclusdo da artéria
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pulmonar, sem necessidade de sua dissec¢ao na contiguidade com a aorta ascendente.

Estudos experimentais de Gomes et al.®, em 1976, mostraram perfusio plena
e homogénea do miocardio com técnica de perfusao retrégrada sequencial, realizando-
se a perfusdo do seio corondrio e, em sequéncia, a do atrio direito, como na retrograda
atrial total. Isto se mostrou importante porque a perfusdo apenas pelo seio coronario
mostra padrdo angiografico heterogéneo na extensdo da massa ventricular, ndo
abrangendo a area correspondente ao fluxo coronariano escoado pelas veias minimas
atriais e ventriculares. Estudos avangados realizados por Bhayana et al.*’, em 1989, ¢

168

Tian et al.”™, em 1998, demonstram a seguranga e os beneficios da perfusdo coronaria.

Pouco ainda se conhece a respeito dos mecanismos intrinsecos envolvidos no
fenomeno isquemia e reperfusdo assim como as formas mais adequadas de sua
protecdo, apesar dos variados estudos sobre o tema, constantes da literatura médica
mundial. Muitos aspectos e ideias a respeito dos mecanismos envolvidos tém sido
testados, tanto em experimentos como em ensaios clinicos, com resultados

conflitantes. A prote¢ao miocardica continua a representar um grande desafio.

Diferentes fatores determinam a extensao do dano ao cardiomidcito, a saber:

tempo de isquemia, temperatura, concentracdo de substrato energético na solugdo
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cardioprotetora, bem como a intensidade individual da resposta inflamatéria. A
reperfusdo, necessaria a sobrevivéncia do tecido, ¢ seguida, inevitavelmente, de graus
variaveis de lesdo celular pos-isquémica. A lesdo de isquemia e reperfusdo ¢ um

fendmeno complexo que pode culminar com a morte do cardiomidcito.

Objetivando melhorar o entendimento dos principais aspectos envolvidos nas
lesdes celulares devido ao fendmeno da isquemia e reperfusdo no escopo do presente

trabalho, tornaram-se necessarias algumas consideragdes basicas, expostas a seguir.

1.2 Mecanismo fisiologico da isquemia e reperfusiao

Para ocorrer a contragdo, as células musculares cardiacas requerem tanto
calcio extracelular como ion sddio. Tal como no musculo esquelético, a iniciacdo e o
término do potencial de agdo no cardiomiocito ¢ derivado da entrada do Na' através do
sarcolema em circuito fechado de resposta positiva retroalimentado. Entretanto, o
influxo do Ca'" extracelular através dos canais de Ca’™ tipo L (LTCC), também
conhecidos como receptores dihidropiridina (DHP), sustenta a despolarizacdo do
cardiomidcito para longa duragio. A liberagdo de Ca’" induzida por calcio do reticulo
sarcoplasmatico ocorre sob acoplamento excitacdo-contragdo normal. Uma vez

~ ++ . x ;
aumentada a concentragdo do Ca  intracelular, ocorre ligacdo com a troponina, a qual
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inicia a contragdo através das proteinas contrateis, actina e miosina, associada em
formagdo de ponte cruzada. Os fons Ca'  sdo armazenados dentro do reticulo
sarcoendoplasmatico. Seu efluxo ¢ regulado via receptor de rianodina (RyR),
principalmente a tipo 2 (RyR2), e sua funcdo ¢ dependente das proteinas
estabilizadoras localizadas no citosol (FKBP12 e FKBP12.6). Este complexo permite o
funcionamento correto dos canais i6nicos® . A liberagdo de Ca™" pelo reticulo
sarcoplasmatico ¢ regulada, normalmente, pela absor¢io do Ca'" citosdlico por meio
das bombas de Ca'" do reticulo sarcoendoplasmatico (SERCA). Simultaneamente,
inicia-se uma efusdo de Ca’" do citosol pelo trocador Na'/Ca™ (NCX). A reabsor¢io
das bombas SERCA ¢ regulada pelo fosfolambano (PLB, também conhecido na
literatura abreviadamente por PLN), o qual, em um estado desfosforilado, inibe a
atividade da SERCA e, consequentemente, resulta em sobrecarga do Ca'"

. 69,71,72
intracelular® 7" 2,

A diminui¢do ou interrup¢do do fluxo sanguineo ao miocardio implica na
limitacdo ou cessacdo da oferta de oxigénio e substratos metabolicos aos
cardiomidcitos, com consequentes alteragdes funcionais, estruturais e metabodlicas. O
desvio do metabolismo celular de aerobiose para anaerobiose leva ao acimulo de ions

e metabolitos intracelulares. A isquemia promove rapida deplecdo das reservas
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celulares de adenosina trifosfato (ATP) e fosfato de creatina, levando a depressdo da
X et SA 3 . ++ +
fungdo contratil e das bombas idnicas dependentes de ATP”. O acamulo de Ca™" ¢ Na
. . + . .
no citosol, com concomitante perda do K para o meio extracelular, afeta o potencial
de membrana e o gradiente i0nico transmembrana. Estas alteracdes levam ao acumulo
de metabdlitos, a acidose celular, ao aumento da carga osmdtica, a formacdo de
;e . e A N . ~ . , . ++
espécies reativas de oxigénio e, finalmente, a ativagdo de enzimas sensiveis ao Ca .
Em sequéncia, alteragdes morfoldgicas podem comecar a ocorrer. As proteases
. ,q . ~ 4+ . . .
ativadas, sobretudo pelo subito aumento da concentracdo de Ca " e dos radicais livres,
degradam as proteinas miofibrilares do citoesqueleto celular, enquanto as lipases
74
desestruturam as membranas, provocando sua ruptura e a morte celular™. O retorno do
c ALe . ++ . r1: s
oxigénio e nutrientes faz com que o Ca  citosdlico, ja em valores elevados durante a
isquemia, aumente ainda mais com a reperfusao, em virtude da entrada adicional desse
r . ++ , . ++ I
ion pelos canais de Ca ~ voltagem dependentes. Além desses canais, o Ca’ também
: r + ++ J
aumenta no citosol, penetrando através do sarcolema pelo trocador Na'/Ca e também
. ~ ++ It o] 5 6 .
pela liberagdo do Ca™" pelo reticulo sarcoplasmatico™ "°. Assim, com a perda do
controle sobre a coordenagdo dos mecanismos intracelulares, surgem as arritmias de
~ . . , . . ~ P ++
reperfusdo, cujo mecanismo esta relacionado com as oscilagdes transitorias do Ca
. . ~ . , . . o 8 .
intracelular e a estimulacdo do ciclo do 4cido tricarboxilico’” ’*. Finalmente, em

A . ~ . .. ++ . . ;.
decorréncia das lesdes mitocondriais, com sobrecarga de Ca e bloqueio respiratorio
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celular, ocorre a geracdo de espécies reativas de oxigénio causadores da
lipoperoxidagao do sarcolema. Portanto, durante a isquemia seguida de reperfusdo, os
cardiomidcito sdo expostos a uma sequéncia de eventos deletérios e adaptativos que
podem ser divididos, do ponto de vista didatico, em dois componentes, assim

denominados: lesdo de isquemia e lesdo de reperfusao.

Estudo experimental sugere que o dano causado pela reperfusdo ¢
proporcional a aquele causado pela isquemia””. Sendo assim, os protocolos de
tratamento que visam aliviar o componente isquémico da lesdo de reperfusao,
representados pela adenosina, bloqueadores dos canais de Ca™ e agonistas dos canais
de K" ATP dependentes, irdo, indiretamente, reduzir o dano causado por esses
componentes também durante a reperfusdo. Além disso, o comprometimento do
miocardio ndo ¢ homogéneo em toda a sua extensdo, com areas de maior ou menor
acometimento, dependendo da duragdo e da intensidade da isquemia ou de ambos.
Dessa forma, ¢ possivel encontrar cardiomiocitos com diferentes estados de danos

roos . ;. + 9
reversivels € II‘I’CVCI'SIVCIS7 .

A Figura 1 mostra esquematicamente os principais mecanismos intracelulares

envolvidos na lesdo que o cardiomiocito sofre sob isquemia e reperfusao.
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Mecanismo da isquemia-reperfusao

Figura 1 — Mecanismo intracelular proposto da regulagio do Ca’". Nota-se também a formagio de
espécies reativas de oxigénio e apoptose do cardiomidcito em isquemia e reperfusdo. ATP — trifosfato
de adenosina, Apaf — fator de ativagdo da protease apoptdtica, Bel-2 — proteina antiapoptose, Bax —
proteina pro-apoptose, DAG — diacilglicerol, FKBP — proteina estabilizadora citosélica, G — proteina
G, a, B e y- receptores acopladores a proteina G, IP3 — trifosfato de inositol, ONS — 6xido nitrico
sintase, ONOO™ - peroxinitrito, PLC — fosfolipase C, PS — fosfatidil serina, PKC — proteinaquinase C,
R — receptor, RS — reticulo sarcoplasmético, RyR — receptor de rianodina e SERCA - bombas de Ca"™"
do reticulo sarcoendoplasmatico.

A lesdo reversivel caracteriza-se funcionalmente pela restauracdo completa da
funcdo miocardica apds normalizacdo do fluxo sanguineo. Esta disfuncdo miocardica
pode durar horas ou dias, apesar da restauragdao do fluxo de sangue. Este tipo de dano
ndo implica em alteracdo ultraestrutural da célula. No cardiomidcito pos-isquemia

devem-se ressaltar as seguintes caracteristicas:
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1.2.1 Contratilidade

Sob condi¢des normais de oxigenagdo, a interacdo entre a actina € a miosina
tem inicio quando o Ca'" intracelular aumenta e a agdo inibidora da troponina I ¢
removida. A cabeca da miosina ¢ conectada a actina que se flexiona, a custa de energia
produzida pela hidrolise do ATP, resultando na contragdo miocardica. Com a redugdo
dos niveis de Ca'’, a cabeca da miosina, que é dependente de ATP, promove a

. . . a1 80
liberacao do filamento de actina, resultando em relaxamento miocardico .

1.2.2 Hibernacao

Hibernagao ¢ uma adaptagdo causada por uma reducao intermitente ou cronica
do fluxo coronariano. E caracterizada pela reducio regional da fungio contratil que se
recupera depois de restaurado o fluxo sanguineo normal. Pode ocorrer auto-regulagao
subaguda da funcdo contratil em resposta a redugdo regional do fluxo sanguineo
miocardico, o qual normaliza o substrato metabolico e a energia regional, mas nao
persiste por mais que 12 a 24h. A hibernagdo cronica desenvolve-se em resposta aos
episodios de isquemia miocardica e reperfusdo, progredindo do atordoamento

repetitivo, com fluxo sanguineo normal, para a hibernacdo com fluxo sanguineo




36
Introducdo

reduzido®'. No miocérdio hibernado cronico, sio observadas alteracdes morfologicas
de carater adaptativo e degenerativo. O numero de miofibrilas ¢ reduzido enquanto o
numero de mitocondrias e depositos de glicogénio ¢ aumentado apds 24h. Estes
valores sdo revertidos apos restabelecimento do fluxo sanguineo normal. Outras
mudangas morfologicas incluem fibrose de grau variavel, expansdo do intersticio por
aumento da infiltracdo de macrofagos e fibroblastos com deposicao de colageno. As
proteinas da matriz extracelular aumentam pela desorganizacao do citoesqueleto. As
mitocondrias sdo pequenas e com formato discoide. Ocorre também deplecdo de
sarcomeros e do reticulo sarcoplasmatico. O glicogénio preenche lugares
anteriormente ocupados por filamentos, e a apoptose tem sido identificada em bidpsias
tomadas de miocardio hibernado durante cirurgia de revascularizacao. A fisiopatologia
do miocardio hibernado permanece sob investigacdo. Em hibernagao de curto periodo
de tempo, o unico mecanismo que tem sido identificado ¢ a reduzida resposta ao
Ca"™™. Em hibernagéo longa, as mudangas parecem corresponder a uma programacio
genética de sobrevivéncia celular, que ¢ induzida provavelmente por episddios

repetidos de isquemia e reperfusao.
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1.2.3 Atordoamento

O miocardio atordoado ¢ definido como uma disfun¢do contratil transitoria
que aparece apoés a reperfusdo, a despeito da auséncia de lesdo irreversivel e
~ . 83 . . .
restauracdo do fluxo coronariano normal™. O atordoamento tem sido induzido por
. . ~ ~ . 84 A
isquemia global em preparagdes de coragdo isolado de rato™". Contudo, a patogénese
do atordoamento miocardico ndo esta totalmente estabelecida, tendo como hipoteses a
~ y e . o A . ++ ~
geragdo de espécies reativas de oxigénio e a sobrecarga de Ca  durante a reperfusao,
as quais nao sao mutuamente exclusivas e, provavelmente, sdo diferentes facetas da
. O 85 . . .y . . . .
mesma cascata fisiopatoldgica™. A primeira hipotese foi testada em animais maiores e
tem sido mostrada por evidéncias experimentais tais como o aumento da producao das
, . . A . . , . 86 - . . 87
espécies reativas de oxigénio no miocardio atordoado™", protecao por antioxidantes e
. - P . . . N , . . . A - 88
disfun¢do contratil induzida pela exposi¢do direta as espécies reativas de oxigénio . A
++ £ . i1 r ;e .
sobrecarga de Ca’ ¢ um mecanismo possivel através do qual as espécies reativas de
« A e . . 89 L ++
oxigénio podem induzir o atordoamento . A hipotese do Ca  postula que o
’ : ++
atordoamento ¢ devido a sobrecarga de Ca  que ocorre durante a fase precoce da
~ + . . e e e o~
reperfusdo, consequente a sobrecarga de Na intracelular, seguido da inibigdo
T + + ot . .
metabdlica da bomba de Na', a Na /K ATPase. De fato, medidas obtidas pela

A . OB + .
ressonancia magnética nuclear mostram aumento do Na intracelular durante a




38
Introducdo

isquemia e reperfusio’’. A reperfusio com solugdes contendo baixa concentragdo de
Ca"™" resultam na atenuagdo do atordoamento’'. Outro mecanismo possivel pelo qual o
Ca"" pode ser implicado no atordoamento ¢é a ativagio das proteases dependentes de
Ca'". Essas proteinas, conhecidas como calpainas, sio enzimas que fragmentam outras
proteinas quando o Ca™" est4 elevado. Isto pode conduzir a proteolises da troponina I
que, junto com a perda de outras proteinas contrateis, resulta em decréscimo da
resposta ao Ca™*%. A exposigdo direta dos miofilamentos & calpaina-I ativada reproduz
o fendmeno do miocardio atordoado por diminui¢cdo da sensibilidade e depressao
contratil. Além disso, esses efeitos sdo prevenidos pela presenca do calpastatina que €
um inibidor enddégeno da calpaina®. A auséncia de dano celular irreversivel em
miocardio atordoado pode corresponder ao aumento da resisténcia do coragdo a
isquemia. O miocardio atordoado pode disparar a expressao de diferentes conjuntos de
genes que agem protegendo o miocardio contra lesdo irreversivel. De fato, isso tem
sido mostrado em modelo suino de isquemia regional reversivel, areas normais e
atordoadas no mesmo coragdo, que corresponderam a diferentes expressdes genéticas.
Mais de 30% dos genes que se apresentam no miocardio atordoado sdo reconhecidos
como atuantes em diferentes mecanismos na sobrevivéncia da célula, incluindo
resisténcia a apoptose, citoprote¢do e crescimento celular. Deduz-se que a resposta

o ’ . ~ ’ 94
genética estd relacionada com a reducdo de fluxo sanguineo .
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1.2.4 Contratura

Portanto, durante a isquemia grave e prolongada ha forte interagdo entre a
cabega da miosina e a actina, devido a deplecio de ATP. Assim, a contratura
isquémica ¢ desenvolvida. O aumento da concentra¢ao de adenosina difosfato (ADP)
parece ser o gatilho inicial para o desenvolvimento da contratura. O ADP estimula a
atividade da ATPase da miosina, conduzindo a deplecio da ATP®. Pontes rigidas
exercem um efeito cooperativo nos filamentos finos e a sensibilidade ao Ca’™ ¢é
aumentada. Entretanto, a sensibilidade ao Ca"" pode ser reduzida quando os H' e o
SO, sdo acumulados. A contratura isquémica é moderada em sua extensio e nio
causa maior dano estrutural, mas conduz a defeitos do citoesqueleto, e os
cardiomidcito tornam-se mais frageis e suscetiveis ao dano mecanico. No modelo de
coracdo perfundido, o desenvolvimento da contratura tem sido correlacionado ao
conteudo de glicogénio miocardico pré-isquémico, particularmente durante a isquemia
global sem fluxo sanguineo. O aparecimento da contratura coincide com o decréscimo
da disponibilidade de ATP que acompanha a deplecao total de glicogénio. O perfil da
contratura isquémica nao €, necessariamente, relacionado a recuperacao pos-isquémica
da fungdo. A dissociacdo entre a contratura isquémica e cardioprotecdo tem sido

observada. Intervengdes tal como o pré-condicionamento isquémico sdo capazes de
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conservar o conteudo de glicogénio pré-isquémico e facilitar a recuperagdo pos-

. A s 96,97
isquemica " .

1.2.5 Hipercontratura

A hipercontratura desenvolve-se imediatamente apds reperfusdo e estd
relacionada a sobrecarga de Ca'", que ¢ agravada pela reperfusdo devido a persisténcia
do modo reverso da a¢dio do trocador Na'/Ca™". Além disso, a reoxigenagio causa
reenergizacdo do reticulo sarcoplasmaético, o qual reinicia o actimulo de Ca' .
Completada sua carga de Ca"", o reticulo sarcoplasmatico passa a liberar Ca’" para o
citosol, porque o Ca' citosolico ainda aumentado promove a liberagdo induzida de
Ca'"" do reticulo sarcoplasmatico. Esta oscilagio do Ca™ no meio intracelular provoca
descontrole da ativagdo miofibrilar, alimentada pelo aumento de ATP?. Os
cardiomidcitos reoxigenados estdo em perigo agudo pela contratura devido a
sobrecarga de Ca’ e a rdpida recuperagdo da produgdo de energia mitocondrial na
reperfusdo. Contudo, depois da isquemia prolongada, este mecanismo de
desenvolvimento de contratura provavelmente ocorre menos. Com a progressdo do
dano celular isquémico, a habilidade da mitocondria para restaurar rapidamente o

estado celular normal de energia na reoxigenacdo ¢ reduzida. Os cardiomidcitos,
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durante a fase inicial da reoxigenagdo, podem conter muito baixa concentracdo de
ATP, o que provoca contratura rigorosa. Em casos onde a severidade da contratura
prevalece, acdes terapéuticas objetivando a sobrecarga de Ca’" intracelular ndo sio
efetivas, visto que a severidade contratil é essencialmente Ca™ independente”™.
Existem evidéncias sugerindo que a necrose pos-isquémica e a hipercontratura sao
fenomenos casualmente relacionados. A lesdo de reperfusdo no miocardio é um
fenomeno complexo consistindo de muitas etiologias independentes. Durante a fase
inicial da reperfusdo, o desenvolvimento da hipercontratura parece ser a causa primaria
de necrose. A manuten¢do da isquemia por horas pode conduzir a morte celular por
necrose, € a lesdo vascular pode agravar o dano miocéardico. Na cirurgia cardiaca,
quando o coracdo ¢ reperfundido apds isquemia prolongada ou cardioplegia
insatisfatoria, a reperfusdo pode levar ao aparecimento do fenomeno do coragdo de
pedra. No coragdo in situ, exposto a oclusdo corondria transitoria, a drea de necrose se
apresenta quase exclusivamente na forma de “necrose de banda de contragio”™” . A
extensao dessa necrose esta relacionada com a magnitude do encolhimento miocardico

macroscopico e com a quantidade de enzimas liberadas durante os primeiros minutos

5 101
da reperfusdo .
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1.2.6 Morte celular

Pode-se distinguir duas formas de lesdo miocardica, a apoptose € a necrose.
Em estudo experimental, observa-se que a morte celular por necrose ocorre até¢ 24h
apos a reperfusdo. Por sua vez, a apoptose se instala até 72h apos a reperfusdo'®.
Inibidores farmacoldgicos da cascata sinalizadora de apoptose durante a fase de
reperfusdo sdo capazes de atenuar os componentes da morte celular'® '**. Apoptose e
necrose parecem compartilhar mecanismos comuns nos estigios precoces da morte

celular.

1.2.6.1 Apoptose

105
1.

Termo inicialmente proposto por Kerr et al. ™, em 1972, a apoptose ¢ um

processo programado de morte celular, dependente de energia, que resulta em
condensa¢ao da cromatina, fragmentacdo do DNA (Deoxyribonucleic Acid), formagao
de corpos apoptoticos, perda da integridade da membrana celular e ndo envolvimento

: . : 102, 106-109 C A
na resposta inflamatoria . A apoptose ocorre durante a fase isquémica e pode

110, 111

ser acelerada ou ser deflagrada durante a reperfusao . O caminho sinalizador da

apoptose ¢ mediado pela mitocondria e ¢ ativado pela hipoxia, isquemia, reperfusao e

2

. .11 . , L, . \ ~
pelo estresse oxidativo °. Esses sinais pré-apoptoticos induzem a alteracdo da
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permeabilidade da membrana mitocondrial interna e externa, fazendo com que os
poros se abram devido & sobrecarga de Ca’™". A abertura dos poros da membrana
mitocondrial ocorre principalmente na reperfusdo, mas existe crescente evidéncia de
que pode ocorrer também durante a isquemia''’. Esta abertura conduz a liberagdo do
citocromo C, segundo ativador mitocondrial de caspase ou proteina de ligacdo direta
com a proteina inibidora de apoptose, da endonuclease G e do fator indutor de

114, 115 . ,
’ . O citocromo C € um

apoptose, que facilitam a sinalizacdo da apoptose
removedor catalitico do superdéxido mitocondrial e sua perda resulta na inativa¢ao da
cadeia respiratéria mitocondrial, na producao de espécies reativas de oxigénio e na
iniciagdo da apoptose. O citocromo C se liga a uma proteina do citosol resultando na
ativagio da caspase-9 e da caspase-3''°. Este processo somente pode ser executado
quando existe ATP disponivel. Entretanto, em isquemia grave, a liberacdo do
citocromo C pode ter pequena ou nenhuma consequéncia na apoptose, devido a
deplecdo de ATP limitar a ativagdo da caspase, causando necrose. A apoptose ¢

modulada por fatores pr6 e antiapoptose especificos que, em geral, estdo ligados aos

11
poros das membranas celulares' .

1.2.6.2 Necrose celular

E caracterizada por ruptura da membrana, edema macico, fragmentagdo
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celular e disparo da resposta inflamatéria. O local primario da lesdo irreversivel tem
sido objeto de intensa investigacao, e diferentes fatores estdo relacionados: lisossomas,
mitocondrias, produtos metabdlicos finais, sobrecarga de Ca'', fosfolipase,
peroxidagdo lipidica e lesdes no citoesqueleto''®. Este estagio final e irreversivel é
caracterizado, do ponto de vista clinico, pelo infarto agudo do miocardio e
estratificagdes tém sido propostas na descricdo do grau de lesdo miocardica em fung¢do

da isquemia.

1.3 Mecanismos de protecio miocardica

Todos os esfor¢cos devem se voltar para a ampliagdo dos mecanismos de
protecdo miocardica e o pronto restabelecimento do fluxo sanguineo para se evitar a
progressao da lesdo isquémica. Nos pacientes que desenvolvem infarto agudo do
miocardio, o evento ocorre de forma abrupta e imprevisivel. Por outro lado, nas
operacdes cardiacas, o momento e o tempo de isquemia sdo geralmente conhecidos. A
prote¢do miocardica surgiu com o objetivo de atenuar ou minimizar os efeitos
deletérios resultantes da isquemia, tornando o miocardio mais resistente a parada
cardiaca anoxica. Para tal fim, objetiva-se reduzir o metabolismo celular para

manutencao das reservas energéticas, na forma de ATP, e preservagdo da integridade
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ultraestrutural no miocardio. Desta forma, ¢ possivel garantir a manuteng¢do da
contratilidade ventricular e, consequentemente, da fun¢do cardiaca, garantindo assim

os beneficios desejaveis da cirurgia cardiaca.

Dentre os métodos de protecdo miocardica, para condi¢cdes com longos
periodos de isquemia, destaca-se, pela maior eficiéncia, o uso de solucdes

cardioplégicas.

1.3.1 Solugoes cardioplégicas cristaloides

A eficacia da preservagdo do orgdo depende, principalmente, da solucao

cardioplégica utilizada e de sua temperatura.

A férmula da solugdo cardioprotetora ¢ baseada em trés principios: a) parada
hipotérmica do metabolismo, b) provimento de ambiente fisico e bioquimico que
mantenha vidvel os componentes estruturais do tecido durante a parada metabolica

. e . ~ ~ 119
hipotérmica e ¢) minimizagao dos efeitos da lesdo de reperfusao .

O principal proposito dos componentes i6nicos das solugdes de preservacao ¢
induzir rapida despolarizacdo da membrana celular do cardiomidcito por reduciao do

gradiente de K’ transmembrana. Isto resulta em cessacdo das atividades elétrica e
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mecanica do coracdo. Secundariamente, minimiza o fluxo dos ions intracelulares
baixando o gradiente de concentracdo dentro do espago extracelular. As solugdes
salinas de composicao relativamente simples, semelhante ao liquido extracelular como
o Ringer-lactato e o Hartmann, foram inicialmente empregadas na protecao do
miocardio, e se mostram incapazes de manter adequada viabilidade e garantir a fungao

120
do enxerto .

O melhor conhecimento das alteragdes estruturais causadas por isquemia,
resfriamento e reperfusdo levou a modificagdes importantes na composi¢do das

solugdes de preservacdo, com a inclusdo de novos componentes como: 1) anions

121,

. . . 122 . .
impermeantes (manitol, sacarose ou raquinose) , 2) fontes de energia (glicose,

122,

. , . . 123 J
aminoacidos, ATP ou adenosina) , 3) estabilizadores da membrana celular

122

(bloqueadores de canais de Ca'', esteroides)'”, 4) antioxidantes e quelantes

122, 124

(alopurinol, lactobionato) , € 5) tampdes, atuando nos limites fisioldgicos de pH

(fosfato, citrato ou lactobionato)'?" 1> 12,

O primeiro grande avango, que permitiu a evolucao para as solugdes hoje em
. . ~ ~ .~ . ~ +
uso, foi a introducao das solugdes com composicao intracelular que sdo pobres em Na
. + o + ala121, 127 1
e ricas em K'. Seu emprego diminui o edema e a perda de K™ pela célula . Ja as

~ - + . =+ o~ .
solugdes de composigdo extracelular, pobres em K’ e ricas em Na ', sdo assim




47
Introducdo

classificadas porque simulam o ambiente i06nico extracelular. O uso de solucdes
intracelulares e extracelulares com igual sucesso na preservacao de 6rgaos sugere que
este aspecto pode nao ser relevante para a qualidade de preservacdo necessaria a
solugdo de perfusido'*®. Solugdes com composicio extracelular apresentam excelentes
resultados especialmente em transplante pulmonar'*’. Aparentemente, estas solugdes
produzem os melhores resultados na preservagio cardiaca'>>. Ao longo do tempo e
para diferentes 6rgaos, outras solugdes foram desenvolvidas, com composi¢do e
caracteristicas diversas, contendo compostos isomolares ou hiperosmolares, compostas

C g f: 1121, 125, 128, 130-133
de cristaldides ou contendo coldides = = <% )

As solucgoes Celsior, Krebs-Henseleit, St. Thomas 1 e 2, Universidade de
Wisconsin-1 e a solugdo de preservagdo de Lyon sdo exemplos de solucdes do tipo
extracelular. As solucdes da Universidade de Wisconsin, Bretschneider-HTK, Stanford
e Euro-Collins sdo exemplos do tipo intracelular. Os beneficios das solucdes

intracelulares incluem rapida parada mecanica cardiaca e menor edema intracelular.

A solucdo Bretschneider-HTK, contendo histidina, triptofano e a-
cetoglutarato, foi utilizada inicialmente para induzir cardioplegia. Sua utilizacdo em
transplantes de orgdos (figado e coragdo) mostrou bons resultados'*’. Essa solugdo é

um excelente tampdo e contém removedores de radicais livres como o triptofano e a
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histidina. A presenca de a-cetoglutarato e histidina parecem ter efeitos metabolicos

benéficos.

~ . . . . . , + .
A solugdo Celsior, que tem baixa viscosidade e baixo conteido em K', foi
desenvolvida, inicialmente, para protecdo do coragdo. Tem sido usada experimental e

134-136 .
. Foi testada com

clinicamente em transplantes hepaticos, renais e pancreaticos
bons resultados em transplantes cardiacos, pulmonares, renais e do intestino delgado,

13
bem como hepaticos'’.

A solugao St. Thomas foi inicialmente elaborada como indutora de

. : o ; . ~ L 138 -
cardioplegia em cirurgia cardiaca com circulagdo extracorpdrea ~°. Tem sido uma das
solugdes empregadas para preservacao cardiaca desde o inicio dos programas de

p 138
transplantes cardiacos .

Ainda permanece incerta a composicao ideal das solug¢des de preservacao do
coragdo, usadas durante as sucessivas fases do transplante cardiaco, a saber: desde a

parada do coragao doado, preservagdo, reimplante e reperfusdo. Isto ¢ mostrado pela

139, 140

grande variedade de solugdes identificadas por estudos . Também, esta descrito

que o uso da solucdo cardioplégica como meio de preservacdo com armazenamento

140

estd associado com o aumento da mortalidade em até 2,5 vezes . Portanto, em alguns
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centros de transplantes, os coragdes doados s3o armazenados em solugdes
desenvolvidas para preservagdo de orgdos nao cardiacos. Este ¢ o caso da solugdo
Euro-Collins'*' e também a solucdo da Universidade de Wisconsin'** '**. Contudo,
mesmo se a formulacdo dessas solucdes atendesse adequadamente aos principios
gerais da preservagdo hipotérmica estdtica, isto ndo atenderia necessariamente aos
requerimentos metabodlicos especificos do tecido miocardico armazenado. No caso da
solugdo da Universidade de Wisconsin, em particular, preocupacdes tem sido
expressadas sobre o alto conteudo de K que poderia aumentar o desenvolvimento da

++144 . . .
Ca e a alta viscosidade relacionada ao

contratura relacionada ao
hidroxietilstarch'® o qual poderia prejudicar a resposta endotelial coronariana'®.
Além disso, o protocolo de preservacao usado durante o armazenamento ndo pode ser
dissociado das fases anteriores e posteriores deste procedimento. A formulacdo, que ¢
efetiva para preservagdo, pode ndo ser adequada para a perfusdo'*” '** durante a fase
inicial da parada cardiaca, ou cardioplegias subsequentes infundidas durante o
reimplante'*’, ou ainda na fase da reperfusdo'’. Este assunto ¢ ilustrado no estudo de

147
1.

Kohno et a mostrando a eficacia da solu¢do Euro-Collins (tipo intracelular), usada

como meio de preservagdo, que apresentou melhor desempenho quando o coragdo foi

inicialmente parado com solu¢do cardioplégica do tipo extracelular. Esta observagao

148
1.

foi estendida por Toshima et al.™, que mostrou beneficio adicional desse
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procedimento quando se realiza infusdo de solu¢do extracelular antes da reperfusdo. A
parada do coragdo doado com a solucdo da Universidade de Wisconsin pode
desenvolver contratura induzida por K devido aos ions Ca™" contidos no sangue ainda
presente dentro da vasculatura''. Portanto, a reinfusdo da solugdo da Universidade de
Wisconsin durante a fase de implantagdo apods preservagdo poderia ser danosa'’,

153, 154

possivelmente por causa do efeito prejudicial quanto ao aumento da temperatura ,

condicdo esta que ocorre neste estagio do procedimento.

Tais consideracdes levaram ao desenvolvimento de uma solugdao de
preservacgdo cardiaca especifica denominada Celsior, cuja formulagdo buscava atender
a dois requisitos basicos: a) combinar os principios gerais de preservacao fria com os
especificos para preservagdo do miocardico isquémico reperfundido e b) permitir que

uma simples solucdo fosse utilizada em todas as fases do transplante cardiaco.

1.3.2 Papel da temperatura na prote¢do miocdrdica

A hipotermia, em sua simplicidade e eficiéncia, ¢ a técnica preferencial na

~ roo~ a r . : 155
preservagdo de orgdos. E benéfica porque torna o metabolismo mais lento °°, a saber,
reduz a velocidade de reacdo bioquimica e diminui a atividade das enzimas

intracelulares que degradam os componentes celulares essenciais para a viabilidade do
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'3 A hipotermia também retarda a lise de organelas como lisossomas que, por

orgao
sua vez, libera enzimas proteoliticas que causam a morte celular. Por outro lado,
coragdes expostos a isquemia normotérmica permanecem viaveis por periodos
relativamente curtos, geralmente menos de uma hora. Na isquemia normotérmica, a
auséncia de oxigénio conduz ao rapido declinio dos valores de ATP nas células, a
redistribuicdo de eletrdlitos através da membrana celular e a diminui¢do de reagdes de
biossintese. No entanto, as reacdes biodegradaveis continuam a ocorrer e incluem:
acumulacdo de &cido latico, diminuicdo do pH intracelular, protedlise, lipdlise e

peroxidacdo lipidica. Com a hipotermia, as reagdes de degradacdo sao

consideravelmente diminuidas, mas ndo interrompidas.

1.3.3 Aspectos fisiologicas da hipotermia

A hipotermia melhora a resisténcia a isquemia em parada cardiaca
cardioplégica’. Ocorre um processo adaptativo que produz mudangas nos caminhos
sinalizadores especificos de proteinas mitocondriais € na resposta heat-shock. Ning et
al."”’, em 2002, relataram a preservagdo da adenina translocase, da expressao do RNA
mensageiro de proteinas mitocondriais e da subunidade BF1-ATPase com o uso da

hipotermia. A estrutura ordenada do DNA complemento revelou que a isquemia
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alterou a expressao do gene 13. A hipotermia modificou a resposta a isquemia para
oito genes, sendo seis deles relacionados com a apoptose. Também aumentou a
expressao da proteina antiapoptotica Bcel-2 e diminuiu a proteina proapoptotica Bak.
Estas observagdes indicam que a hipotermia modifica os caminhos sinalizadores para
apoptose, e sugere possiveis mecanismos para protecdo miocardica. A hipotermia
moderada melhora a resisténcia a lesdo oxidativa no cora¢do. Em adicdo, o estresse
pelo frio aplicado antes da isquemia aquecida inicia uma resposta adaptativa e
promove preservacdo da funcdo contratil do coracdo'®. A adaptacdo hipotérmica
promove redugdo na deple¢io dos estoques de ATP durante a isquemia e reperfusdo’>”
1% e, além disso, aumenta a expressdo génica de proteinas especificas relacionadas ao

, . . 1160, 161
estresse e proteinas da membrana mitocondrial > .

A hipotermia oferece protecdo atuando no metabolismo energético celular. A
elucidagdo dos diversos mecanismos podem conduzir a identificagdo de moléculas
especificas que provéem protecdo durante e apds a lesdo isquémica. Recentes
experimentos em tecidos ndo cardiacos indicam que o frio modifica varios caminhos
sinalizadores. Especificamente, as investigagdes realizadas com tecidos neuronais ou
em tecido cerebral in vivo, indicaram que a hipotermia leve ou moderada atenua a

. - s : . 162-164
apoptose, que ¢ a morte celular programada devido a hipoxia ou isquemia .
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Adicionalmente, muitos estudos mostram que a apoptose do cardiomiocitos ¢ um
contribuinte da lesdo de isquemia e reperfusio’'®’. Processos adaptativos, tal como o
pré-condicionamento isquémico, protegem parcialmente contra a lesdo de reperfusao
através das modificacdes nos caminhos sinalizadores especificos de morte celular'®®.
Estes achados formaram as bases para as afirmacdes hipotéticas que a hipotermia
induz protecdo miocardica interferindo na sinalizagdo da apoptose e/ou outros

. ;. . ~ 157
caminhos apos 1squemia € reperfusao .

A hipotermia melhora a lesdo oxidativa induzida durante isquemia e
reperfusdo miocardica'’. Ning et al., obtiveram melhoria da fungo cardiaca durante a
reperfusdo por aplicarem a hipotermia iniciada e mantida durante o periodo
isquémico"’. O aumento da relagdo entre oferta e demanda de energia durante a
isquemia ¢ geralmente atribuido a prote¢dao hipotérmica. Isto tem sido previamente
sustentado em parada cardiaca isquémica cardioplégica em coelhos por superior
preservagio de ATP induzido pela hipotermia aplicada antes'® e durante a
isquemia'®'. A preservagio dos estoques de fosfato de alta energia é sujeito a um
limiar critico de 30°C, acima do qual tal vantagem ¢ dissipada rapidamente'’. Ning et
al., detectaram uma acelerada indu¢do na expressao do gene das proteinas heat shock

160, 161, 169 - ~ - . 170
7077 e emula a inducdo desses genes pelo frio em tecidos adaptados .




54
Introducdo

Investigacdes prévias caracterizam expressdes para esses genes especificos, € nao
avaliam outros caminhos que podem ser alterados pela hipotermia. Subsequentemente,
muitos investigadores notaram a participagdo do ANT (adenina nucleotideo
translocadora) na formacao do complexo do poro de transicdo da permeabilidade
mitocondrial (PTPC) na membrana interna. Este complexo, presumidamente, promove
quebra de protons e ions da matriz mitocondrial, € conduz a perda da integridade da
mitocondria, iniciando uma sequéncia de ativagdo de caminhos apoptoticos’. A
expressao da proteina coordena firmemente com os niveis estaveis do mRNA em
muitos modelos animais. Entdo, pode-se presumir que a expressdo do gene ANT,
elevada no coragdo hipotérmico apos reperfusdo, anuncia a sintese acelerada do ANT
e seu acumulo na membrana mitocondrial. Este processo conduzird a estabilidade da
membrana mitocondrial e impedird os mecanismos que conduzem a apoptose, agora

165-167 Essas

reconhecidos na morte do cardiomiocitos apds lesdo oxidativa
especulagdes conduzem a consideragao que a hipotermia pode alterar outros caminhos

relacionados a integridade e estabilidade da membrana mitocondrial.

Ning et al., relataram ainda que um relativo leve grau de hipotermia modificou

a expressao génica, apds isquemia, de muitas proteinas que contribuem na regulagdo

157

da apoptose . A hipotermia atuou na expressao isquémica para transformagao relativa
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do p53 (tumor supressor p53) assim como para varios genes que sao considerados seus
alvos. Estudos prévios tem ligado a expressdao da proteina p53 com as mudangas

morfoldgicas e genomicas da fragmentacdo do DNA, caracteristicas da apoptose apos

171

estresse oxidativo em cardiomidcitos . A proteina p5S3 serve como um ativador de

172, 173

transcricdo de um ntmero de genes alvo, incluindo Gadd45 , p21, caspase-3 e

174

outros . As modificagdes induzidas pela temperatura na resposta pS3 para a isquemia

em coracdes ndo tém sido previamente notadas e representadas na area sob pesquisa.

Mudangas na expressdo de dois membros da familia Gadd45 durante a
isquemia representa o tipo de resultado positivo e inesperado, frequentemente
oferecido pela andlise do micro conjunto cDNA. A modificagdo hipotérmica do
Gadd45 e Gadd45B em resposta a isquemia representa um novo e adicional achado

gerado pela técnica do cDNA'.

O aumento da expressdo do gene p21 apods isquemia ¢ consistente com a
resposta hipdxica em cardiomidcitos, conforme previamente demonstrado por Long et

al.'”!. Contudo, o p21 é um gene alvo do p53'"

, € esta expressdao pode também ser
. . . , . e A . . 175
induzida, independentemente, por espécies de oxigénio reativo'”. Portanto, a falta de

supressao na resposta do p21 pela hipotermia pode refletir a indugdo por um caminho

alternativo, ndo regulado pelo p53, ou sujeito a termorregulagdo. Em adicao, a falha da
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hipotermia em modificar a resposta da expressao do p21 para isquemia, assim como do
egr-1, demonstra que a modificagdo hipotérmica ndo ¢ onipresente, e pode indicar a

, . . 15
presenca de cofatores especificos ativados termicamente 7.

A integridade da membrana mitocondrial depende da expressao da familia
Bcl-2. Os genes dessa familia regulam a apoptose tanto positiva quando
negativamente. O Bcl-2 localiza-se na face citoplasmatica da membrana externa
mitocondrial, reticulo endoplasmatico e membrana nuclear'’® '”7. A proteina Bcl-2
previne a cascata que conduz a abertura do complexo PTPC, a libera¢ao do citocromo
C, a ativacdo da caspase e a morte celular. A regulacdo da apoptose ¢ altamente
dependente dos niveis das proteinas anti- e pro-apoptoticas. O membro pro-apoptdtico
Bak da familia Bcl-2, altera a estabilidade mitocondrial e intensifica a morte celular
apoptotica'”®, enquanto que o Bel-x1 forma heterodimeros anti-apoptoticos com o Bel-
2. Ning et al. confirmaram os achados dos estudos prévios onde as proteinas Bak e

. : . 179, 180
Bcl-x sdo altamente expressadas no tecido cardiaco normal'”

. Entretanto, a
hipotermia acentua marcadamente a indugao isquémica do Bcl-x e anula a expressao
da proteina Bak. Entdo, a aplicagdo da hipotermia modifica a expressdao da familia Bcl-

2 em dire¢des que seriam esperadas para estabilizar a membrana mitocondrial e

prevenir a apoptose.
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Em resumo, através do uso dos conjuntos cDNA, os experimentos identificam
a indugdo de varios genes pela isquemia do miocardio. A modificagdo hipotérmica da
proteina p53 e a inducdo isquémica do Gadd45 e Gadd45fB sdo novos achados no
tecido cardiaco'”’. Além disso, a modificagio hipotérmica de diversos caminhos
sinalizadores, em direcdes presumidas para promover fatores anti-apoptéticos, foi
documentada. Tais achados, juntos com a expressao gé€nica preservada pelas proteinas
mitocondriais, indicam que a hipotermia promove sinalizacdo para estabilidade da

membrana mitocondrial ap6s a lesdo de isquemia e reperfusao.

1.4 Consideracdes sobre as lesoes ultraestruturais na isquemia miocardica

Deve-se ressaltar o estudo impar realizado por Gomes et al.'®', em 1973, sobre
as alteracdes ultraestruturais desenvolvidas no cardiomiocito humano, quando
submetido a parada anoxica prolongada, durante circulagdo extracorporea,
considerando a temperatura'®. Nesse estudo, foi proposta uma classificacdo para o

grau da lesdo ultraestrutural do cardiomiocito, conforme apresentado na Tabela 1.

A Tabela 2 correlaciona os graus de lesdes apresentados na Tabela 1, em
funcdo do tempo de isquemia, para cada técnica de protecdo miocardica. As

fotografias de microscopia eletronica nesse estudo das lesdes encontram-se
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apresentadas na Figura 2.

A Tabela 3 mostra a condicdo do miocardio lesado em relacdo a classificacao

proposta.

Tabela 1 — Classificagdo proposta de lesdo celular miocardica em
funcdo progressiva de intensidade

Grau Tipo de lesao
I Rarefacdo do glicogénio
Edema citoplasmatico
It Bandas de contragao
Vacuolizagao de mitocOndrias
11 Rotura de mitocondrias
v Alteragdes da cromatina nuclear
A% Rotura de miofibrilas
VI Rotura de membranas nuclear e celular

A recuperacdo do coragdo lesado tem sido objeto frequente de
discussdo quanto ao valor de cada técnica empregada, sendo compreensivel
que, para cada tipo de agressdo, torna-se necessario o emprego de recurso

de diferente espectro e complexidade.

A Tabela 4, pela classificacdo proposta acima, resume um
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. g P . . A 63,182
conjunto de critérios cabiveis nessas diferentes circunstancias™™ .

Tabela 2 — Grau de lesdo miocardica* em fun¢do do tempo de isquemia.
Tempo (minutos)

Isquemia 10 20 40 60 90 120 150
Normotermia ~ I-II  II-II [V V-V V VI -
Liipotermia . I M IV IV-V O VRVE VI
30°C
Hipotermia
i ; I I m Hev. IV IVeV
Cardioplegia - - - - - I-11 II

* Grau de lesdo miocardica conforme Tabela 1

Tabela 3 — Estado do miocardio com lesdo isquémica em relagdo a
classificacao proposta na Tabela 1.

Es.ta(!o d'o Classificacdo conforme Achados Anatomopatolégicos
miocardio Tabelal
Normal (pré-condicionado)
Hibernado I Fluxo coronariano minimo
otimizado
Atordoado I-1I Ederpa ciNtop lgsmé‘[ico‘
Vacuolizagdo mitocondrial
Rotura de mitocondrias
Alteragdo da cromatina nuclear
Com infarto MI-1V-V-VI Citolise

Caridlise
Rotura de miofibrilas
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Figura 2 — Classificagdo das lesdes anoxicas do miocardio humano.
A - Miocardio normal, B — Rarefagdo do glicogénio/edema
citoplasmatico, C — Bandas de contragdo/vacuolizacdo de
mitocondrias, D — Rotura de mitocondrias, E — Alteracdo da
cromatina nuclear, F — Rotura de miofibrilas

Tabela 4 — Les@o miocardica isquémica em funcdo da regeneragdo

Grau da Lesao Conduta
I Reperfusao
i | MVO, + | Pd,VE
1I-1V | MVO, + | Pd,VE*
V-VI Assisténcia circulatoria mecanica prolongada

MVO, — Consumo de O,; Pd,VE— Pressdo diastdlica final do ventriculo esquerdo.
* Associar removedores de radicais livres, inibidores de Ca"" e nutrientes especificos.
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1.5 Outras consideracdes sobre a hipotermia

A hipotermia reduz os requerimentos energéticos deprimindo os determinantes
de consumo de oxigénio pelo miocardio'®, tais como: tensdo intramiocardica, pressio
ventricular, volume ventricular, massa miocardica, frequéncia cardiaca, estado
contratil, relacdo forca-velocidade, velocidade méxima de contragdo, metabolismo
basal, energia associada com o encurtamento contra a carga, trabalho externo (carga e

encurtamento da fibra) e trabalho interno (encurtamento de componente eldstico).

Diminuindo os trés modos dominantes de utilizagdo do oxigénio miocelular
(desenvolvimento de tensdo, frequéncia cardiaca e contratilidade), a utilizagdo do

A . . . . 183
oxigénio miocardico cai rapidamente ao nivel basal

. Na auséncia de contracao
miocelular, o midcito ainda requer oxigénio para fung¢des basicas, mas este custo basal

184
1.7, a

pode ser entdo reduzido pela hipotermia. Como mostrado por Buckberg et a
parada normotérmica (37°C) diminui a demanda de oxigénio do coracdo em 90% para
ImL O, 100g” min™. A 22°C, a necessidade de oxigénio cai para 0,3 mL 100 g" min™
em um coragdo parado. Ocorre reducdo do consumo de oxigénio em temperatura
abaixo de 22°C, porém, os efeitos na redu¢dao do consumo de oxigénio pelo miocardio

abaixo desse nivel de temperatura, ainda que alcance beneficios, sdo pouco
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expressivos. Inferiu-se que a hipotermia era um eficiente protetor miocardico contra a

isquemia.

Circunstancias que diminuem a taxa de utilizagdo de ATP (ou seu substituto,
consumidor do oxigénio miocardico) prolongam o intervalo isquémico seguro. Essas
circunstancias incluem cessagio imediata da atividade eletromecanica e hipotermia'®’.
Rosenfeld'® encontrou um aumento na prote¢io com resfriamento feito gradualmente
de 20°C a 4°C. Contudo, ainda persistem davidas exigindo investigacdes para
estabelecimento de evidéncia que mostre desempenho ventricular menos satisfatorio
em temperaturas inferiores a 17°C com periodos de parada cardiaca de 2 ou mais horas
de duragdo. Hearse, em 1976, mostrou grande vantagem obtida reduzindo a
temperatura miocardica de 37°C para 27°C, menor vantagem na redugdo de 27°C para
17°C, e ainda menor vantagem quando se reduz abaixo de 17°C>*. Balderman et al.'®’
encontraram desempenho ventricular menos satisfatorio apos 120 min de isquemia a
temperatura de 6°C a 10°C graus, comparado com 14°C a 18°C. Neste sentido,
persiste a importancia das lesdes miocardicas relacionadas com resfriamento rapido e
intenso do miocardico, constatadas nos resultados clinicos de Williams et al.'®, em
1990. Outro marco fundamental, constitui a eficiente prote¢cao miocardica obtida com

cardioplegia aquecida estudada por Salerno et al.”®.




63
Introducdo

Tendo em vista as consideragdes acima relatadas, observa-se que a protecao
contra a isquemia miocardica ainda ¢é repleta de duvidas, necessitando investigagdes
adicionais visando melhorar os métodos de preservagdao do coracdo e, desta forma,
melhorar os resultados das operagdes cardiacas, reduzindo a morbimortalidade e

ampliando suas indicacdes e beneficios.




OBJETIVO
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Constitui objetivo desta investigacdo estudar comparativamente a protecao
miocardica em coragdes isolados de ratos perfundidos com as solucdes Krebs-
Henseleit, Bretschneider-HTK, St. Thomas e Celsior nas temperaturas de 10°C e 20°C,

no periodo isquémico de 2 horas a 20°C.




METODO
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2.1 Animais estudados

Foram utilizados coracdes isolados de 64 ratos albinos da raca Wistar,
machos, com peso compreendido entre 277 e 315g, com média de 299g. Os animais
foram obtidos no biotério da Fundacdo Cardiovascular Sdo Francisco de Assis —
ServCor, e receberam tratamento seguindo os principios éticos estabelecidos pelo

'8 ¢ pelos Institutos

Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA)
Nacionais de Satde dos Estados Unidos da América'. O experimento foi aprovado

pela Comissdo de Etica do Curso de Poés-Graduagdo em Medicina da Fundagdo

. ~ . . 191
Cardiovascular Sao Francisco de Assis — ServCor .

2.2 Anestesia e técnica operatoria

A anestesia consistiu em colocar o animal em uma campanula fechada e
transparente para observacdo, junto com chumaco de algoddo embebido em éter
sulfurico P.A. (para andlise) com o objetivo de sedagdo para posterior administragdo
intraperitoneal de cloridrato de quetamina na dose 50 a 75mg/kg de peso corporeo. Na
mesma seringa adicionou-se cloridrato de xilazina na dose de 10 a 15mg/kg de peso

corpéreo. Considerou-se o momento ideal para o inicio do procedimento cirurgico




68
Meétodo

quando cessavam os movimentos voluntarios dos animais, mesmo sob estimulo.

Apoés toracotomia ampla, com exposi¢do do coragdo e vasos da base,

administrou-se 500 UI de heparina sédica no atrio esquerdo do animal.

Para seguranca e agilidade na preparagdo do coragdo, a aorta ascendente foi
isolada com a técnica de trés fios'*, onde o primeiro fio serviu para tracionar e elevar
a aorta, permitindo a protecdo das valvulas do conjunto valvar adrtico e evitar a
introdu¢do da canula de perfusdo no ventriculo esquerdo. O segundo fio serviu para
tracionar e elevar a extremidade cefalica da aorta ascendente. O terceiro foi
posicionado entre os dois primeiros e serviu para fixar a aorta sobre canula metalica
em formato de agulha de calibre 20G. Teve-se o cuidado de manter a extremidade
distal da canula metélica acima dos Ostios coronarios. A seguir, o atrio esquerdo foi
aberto e um cateter fenestrado calibre 18G foi introduzido e exteriorizado através do
apex do ventriculo esquerdo com o objetivo de descompressao. Os ramos das artérias
pulmonares foram mantidos intactos, e praticou-se uma pequena abertura no tronco

pulmonar para evitar a distensdo das cadmaras direitas (Figuras 3A e 3B, 4, 5 ¢ 6).
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Figura 3 — Desenho esquematico do preparo da aorta. A — Isolamento da aorta
para introdu¢do da cénula de perfusdo. B — Arteriotomia pulmonar com as
canulas introduzidas na aorta e através do ventriculo esquerdo

12/02/2011

RS L S NS

Figura 4 — Fotografia do preparo da aorta utilizando a técnica
dos trés fios.
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/ ' FLOSRR G NN :
Figura 5 — Fotografia do preparo da aorta — Introdugdo da
extremidade distal da canula metalica acima dos Ostios

coronarios.

Figura 6 — Fotografia da descompressdo das cimaras esquerdas
- cateter fenestrado calibre 18G foi introduzido e exteriorizado
através do apex do ventriculo esquerdo.
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Os coragdes foram removidos pela seccdo dos seus vasos em tempo médio de 1
minuto e imediatamente foram perfundidos retrogradamente no sistema Langendorff
sem recirculagio, com solu¢io nutridora Krebs-Henseleit®, para recuperagao
funcional. A composi¢do da solugdo de Krebs-Henseleit empregada ¢ a que se segue:
NaCl 126mmol/L, NaHCO; 25mmol/L, KH,PO,4 1,2mmol/L, KCI 4,8mmol/L, MgSO,
1,2mmol/L, CaCl, 2,5mmol/L. e CcH,O6 11,5mmol/L, gaseificada com mistura de
95% de O, e 5% de CO,, resultando em pH final médio de 7,40+0,5 e osmolaridade de

330mOsm.

A pressdo de perfusdo na aorta foi mantida entre 100 e 110cm de H,O'”,
empregando-se o sistema de Langendorff, modificado por Gomes et al'™*, do tipo
descartavel, modelo FCSFA-ServCor - Comex Ind. & Com. Ltda. (Figura 7), com
sistema de circulagdo e aquecimento de agua e teletermOmetro modelos Braile

Biomédica Ltda, biomonitor BESE® e impressora matricial Epson®.

Apds 15min de reperfusdo corondria, o cateter transventricular foi removido e
um cateter com baldo distal pré-calibrado foi introduzido no ventriculo esquerdo,

mantendo-se a pressao diastdlica entre 9 e 10cmH,0 (Figura 8).
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Figura 7 — Diagrama do sistema de estudo do coragdo isolado. 1- termopermutador, 2-
reservatorio de perfusato. 3- microfiltro (20p), 4- manometro, 5- teletermometro, 6-
camara, 7- carbogénio (95% 02+5% CO2), 8- coragdo, 9- baldo intraventricular, 10-
controle da pressdo do baldo, 11- coletor de fluxo, 12- monitor de ECG e pressdo
ventricular, 13- impressora, 14- conjunto descartavel.

Para a infusdo das diferentes solugdes cardioplégicas interrompeu-se a infusdo
da solucdo de manutencdo de Krebs-Henseleit a 37°C, e efetuou-se o esvaziamento do
baldo ventricular esquerdo, com o objetivo de promover a queda da pressao diastdlica

final e facilitar a perfusdo coronaria.




73
Meétodo

Figura 8 — Fotografia do coragdo isolado de
rato  Wistar montado no  aparelho
Langendorff. Cateter com baldo distal
insuflado dentro do ventriculo esquerdo
conectado ao transdutor de pressdo.

2.3 Grupos constituidos

Foram considerados para o estudo os coragdes que mantiveram pressao arterial
sistélica superior a 100mmHg no final do periodo de estabilizagdo para recuperagdo
funcional, sendo constituidos oito grupos de estudo em fungdo da temperatura

empregada (A - 10°C e B - 20°C) e das solugdes perfundidas: Grupos Al e Bl —
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Krebs-Henseleit (KHB); Grupos A2 e B2 - Bretschneider-HTK (HTK); Grupos A3 e
B3 — St. Thomas (STH); Grupos A4 e¢ B4 — Celsior (CEL) para preservagao
miocardica, cujas respectivas composicdes encontram-se descritas nas Tabelas 13 a 16

(Anexo).

As diferentes solugdes foram infundidas durante 5 minutos a 10°C e a 20°C,
com pressao de infusdo de 100cmH,0. Posteriormente, os coragdes foram imersos na

mesma solugdo de infusdo a 20°C durante 120 minutos de isquemia.

As variaveis hemodinamicas correspondentes eleitas na presente investigacao
foram determinadas, inicialmente, apds o periodo de estabilizacdo, sendo o tempo
controle (t0), com valores basais. Apos periodo de 120min de preservacao a 20°C, os
coragdes foram novamente perfundidos durante 60min com solucdo de Krebs-
Henseleit a 37°C, e as variaveis foram obtidas ap6s Smin (ts), 10min (t,o), 15min (t5),
20min (tyg), 25min (tp5), 30min (t30), 35min (t35), 40min (ts9), 45min (t45), S0min (ts),

55min (t55) e 60min (tg) de reperfusao, respectivamente (Figura 9).

2.4 Variaveis estudadas

2.4.1 Frequéncia cardiaca
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A frequéncia cardiaca foi determinada medindo-se o numero de picos de
pressao sistolica da curva de pressao durante o periodo de 30 segundos, repetido em 3
segmentos diferentes, e se considerou o valor médio obtido. A unidade considerada foi
batimentos por minuto (bpm). Nao foi utilizado estimulacdo cardiaca artificial

(marcapasso).

Grupo Al e B1 — Krebs-Henseleit
Excisdo do coragdo

Perfusdo com
Krebs-Henseleit
por 15 mina 37 °C

b5 typ tys - tep

v

Reperfusdo com
Krebs-Henseleit
por 60 min a 37 °C

“I

Perfusdo com Preservagdo em solugdao
Krebs-Henseleit por 5 min Krebs-Henseleit

al0°C (Al)e20°C(BI1) por 2 hrs a 20 °C
Excisao do coragdo
; - G5 tip tys - tep

[
Grupo A2 e B2 — Bretschneider-HTK
: v

Perfusao com Perfusdo com Preservagdo em solugao Reperfusao com
Krebs-Henseleit Bretschneider-HTK por 5 min Bretschneider-HTK Krebs-Henseleit

RI

por 15 mina 37 °C a 10°C (Al)e20°C (BI) por 2 hrs a 20 °C por 60 min a 37 °C

A3 e B3 -St. Th
Excisao do coragao Grupo 3eB3 S omas

‘-\I

" Gt tis g
Perfusdo com Perfusao com Preservagdo em solugdo Reperfusdo com
Krebs-Henseleit St. Thomas por 5 min St. Thomas Krebs-Henseleit
por 15 mina 37 °C al0°C (Al)e20°C(BI) por 2 hrsa 20 °C por 60 mina 37 °C

Grupo A4 e B4 — Celsior

“I

G tio s - tep
Perfusdao com Perfusao com Preservagdo em solugao Reperfusao com
Krebs-Henseleit Celsior por 5 min Celsior Krebs-Henseleit
por 15 mina 37 °C al0°C (Al)e20°C(Bl) por 2 hrs a 20 °C por 60 min a 37 °C

Figura 9 — Protocolo dos grupos estudados A e B para 10°C e 20°C, respectivamente. Grupo Al e
B1 - solugdo Krebs-Henseleit (KHB); Grupo A2 e B2 - Solugdo Bretschneider-HTK (HTK); Grupo
A3 e B3 - Solugdo St. Thomas (STH); Grupo A4 ¢ B4 - Solugdo Celsior. t0, tempo imediatamente
antes do periodo de infusdo da solucdo hipotérmica com valores basais; t5, t10, t15... a t60
correspondem a medigdes nos tempos de Smin em Smin de reperfusdo, respectivamente.
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2.4.2 Pressdo intraventricular e pressdo arterial sistolica

A pressao arterial sistolica foi medida em mmHg por canula intra-aortica, e a

pressdo diastolica por meio de cateter baldo na cavidade ventricular esquerda.

2.4.3  Velocidade maxima de elevagao da pressao ventricular esquerda (+dP/dt)

Para avaliagdo da contratilidade miocardica, elegeu-se a primeira derivada

195, 196

temporal positiva da pressdo ventricular esquerda, +dP/dt , calculada a partir da

19
17

curva de pressdo intraventricular, conforme descri¢des de Gottschall *', e medida em

mmHg/seg.

2.4.4 Velocidade maxima de queda da pressdo ventricular esquerda (-dP/dt)

Para avaliagdo do relaxamento do ventriculo esquerdo, elegeu-se a primeira

- - N . 198, 199 -
derivada temporal negativa da pressdo ventricular esquerda, -dP/dt ™ ", determinada
a partir de medidas obtidas nas curvas de pressdo ventricular, de acordo com as

descri¢des de Gottschall'’, e medida em mmHg/seg.
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2.4.5 Fluxo coronariano

O FCo foi determinado por meio da coleta da drenagem venosa coronaria em

recipiente graduado, registrado em mL/min.
2.5 Analise estatistica

, . 200 rqe A .
Empregaram-se a técnica de reamostragem Bootstrap™ ", a analise de variancia

em blocos completamente casualizados e o teste Tukey de comparagdes multiplas®’.

Considerou-se como nivel de significancia o valor de p<0,05%.




RESULTADOS
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3.1 Analise Descritiva

Os resultados descritivos mostraram que as varidveis biométricas

apresentaram baixa variabilidade, caracterizando assim a homogeneidade da amostra.

Os ratos que receberam solucdes a 10°C apresentaram peso médio variando no
intervalo 313,1g+0,35; tamanho médio entre 23,4cm=0,06; peso médio do coragao
variando entre 1,36g+0,005; e didmetro ventricular médio compreendido no intervalo

10,02mm=0,07.

Os animais submetidos as referidas solucdes a 20°C tiveram peso médio entre
286,3g+1,69; tamanho médio no intervalo 22,7cm=0,12; peso médio do coragao
variando entre 1,25g+0,018; e didmetro ventricular médio compreendido no intervalo
9,31mm=0,08. A Tabela 5 detalha esses e os demais resultados observados em relagdo

a cada temperatura e solucao utilizada.

3.2 Analise Inferencial

A andlise de variancia em blocos completamente casualizados evidenciou, ao
nivel de 5% de significancia, que o comportamento das varidveis correspondentes

hemodinamicas mediante aplicagdo das diferentes solucdes muda em funcdo da
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temperatura utilizada.

Tabela 5 - Medidas descritivas do peso, tamanho, tamanho do coragdo e didmetro
do ventriculo de acordo com a temperatura e a solugdo utilizada

Diametro do Ventriculo

Temperatura Peso (g) Tamanho (cm) Peso do Coragdo (g)
Solugdo Utilizada (mm)
Utilizada
Intervalo Cv Intervalo Cv Intervalo CvV Intervalo Cv
Krebs-Henseleit 3153 = 0,27 0,4% 232 = 0,02 0,5% 1,33 = 0,002 0,6% 9,82 = 0,05 2,8%
Bretschneider-HTK 3122 = 0,21 0,3% 23,8 = 0,03 0,6% 1,36 = 0,002 0,6% 9,78 = 0,02 1,1%
10 Graus
St. Thomas 312,0 = 0,21 0,3% 23,1 = 0,03 0,6% 1,37 = 0,003 1,0% 10,35 = 0,04 2,0%
Celsior 313,0 = 0,25 0,4% 23,5 = 0,03 0,6% 1,39 = 0,003 1,0% 10,12 = 0,07 3,5%
Total 313,1 = 0,35 0,6% 234 = 0,06 12% 1,36 = 0,005 1,8% 10,02 = 0,07 3,4%
Krebs-Henseleit 295,0 = 0,51 0,9% 234 = 0,06 1,3% 1,22 = 0,007 2,7% 892 = 0,04 2,5%
Bretschneider-HTK 277,5 = 1,43 2,6% 22,1 = 0,05 1,1% 1,20 = 0,007 2,8% 9,14 = 0,05 2,8%
20 Graus
St. Thomas 284,0 = 1,27 2,3% 22,5 = 0,07 1,6% 1,39 = 0,016 57% 9,87 = 0,04 22%
Celsior 288,6 = 1,16 2,0% 23,0 = 0,09 1,9% 1,19 = 0,006 2,5% 931 = 0,04 2,3%
Total 286,3 = 1,69 3,0% 22,7 = 0,12 2,6% 1,25 = 0,018 7.4% 931 =+ 0,08 4,5%

CV — coeficiente de variagdo

Os melhores resultados a 10°C foram obtidos pelas solu¢des Celsior (frequéncia

cardiaca, pressao sistolica, +dp/dt e -dp/dt) e Bretschneider-HTK (fluxo coronariano).

A 20°C, os melhores desempenhos foram das solugdes Krebs-Henseleit (frequéncia

cardiaca) e Celsior (pressdo sistolica, +dp/dt, -dp/dt e fluxo coronariano). Ver Tabela

6.
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A solugao St. Thomas foi responsavel pelos piores resultados a 10°C em todas
as variaveis correspondentes hemodinamicas. A 20°C as piores solucdes foram Celsior
(frequéncia cardiaca), St. Thomas (pressao sistdlica, +dp/dt e -dp/dt) e Krebs-Henseleit

(fluxo coronariano).

Tabela 6 — Desempenho das solucdes: varidveis correspondentes hemodinamicas,
segundo a temperatura (calculos estatisticos na tabela 17 — anexo)

Diferenca Frequéncia Pressao Fluxo
Temperatura (+dP/dt) (-dP/dt)
Média Cardiaca Sistolica Coronariano
Melhor Celsior Celsior Celsior Celsior Bretschneider-HTK
10 Graus
Pior St. Thomas St. Thomas St. Thomas St. Thomas St. Thomas
Melhor Krebs-Henseleit Celsior Celsior Celsior Celsior
20 Graus
Pior Celsior St. Thomas St. Thomas St. Thomas Krebs-Henseleit

Por meio da analise de variancia em blocos completamente casualizados,
nesse caso em relagdo a razdo das variaveis correspondentes hemodinamicas e
levando-se em conta a varidvel tempo, percebeu-se ao nivel de 5% de significancia que

de modo geral as infusdes a 20°C apresentaram os melhores resultados (Tabela 7).

Os melhores desempenhos da frequéncia cardiaca a 10°C foram das solucdes
Krebs-Henseleit (5 ¢ 15 minutos), Celsior (5 e 30 minutos) e St. Thomas (60 minutos).

A 20°C, a solugao St. Thomas forneceu aos melhores resultados em todos os tempos.
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Tabela 7— Desempenho das solugdes: razao da frequéncia cardiaca (calculos
estatisticos na tabela 18 - anexo)

Diferenca
Temperatura 5 15 30 60
Média
Melhor Krebs-Henseleit e Celsior Krebs-Henseleit Celsior St. Thomas
10 Graus
Pior Bretschneider-HTK e St. Thomas St. Thomas St. Thomas ~ Krebs-Henseleit e Bretschneider-HTK
Melhor St. Thomas St. Thomas St. Thomas St. Thomas
20 Graus
Pior Celsior Celsior Celsior Bretschneider-HTK

O gréfico 1, a seguir, mostra o comportamento das solugdes em relagao a

variavel correspondente hemodinamica frequéncia cardiaca.

=

t0 to /\/\ 1,04
50 = Razéo =
Razio = 1 0.95 /\/\

0,4 -
0,2 -
0,0
5 ‘10‘15‘20‘25‘30‘35‘40‘45‘50‘55‘60‘ 5 ‘10‘15‘20‘25‘30‘35‘40‘45‘50‘55‘60
10 Graus 20 Graus
—t0 === Krebs-Henseleit === Bretschneider-HTK === St. Thomas === Celsior
Razéo = 1

Grafico 1 — Razdo da frequéncia cardiaca, segundo a solucdo e a temperatura
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Na varidvel pressao sistolica, a solugao Celsior foi a melhor a 10°C e 20°C (5,

15, 30 e 60 minutos — Tabela 8).

Tabela 8 — Desempenho das solucdes: razao da pressao sistolica (calculos
estatisticos na tabela 19 - anexo)

Temperatura  Diferenca Média 5 15 30 60
Melhor Celsior Celsior Celsior Celsior
10 Graus
Pior Krebs-Henseleit e St. Thomas St. Thomas St. Thomas St. Thomas
Melhor Celsior Celsior Celsior Celsior
20 Graus
Pior Krebs-Henseleit e St. Thomas Krebs-Henseleit e St. Thomas St. Thomas Krebs-Henseleit

O grafico 2 mostra o comportamento das solucdes em relagdo a variavel

correspondente hemodinamica pressao sistolica.

Na +dp/dt, a 10°C, as solugdes Celsior (5, 15 e 30minutos) e Krebs-Henseleit
(60 minutos) responderam pelos melhores resultados. A 20°C, a solugdo Celsior

apresentou os melhores resultados (5, 15, 30 e 60 minutos). Ver Tabela 9.

O Grafico 3 mostra o comportamento das solugdes em relacdo a variavel

correspondente hemodinamica (+dP/dt).
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Grafico 2 — Razdo da pressao sistdlica, segundo a solucdo e a temperatura

Tabela 9 — Desempenho das solucdes: razao da (+dP/dt) (calculos estatisticos na
tabela 20 — anexo)

Temperatura Diferenca Média 5 15 30 60
Melhor Celsior Celsior Celsior Krebs-Henseleit
10 Graus
Pior St. Thomas  St. Thomas  St. Thomas  St. Thomas
Melhor Celsior Celsior Celsior Celsior
20 Graus

Pior St. Thomas  St. Thomas  St. Thomas  Krebs-Henseleit e St. Thomas
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Grafico 3 — Razdo da (+dP/dt), segundo a solucdo e a temperatura

Na variavel (-dp/dt), a solucao Celsior foi a melhor a 10°C e 20°C (5, 15,30 ¢
60 minutos, mostrado na Tabela 10). O Grafico 4, mostra o comportamento das

solugdes em relagdo a variavel correspondente hemodinamica (-dP/dt).

O Grafico 5, a seguir, mostra 0 comportamento das solugcdes em relagdo a

variavel correspondente hemodinamica fluxo coronariano.
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Tabela 10 — Desempenho das solu¢des: razao da (-dP/dt) (calculos estatisticos

na tabela 21 - anexo)

Temperatura Diferenca Média 5 15 30 60
Melhor Celsior Celsior Celsior Celsior
10 Graus Krebs-Henseleit e St
Pior St. Thomas St. Thomas St. Thomas
Thomas
Melhor Celsior Celsior Celsior Celsior
20 Graus
Pior Krebs-Henseleit Krebs-Henseleit Krebs-Henseleit Krebs-Henseleit
1,2 4
to to
Razao =1 Razédo =1
1,0
0,8 -

,72

0,41
0,4 -
0,31
0,20718 0,16
0,10
0,09
0,0
5 ‘10‘15‘20‘25‘30‘35‘40‘45‘50‘55‘60‘ 5 ‘10‘15‘20‘25‘30‘35‘40‘45‘50‘55‘60
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—1t0 === Krebs-Henseleit == Bretschneider-HTK == St. Thomas = Celsior
Razéo =1

Grafico 4 — Razdo da (-dP/dt), segundo a solugdo e a temperatura
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Tabela 11 — Desempenho das solugdes: razdo do fluxo coronariano (célculos
estatisticos na tabela 22 - anexo)

Temperatura  Diferenca Média 5 15 30 60
Melhor Celsior Bretschneider-HTK ~ Bretschneider-HTK ~ Bretschneider-HTK
10 Graus Krebs-Henseleit e
Pior St. Thomas St. Thomas St. Thomas
St. Thomas
Melhor Celsior Celsior Celsior Celsior
20 Graus
Pior Krebs-Henseleit Krebs-Henseleit Krebs-Henseleit Krebs-Henseleit
1,2 4
t0 t0
Razao =1 Razdo =1
1,0 4

0,47
44 -——/\/\_\_ 0.44 —
0,4 0,42
0,42
0,2
0,0

0,80

0,61

5‘10‘15‘20‘25‘30‘35‘40‘45‘50‘55‘60‘
10 Graus

el (0] === Krebs-Henseleit

Razéo = 1

=== Bretschneider-HTK

5‘10‘15‘20‘25‘30‘35‘40‘45‘50‘55‘60
20 Graus

=== St. Thomas === Celsior

Grafico 5 — Razdo do fluxo coronariano, segundo a solugdo e a temperatura




88
Resultados

Por fim, no fluxo coronariano, a 10°C, as solugdes Celsior (5 minutos) e
Bretschneider-HTK (15, 30 e 60 minutos) responderam pelos melhores desempenhos.

A 20°C, a solugdo Celsior apresentou os melhores resultados (5, 15, 30 e 60 minutos).




DISCUSSAO
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4.1 Consideracoes gerais

A disfungdo ventricular ¢ uma das principais complicagdes apos cardiotomia e
representa também importante causa de morte. As injurias sofridas pelo miocardio
durante as intervengdes foram sempre motivo de grandes preocupagdes € pesquisas
desde os primordios das operacdes cardiovasculares. O controle e o emprego de
métodos que visam atenuar e aumentar a resisténcia do coragdo tém sido motivo de

diferentes pesquisas ao longo dos tltimos anos.

Os efeitos deletérios da isquemia sobre os tecidos sdo conhecidos ha muitos
anos e alvos de inimeras investigacdes, todavia, o tema passou a ter maior interesse
com a expansdo da cirurgia cardiovascular e a introducdo dos métodos

intervencionistas percutaneos de revascularizacdo do miocardio.

Novos ensinamentos surgiram com a possibilidade de restaurar precocemente
o fluxo coronariano. A isquemia entdo deixou de ser analisada como um fendémeno
isolado e passou a ser entendida com um fendmeno mais complexo, pois, descobriu-se
que os efeitos produzidos pela reperfusdo sdo tdo ou mais nocivos ao miocardio do que
aqueles produzidos pelo periodo de andxia. Atualmente, os eventos isquémicos

sofridos sdo denominados de lesdao de isquemia e reperfusdo, pois, ambos ocorrem
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acoplados e de forma sequencial. Apesar de cada um deles atuar de forma
independente e com intensidade diferente, o resultado final depende da somatoria de
ambos os eventos. Seguindo este principio, os eventos isquémicos que cada coragao
sofreu isoladamente foram analisados de forma integrada com os respectivos periodos

de reperfusao.

Os estudos sobre os efeitos da isquemia e reperfusdo sobre o miocardio
assumem especial destaque na pratica clinica em diferentes situagdes tais como:
trombolise corondria, angioplastia coronariana percutanea e apds periodos prolongados
de parada cardiaca isquémica durante a cirurgia do coragdo com circulagao
extracorporea. Com a expansao da cirurgia cardiaca operando pacientes cada vez mais
graves e ampliando-se a atuagdo sobre afeccdes mais complexas, tornou-se obrigatorio
a melhora dos métodos de prote¢do miocéardica, em especial o transplante cardiaco, na
procura de 6rgdos a distancia®. Esta mesma preocupacio tem ocorrido nas equipes
que realizam transplantes dos demais 6rgaos solidos, bem como, aquelas interessadas

na expansao dos transplantes multiviscerais.

Tendo em vista o nimero de grupos como os coragdes foram divididos para o
estudo e o nimero de varidveis eleitas para avaliagdo do desempenho hemodinamico

diante das duas temperaturas, associados a fatores inerentes ao desenho da pesquisa
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optou-se, por questdes de facilidade pratica, subdividir a discussdo em tdpicos,

respeitando-se as interagdes existentes entre eles.

4.2 Analise do papel da hipotermia

A hipotermia, por si so, ¢ capaz de reduzir a atividade das enzimas e, por
conseguinte, as proprias reacdes metabolicas inerentes a vitalidade celular. Os
componentes i0nicos que, direta ou indiretamente dependem de bombas ativas, t€m as
suas concentragdes alteradas com a reducao da atividade metabdlica. A redugdo global
controlada do metabolismo celular apresenta beneficios desejaveis diante de eventos
isquémicos prolongados pela maior conservacao dos radicais fosfatos ricos em energia
sob a forma de ATP (adenosina trifosfato) e ADP (adenosina difosfato), os quais serdo
extremamente uteis no periodo de reperfusdo. Esses principios sdo universais € se

aplicam aos diferentes 6rgaos e tecidos submetidos ao estresse da isquemia.

Deve-se ressaltar que a hipotermia ndo induz a paralisacio do metabolismo
. - . - . 156, 184

celular, mas ¢ capaz de reduzi-lo a taxas muito pequenas. Estudos experimentais
tém demonstrado que o miocardio, em condi¢des de normotermia, consome cerca de

9mL de O,/100mg de miocardio/minuto e quando a temperatura passa de 37°C para

22°C ocorre reducao do consumo para 0,9mL de O,/100mg de miocéardio/minuto.
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Observa-se que a reducao de cerca de 40% da temperatura produziu reducdo de
aproximadamente 90% do consumo de oxigénio. Estes valores sdo elevados e devem

sempre ser considerados na elaboragao dos protocolos de protecao miocardica.

Dessa forma, a hipotermia ¢ capaz de retardar as reagdes enzimaticas
intracelulares que degradam os componentes essenciais para a viabilidade do 6rgao,
inibindo a lise das organelas como lisossomos que liberam enzimas autoliticas
responsaveis pela morte celular. Atualmente a hipotermia ¢ um item presente nos

diferentes métodos de protecdo miocardica e de outros 6rgaos também.

4.3 Analise critica da composicio ionica das solucdes cardioplégicas

A atividade elétrica do miocardio responsavel pela contracdo do coragdo se
traduz pelo potencial da agdo que, em ultima andlise, representa a movimentagao
ordenada e sequencial de ions através da membrana do cardiomidcito. Portanto, &
possivel se obter a cessagao dessa atividade elétrica fisiologica e, por conseguinte, dos
movimentos mecanicos por intermédio de modificagcdo abrupta do meio extracelular
impedindo a despolarizagdo da membrana. Este artificio farmacologico pode ser
obtido pela infusdo de solucao cardioplégica através das artérias corondrias. Estas

solugdes apresentam a capacidade de modificar rapidamente o extracelular, impedindo
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a contracao das fibras cardiacas, mantendo-as relaxadas e, desta forma, preservando os

radiais energéticos.

Na intimidade celular, observa-se redu¢do instantinea do gradiente de K'
transmembrana, anulando o potencial de acdo pela paralisacdo dos movimentos
ionicos e assistolia cardiaca. A despolarizagdo inativa os canais rapidos de Na'
resultando em cessacdo das atividades elétrica e mecanica do coracdo. O K' em
concentragdo elevada, acima de 25 a 30mmol/L, promove a despolarizacio da
membrana, e o potencial ultrapassa o valor de -40 mV. Acima disso, os canais lentos
de Ca'" se abrem, tanto no cardiomiécito como no miisculo liso vascular, promovendo
a contracdo cardiaca e das artérias coronarias, tendo como resultado final nesta ultima

0 aumento da resisténcia coronariana ao fluxo.

Quando a concentragdo de K™ é menor, por volta de 15 a 17mmol/L, a fibra
muscular lisa ou cardiaca se despolariza, porém, como o potencial de membrana
permanece abaixo de -40mV, entre -60 a -50mV, entdo, os canais de Na' sdo
inativados e as fibras ficam inexcitdveis, mas relaxadas, porque o célcio ndo entra na

célula.

~ ~ ++ c o~
As solugdes que ndo apresentam Ca na sua composicdo alteram o
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comportamento da membrana do cardiomidcito, € os canais idnicos também se
desestabilizam, de tal forma que a permeabilidade idnica fica comprometida. Pois o
calcio ¢ um elemento que promove a estabilidade dos canais i0nicos nas membranas e,
na sua auséncia, a membrana se altera, podendo se transformar em fonte geradora de

arritmias ou de falta de excitabilidade ao cardiomidcito.

As solugdes cardioplégicas em uso atualmente podem ser divididas em fungao
do padrao da sua composi¢do idnica quanto a semelhanca ao meio intra ou
extracelular. As solugdes com composi¢ao semelhante ao meio intracelular tendem a
apresentar concentracdo reduzida de Na' e elevada em K'. Desta forma, tém por
objetivo reduzir o edema celular pela perda de K™ para o extracelular’" '*’. Os
beneficios das solug¢des intracelulares incluem répida parada mecanica cardiaca e
menor edema intracelular. As solu¢des da Universidade de Wisconsin, Bretschneider-

HTK, Stanford e Euro-Collins sdo exemplos do tipo intracelular.

As solugdes com composi¢do idnica semelhante ao meio extracelular sdo
pobres em K e ricas em Na', e também apresentam bom desempenho com excelentes
resultados especialmente em transplante pulmonar'>. Essas informagdes sugerem que,
ao lado da composicao desde que respeitados os critérios peculiares de administragdo

de cada uma delas, ¢ possivel se obter resultados semelhantes na preservagdo de
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o'rgéoslzg. Todavia, aparentemente as solucdes que contém maiores concentracdes de
Na' e menores de K' parecem produzir melhores resultados na preservagdo
cardiaca'”’. As solu¢des cardioplégicas do tipo Celsior, St. Thomas 1 e 2,
Universidade de Wisconsin-1 e a solugdo de preservacdo de Lyon sdo exemplos de
solugdes com composi¢do semelhante ao meio extracelular. Tanto para solugdes tipo
intracelular como extracelular as pesquisas tém sugerido a inclusdo de novos
elementos com o objetivo de melhorar o desempenho das solu¢des disponiveis no

121, 125, 128, 130-133
mercado “ 7Y .

: : 203, 204
Em estudo anteriormente publicado,”™

observou-se que preparagdes de
coragdo isolado de ratos, perfundidos por 5 min com as solu¢des cardioprotetoras a
10°C do tipo extracelular (Krebs-Henseleit, St. Thomas e Celsior) e do tipo intracelular
(Bretschneider-HTK), com isquemia estatica de 120 min a 20°C, ap6s a reperfusao por
60 min, a solucdo do tipo extracelular (Celsior) apresentou melhores resultados em
relacdo ao tipo intracelular (Bretschneider-HTK). Porém, em relagdo ao edema
miocardico, a solu¢do do tipo intracelular (Bretschneider-HTK) apresentou melhor
resultado em relagdo as do tipo extracelular (Krebs-Henseleit, St. Thomas e Celsior).

No presente experimento, com infusdo das solucdes cardioprotetoras por 5 min a 10°C

e a 20°C, observou-se diferencas nos resultados dependentes da temperatura de
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infusdo. Porém, a solugdo extracelular (Celsior) apresentou melhor desempenho
ventricular em relacdo a do tipo intracelular (Bretschneider-HTK) em ambas

temperaturas.

As solucdes do tipo intracelular tendem a produzir assistolia de forma mais
rapida e completa e, desta forma, parecem reduzir as trocas idnicas deletérias através
da membrana celular durante a indugdo da cardioplegia e mesmo na manuten¢do do
coracdo em hipotermia. Estas observagdes tém sido discutidas de forma controversa.
Todavia, uma analise retrospectiva que incluiu 9.401 pacientes submetidos a
transplante cardiaco, entre 1987 e 1992, concluiu que o odds ratio (razao das chances)
ajustado foi menor para pacientes cujos coracdes doados haviam sido preservados em
solugdes intracelulares'?’. Porém, evidéncias relatam a superioridade das solugdes do
tipo extracelular na preservagio de orgdos™ . Os beneficios das solugdes do tipo
intracelular podem ser devido a sua habilidade em induzir mais rapidamente a
completa parada cardiaca e prevenir as trocas deletérias do fluxo i6nico na membrana

durante a hipotermia.

A solugdo inicialmente proposta por Bretschneider sofreu modificagdes com a
adicao fundamentalmente de histidina, triptofano e o-cetoglutarato, passando a ser

denominada de solu¢cdo Bretschneider-HTK. A incorporagao destes visou melhorar o
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sistema tampao, com neutralizagdo de radicais livres pelo triptofano e pela histidina. O
a-cetoglutarato e a histidina apresentaram participacdo ativa no metabolismo celular
produzindo efeitos metabolicos benéficos. A solucdo Bretschneider-HTK tem sido
utilizada em cirurgia cardiaca convencional, e no transplante cardiaco mostrou bons
resultados'>. Pelo seu tipo de atuagdo prolongada, a solugdo Bretschneider-HTK tem
mostrado vantagens adicionais nas operagdes minimamente invasivas pela maior

dificuldade na repeticao sistematica da cardioplegia.

A solugdo Celsior, que tem baixa viscosidade e baixo conteudo em K', foi
desenvolvida, inicialmente, para protecao do coragdo, porém tem sido empregada com
bons resultados também nos transplantes de outros 6rgdos solidos"**. A solugdo St.
Thomas, talvez seja a solugdo cardioplégica mais difundida mundialmente pela
simplicidade e pelos bons resultados apresentados'>*. Porém, o periodo de eficacia ¢
menor, havendo a necessidade de se repetir a infusdo por periodos nao superiores a

cada 15 ou 20 min.

(s 203
Paradoxalmente, em estudo prévio,

a solugdo Saint Thomas, quando
infundida a 10°C, foi a que apresentou o pior desempenho contratil em relacdo as

demais estudadas. Possivelmente, o tempo de isquemia de 60 minutos, a temperatura e

o tipo de modelo animal podem ter influéncia direta nas observagdes encontradas.
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Como foi dito anteriormente, a solu¢ao St. Thomas oferece os melhores resultados em
humanos quando repetida a cada 15-20 minutos. Todavia, mesmos nos transplantes
clinicos, muitos centros utilizam a solu¢do St. Thomas para cardioprotecdo e
transportam o Orgdo imerso na mesma solucdo a 4°C, com bons resultados. No
presente estudo, com os coragdes perfundidos a 20°C, pode-se observar que o
comportamento da solugdo St. Thomas permaneceu com o pior resultado em relagdo

ao desempenho contratil do ventriculo esquerdo.

Ainda ndo se conhece a formula ideal da solugdo preservativa para o coragao.

A busca do ideal ¢ responsavel pelas diferentes propostas existentes e os multiplos

139, 140
estudos sobre o tema " .

Algumas solugdes de preservacdo desenvolvidas para outros 6rgdos muitas
vezes sao utilizadas como solugdo cardioplégica. Apesar de empregarem os mesmos

principios, podem apresentar diferencas, tendo em vista as peculiaridades de cada

140 1

tecido'. Este é o caso da solucdo Euro-Collins'*' e da solucdo da Universidade de

. . 142, 143
Wisconsin

que, atendendo adequadamente aos principios gerais da preservagao
hipotérmica estatica, podem ndo se adequar as necessidades metabdlicas especificas do

miocardio. No caso da solu¢do da Universidade de Wisconsin, existem preocupagdes

. ~ N ~ + .
particulares em relacdo a concentragdo elevada de K', a qual poderia aumentar o
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++144

surgimento de contratura relacionada ao Ca ™, e a alta viscosidade devido ao

. .. 145 . . . . . 146
hidroxietilstarch ™ que poderia prejudicar a resposta endotelial coronariana ™.

Desconhece-se também a formulagdo ideal para cada etapa da parada anoxica
do miocérdio, uma vez que em cada uma delas o miocardio sofre interferéncias
diferentes. Possivelmente, a formulagdo para a indu¢do da parada cardiaca andxica
seja idealmente diferente da solucdo responsavel pela protecdo durante a operagdo e
d 5o 1147, 148,149 Lo

aquela no momento da reperfusao inicial . Este tema foi muito bem levantado

nos estudos de Kohno et al.'¥’

que mostraram a eficacia da solu¢ao Euro-Collins (tipo
intracelular) usada como meio de preservagdo e que apresentou melhor desempenho
quando o coragdo foi inicialmente parado com solugdo cardioplégica do tipo
extracelular. Esta observacio foi discutida por Toshima et al.'** que mostrou beneficio
adicional desse tipo de procedimento quando se realiza infusao de solugdo extracelular
antes da reperfusdo. Essas controvérsias sdo frutos dos desconhecimentos dos

mecanismos intrinsecos do metabolismo celular e da melhor forma de aumentar a sua

resisténcia a anoxia.

Tem-se aventado a hipdtese de que a solucao da Universidade de Wisconsin,
r . ~ \ . . + ~ , ++
apos a infusdo, pode levar a contratura induzida por K' em fun¢do dos ions Ca

. . . . . , . , - 151
contido no sangue residual ainda presente no interior das artérias coronarias ~ . Desta




101
Discussdo

forma, a reinfusdo com a solucdo da Universidade de Wisconsin durante a fase de
implantacdo do coracdo poderia ser danosa, principalmente com o aumento da

152
temperatura .

Tais consideracdes mais as citagoes anteriores levaram ao desenvolvimento de
uma solucao de preservacao cardiaca especifica denominada Celsior, cuja formulacao

visava atender a dois requisitos basicos:

1. combinar os principios gerais de preservacdo fria com aqueles
especificos para preservacao do miocardio isquémico reperfundido e,
il.  permitir que uma simples solugdo fosse utilizada em todas as fases do

transplante cardiaco.

Cuidados especiais foram tomados para que essa solu¢ao fosse formulada de
maneira a permitir que, durante as duas ultimas fases do transplante, implante e
reperfusdo, oferecesse flexibilidade de uso como cardioplegia cristaloide ou

adicionada em meio sanguineo.

4.4 Analise do desenho do modelo experimental

Os estudos dos efeitos da isquemia e reperfusdo sobre o miocardio oferecem




102
Discussdo

grandes desafios, pois, o fendmeno ndo ocorre de forma isolada, havendo sempre
comprometimento sistémico associado. Em certos eventos clinicos, torna-se muito
dificil diferenciar o componente cardiaco das alteragdes sistémicas. Mesmos em
estudos clinicos controlados, o fenomeno ndo é uniforme, sofrendo interferéncia
multifatorial. Por outro lado, estudos experimentais com diferentes espécies de
mamiferos tém mostrado resultados concordantes que, tanto o dano reversivel como

irreversivel do miocardio, ocorrem mesmo com intensidade e formas diversas.

O tema tem assumido importancia tal nos Gltimos anos que as pesquisas tém-
se multiplicado e, por questdes de facilidade, os ensaios experimentais se sobressaem
sobre os estudos clinicos®®. A possibilidade de ter melhor controle das diferentes
etapas que envolvem o evento isquémico e a propria reperfusdo coloca os ensaios
experimentais em posicdo de destaque nas pesquisas. Associa-se a este fato a
possibilidade de analisar o miocardio em varias espécimes e estudar certas etapas
fisiologicas e bioquimicas, o que ndo ¢ considerado ser uma opg¢do vidvel
clinicamente. No modelo animal também ¢é possivel se avaliar os efeitos presumidos
das intervengdes terapéuticas. Essas intervencdes podem ser administradas exatamente
em momento pré-determinado € com o tempo de oclusdo e reperfusdo estritamente

controlado.
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Todavia, o modelo animal apresenta, como principal desvantagem, a
impossibilidade de transladar os resultados obtidos da pesquisa para a pratica clinica,
tendo em vista que, em ambas as situagdes, as respostas sdo muito diferentes. As
doengas em humanos se manifestam de forma imprevisivel, com tempo de laténcia
variavel, o que permite que mecanismos compensatorios possam ser acionados e as
morbidades associadas desempenham papel relevante na modulacdo do evento. Por
outro lado, o infarto agudo do miocardio em humanos ocorre com elevagcdo do
segmento ST no eletrocardiograma que representa graficamente a oclusdo trombotica
por ruptura de placa aterosclerdtica vulnerdvel. No modelo animal esta condigdo
inexiste pela auséncia de doenca aterosclerotica, permitindo durante o experimento o

controle do fluxo coronariano.

Diante dos fatos acima mencionados, na presente pesquisa objetivou-se
analisar o papel da temperatura na preservagdo do miocardio frente a diferentes
solugdes cardioplégicas e, para tanto, optou-se pelo emprego do modelo experimental
para maior controle do evento. Com o intuito ainda de excluir a possibilidade de
interferéncia das alteragdes sistémicas sobre o coragdo, optou-se entdo pela analise do
comportamento de coracdes isolados de ratos machos Wistar perfundidos pela técnica

de Langendorff, sem recirculacao do liquido de preservagao.
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No modelo animal ¢é possivel reproduzir grande parte das alteracdes
fisiopatologicas da contratilidade miocardica observadas apds parada cardiaca andxica
em cirurgia cardiaca de humanos. A escolha de ratos machos visou excluir a
possibilidade de qualquer interferéncia hormonal sobre o comportamento dos

coracgoes.

O modelo idealizado por Oscar Langendorff, em 1895, tornou-se
mundialmente conhecido pela praticidade e possibilidade de estudar o comportamento

207, 208 L .
7 . Este modelo centenario vem sofrendo

do coracdo de diferentes animais
aperfeicoamentos ao longo dos anos em fun¢cdo dos objetivos e do desenho das
pesquisas desenvolvidas, todavia, os principios originais permanecem. Na presente
investigagdo decidiu-se pelo emprego do modelo ja padronizado na institui¢dao
Fundagdo Sao Francisco de Assis e apresentados em outras publicacdes, sem

. . : L 1 . ~ 203,209-211
recirculagdo, para evitar a contaminagao metabolica do liquido de perfusao™ .

Deve-se ressaltar que, no presente modelo adotado, a auséncia da perfusdo
coronaria com sangue excluiu a possibilidade da interferéncia de fatores nao
controlados que pudessem interferir no desempenho do coracdo. Desta forma, as
alteracOoes encontradas nas variaveis ecleitas sdo oriundas, fundamentalmente, da

intervencao isquémica seguida de reperfusao.
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4.5 Analise do projeto piloto da pesquisa

A hipotermia tem efeitos de protecao sobre os tecidos em geral e igualmente
ocorre no coracao pela maior conservagdo de radicais energéticos durante os eventos
isquémicos. Por outro lado, também ¢ conhecido que o intervalo de cardioprote¢ao
oferecido pela hipotermia nao deve chegar a valores muito baixos pois compromete a
viabilidade celular pela desnaturacdo de proteinas. No entanto, ¢ extremamente
difundido que as solugdes cardioplégicas devem ser infundidas a 4°C, o mesmo
ocorrendo quanto as solugdes onde o coracao ¢ imerso durante o transporte a distancia.
Este mesmo conceito também ¢ muito difundido nos relatos dos diferentes
experimentos que estudam protecdo miocardica com modelos similares com longos

periodos de isquemia.

Em fun¢do de pesquisa inicial apoiada na literatura e seguindo os passos
descritos nos diferentes métodos no desenho inicial do projeto de pesquisa
estabeleceu-se que os coragdes seriam mantidos a temperatura de 4°C, controlada
durante todo o periodo de isquemia fria. Surpreendentemente, o que se encontrou,
independente da solucdo de preservagao, foi um enrijecimento dos coragdes, com areas

esbranquigadas sugerindo auséncia de perfusdo miocardica local e mais de 50% deles
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ndo recuperaram os batimentos. Os poucos coragdes que recuperaram os batimentos
fizeram-no com extrema depressdo das varidveis hemodinamicas eleitas na pesquisa,
tornando impossivel qualquer conclusdo em fungdo da extensa dispersdo dos

resultados obtidos.

Os resultados obtidos com o projeto piloto levaram a conducgdo da pesquisa
com temperatura de infusdo da solucdo cardioprotetora a 10°C e 20°C em
armazenamento durante a fase de isquemia fria a 20°C. Na pratica clinica, analisando-
se coragdes doados infundidos e mantidos imersos na solugdo cristaloide a 4°C,
durante o transporte a distancia para transplante, pode-se constatar que a temperatura
monitorada do septo interventricular mantem-se entre 18 e 22°C, em func¢ao do tempo

de imersao na solucao cristaloide.

Essas informagdes confirmam que a hipotermia apresenta comportamento de
protecdo as células dentro de intervalos de temperatura relativamente bem
estabelecidos. As diferencas entre as massas dos coracdes de ratos € humanos
seguramente tem importante papel nessa analise, pois, os primeiros devem sofrer mais
precocemente a agressdo imposta pela hipotermia excessiva. Os cora¢des de humanos
apresentam maior resisténcia a reducao da temperatura por sua maior massa, enquanto

que os coragdes dos ratos rapidamente ultrapassam os limites inferiores de seguranca.




107
Discussdo

Todavia, cumpre salientar que, na literatura alcancada, nenhum trabalho mostra esses

detalhes técnicos devidamente detalhados.

4.6 Analise das variaveis hemodinimicas eleitas na pesquisa

4.6.1 Andlise da frequéncia cardiaca

No presente estudo a frequéncia cardiaca poderia ser analisada,
fundamentalmente, sob dois enfoques diferentes, com ou sem a estimulagdo cardiaca
artificial. Na primeira situagdo, a estimulacdo ¢ feita no plano ventricular, € o ritmo
natural do coracdo nao seria levado em consideracdo. Neste caso, 0 que estaria em
foco seria o comportamento hemodinadmico do coracdo frente a diferentes frequéncias
cardiacas controladas. O ritmo natural do corag¢do estaria automaticamente abolido
pela estimulacdo artificial e pouca ou nenhuma informacdo seria obtida sobre o

desempenho do no sinusal.

Na segunda situacdo, que foi a adotada na presente investigagdo, ndo ha
estimulacdo cardiaca artificial objetivando-se valorizar o ritmo proprio do coragdo.
Deve-se enfatizar que o tecido de condugdo apresenta maior sensibilidade a isquemia.

Portanto, a manuten¢do das suas fungdes representa um forte marcador da sua
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integridade e da capacidade de preservagdo oferecida ao tecido durante o periodo de

202, 212 A , . e .
» =7, Dessa forma, a frequéncia cardiaca, em ultima analise, ¢ uma variavel

isquemia
capaz de fornecer informacdes indiretas sobre a intensidade da lesdo decorrente da
isquemia e reperfusdo. Entende-se que um sistema de condug¢do com edema e

sofrimento  celular apresenta menor capacidade de despolarizagdo e,

consequentemente, apresentara alteracdo da frequéncia cardiaca.

Todas as solugdes proveram preservacao do sistema de conducdo cardiaca,
porém tiveram resultados abaixo do valor basal desta variavel tanto a 10°C como a
20°C. Observou-se que, ap6s 30 min de reperfusdo, todas as solu¢cdes mantiveram-se
estaveis, exceto a solugdo St. Thomas na temperatura de 20°C, que apresentou arritmia
durante toda a reperfusdo. Infere-se que, nesta temperatura, houve melhor protecao dos
trocadores i6nicos nas membranas celulares que permitiu o aparecimento da arritmia

159-161

devido a sobrecarga de calcio . Nota-se que a composi¢ao quimica da solugdo St.

A ; ~ ++ +
Thomas ¢ a que apresenta maior concentragdo de Ca " e K'. Na temperatura de 10°C,
infere-se que os trocadores i6nicos de membrana tornam-se muito deprimidos, nao

. . o 5 159161
permitindo o aparecimento de arritmias durante a reperfusdo'> %,
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4.6.2 Andlise da pressdo sistolica do ventriculo esquerdo

A pressao sistolica do ventriculo esquerdo representa a pressao maxima gerada
pelo ventriculo esquerdo no seu interior ao término da sistole que, em condigdes
fisiologicas normais, ¢ semelhante a pressdo maxima sistolica encontrada na aorta
ascendente, considerando a valva adrtica normal. Esta pressdo estd intimamente
relacionada com a energia dispendida pelo ventriculo durante a sistole e que sera
transferida ao sangue sob a forma de energia cinética responsavel pelo seu percurso ao

longo de toda a grande circulagao.

O trabalho gerado pelo ventriculo em elevar a pressdo na cavidade ventricular
esquerda contendo o volume de sangue no seu interior na fase diastolica final até a
pressdo sistolica provém da energia transferida pela massa miocardica durante a
contragdo. Esta energia potencial serd transformada em energia cinética, responsavel
pela circulacao sanguinea sist€émica. Este mesmo raciocinio ¢ valido para o ventriculo
direito em relacdo a pequena circulacdo ou pulmonar que, nesta investigacao, ndo foi
priorizada, entendendo-se que o ventriculo esquerdo ¢ a camara responsavel mais

importante do trabalho cardiaco.

E bem verdade que a pressdo sistdlica em condi¢des fisiologicas estd
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condicionada aos fatores reguladores sistémicos ligados a reatividade vascular que, no
modelo de perfusdo isolada, ndo exercem qualquer interferéncia. Logo, o tnico fator
que entra em jogo na geracdo da pressdo sistolica do ventriculo esquerdo ¢ a
capacidade contratil do ventriculo. Portanto, situacdes que levam a depressdo da
contratilidade ventricular automaticamente irdo interferir de forma direta na sua
capacidade geradora de pressdo. Foi com esse intuito que esta varidvel foi eleita como

um marcador indireto do estado contratil do ventriculo esquerdo.

No coragdo submetido a isquemia e reperfusdo, seu estado contratil estara
automaticamente deprimido em fun¢ao dos efeitos lesivos sobre o miocardio, porém,
atenuados diretamente pela capacidade de cardioprote¢do que foram a ele dispensados.
O grau de recuperacdo da pressao sistdlica do ventriculo esquerdo reflete, de forma
indireta, o poder de preservagao que a solugdo cardioplégica e a temperatura exercem
nesse processo, sendo este um dos principais motivos de eleicdo desta variavel

hemodinamica.

Dessa forma, nessa investigagao, os resultados obtidos da pressao sistolica do
ventriculo esquerdo em todos os eventos aqui analisados exibiram valores muito
abaixo daqueles observados em condigdes basais, ou seja, antes de serem submetidos

ao processo isquémico seguido de reperfusdo. Mostram, em ultima andlise, como a




111
Discussdo

isquemia lesa o miocardio e quanto ¢ importante se trabalhar com métodos de
preservacdo que possam atenuar a0 maximo essas injurias. A andlise dos resultados
permite mostrar nesse experimento que a composi¢do eletrolitica de cada solucgdo

confere efeito protetor diferente a cada temperatura aplicada.

O comportamento da pressdo sistélica do ventriculo esquerdo a 10°C mostra
que a solugdo Celsior apresentou melhor resultado em relagdo as solugdes
Bretschneider-HTK, Krebs-Henseleit e St. Thomas, respectivamente. Ressalta-se o

pior desempenho da solu¢do St. Thomas em todo o periodo de reperfusdo a 10°C.

Todavia, quando os coragdes foram mantidos a 20°C, pode-se notar que a
capacidade de cardioprotecdo das diferentes solucdes apresentou a seguinte
distribuicdo, quanto a andlise da pressdo sistolica do ventriculo esquerdo: a solugdo
Celsior apresentou melhora substancial em relacdo ao comportamento em 10°C e
permaneceu superior as demais solugdes. A solucdo Bretschneider-HTK em 20°C
manteve comportamento semelhante ao da temperatura de 10°C. A solugdo Krebs-
Henseleit teve melhoria no comportamento a 20°C em relacdo a 10°C. Ressalta-se a
expressiva mudanga de comportamento da solugdo St. Thomas com melhor
desempenho a 20°C em relacdo a 10°C. Ao longo do periodo de reperfusdo, seu

comportamento a 20°C foi similar as solugdes Bretschneider-HTK e Krebs-Henseleit.




112
Discussdo

Quando se analisa isoladamente o fator temperatura, observa-se que este
exerceu influéncia significativa na recuperagdo do miocardio visto sob a oOtica da
pressdo sistolica do ventriculo esquerdo, com melhores resultados a 20°C do que a
10°C. Possivelmente, a 10°C, mesmo exercendo um efeito cardioprotetor,
paralelamente, apresenta efeito lesivo semelhante a aquele observado no projeto piloto

com a temperatura de 4°C.

As observagdes acima demonstram que a melhor combinacdo obtida pela
andlise da pressao sistolica do ventriculo esquerdo foi com a solugdo Celsior a 20°C.
Todavia, a despeito dos efeitos cardioprotetores com as solucdes cardioplégicas
ajustadas a temperatura, as injurias do fendmeno de isquemia e reperfusdo ainda ndo
sdo totalmente inevitaveis, exigindo-se que etapas intimas do processo isquémico

tenham que ser melhor esclarecidas.

4.6.3 Analise da +dP/dt

Tdo importante quanto analisar o valor absoluto da pressdo sistolica gerada
pelo ventriculo esquerdo ¢ conhecer em que velocidade esses valores sao atingidos. Do
ponto de vista matemadtico, essa velocidade de transferéncia de energia ¢ facilmente

obtida pela determinagdo da primeira derivada de variagao da pressao em fun¢do do
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tempo, aqui representada pelo componente positivo da dP/dt (+dP/dt). Ventriculos que
tenham a sua fungdo deprimida por qualquer motivo exigirdo maior tempo para
completar a fase sistolica do ciclo cardiaco ventricular e, portanto, exibirdo depressao

na +dP/dt.

Sabe-se que a fase sistolica € relativamente curta em relagdo a didstole e cuja
representagdo grafica da curva de ascensdo da pressdo gerada pelo ventriculo ¢
praticamente uma reta, ocupando quase que a integridade do tempo sistolico. Portanto,
a determinacdo da +dP/dt pode ser facilmente obtida pelo calculo da tangente do
angulo formado entre a inclinacdo da curva de ascensdo da pressdo e o eixo das
abcissas, que, do ponto de vista trigonométrico, representa a razao entre o cateto
oposto e o adjacente. Deve-se ressaltar que a fase sistdlica depende,
fundamentalmente, do estado contratili do ventriculo esquerdo, niao sofrendo
praticamente interferéncia da frequéncia cardiaca, uma vez que obedece a “Lei do

Tudo ou Nada” da contracdao muscular.

Pelo acima exposto depreende-se que a conservacao dos valores basais da
+dP/dt apos a isquemia e reperfusdo reflete a capacidade de preservagao funcional do
ventriculo esquerdo fornecida pela solugdo cardioplégica em fun¢do da temperatura

empregada. Nesta investigacdo, a solucdo Celsior teve o melhor desempenho em
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relacdo as solugdes Bretschneider-HTK, Krebs-Henseleit e St. Thomas,
respectivamente, tanto em 10°C como em 20°C, prevalecendo o melhor resultado a
20°C. Entretanto, mesmo assim, o limite minimo obtido inicialmente (basal), ndo foi
alcancado. A solucdo Bretschneider-HTK e Krebs-Henseleit comportaram-se
similarmente nas temperaturas de 10°C e 20°C. A solugdo St. Thomas, no entanto,
mostrou uma melhora significativa a 20°C, pareando com as solugdes Bretschneider-
HTK e Krebs-Henseleit. Portanto, a melhor combinagdo obtida pela analise da +dP/dt

foi obtida com a solucdo Celsior a 20°C.

4.6.4 Analise da —dP/dt

A fase diastolica representa o periodo de relaxamento do ventriculo, sendo
responsavel pela perfusdo corondria, onde a tensdo nas paredes encontra-se totalmente
deprimida. Pode-se entender, do ponto de vista fisiolégico, que enquanto a fase
sistolica ¢ caracterizada pelo consumo de energia que serd transformado em trabalho, a
diastole representa o periodo que o ventriculo utiliza para reposi¢do dos estoques
energéticos. A andlise grafica da curva pressorica nesta fase exibe depressdo mais
lenta em relacdo a sistole, pois o tempo diastolico também ¢ maior. Do ponto de vista

matematico, a interpretagdo ¢ similar, porém, como o angulo agora se encontra
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compreendido entre 90° e 180° e, portanto, o valor da tangente ¢ negativo. Para fins de
analise, aqui também se adota o seu valor maximo por questdes de facilidade de

interpretacao.

A —dP/dt sofre influéncia, fundamentalmente, de dois fatores: da frequéncia
cardiaca que aumenta ou diminui o tempo diastolico, uma vez que o sistolico €
praticamente constante, e da capacidade de relaxamento do ventriculo esquerdo. Neste
ultimo componente, as injurias sofridas pelo ventriculo durante o periodo de isquemia-
reperfusdo e a capacidade de cardioprote¢do merece especial destaque. Desta forma, a
fase diastolica depende do edema tecidual produzido e da capacidade de relaxamento
do miocardio. A determinacdo da variavel hemodinamica —dP/dt foi calculada na
presente investigacdo com esta finalidade, e se entende que a sua conservagao, apos o
coragdo sofrer as injurias da isquemia e reperfusdo, indica a maior capacidade de

cardioprotecao do bindmio solugdo cardioplégica e temperatura.

A solugdo Celsior foi a que apresentou o melhor resultado referente ao
relaxamento ventricular, tanto a 10°C como a 20°C, com superioridade para 20°C. As
solucdes Bretschneider-HTK e Krebs-Henseleit tiveram comportamentos similares em
ambas temperaturas. Destaca-se a solu¢do St. Thomas que havia mostrado pior

resultado a 10°C, mas a 20°C apresentou melhora significativa, ficando pareada aos 30
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min e ultrapassando as solugdes Bretschneider-HTK e Krebs-Henseleit apds os 30
min. Infere-se que na temperatura de 20°C houve melhor preservagdo dos trocadores
ionicos de membrana permitindo atenuagio da sobrecarga de Ca' e assim um melhor

159-161
relaxamento muscular .

4.6.5 Andlise integrada das variaveis de contratilidade miocdrdica

Na presente investigacdo a contratilidade miocéardica foi avaliada pelas
variaveis: pressao sistolica do ventriculo esquerdo, +dP/dt e -dP/dt. Analisando-as de
forma integrada, observa-se que os efeitos da isquemia e reperfusdo sobre o miocardio
sdo extremamente deletérios produzindo reducdo acentuada do desempenho
ventricular. Observa-se que, aos 60 minutos de reperfusdo, os menores indices de
depressao foi com a solucdo Celsior, com 53% a 10°C e 38% a 20°C na pressao
sistélica do ventriculo esquerdo; 52% a 10°C e 37% a 20°C da +dP/dt e 43% a 10°C e
28% a 20°C da —dP/dt. Essas informagdes demonstram que nenhum dos métodos de
preservacdo miocardica aqui estudados e que sdo usados também na pratica clinica
ainda se mostram eficazes para coibir integralmente a acdo lesiva da isquemia e

reperfusdo, ou seja, novos avangos precisam ser alcangados.

Esses dados sugerem, com bases em informacdes de fisiologia celular
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classicamente conhecidas e citada anteriormente, que a perda da capacidade contratil

. , . 159-161
do miocardio se deve ao declinio acentuado do ATP celular

por mudanca da
respiracdo celular de aerdbica para anaerdbica. A mudanca no perfil metabolico

normal deve ter levado a acidose intracelular pelo acimulo de 4cido latico, acarretando

depressao na atividade das bombas de membrana responséveis pelas trocas idnicas.

Sabe-se que a concentragdo de K™ na solugdo St. Thomas ¢ de 20 mmol/L,
enquanto que na Celsior o valor ¢ de 15 mmol/L, e provavelmente valores acima de 15
mmol/L de K* podem ocasionar contratura miocardica e das artérias corondrias. Esses
efeitos seguramente sdo manifestados pelo aumento da resisténcia coronariana ao
fluxo de perfusdo e com comprometimento da microcirculagdo responsavel pela
nutri¢do tecidual. Por outro lado, acredita-se que a diferenca na concentragio de K*
pode contribuir com o melhor desempenho da solu¢ao Celsior. Pesquisas futuras que
visem a analise intima do metabolismo celular devem ser estimuladas para o melhor
entendimento do comportamento das varidveis hemodindmicas e do proprio
desempenho do coragdo frente aos efeitos nocivos da isquemia e reperfusio em

contraposi¢ao aos métodos de cardioprotecao vigentes.

4.6.6 Andlise critica d o fluxo coronariano
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Em ultima andlise, o fluxo coronario depende do gradiente de pressdo entre a
aorta ascendente e o atrio, e da resisténcia vascular oferecida a passagem do sangue. A
resisténcia vascular coronaria sofre influéncia direta da reatividade vascular, da
obstrucdo vascular regional determinada em geral por embolia aérea e da pressao
hidrostatica do intersticio. Este tltimo componente esta intimamente ligado ao grau de
edema sofrido pelo tecido durante a isquemia e reperfusdo. O edema acarretara a
obstrucdo de carater variavel dos vasos coronarios aumentando desta forma a

resisténcia a passagem do sangue através da circulaciao coronaria.

Considerando-se que na presente investigacdo trabalhou-se com o coracao
isolado, com gradiente pressorico fixo, o Unico fator fundamentalmente responsavel
pela oposicao ao fluxo sanguineo foi o edema intersticial, uma vez que os demais nao
exercem qualquer participacdo. Portanto, na andlise do comportamento do fluxo

coronario objetivou-se relaciona-lo diretamente com o edema miocardico.

Os resultados obtidos indicam que a solu¢do Bretschneider-HTK a 10°C e a
Celsior a 20°C foram as que produziram os valores de fluxo mais elevados, ou seja,
foram as que propiciaram melhores condi¢gdes de protegdo, contrarias ao
desenvolvimento do edema tecidual, muito embora, tenha mantido valores muito

inferiores a aqueles encontrados na situagdo basal. O comportamento das demais
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solugdes referentes ao quesito fluxo corondrio obedeceu a seguinte ordem decrescente
quanto a eficiéncia: a 10°C as solugdes Celsior, Krebs-Henseleit e St. Thomas e a 20°C

as solucdes Bretschneider-HTK, St. Thomas e Krebs-Henseleit, respectivamente.

Infere-se que o fator temperatura interferiu diretamente nesses achados,
indicando que a hipotermia mais acentuada facilita ou impede o edema tecidual,

: . Ancin A 159-161
possivelmente por interferéncia direta no comportamento de membrana

, nao
somente das células miocardica mas também do endotélio, aumentando a sua

permeabilidade.

Infere-se também que outro fator antagonico ao desenvolvimento do edema foi
o teor osmoético de cada solu¢dao cardioplégica utilizada. Quanto a osmolaridade
obedecem a seguinte ordem decrescente Celsior, Krebs-Henseleit, St. Thomas e
Bretschneider-HTK, respectivamente. Todavia o desempenho comparativo entre elas
nao obedeceu a esta ordem, indicando que, entre outros fatores, a temperatura

interferiu nesse processo.

~ \ ~ + . ~ . P
Em relagdo a concentracdo de Na', infere-se que as solugdes cardioplégicas
analisadas obedecem a seguinte ordem decrescente: St. Thomas, Krebs-Henseleit,

Celsior e Bretschneider-HTK, respectivamente. Todavia o desempenho comparativo
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~ . N ,
entre elas ndo obedeceu a esta ordem, indicando que, entre outros fatores, o Na' por si

sO ndo interferiu nesse evento.

4.7 Analise critica do método estatistico

No projeto piloto, considerou-se o teste estatistico aplicado para amostras
pequenas na avaliacdo inicial dos resultados frente ao desenho da pesquisa.
Posteriormente, no projeto definitivo, inicialmente procurou-se analisar a estabilidade
dos resultados obtidos e a presenga de flutuagdes por meio do coeficiente de variagao
da amostra. O estudo dos resultados confirmou a pequena dispersdao dos dados que se
mantiveram sempre com valores inferiores a 20%. As informagdes indicam maior
confiabilidade nos resultados encontrados, os quais convergem para os valores das
médias com pequenos desvios padrao. A pequena variagdo dos resultados indica

homogeneidade da amostra.

Para analise dos resultados obtidos, empregou-se o teste de andlise de
variancia ANOVA One-Way e o teste de Tukey, respeitando-se as possiveis criticas
pertinentes pelo reduzido tamanho da amostra. Todavia, essas dificuldades sdo
frequentes nos ensaios experimentais € ndo se justifica o sacrificio desnecessario de

animais quando os resultados sdo convergentes e com baixa dispersdo. Realizar
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estudos experimentais com grandes amostras em situagdes cujos resultados sdo
confluentes ¢ passivel de criticas consistentes do ponto de vista ético, € pdem em risco

a competéncia na conducao da pesquisa.

Todavia, para vencer os desafios de trabalhar com pequenas amostras no que
tange a analise estatistica existe um método matematico valido de reamostragem
denominado Bootstrap. Na presente investigacao, respeitando-se os limites criticos de
cada uma delas, ambas as formas de analise (com e sem Bootstrap) foram aplicadas de
forma que os resultados obtidos foram interpretados de forma totalmente
independente. Na andlise sem Bootstrap houve situagdes onde nao foi possivel
estabelecer estatisticamente se houve ou ndo diferenga significante. As conclusdes

foram similares reforgando a estabilidade e a consisténcia das conclusdes obtidas.

Os valores dos resultados obtidos foram testados de forma absoluta e
percentual em relagdo aos valores basais e, apds a aplicagdo dos testes supracitados,
houve concordancia nas conclusdes. A analise inferencial por meio do teste de
variancia One-Way mostrou diferencas significativas entre as solucdes e os parametros
correspondentes hemodindmicos. Para se determinar quais solucdes diferiam entre si
em relagdo aos parametros correspondentes hemodindmicos foi aplicado o teste de

Tukey. Utilizando-se a razao dos parametros correspondentes hemodinamicos pode-se
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observar que a andlise de varidncia One-Way mostrou quais solugdes ofereciam
valores mais proximos dos considerados basais. Por meio deste método foi possivel
demonstrar onde havia diferenca estatistica ou ndo durante o periodo de reperfusao.
Para a comparacao e identificacdo das diferengas estatisticas entre os grupos 10°C e

20°C realizou-se o teste de variancia Two-Way.
4.8 Consideracoes finais

Os estudo de Menasché et al.*'*, com coragdes preservados em solugio Celsior
ndo apresentaram diferenga no grau de edema em relagdo a aqueles preservados em
solugdo St. Thomas. Este fato sugere que, dentro do estreito limite de tempo usado no
estudo, € pouco provavel que a preservacao da fungdo diastolica foi unicamente devido
a reducdo do grau de edema miocardico. Sabe-se que cora¢des submetidos a isquemia
e reperfusdo, mesmo com o emprego de solugdes cardioprotetoras, sdo susceptiveis de
apresentarem comprometimento da func¢do diastolica pelo desenvolvimento de edema

T . 214
miocardico, por contratura muscular excessiva ou ambos™ .

A solugdo St. Thomas, que ¢ isenta de solutos impermeantes, mostrou na
presente pesquisa, na temperatura de 10°C, a maior redu¢do do fluxo coronario,

sugerindo maior edema tecidual. Porém, em 20°C, seu comportamento ¢ similar a
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solucdo Bretschneider-HTK. Estas constatagdes nao estdo de acordo com outras
observacdes que atribuem somente ao alto teor de cloreto existente nessa solugdo

154, 215 . .
77, A solucao Celsior

como um dos principais responsaveis pelo edema miocardico
apresenta dois impermeantes, manitol e lactobionato, sendo que este Gltimo estd entre
os poucos elementos cuja omissdo drasticamente reduz as propriedades protetoras

: ~ : . : . 216, 21
reconhecidas da solugdo da Universidade de Wisconsin®'® *'.

Além disso, a
concentracdo total dos impermeantes tem sido elevada para 140mmol/L a fim de
contrabalangar a molécula intracelular osmoticamente ativa, responsavel pela entrada

de 4gua na célula sob condigdes anaerdbica e hipotérmica, inibindo as bombas de

Na'/K ATPase'™.

A histidina foi adicionada a solucdo Celsior com a finalidade de auxiliar no

+ . 218, 219
tamponamento do H a baixas temperaturas” ™

, € pela capacidade efetiva de
remover o O, **°. O radical livre de oxigénio pode contribuir para aumentar a
concentragio de Ca'  pela inativagio da bomba de Na'/K'ATPase e da bomba

- , foe 220, 221
Ca "ATPase do reticulo sarcoplasmatico™"

. A histidina pode também contribuir
- ++ ++ .
para limitar a sobrecarga de Ca e, consequentemente, o componente Ca mediador

, . , 4e 222 . . . ,
responsavel pela contratura miocardica™”. O manitol tem sido eleito também por

auxiliar na modulagdo dos radicais livres e pelo seu efeito osmotico, tendo aqui o
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. . ~ 223
efeito de auxiliar na reducdo do edema™".

Na presente investigacao, tanto em 10°C como em 20°C, as solugdes Celsior e
Bretschneider-HTK apresentaram melhor prote¢do cardiaca em relagdo as solugdes St.
Thomas e Krebs-Henseleit. Tanto Celsior como Bretschneider-HTK contém menor
concentragdo de Ca' ', comparadas com as demais. Muitos estudos tém mostrado que o
decréscimo da sobrecarga de Ca' intracelular durante a isquemia e reperfusio

. . ~ . 224,225
melhora a recuperacdo miocardica apds preservacado a frio™™ .

Ainda com relacdo a contratura miocéardica, observa-se que as solugdes
. ~ + .

extracelulares compartilham comumente concentracdo de Na semelhante ao meio

~ + . .
extracelular e uma alta concentracdo de K' para prevenir o desenvolvimento da
++ ~ ~ .

sobrecarga de Ca e promover a reducao do grau de deple¢ao do ATP requerido para
« g . 151 ~ . , . ~

o inicio da contratura . Por outro lado, a solucdo Celsior contém baixa concentragcao

++ VI
de Ca " e pH de 7,3 a 20°C, e cumpre com o principio de bloquear a sobrecarga de

. : : 226
Ca’ " por meio de moderado grau de acidose™".

Estudos experimentais empregaram as solugdes Celsior, Bretschneider-HTK e
a solu¢do da Universidade de Lyon (Lyps) com sucesso”™ **’. Michel et al.**®,

sugerem que, em ratos, as solu¢des Lyps e Celsior produzem enxertos com melhor
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funcao ventricular esquerda ap6s transplante. Em trabalho experimental, no qual foram
comparadas inimeras solugdes, a sugestdo foi que as solugdes com caracteristica
extracelular oferecem melhor preservagdo, entre elas, Celsior e Lyps, associadas a

~ . 228
melhores fungdes ventriculares™".

A andlise comparativa entre o desempenho das solu¢des com formulacao
intracelular e extracelular tem apontado melhores resultados para a primeira'’.
Todavia, as solu¢des Lyps e Celsior ndo foram testadas. Em estudo que comparou as
solugdes da Universidade de Wisconsin e Bretschneider-HTK em ratos, a resposta
coronariana a estimulos farmacolégicos, o débito cardiaco e a fungdo ventricular
esquerda foram melhores nos Orgdos preservados em Bretschneider-HTK??. Esses
dados controversos mostram a necessidade de se intensificar pesquisas que ajudem a
definir solugdes ideais, sendo que as divergéncias encontradas correm por conta da nao
uniformidade dos desenhos de pesquisa, diferengas individuais das solucdes de

cardiopreservacao e o tipo de animal eleito para a pesquisa.

230 . :
Pereda et al.”", em 2007, em estudo randomizado em pacientes, compararam a
desempenho da solugdo Celsior versus St. Thomas 2 em cardioplegia sanguinea, nao

tendo achado diferencas significativas.
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Puehler et al.?!

, em 2010, consideraram que as mudangas induzidas pela
hipotermia na funcdo e morfologia da célula endotelial em 6rgaos preservados a frio
para transplante cardiaco, podem conduzir a doenca arterial coronariana. A hipotermia
também causa efeitos celulares deletérios diretos e injurias através de varios caminhos
que ocorrem durante a reperfusdo e que aumentam a medida que o tempo de

232, 233

armazenagem aumenta . O componente celular mais sensivel aos danos de

5 2 \1; 234, 235
preservacao ¢ o endotélio

, com dano adicional no inicio da reperfusdao. Como

consequéncias desses danos, surgem os edemas, a acumulacdo de plaquetas,
: . . A e 233

desaparelhamento das propriedades pro e anticoagulante e aderéncia de leucocitos

o . 236
que podem gerar consequéncias danosas no resultado pos-transplante™.

Neste
contexto, a busca de aperfeicoamento nas formulas das solugdes preservativas ¢ de
especial importancia, objetivando minimizar as mudancas na homeostase celular,
melhorar a fungao de barreira das membranas e conservar o volume celular, durante a

s e 232,237-240
armazenagem a frio™" .

No presente estudo, as solucdes St. Thomas e Krebs-Henseleit apresentaram
pior protecdo miocardica em relacdo a Celsior e Bretschneider. Contudo, a solugdo
Krebs-Henseleit apresentou melhora progressiva do desempenho contratil em relacao a

St. Thomas a 10°C. Deduz-se que a adicdo de glicose como energético na Krebs-
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Henseleit atribuiu melhor efeito protetor ao miocardio em baixas temperaturas. Talvez
seja devido a acdo direta da glicose na membrana do cardiomiocito ou por causa do
aumento da viscosidade da solu¢do. De fato, as solu¢des Celsior, Bretschneider-HTK ¢
Krebs-Henseleit contém aditivos energéticos. Em contraste, a inexisténcia de

energético na solucao St. Thomas pode ter contribuido para seu pior resultado.

Deve ser lembrado que a solucdo Celsior compartilha algumas importantes
caracteristicas de sua formulagdo, em particular a alta concentracio de Mg'', a
presenca de glutamato e a histidina como tampao, com solugdes cardioplégicas de uso
rotineiro nas operagdes cardiacas, enquanto que outros componentes criticos da
formulagdo Celsior, em particular manitol, lactobionato e glutatione reduzido, sao
parte integrante da solugdo de preservagdo usada clinicamente para o6rgdos doados.
Essas consideracdes t€ém conduzido a estudos clinicos com o proposito de avaliar os

efeitos das solucgdes preservativas no contexto do transplante cardiaco.

4.9 Limitacoes do estudo

Esse estudo faz parte de uma linha de pesquisa que compreende o estudo da
disfuncao endotelial e apoptose com as diferentes solugdes cardioprotetoras, e possui

limitagdes inerentes as pesquisas experimentais.
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Os estudos em modelo animal permitem o ajuste do protocolo de acordo com
os objetivos a serem alcancados. Entretanto, deve-se ressaltar que a perfusdo de
coragdes isolados com solugdes sem sangue produz por si s6 distarbios no
desempenho do coracdo. Logo, os dados obtidos ndo pode ser transladado diretamente

para aplicagao clinica.

Deve-se considerar, entretanto, que os estudos comparativos com modelo

animal tém-se mostrado efetivos nas pesquisas relacionadas a preserva¢ao miocardica.




CONCLUSOES




130
Conclusoes

Considerando-se as limitagdes da presente investigagdo, os resultados aqui

encontrados permitem concluir que:

1. As solu¢des de cardioplegia estudadas ndo foram capazes de coibir

integralmente os efeitos deletérios da isquemia e reperfusdo sobre o coragao;

2. No presente estudo, a temperatura de 20°C promoveu melhor prote¢ao no

coragdo isolado de rato comparado com 10°C;

3. A solugdo Celsior conferiu melhor resultado para os coragdes isolados de
ratos, submetidos a isquemia de 10°C, seguida da solugdo Bretschneider-HTK, Krebs-
Henseleit e St. Thomas. Na temperatura de 20°C, a Celsior continuou apresentando o

melhor resultado, seguida da Bretschneider-HTK, St. Thomas e Krebs-Henseleit.
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4.10 Composicao das solucoes

Tabela 13 — Composi¢ao da solu¢ao de Krebs-Henseleit*

Componente Concentracio

Cloreto de sodio 126 mmol/L
Cloreto de potéssio 4,8 mmol/L

Fosfato de potéassio 1,2 mmol/L

Bicarbonato de sédio 25 mmol/L

Cloreto de calcio 2,5 mmol/L

Sulfato de magnésio 1,2 mmol/L

Glicose 11,5 mmol/L
Osmolaridade 330 mOsm

pH 7,4+0,5

* - Elaborada no Laboratorio de Investiga¢do Experimental da Fundagdo

Cardiovascular Sdo Francisco de Assis — ServCor.

Tabela 14 — Composi¢ao da solugdo Cardioplégica de Bretschneider-HTK

(Custodiol®)*

Componente Concentracao
Cloreto de sodio 15 mmol/L
Cloreto de potéssio 9 mmol/L
Cloreto de magnésio, 6 H,O 4 mmol/L
Hidrocloreto de histidina, H,O 18 mmol/L
Histidina 180 mmol/L
Triptofano 2 mmol/L
Manitol 30 mmol/L

Cloreto de calcio, 2 H,O

Alfa 2-cetoglutarato (hidrogenato de potassio)

Osmolaridade

pH

0,015 mmol/L
1 mmol/L
310 mOsm

entre 7,4 ¢ 7,45

* - Produzida por Pharmaceutical Company and Manufacturer - Germany.
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Tabela 15 — Composicdo da Solu¢cdo Cardioplégica St. Thomas*

Componente Concentracao

Na+ 144 mmol/L
K+ 20 mmol/L
Mg++ 16 mmol/L
Cat+ 2,2 mmol/L
Procaina 1,0 mmol/L
Osmolaridade 324 mOsm
pH 7,4

* - Produzida por Braile Biomédica Industria, Comércio e Representagdo.

Tabela 16— Composi¢do da Solug¢do Cardioplégica Celsior*

Componente Concentracao

Manitol 60 mmol/L
Glutationa 3 mmol/L
Hidroéxido de sodio 100 mmol/L
Cloreto de calcio, 2H,0O 0,25 mmol/L
Cloreto de potéssio 15 mmol/L
Cloreto de magnésio, 6H,O 13 mmol/L
Histidina 30 mmol/L
Acido glutamico 20 mmol/L
Acido lactobidnico 80 mmol/L
Osmolaridade 320 mOsm
pH 7,4

* - Produzida por Genzyme Polyclonals S.A.S. Franga.
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4.11 Tabelas de calculo estatistico
Tabela 17 — Teste Tukey: variaveis correspondentes hemodinamicas,
segundo a temperatura e a solu¢do
Frequéncia Pressio
Temperatura Diferenca Média (+dP/dt) (-dP/dt) Fluxo
Cardiaca Sistolica
Krebs-Henseleit - Bretschneider-HTK -18,79(*) -18,09(*) -179,14(*) -150,07(*) | -2,72(%)
Krebs-Henseleit - St. Thomas 9,91(*) 7,99(*) 252,86(*) 186,66(*) 1,93(*%)
10 Graus Krebs-Henseleit - Celsior -20,22(*) -43,85(*%) -518,21(%) -684,57(*) -0,6(*)
Bretschneider-HTK - St. Thomas 28,7(*) 26,08(*) 431,99(*) 336,72(*) 4,65(*)
Bretschneider-HTK - Celsior -1,4341 -25,75(*%) -339,07(*) -534,5(*%) 2,12(*)
St. Thomas - Celsior -30,13(*%) -51,84(*%) -771,07(%) -871,23(*) | -2,53(%)
Krebs-Henseleit - Bretschneider-HTK 21,64(*) -4,37(*) 15,0815 -14,4589 -2,62(*)
Krebs-Henseleit - St. Thomas 20,02(*) 2,58(*) 198,73(*) 162,67(*) | -1,58(*)
20 Graus Krebs-Henseleit - Celsior 32,23(*) -33,55(*%) -292,73(%) -458,92(*) -4,4(*%)
Bretschneider-HTK - St. Thomas -1,6221 6,95(*) 183,65(*) 177,13(*) 1,04(*)
Bretschneider-HTK - Celsior 10,59(*) -29,18(*) -307,81(*) -444.46(*) | -1,78(%)
St. Thomas - Celsior 12,22(%) -36,13(*) -491,46(*) -621,59(*) | -2,82(*%)
A diferenga ¢ significativa ao nivel de 5% (p-valor < 0,05).
Tabela 18 - Teste Tukey: razdo da frequéncia cardiaca
Temperatura Diferenca Média 5 15 30 60

Krebs-Henseleit - Bretschneider-HTK 0,168(*) 0,0118 0,0182 0,0046
Krebs-Henseleit - St. Thomas 0,1818(*) 0,1711(*) 0,0492(*) -0,0659(*)
10 Graus Krebs-Henseleit - Celsior 0,0095 0,0253 -0,0307(*) -0,0351(*)
Bretschneider-HTK - St. Thomas 0,0138 0,1594(*) 0,0309(*) -0,0705(*)
Bretschneider-HTK - Celsior -, 1585(*) 0,0136 -0,049(*) -0,0397(*)
St. Thomas - Celsior -0,1723(%) -0,1458(*) -0,0799(*) 0,0308(*)

Krebs-Henseleit - Bretschneider-HTK 0,0725(*) 0,0351(*) -0,0386(*) 0,002

Krebs-Henseleit - St. Thomas -0,1912(*) -0,207(*) -0,075(*) -0,1649(*)

20 Graus Krebs-Henseleit - Celsior 0,1296(*) 0,1621(*) 0,1421(*) -0,0056
Bretschneider-HTK - St. Thomas -0,2637(*) -0,2421(%) -0,0364(*) -0,1669(*)

Bretschneider-HTK - Celsior 0,057(*) 0,127(*) 0,1807(*) -0,0076
St. Thomas - Celsior 0,3207(*) 0,3691(*) 0,2171(*) 0,1593(*)

A diferenca ¢ significativa ao nivel de 5% (p-valor < 0,05).
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Tabela 19 - Teste Tukey: razdo da pressao sistolica
Temperatura Diferenga Média 5 15 30 60
Krebs-Henseleit - Bretschneider-HTK -0,1154(*) | -0,1357(*) |-0,1174(*) | -0,1003(*)
Krebs-Henseleit - St. Thomas 0,00040 0,0327(*) 0,0951(*) 0,112(*)
Krebs-Henseleit - Celsior -0,3629(*) | -0,3372(*) | -0,2344(*) | -0,1751(*)
10 Graus
Bretschneider-HTK - St. Thomas 0,1158(*) 0,1684(*) 0,2125(*) 0,2123(*)
Bretschneider-HTK - Celsior -0,2475(*) |-0,2015(*) |-0,117(*) -0,0748(*)
St. Thomas - Celsior -0,3633(*) | -0,3699(*) | -0,3295(*) | -0,2871(*)
Krebs-Henseleit - Bretschneider-HTK -0,0268(*) | -0,0552(*) |-0,0125 -0,0007
Krebs-Henseleit - St. Thomas 0,0015 -0,0149 0,0352(*) 0,0156
Krebs-Henseleit - Celsior -0,3458(*) | -0,3021(*) |-0,1212(*) | -0,1754(*)
20 Graus
Bretschneider-HTK - St. Thomas 0,0283(*) 0,0403(*) 0,0476(*) 0,0163
Bretschneider-HTK - Celsior -0,319(*) -0,2469(*) | -0,1087(*) | -0,1747(*)
St. Thomas - Celsior -0,3473(*) | -0,2872(*) |-0,1564(*) |-0,191(*)
A diferenga ¢ significativa ao nivel de 5% (p-valor < 0,05).
Tabela 20 - Teste Tukey: razdo da (+dP/ dt)
Temperatura Diferenca Média 15 30 60
Krebs-Henseleit - Bretschneider-HTK 20,0762 | -0,13437 | -0,0656" 0,0288"
Krebs-Henseleit - St. Thomas 0,0415" 0,0749" 0,1676" 0,2879"
Krebs-Henseleit - Celsior -0,3432 -0,323" | -0,1627" 0,0099
10 Graus
Bretschneider-HTK - St. Thomas 0,1176" 0,2092 0,2332 0,2591"
Bretschneider-HTK - Celsior -0,2671 | -0,1887" | -0,0971" -0,0188
St. Thomas - Celsior -0,38477 | -0,3979 | -0,3302C | -0,2779"
Krebs-Henseleit - Bretschneider-HTK 0,0032 | -0,03417 -0,0115| -0,0501"
Krebs-Henseleit - St. Thomas 0,024 0,0376" 0,0718" 0,016
Krebs-Henseleit - Celsior -0,3004" | -0,2324" -0,0237 | -0,1608"
20 Graus
Bretschneider-HTK - St. Thomas 0,0208" 0,0717" 0,0833" 0,0661"
Bretschneider-HTK - Celsior -0,3035 | -0,1983" -0,0122 | -0,1107"
St. Thomas - Celsior -0,3244" 0,271 -0,09557 |  -0,1768"

(M)A diferenga ¢ significativa ao nivel de 5% (p-valor < 0,05).
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Tabela 21 - Teste Tukey: razdo da (- dP/dt)

Temperatura Diferenca Média 15 30 60
Krebs-Henseleit - Bretschneider-HTK -0,0852 -0,1272 -0,097" -0,015
Krebs-Henseleit - St. Thomas 0,0049 0,0291" 0,1465" 0,2245%
Krebs-Henseleit - Celsior -0,4168" -0,3431" -0,245" -0,1396"

10 Graus
Bretschneider-HTK - St. Thomas 0,0901" 0,1562" 0,2434" 0,2396
Bretschneider-HTK - Celsior -0,3317" -0,2159" -0,148" -0,1245"
St. Thomas - Celsior -0,42177 -0,3721" -0,3914" -0,3641"
Krebs-Henseleit - Bretschneider-HTK -0,0289 -0,0802" -0,0104 -0,0569
Krebs-Henseleit - St. Thomas -0,0473" -0,0666" -0,011 -0,122
Krebs-Henseleit - Celsior -0,4045" -0,2679" -0,197" -0,2403"
20 Graus
Bretschneider-HTK - St. Thomas -0,0184 0,0135 -0,0007 -0,065"
Bretschneider-HTK - Celsior -0,3756" -0,1878" -0,1866" -0,1834"
St. Thomas - Celsior -0,3572 -0,2013" -0,1859" -0,1184"
(*)A diferenca ¢ significativa ao nivel de 5% (p-valor < 0,05).
Tabela 22 - Teste Tukey: razdo do fluxo coronariano
Temperatura Diferenga Média 5 15 30 60
Krebs-Henseleit - Bretschneider-HTK 20,0944 | -0,14327 | -0,1399" |  -0,1665"
Krebs-Henseleit - St. Thomas 0,1309" 0,1449" 0,0866" 0,0262
Krebs-Henseleit - Celsior -0,1717 | -0,0863™ | -0,0739" | -0,0226"
10 Graus
Bretschneider-HTK - St. Thomas 0,2253" 0,2881" 0,2265" 0,1927"
Bretschneider-HTK - Celsior -0,0773" 0,0569" 0,0661" 0,1438"
St. Thomas - Celsior 20,3027 | -0,2312 |  -0,1605" |  -0,0488"
Krebs-Henseleit - Bretschneider-HTK 20,1212 -0,0984" | -0,12467 |  -0,0803"
Krebs-Henseleit - St. Thomas 20,0934 | -0,0522 | -0,1216" |  -0,1046"
Krebs-Henseleit - Celsior 20,2686 | -0,1723" |  -0,1869" |  -0,1656"
20 Graus
Bretschneider-HTK - St. Thomas 0,0278" 0,0463" 0,0029 |  -0,0244"
Bretschneider-HTK - Celsior -0,1474 | -0,0738 |  -0,0624" |  -0,0854"
St. Thomas - Celsior -0,1752 | -0,1201 |  -0,0653" -0,061"

(M)A diferenga € significativa ao nivel de 5% (p-valor < 0,03).
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