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“Sopra o espirito onde quer.

Para aquele que nao & bafejado pelo sopro do espirito,

loucura seria pretender exprimir o seu pensamento em publico.

O menos que lhe poderia acontecer seria a incompreenséo dos outros...”

Ana Carrel, 1949
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“Ninguém compreendeu que, para ser duradoura,
a civilizacéo se deve edificar,

nao sobre principios filosoficos,

mas sobre conceitos cientificos

do ser humano e do meio...

O direito € um principio filosofico,

a necessidade, um conceito cientifico.

Na organizagéo da nossa vida coletiva,

demos preferéncia

aos nossos caprichos intelectuais

sobre os elementos da ciéncia,

vindo o triunfo das ideologias

a consagrar o desmoronamento da civilizag&o.”

Alexis Carrel, 1950
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RESUMO

Durante cirufgias cardiacas, a parada cardioplégica associada & hipotermia
é a técnica de protecdo do miocéardio mais utilizada durante a isquemia. Neste
estudo, pretendeu-se demonstrar o efeito protetor de uma solucdo cardioplégica
com cloreto de potassio, associada a hipotermia moderada e glutation, na
preservagéo do coragdo submetido a isquemia prolongada. Foram utilizados
coragdes isolados de coelho em sistema de perfusdo introduzido por Langendorff,
com modificagdes adaptadas ao estudo. No primeiro protocolo experimental, foi
avaliado o efeito citoprotetor da solugéo cardioplégica hipercalémica combinada a
hipotermia de 24°C, em diferentes intervalos de isquemia. Os resultados obtidos
na avaliacdo da amplitude de inotropismo do musculo cardiaco demonstraram
importante efeito protetor dessa combinagéo.

O segundo protocolo foi realizado com o objetivo de determinar o papel
citoprotetor da adicéo do glutation na solugéo perfusora em duas concentragdes,
durante isquemia a 30°C, em que as perdas fisioldgicas foram mais evidentes,
utilizando cardioplegia prévia com potassio. Quando o coragéo foi submetido a
isquemia com reperfusdo sem glutation, observou-se redugéo de 78% do
inotropismo apds o segundo periodo de isquemia em comparagéo aos resultados
observados no inicio do experimento no mesmo grupo. Esses achados
demonstram que o aumento da temperatura determinou importante reducdo do
efeito protetor da cardioplegia sobre o inotropismo do coragéo isquémico,
confirmando a importancia da hipotermia na manuten¢do da fungdo celular do
coracéo isquémico. A adicdo de 0,1mM de glutation a solugéo perfusora reverteu
de maneira significativa esses efeitos adversos observados no grupo
anteriormente descrito, sugerindo que esse efeito & ao menos em parte,
conseqléncia da producdo de radicais livres. Além disso, com o0 aumento da
concentragdo de glutation para 0,3mM observou-se diminuigdo na forga de
contragdo em relagdo a concentragdo de 0,1mM, levando a crer que fatores
adicionais devem estar envolvidos de maneira associada na génese da injuria

isquémica. O consumo de glutation durante reperfuséo também foi estudado com
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os coragdes isolados e perfundidos com solugédo enriquecida com o tripeptideo
nas concentracdes de 0,1mM e 0,3mM apds dois periodos de sessenta minutos
de isquemia. Os resultados demonstraram que, apesar do aumento em 200% na
oferta de glutation & solucdo perfusora, isso n&o foi capaz de manter aumento
semelhante no consumo deste substrato pela célula cardiaca apds a isquemia,
nem levou a incremento adicional na forca de contraggdo do miocardio. Os
resultados obtidos apontam para novos caminhos na preservagdo miocardica
através da combinacgdo de hipotermia, cardioplegia e a adicdo de glutation a

solucdo perfusora.



SUMMARY

During cardiac surgery the cardioplegic manuver associated to high
potasium concentration and hypothermia are the technics most utilized for
myocardium protection during surgery. In this study we have attempted to
demonstrate the protective effect of a cardioplegic solution with high potassium
content associated to moderate hypothermia and high potasium content in addition
to glutathione in the cardiac preservation, submitted to prolonged ischemia. We
have used the isolated rabbit heart in a perfusion system inicialy described by
Langendorff with a few modifications adapted for this study in our laboratory.

During the first experimental protocol we evaluated the cytoprotector effect
of the hyperkalemia solution combined with hypothermia at 24°C at different
ischemic intervals. The results obtained during the evaluation of muscle inotropic
response demonstrated an important protective effect of this solution in the cardiac
tissue. The second protocol was made with the objective to determine the role of
glutathion in the protective effect of the perfusate in two concentrations during
ischemia at 30°C, where the physiologic function were more decreased by using
potassium cardioplegia previously. When the heart was submitted to ischemia with
reperfusion without glutathion we observed a 70% reduction in the inothropic
response after the second period when compared to the results observed during
the begining of the experiment in the same group.

These findings demonstrate that the increase in the temperature promoted
important reduction of the protective effect induced by the cardioplegic solution in
the ischemic heart confirming the hypothermic effect in maintenance of the celular
function in the ischemic heart. The addition of 0.1mM of glutathion to the
perfusated reverted significantly these adverse effects as described in the previous
group, sugesting this effect is at least in part a result of the production of free
radicals. Besides this the increase in glutathion concentration to 0.3mM promoted

a decrease in the contractile force when compared to 0.1mM, suggesting that
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additional factors must be involved in the genesis of the ischemic injury. Glutathion
consumption during reperfusion was also studied with the isolated hearts and in
perfused with solutions containing 0.1mM and 0.3mM of the tripeptide after two
periods of 60 minutes ischemic time. The results demonstrate that the increase in
200% glutathion concentration to the perfusate was unable to maintain similar
increase in the consumption of the substrate by the cardiac cells after the ischemic
period did not promote any substancial increase in the myocardial contraction.

The current data point out to new ways for the myocardial protection through
the combination of cardioplegia, hypothermia and the addition of glutathion to the

preservative solution.
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| -INTRODUGAO
1. CONSIDERAGOES GERAIS

A grande maioria dos 6rgaos dos mamiferos é extremamente sensivel a falta
de oxigenagéo de seus tecidos, havendo morte celular num periodo de trés a cinco
minutos apos o blogueio da circulagéo (Armitage, 1981).

Nos ultimos 150 anos, a necessidade de submeter 6rgdos a bloqueios, ao
menos parciais, da circulagdo sangilinea, com consequente privagdo celular de
oxigénio para, desta forma, facilitar a realizacdo de procedimentos experimentéis e
cirurgicos, tem alimentado esforco em desenvolver técnicas de preservacdo de
orgéos (Armitage, 1981). A perfuséo de 6rgdos isolados tem-se mostrado como uma
maneira bastante eficaz para garantir a manuteng&o da viabilidade celular, seja em
experimentos animais, seja em procedimentos clinicos. A este respeito, o corag&o
requer atengdo especial. Neste 6rgéo, a elevada taxa metabdlica, associada com a
baixa reserva energética celular, séo fatores predisponentes ao dano que, em geral,
ocorre na auséncia de ambiente adequado a sua preservagéo.

O conceito de perfusdo artificial de 6rgéos foi originalmente idealizado por
Legallois, (1812). Posteriormente, em 1866, Von Cyon (1899), com o auxilio do que
teria sido o primeiro sistema de perfuséo, conseguiu manter a fung&o contratil de um
coragédo isolado de sapo por mais de 24 horas, através de sua perfusdo com soro
fresco de coelho. Ringer (1881) demonstrou, pela primeira vez, que na perfusdo de
coracéo isolado, a presenca de sodio e potassio como constituintes da solug&o era
fator importante. Desta forma, estava formulada a primeira solugdo artificial de
perfuséo.

Em continuidade a esses trabalhos, Langendorff (1895) descreveu o mais
sofisticado sistema de perfusdo de coragéo isolado de gatos e cades com sangue
aerado e desfibrinado.

Dominando o periodo de transicdo entre estes experimentos histéricos e as

atuais investigagdes que envolvem preservagéo de o6rgéos, Alexis Carrel com o




auxilio do sistema desenvolvido por Lindbergh, conseguiu para o coracédo um tempo
de sobrevida de quatro dias (Carrel, 1935, 1938).

Qutras solugdes foram quase contemporaneamente desenvolvidas. Em 1932,
Krebs e Henseleit desenvolveram solucdo para preservacdo de Orgdos de
composicdo semelhante ac plasma. Melrose e cols.. (1955) langaram as bases da
cardioplegia com o desenvolvimento de uma técnica de parada cardiaca em diastole.
Para isto, os autores utilizaram o sangue como veiculo de citrato de potassio,
inaugurando, assim, a era da preservacdo miocardica com cardioplegia sanguinea.
No entanto, por causa da alta concentragéo de citrato de potassio utilizada, o dano
celular irreversivel era achado freqgiente.

O conceito de protecéo miocardica por cardioplegia somente foi reintroduzido
vinte anos depois com o0s estudos experimentais de Gay e Ebert (1973). Nestes
experimentos, uma solugdo com 25mEg/l de KCI foi utilizada com o objetivo de
garantir a protegdo do musculo cardiaco durante periodos até sessenta minutos em

andxia normotérmica.

2. METODOS DE PRESERVACAO DO MIOCARDIO

Os métodos de preservacéo do miocardio foram primeiramente elaborados em
meados do século XIX, quando Ringer (1881) desenvolveu a primeira solugéo com a
utilizacéo de ifons, através da variagdo empirica das concentragdes ibnicas de sodio e
potassio, mantendo o coracgéo de ras isolado com atividade contratil em perfusao, por
varias horas.

O dano miocardico decorrente da isquemia € iniciado, em geral, por uma falha
no suprimento adequado das necessidades metabdlicas da célula cardiaca.
Portanto, durante a preservacdo, para evitar a progresséo da injuria irreversivel,
deve-se reduzir severamente a atividade metabdlica celular ou aumentar a oferta de
oxigénio e de nutrientes.

Alem destes fatores, o tempo de duragdo da isquemia desempenha papel

importante. Desta forma, para aumentar a eficiéncia do processo, sem dano celular



significativo, deve-se reduzir o tempo de isquemia e a atividade metabdlica celular. O
resfriamento controlado e o uso de inibidores metabdlicos quimicos s&o Uteis apenas
para diminuir a progress&o da injuria isquémica. Por outro lado, o congelamento
(criopreservacdo) em temperaturas que suprimem toda a atividade metabdlica celutar
forneceria, teoricamente, preservagéo do 6rgdo por um periodo indefinido, havendo,
entretanto, necessidade do controle de cristais de gelo, geralmente danosos aos
tecidos (Armitage, 1981).

Substancias crioprotetoras, como a albumina, sdo capazes de melhorar a
viabilidade celular apds o reaquecimento. Com excecdo do glicerol, estas
substancias apresentam pouca eficacia crioprotetora, com a¢do em poucos tipos de
células.  Outros agentes, incluindo dextran, polivinil pirrolidone e sacarose,
apresentam alto efeito crioprotetor em diversos sistemas celulares, pois promovem o
abaixamento do ponto de congelacdo. Adiante estdo descritas sumariamente as
principais formas de preservacdo do musculo cardiaco de importancia pratica
(Shiafer, 1981).

2.1. PROTEGAO CELULAR POR HIPOTERMIA

A hipotermia tem sido vista como recurso importante na preservagéo de varios
6rgéos, dentre eles o coracdo. Fuhrman e cols. (1950) demonstraram que a atividade
metabodlica de fatias isolados de coragdo de ratos foi reduzida em 90% com a
diminuic&o da temperatura de 37°C para 10°C.

Greenberg e Edmunds (1961) observaram que o tempo meédio de isquemia
compativel com a recuperagdo normal da capacidade de trabalho ventricular
aumentou de dez minutos a 37°C para sessenta minutos, quando a temperatura caiu
para menos de 10°C.

Talvez, a evidéncia experimental mais significativa de que a hipotermia oferece
protecdo miocardica satisfatdria tenha sido demonstrada por Lower e cols. (1962).
Nestes estudos, sob hipotemia profunda, foram demonstrados, com sucesso,

transplantes ortotdpicos de coracbes em caes apds sete horas de isquemia total.



O metabolismo da célula miocardica apresenta melhor desempenho a 36°C,
com adequado funcionamento das mitocondrias, bombas de sodio, potassio e célcio,
sistemas enzimaticos e tampbes (Salerno, 1992). O frio diminui o consumo
energético, mas, por outro lado, reduz a eficiéncia de produgéo de energia e interfere
reduzindo o funcionamento normal da bomba de calcio. Desse modo, alguns autores
tém sugerido que a utilizagdo de baixas temperaturas poderia levar a um aumento
final no gasto energético na célula cardiaca (Buckberg, 1979). Né&o obstante, a
hipotermia continua atualmente sendo ainda bastante utilizada como meio de
protecdo cardiaca, sobretudo em associagdo com outros métodos de preservagao

(Alamani e cols.. 1995, Taylor e cols.. 1995).

2.2. PROTEGCAO MIOCARDICA POR MANIPULAGAQ QUIMICA

Embora a hipotermia ofereca protecdo consideravel contra a lesdo andxica, o
uso complementar de agentes farmacoldgicos ou a manipulacdo da composi¢do
ibnica das solugbes de manutencdo também parecem inibir ou reduzir o metabolismo
celular.

A utilizacdo de concentractes elevadas de potassio, nestas solugdes, € a
alteracdo mais comumente utilizada. Melrose e cols.. (1955) utilizaram citrato de
potassio (240mmol/l) para induzir a parada cardiaca. No entanto, esta técnica
permitiu a manutencdo de apenas vinte minutos de isquemia quente em caes (Kolff e
cols.. 1956) e parece ndo ter sido realmente eficaz. Na verdade, este método de
parada cardiaca pode levar a necrose miocardica e a dilatagéo do coragéo (Armitage,
1981). Apesar da elevada concentracdo de potassio, o uso do citrato pode ter efeito
deletério por inibir a glicélise (Randle e cols.. 1968), responsavel pela produgéo
anaerdbica de ATP. O cloreto de potassio parece ser o sal fundamental para a
cardioplegia. No entanto, para garantir a boa preservagdo miocardica, a
concentracao utilizada ndo deve exceder 30 mEg/l. A utilizagdo deste sal nesta
concentracdo tem a finalidade de cessar a atividade eletromecénica do coragéo com

seguranca e efetividade (Braile e cols.. 1979).



Tyers e colaboradores (1975) observaram que a solugdo utilizada por Melrose
lesava o coracdo ndo somente por causa da sua alta concentragdo de citrato de
potassio, mas também em decorréncia de sua hiperosmolaridade, superior a
400mOsm/l. Batty e colaboradores (1990) demonstraram que a melhor osmolaridade
de uma solugéo cristaldide para nove horas de preservacdo fria de coragdes isolados
de rato era de 290 mOsm.. Estudos mais recentes tém concordado que a
osmolaridade das solugbes cardioplégicas deve ficar entre 290 e 320 mOsm (McGary
e cols. 1991, Stringham e cols. 1994).

Alguns autores também tém sugerido que agentes que protegem a integridade
das membranas celulares podem retardar o dano isquémico (Decker e Wildenthal,
1978). As alteracdes estruturais e citogquimicas em células miocardicas de coelho
apos 45 minutos de isquemia severa sdo similares aquelas encontradas em
miocardio de cdo, sendo indicativas de lesdo irreversivel. No entanto, a
administragdo de uma simples dose do esterdide metilprednisolona, antes da
isquemia, retarda em quinze minutos o aparecimento de lesGes morfoldgicas
caracteristicas da anoxia (Armitage, 1981).

Por outro lado, vérios estudos apontam na diregdo de que o sodio nas
solugdes cardioplegicas deve ser utilizado em concentragdes normais com o objetivo
de reduzir a hiponatremia, que pode estimular a entrada de célcio para dentro das
células, o que provoca danos celulares importantes (Ko e cols. 1995).

A estimulac&o da atividade da bomba sédio-potassio através da cardioplegia
com potassio parece resultar em efeito benéfico sobre a fungdo miocardica pds-
isquémica. Esse efeito € eliminado, quando se inibe a atividade da enzima com uma
dose subtdxica de ouabaina (Ko e cols. 1995).

A auséncia do calcio na solugdo cardioplégica pode induzir ao fendmeno
chamado “paradoxo do calcio”, contudo a concentragéo ideal desse ion permanece
ainda controversa (Stringham e cols. 1994). Este fendmeno, que ocorre durante a
reperfusdo, consiste na entrada de grandes quantidades de célcio para o interior das
células, quando o sistema coronariano € totalmente lavado por solucdes
cardioplégicas que n&o contenham calcio. As conseqiéncias da entrada de célcio

podem levar também a alteragbes importantes da propria membrana celular (Braile e



cols. 1979). Alguns estudos tém sugerido que somente concentragdes micromolares
de célcio (50 a 100 pmol/l) sdo necessérias para prevenir o fendmeno e
concentracdes maiores poderiam aumentar o gasto energético e provocar 0
desenvolvimento de contratura do musculo cardiaco (Robinson e Harwood, 1991;
Kinoshita e Tokunaga, 1991).

O uso de glicose nestas solugdes tem sido bastante discutido. Até o momento,
ndo existe consenso sobre a sua utilizagdo. Enquanto varios trabalhos confirmam
sya validade (Lazar e cols. 1995, Nilsson e cols. 1994), Hearse e colaboradores
(1978) demonstraram efeito deletério da utilizag&o de glicose sobre a capacidade
protetora de uma solug&o perfusora por eles desenvolvida.

A importancia da insulina nas solucbes de preservacdo ndo esta ainda
completamente definida. A utilizagdo desse hormdnio em solugdes com potassio e
glicose tem demonstrado bons resultados (Lazar e cols., 1995; Nilsson e cols., 1994).
Contudo alguns autores observaram que a insulina pode potencializar os efeitos
deletérios da glicose durante a parada isquémica (Hearse e cols., 1978). Solucdes
cardioplégicas classicas com insulina na sua composicdo, como a solug&o usada por
Lacs, ja foram citadas (Braile e cols., 1979), embora seu efeito benéfico ndo seja
efetivamente comprovado. A insulina parece exercer um amplo espectro de efeitos
benéficos e prejudiciais, de modo que o saldo final dessas propriedades dependeria
da natureza dos outros componentes da solugdo (Hearse e cols., 1978).

Achados recentes demonstram que o pH da solucdo cardioplégica deve ser
alcalino, com a utilizagdo de solugdes tampdes ou até mesmo alcalis, a fim de
neutralizar os acidos que continuam a ser formados durante o periodo de isquemia,
mesmo com cardioplegia, embora numa proporcao infinitamente menor que na
parada andxica normo ou hipotérmica (Tian e cols.,, 1991). A reducdo do pH
intracelular durante a isquemia inibe as enzimas da via glicolitica anaerdbica,
reduzindo a producéo anaerdbica de ATP e, consequentemente, limitando a atividade
das bombas soddio-potassio e célcio dependentes de ATP (Tian e cols., 1991). A
atenuacdo da acidose durante a isquemia parece ser um fator significativo no
prolongamento do tempo de preservacédo e, desse modo, praticamente, todas as

solucdes cardioplégicas contém uma substancia tampao para manter o pH adequado
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(Buckberg, 1987); bicarbonato, fosfato ou THAM (trihidroximetilaminometano) s&o as
mais utilizadas, contudo o Ultimo parece ter acéo inotrépica positiva indesejavel na
condicdo de cardioplegia O uso de albumina ndo é aconselhavel pelo risco de
formagdo de precipitados na microcirculagéo (Braile e cols., 1979).

Das observacdes até entéo apresentadas pode-se depreender, portanto, que a
utilizacdo de solucdo cardioplégica adequada € fator decisivo para a preservagéo
cardiaca. Todavia, atualmente muitas duvidas ainda persistem, 0 que sugere que

estudos adicionais precisam ser realizados.

2.3. PROTEGAO MIOCARDICA POR PERFUSAO

A hipotermia e a inibigdo quimica permitem que o coragdo sobreviva por mais
longo tempo utilizando suas proprias reservas, enquanto a perfusdo, freqlentemente
associada a supressdo metabodlica deveria, teoricamente, aumentar a duragdo da
preservagdo conseguida com a supressdo metabdlica sozinha, ja que o coragdo néo
possui grandes estoques de substratos energéticos (Armitage, 1981).

Conforme ja referido, Carrel e Lindbergh estudaram a perfusdo como um meio
de preservacio cardiaca. A partir de entdo, muitas solucdes que contém desde o
sangue total a uma simples solucdo salina tém sido empregadas na perfusdo de
coragao .

Entre as variaveis que interferem no éxito da perfuséo, a duraggo do processo
desempenha papel importante. Embora ainda ndo se tenha conhecimento sobre o
tempo ideal, varios autores consideram que o tempo é a esséncia da preservagéo.

Os meios de perfusdo devem conter os elementos basicos do sangue, tais
como sodio, potassio, calcio e bicarbonato em concentracdes similares a dos fluidos
do organismo. Elementos adicionais s&o acrescentados para prover o balango
eletrolitico, o ajuste de pH, a pressdo oncotica, nutricdo celular ou outro atributo
especial. E sempre necessario adicionar oxigénio e, as vezes, gas carbdnico,
importante para o equilibrio do tampé&o bicarbonato, através de sua reagdo com agua

estrutural com producéo do anion bicarbonato.



Por suas propriedades fisioldgicas, obviamente o sangue autdlogo ou
heterdlogo seria o perfusato ideal. O sangue total contém vérias substancias com
cardter tamp&o e de boa capacidade de oxigenacéo celular. Por outro lado, as
células vermelhas podem contribuir para melhor perfuséo tecidual, desviando
temporariamente o fluxo sanglineo de um capilar para outro (Humphries Jr e Liu,
1974).

Apesar destes efeitos benéficos, o sangue contém quantidade variavel de
substancias enddgenas que podem influenciar a fungdo cardiaca muitas das quais
tem profundo efeito vascular. Além disto, sob hipotermia, as células vermelhas néo
sd0 necessarias para o transporte de oxigénio, porque o oxigénio se torna mais
sollvel, como também as demandas metabdlicas diminuem (Humphries Jr e Liy,
1974). Nesta situag&o, apesar dos processos metabolicos estarem diminuidos, néo
se encontram de todo supressos. A vantagem de fornecer oxigénio para os
processos aerobicos durante a parada cardiaca com o objetivo de suprir as
exigéncias metabdlicas é frustrada pelo fato da dissociagdo oxi-hemoglobina
deslocar-se para a esquerda em baixas temperaturas, resultando em diminuigdo na
liberacdo de oxigénio para os tecidos (Rousou e cols., 1988).

As conseqléncias adversas do uso do sangue total na perfusdo levaram os
pesquisadores a buscar alternativas. O uso de solucdes salinas foi estabelecido a
partir dos estudos de Rusch (1898). Este autor demonstrou que estas solugbes
poderiam ser utilizadas com sucesso, para a perfusdo do coragdo isolado.
Posteriormente, nos anos de 1932 e 1950, Krebs e Henseleit e Krebs,
respectivamente, preconizaram as bases das solugdes salinas perfusoras que, até
hoje, sdo utilizadas, sendo reconhecidamente os trabalhos mais citados na literatura,
conforme o Institute for Scientific Information.

Uma outra forma de preservacdo do coracdo inclui a utilizac&o do perfusato na
forma de plasma. Durante a hipotermia, como ja referido, estado em que torna maior
a solubilidade do oxigénio, o plasma carreia oxigénio dissolvido suficiente para
prover os tecidos (Ledingham e cols., 1988), os quais, como demonstrado por
Humphries, Jr. e Liu (1974), ja se encontram com os niveis de consumo diminuidos.

Esses dois autores também defenderam a utilizacdo de perfusato composto de



plasma crioprecipitado que n&o conteria células, plaquetas lipoproteinas e um tergo a
menos de fibrinogénio. Segundo esses autores, a remogao de lipoproteinas de baixa
densidade impediria a formacé&o de agregados que obstruiriam os capilares em
condi¢des de hipotermia (10°C).

Johnson e cols. (1972) observaram que o plasma crioprecipitado apresentou
algumas desvantagens entre as quais a de conter elevada concentracéo de gorduras
instaveis que requerem filtracdo cuidadosa, altos titulos de aglutininas e maior risco
de contaminag&o com o virus da hepatite.

O perfusato, constituido de soro ou suas fragbes, ¢é utilizado para evitar a
formacdo de fibrina no plasma, pois o perfusato de baixa viscosidade apresenta
melhores resultados na preservagédo (Humphries, Jr. e Liu, 1974).

Claes e cols. (1972, 1973) obtiveram bons resultados utilizando perfusato com
albumina como unico coldide, sendo ele de mais facil preparacéo e mais fidedigno
que o plasma. N&o ha risco de contaminacdo pelo virus da hepatite e de anticorpos
citotoxicos.

Bons resultados foram obtidos na perfus&o de coragdo, utilizando perfusato
sem coldide com a mesma constituicdo idnica do plasma. Copeland e cols. (1972)
utilizaram a solugdo de Krebs modificada no circuito de perfuséo para a preservacao
de coracdo de caes durante 24 horas, obtendo 100% de sobrevivéncia apds a
realizag&o do transplante ortotdpico.

A melhoria da preservacdo miocardica através da solugdo cristaldide, sob
hipotermia, baseia-se em duas importantes caracteristicas: a primeira envolve a
solubilidade do oxigénio em agua que é dependente da temperatura, duplicando
quando a temperatura cai de 37,5°C para 0°C. A segunda, e mais importante, &€ que
todo o oxigénio carreado por uma solucdo cristaldide & prontamente liberado na
presenca de um gradiente de tensdo de oxigénio. Esta propriedade pode ser vista
através da curva linear de dissociagdo do oxigénio na solugéo cristaldide. Resultados
experimentais obtidos com uma solucdo cristaléide oxigenada a 10°C demonstraram
gque o conteudo de oxigénio (4,03 + 0,07 vol%) dessa solugdo € completamente
liberado. Em contraste, na mesma temperatura, o sangue total arterial € uma solugéo

cardioplégica sanglinea liberaram respectivamente 3,32 + 0,18 vol% e 3,61 + 0,10



vol% de oxigénio. Esses estudos sugerem que quanto maior a concentragdo de
hemoglobina, maior é a competicdo pelo oxigénio dissolvido no plasma e menor a
quantidade de oxigénio liberada (Bodenhamer e cols., 1983).

Collins e cols. (1969) desenvolveram uma solu¢do com composigdo
semelhante ao fluido intracelular. A concentrag&o ideal de ions nestes perfusatos €
ainda controversa, contudo parece inegavel a sua utilizacdo com diversas vantagens.
Todavia, essa solucdo tem sido utilizada sobretudo em preservagao renal.

A utilizagdo da perfusdo associada a hipotermia tem produzido resultados
importantes. Malinin (1970) perfundiu corag&o de macaco utilizando o sistema de
perfuséo de Carrel-Lindbergh (1935,1938), e observou que os coragdes perfundidos
entre 12 e 15° C sobreviviam por nove dias, enquanto perfusdes sob maiores ou
menores temperaturas demonstraram resultados menos expressivos, como a
sobrevivéncia do érgdo durante apenas 24 horas sob perfuséo a 37°C.

Linask e cols. (1978) demonstraram que corac&o de rato sobrevive por seis a
nove dias quando perfundido com uma combinagdo de eletrélitos, aminoacidos e

vitaminas em um sistema simples mantido a 22°C.

3. METABOLISMO ENERGETICO DO MUSCULO CARDIACO

Em condigbes aerdbicas normais, 60 a 90% das necessidades energéticas do
miocardio sdo supridas através da oxidagéo de acidos graxos (Grynberg e Demaison,
1996). Na célula cardiaca, estes substratos s@o esterificados em ftriglicerideos e
incorporados dentro dos granulos lipidicos. A entrada dos acidos graxos livres na
célula miocardica ocorre a partir da ag&o da lipase lipoprotéica presente no endotélio
capilar e nos midcitos. A passagem através do sarcolema é determinada por
gradientes de difusdo e solubilidades diferentes. Neste sitio, os acidos graxos s&o
transportados pela mioglobina, permitindo a sua fixag&o no reticulo sarcoplasmatico e
na membrana externa da mitocdndria, na qual sdo transformados em Acil-Coenzima-
A (Acil-CoA). A membrana interna da mitocondria &€ impermeavel ao Acil-CoA. Desta

forma, no espacgo entre as duas membranas da mitocondria, pela agdo da carnitina
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Acil-CoA transferase, ocorre a transformacdo do Acil-CoA em Acil-carnitina
(transferase ). Na membrana interna da mitocondria, a enzima transferase i é
responsavel pela ligagdo do grupamento Acil com a coenzima-A intramitocondrial
(Grynberg e Demaison, 1996).

No interior da mitocOndria, os acidos graxos sio oxidados através da B-
oxidacdo. As moléculas de acidos graxos metabolizadas no interior da mitocondria

s&o degradadas em CO, e H,O, fornecendo em media 130 moleculas de ATP por

molécula de acido graxo oxidado. Os principais acidos graxos utilizados contém
dezesseis a dezoito carbonos, fornecendo em torno de 44 moléculas de ATP para
cada seis atomos de carbono. O &cido palmitico fornece aproximadamente 3,7

moleculas de ATP por mol de O, consumido (Siess, 1980).

Embora representando menos de 10% da energia total consumida pela célula
cardiaca, o lactato é considerado um substrato energético importante para o coragéo.
Sua utilizacdo ocorre através de sua entrada no ciclo do acido citrico (aerobiose),
pela sua conversdo a piruvato, sendo preferivel quando sua concentracdo arterial
esta elevada. O coragdo € bioquimicamente adaptado para a oxidacdo de lactato,
porque a isoenzima da lactato-desidrogenase presente no miocardio favorece o
sentido da reagdo no sentido da conversdo de lactato em piruvato, por isso o lactato €
oxidado pelo coracdo mesmo na presenca de altos niveis de glicose e acidos graxos
livres (Teoh e cols., 1988). A presenca do piruvato ativa diretamente a piruvato-
desidrogenase, aumentando a producdo do aceti-CoA e conseqUentemenie a
geracdo de ATP. Sua incorporagdo no ciclo do acido citrico fornece dezoito
moléculas de ATP por molécula de lactato (Teoh e cols., 1988).

Trabalhos recentes demonstram que cerca de 90% do gasto energético da
célula cardiaca se destina a execucdo do trabalho eletro-mecénico e apenas 10% €
utilizado para manter a homeostasia e a viabilidade celular (Braile e cols., 1989).

A reducdo da necessidade energética do miocardio durante a parada
isquémica eletiva é reconhecida como fundamental para a melhor preservacéo da
funcéo cardiaca (Bodenhamer e cols. 1983).

Na auséncia de oxigénio, que ocorre durante a isquemia, a glicdlise anaerdbica

torna-se a principal fonte energética, produzindo 80 a 90% do fosfato de alta energia
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utilizada pelo coragéo. A glicdlise representa a quebra da glicose em dois moles de
lactato, com a producdo concomitante de dois moles de ATP em condicbes de
auséncia de oxigénio (Das e Maulik, 1996).

O ATP é a forma de energia essencial para a sobrevivéncia celular, e a
concentracéo e a velocidade de deterioracéo dos fosfatos de alta energia determinam
o tempo entre o inicio da isquemia e o comecgo da les&o irreversivel. Com a parada
cardiaca anoxica, os estoques de fosfato de alta energia e fosfato de creatinina séo
gradualmente depletados (Bodenhamer e cols. 1983). Apds seis a sete minutos de
isquemia, o fosfato de creatinina praticamente desaparece do tecido miocardico e,
ap6s quinze minutos, a concentracdo de ATP atinge 60% do valor pré-isquémico
(Levitzky e cols., 1977). A perda de nucleotideos de adenina decorre da
desfosforilacdo do AMP em adenosina ou de sua deaminacao para formar IMP
(monofosfato de inosina). A restauracéo dos nucleotideos de adenina ocorre por trés
mecanismos: o primeiro € a sintese de novos residuos de aminoacidos; o segundo, a
condensacdo de uma base purina (adenina ou hipoxantina ) com fosforibosil-fosfato e
0 terceiro envolve a reacdo da adenosina com o ATP para formar ADP e AMP,
mediada por adenosina-quinase (Levitzky e cols. 1977).

Durante a parada, o metabolismo cardiaco é significativamente mais baixo que
com O coragao batendo em normotermia (1,1-2,0 x 3,4-8,0 ml de O,/ 100 mg de
ventriculo esquerdo/ min.) (Tabayashi e cols., 1988), sendo ainda mais reduzido com

o resfriamento. A demanda metabdlica do coragéo é de 0,31 ml de 0,/100 mg de
VE/min. a 22°C, 0,27 a 15°C e 0,13 a 5°C (Tabayashi e cols. 1988). Contudo, alguma

demanda energética permanece presente durante a isquemia, como € evidenciado
pela deplecdo dos niveis de fosfato de alta energia, mesmo quando feita com

hipotermia muito baixa (Tabayashi e cols., 1988).

4. GLUTATION

4.1. IMPORTANCIA DO GLUTATION NO METABOLISMO DA CELULA CARDIACA

Durante a isquemia, muitas alteragdes bioguimicas ocorrem. Inicialmente elas

representam um mecanismo de defesa e protegdo contra a injuria isquémica, como o
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aumento do fosfato inorganico celular que rapidamente inibe a atividade contratil do
musculo cardiaco. Com o prolongamento da isquemia, comegam a ocorrer
alteracdes idnicas em associacéo ao desenvolvimento do estresse oxidativo mediado
por radicais livres derivados do oxigénio, os quais, sendo inadequadamente
eliminados pelos sistemas celulares antioxidantes, passam a desempenhar papel
fundamental no desenvolvimento da injuria durante a isquemia e apds reiniciada a
perfus&o (Ferrari 1995; Pucheu e cols., 1995).

Tem sido mostrado que o sistema enzimatico hipoxantina-xantina oxidase é
responsavel pela producgdo de grande parte dos radicais livres de oxigénio, sobretudo
durante a reperfusdo. Esses radicais, quando ndo eliminados adequadamente pelos
sistemas celulares antioxidantes, n&o apenas lesam diretamente a célula cardiaca,
mas sua presenga também induz a migracdo de leucécitos polimorfonucleados para 0
tecido (Schoenberg e Beger, 1995).

Para combater este efeito, varias intervencdes sdo atualmente realizadas
durante a parada isquémica, visando atingir um ou mais dos seguintes objetivos: a)
prevenir a formacdo desses radicais através da utilizacdo de drogas, como O
alopurinol, um inibidor da xantina-oxidase (Menasché e cols., 1992) ou deferoxamina,
um inibidor da producéo do radical hidroxila catalisado pelo ferro (Menasché e cols.
1988); b) inativar os radicais livres previamente formados através das enzimas
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) ou glutation peroxidase (GPx) (Knight e
cols. 1991, Beard e cols. 1994), e antioxidantes com baixo peso molecular, dentre
eles o glutation reduzida (GSH) (Meister, 1981).

O glutation (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) foi primeiramente detectado em
meados de 1888 e sua estrutura so foi comprovada por sintese em 1935 (Meister,
1981). E o tiol celular endégeno de baixo peso molecular mais predominante nos
tecidos (Yang e cols. 1989).

A sintese do glutation (GSH) ocorre em duas etapas sucessivas que requerem
ATP. Inicialmente, a y-glutamil-cisteina sintetase catalisa a formacdo de um grupo
amida entre a cisteina e a y-carboxila do glutamato. Posteriormente, a glutation
sintetase promove a reacgdo da glicina com a carboxila da y-glutamil-cisteina para

formar o tripeptideo y-glutamil-cisteinil-glicina (glutation). Nas células de mamiferos, o

13



GSH existe na forma de trés, ou possivelmente quatro, metabdlitos interconversiveis.
Em condi¢bes normais, a maioria do GSH existe na forma reduzida (GSH). A
oxidacdo do GSH por mecanismos ndo enzimaticos ou através da acdo do glutation
peroxidase leva a formacéo de GSSG (forma oxidada do glutation). A redugdo de
GSSG, gue é dependente de NADPH pelo glutation redutase, mantem efetivamente a
concentragdo intracelular de GSSG em niveis muito baixos (5-50 mcg). A quantidade
de glutation que entra no ciclo de dxido-reducéo, na auséncia de estresse oxidativo,
ainda ndo foi determinada in vifro ou in vivo (Meister, 1981).

Em uma terceira forma, o glutation celular liga-se a grupamentos sulfidrilas de
compostos protéicos ou ndo, formando dissulfidos mistos. Esteres de tiol constituem
outra forma potencialmente significante do glutation celular (Meister, 1981).

Podem-se distinguir perdas reversiveis e irreversiveis de GSH. As reacdes
envolvendo a formagio de GSSG, dissulfidos mistos ou ésteres de tiol resultam em
perda reversivel, j& que ndo é necessaria a ressintese de aminoacidos constituintes
do glutation para manter o conteudo celular de GSH. Em contraste, as perdas
irreversiveis de glutation s&o conseqgiientes as reacbes de formacao de tiol conjugada
(como a reacdo do glutation com o acido mercapturico) ou decorrem do efluxo de
glutation nas células com degradacio pela y-glutamil-transpeptidase. Nas perdas
irreversiveis, a sintese de aminoacido é necessaria para a restauragdo dos niveis

celulares de glutation (Tate e Meister, 1981).

4.2. FUNCOES BASICAS DO GLUTATION
4.2.1. GLUTATION COMO REDUTOR INTRACELULAR

Uma das fungdes do glutation € a de formar e manter grupamentos tiol-
protéicos necessarios para a catélise e envolvidos na sintese e degradacgéo protéicas
(Meister, 1981).

O glutation exerce efeito de protegdo de proteinas e membranas celulares

contra os ataques dos radicais livres de oxigénio e os perdxidos de hidrogénio, sendo



o principal mecanismo de defesa dos tecidos , inclusive da célula miocéardica, contra
esses radicais (Tao e cols. 1995).

O glutation peroxidase catalisa a reagdo do GSH com o perdxido de hidrogénio
e perdxidos orgénicos para gerar a forma dissulfidica do glutation (GSSG). A
reducdo do GSSG para o GSH € catalisada pela GSH-redutase com a utilizagdo de
NADPH. A estimativa da forma oxidada do glutation (GSSG) é freqlentemente
utilizada como indicador do estresse oxidativo secundario & produgdo de radicais

livres durante o periodo de reperfusédo do érgéo (Hirigoyen e cols. 1995).

4.2.2. FORMAGAO DE DERIVADOS DE GLUTATION COM SUBSTITUICAO DO
ENXOFRE

Em 1879, demonstrou-se que a administracdo de bromobenzeno ou
clorobenzeno em cées levava a excrecdo urinaria de acidos mercapturicos (derivados
da cisteina com enxofre substituido (Meister, 1981). A descoberta deste efeito
proporcionou o desenvolvimento de vérias investigacdes nas quais ultimamente se
mostrou que muitos compostos diferentes podem reagir com o glutation. Este
processo, geralmente mediado por enzimas (glutation S-tranferase), leva a formacao
de derivados do glutation com o enxofre substituido (Tac e cols. 1995). As partes y-
glutamil e glicina destes derivados sdo removidos e a parte cisteina resultante é
acetilada para formar acido mercapturico. A remogéo da porcéo y-glutamil é facilitada
pela formagéo de aminoacidos y-glutamil (Meister, 1975).

Derivados do glutation também s3o formados no metabolismo enddgeno,
envolvendo leucotrienos, esterdides e prostaglandinas (Rossi e Santoro, 1995).
Estudos recentes com mioblastos sugerem a participacdo de prostaglandinas,
especialmente do tipo A, na transcricdo de uma proteina de baixo peso molecular
(p32) que faria parte de um sistema enddgeno antioxidante e o sinal para PGA induzir
a sintese de RNAm para essa proteina seria a diminuicdo do nivel de GSH

intracelular (Rossi e Santoro, 1995).
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4.2.3. FUNCAO DE COENZIMA

O glutation atua como coenzima para varias enzimas incluindo a glioxilase,
maleil-acetato isomerase, formaldeido desidrogenase e DDT desidroclorinase
(Meister, 1981).

4.2.4. PARTICIPACAO NO CICLO DO y-GLUTAMIL (TRANSPORTE DE
AMINOACIDOS)

A sintese e degradacédo de glutation ocorre por reagdes do ciclo y-glutamil. O
glutation é sintetizado por agdes seqlenciadas da y-glutamil-cisteina e glutation
sintetases (Linder, 1991).

A utilizacdo do glutation € iniciada pela y-glutamil transpeptidase, uma enzima
ligada a membrana que catalisa a transferéncia da parte y-glutamil para aceptores de
aminoacidos, formando aminoacidos y-glutamil, que s&o colocados para o interior da
célula. Portanto, a por¢édo y-glutamil funciona como carreador para o transporte de
aminoacidos, de uma maneira semelhante ao transporte de outros dipeptideos pelas
membranas celulares (Carrel e Lindbergh, 1938). A enzima intracelular y-glutamil
ciclotransferase catalisa a conversao de aminoacidos y-glutamil a 5-oxoprolina
(piroglutamato) e aminoédcidos. A 5-oxoprolina € convertida pela 5-oxoprolinase a
glutamato em uma reacgéo de clivagem de ATP. Gera-se, portanto, a cisteinil-glicina,
formada na reacgo de transpeptidacéo que é clivada por uma dipeptidase em cisteina
e glicina (Goldberg, 1980).

4.3. GLUTATION E A INJURIA ISQUEMICA

Certamente, a colaboragdo mais importante do glutation no metabolismo
cardiaco inclui 0 seu envolvimento nas reacdes celulares de oxidagdo. Em condigbes

normais, a célula cardiaca possui intensa atividade respiratdria. O desequilibrio
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molecular entre a capacidade da célula em gerar e remover as espécies ndo
pareadas de oxigénio proporciona o aparecimento do estresse oxidativo.

Recentemente, tem sido demonstrado que o glutation desempenha papel
fundamental na protecéo celular aos inimeros agentes oxidativos de injuria celular,
sendo de grande importancia para este efeito 0 seu grupo sulfidrila. Em varias
linhagens celulares, o ciclo de dxido-reducao do glutation ajuda a manter a viabilidade
estrutural e funcional das células, a despeito da produgdo enddgena de
intermediarios reativos de oxigénio, uma inevitavel conseqliéncia do metabolismo
aerdbico, ou durante estados de injuria oxidativa (Tao e cols. 1995).

Espécies reativas de oxigénio como o anion-6xido (Oz), o perdxido de
hidrogénio (H»0,) e o radical hidroxila (OH) podem ser gerados em varias reacdes
celulares (Burton e cols. 1984). Embora a citocromo oxidase tenha o potencial de
catalisar a reducéo tetravalente da molécula de oxigénio sem produzir radicais livres,
a mitocdndria pode produzir o anion-6xido. A auto-oxidagéo de substancias como as
catecolaminas podem também produzi-lo (Seeling, 1994). O radical hidroxila &
certamente o mais toxico dos radicais livres de oxigénio (Del Maestro 1980, Guarnieri
1978). Embora esse radical possa ser produzida pela reagéo de Haber-Weiss (Oy +
Ho02 — Oy + OH + OH) a partir de anions superdxidos e perdxido de hidrogénio,
essa reagdo ocorre muito lentamente (Coudray e cols., 1994). A adicdo de um metal
de transicdo como o ferro catalisa a reacdo, aumentando, assim, a producéo do
radical hidroxila; desse modo o ferro parece exercer um importante papel nas
alteracdes decorrentes da injuria durante a reperfus@o (Coudray e cols., 1994).

O principal efeito citotoxico desencadeado pelos radicais livres de oxigénio no
coragdo parece ser a peroxidagdo de componentes lipidicos das membranas
celulares e mitocondriais, resultando na perda da integridade celular e
consequentemente na injuria irreversivel. O radical hidroxila reage com acidos
graxos poliinsaturados, formando perdxidos e hidroperdxidos lipidicos, que podem
desencadear um grupo de reacgdes em cadeia, levando a lesdo da membrana e a
perda da integridade celular (Burton e cols., 1984). A maior fonte de produgdo de
radicais livres durante a isquemia parece ser a reperfus&o ou a reoxigenacdo (Parks

e cols. 1982). Uma grande producdo de &nion 6xido esta associado a conversdo de
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hipoxantina em xantina pela xantina-oxidase, durante a reintroducéo de oxigénio (Xia
e Zweier, 1995). As enzimas superoxido dismutase, catalase e peroxidase
normalmente protegem a célula contra o acumulo de anion oxido e perdxido de
hidrogénio, entretanto em estados patologicos tais enzimas podem ser alteradas ou
inibidas (Burton e cols., 1984).

O papel do sistema redutor de glutation na injuria miocardica tem sido
estudado no modelo de infarto isquemia-reperfusdo (Fariss, 1990). Entretanto, a
injuria miocardica por radicais livres ndo foi observada apenas nos modelos de
reperfuso e a ocluso coronariana permanente. Também estd associada a
desenvolvimento de injaria isquémica, e o infarto resultante & t&o suscetivel a
intervencéo farmacoldgica quanto o observado no modelo de isquemia e reperfus&o
(Fariss, 1990).

Durante a perfus&o renal com solugédo rica em potassio e magnésio, Leibach e
cols. (1974) demonstraram deplecido de glutation durante a perfusédo do rim isolado
do coelho. Em 1976, Fonteles e cols. demonstraram que este peptidio é captado
com grande eficiéncia pelo rim perfundido e que a adicdo do peptidio bloqueava a

deplecgéo.

5. SISTEMA DE PERFUSAO DE LANGENDORFF

Oscar Langendorff merece o crédito de ser o primeiro a desenvolver um
método inovador de perfusdo coronariana para permitir o estudo da atividade
mecanica do coracdo de mamifero completamente isolado (Langendorff, 1895). Na
virada do século, o método de Langendorff foi largamente aceite por fisiologistas e
farmacologistas para o estudo de mecanismos, fluxo coronariano e metabolismo do
coragéo de mamifero (Ddring, 1990).

O método foi modificado e melhorado durante as décadas seguintes por varios
autores (Hedbom 1898, Porter 1898, Muller 1910, Heubner e Mancke, 1928).

Muitos anos mais tarde, Boom e cols. (1973) melhoraram e modernizaram o

método. Problemas decorrentes de vazamento da parede ventricular, por causa das
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veias tebesianas, levaram Gottlieb e Magnus (1904) a inserirem um cateter baldo
dentro do ventriculo esquerdo. Com outra modificacéo, o perfusato é dirigido para o
ventriculo esquerdo via o atrio esquerdo e subseglentemente € gjetado pela gorta
(Neely e cols. 1967). Em decorréncia do vazamento da valva adrtica especialmente a
altas pressdes de perfuséo (Curtis e cols. 1988) e por causa da drenagem da veia
Tebesiana, um menor volume de perfusato pode acumular-se no ventriculo esquerdo
(Schewer e Stezoski, 1968), mas normalmente isso s6 ocorre quando o baldo &
fixado por uma sutura na base do corac@o. Para evitar que esse perfusato preencha
e dilate o ventriculo, alguns autores realizaram a drenagem do ventriculo esquerdo
(Coulson e Rusy, 1973).

A montagem de um sistema de perfusdo geralmente requer algumas
consideracdes sobre seu funcionamento, a saber: 1. Utilizacdo ou ndo de
recirculacdo do perfusato; 2. Pressdo constante de perfusdo ou fluxo constante de
perfusdo; 3. Circuito aberto ou fechado; 4. Utilizacdo de camara unica com
temperatura controlada ou submersdo do 6rgédo no perfusato; 5. Oxigenagéo aberta
ou fechada (Ddring, 1990). '

No procedimento cirdrgico, a realizacdo de anestesia e ventilagdo artificial s&o
controversos. Frequentemente 0 animal € sacrificado por um golpe no pescogo.
Contudo, enquanto a excisdo do coragéo, e subseqlente canulacdo da aorta é
realizada, o ATP é degradado. Em decorréncia da falta de precursores, o ATP n&o
pode ser resintetizado durante a circulag@o extracorpdrea subseqiente. Portanto, a
cirurgia deve ser realizada com ventilagdo artificial e sobre anestesia geral (Segel e
Rendig, 1986).

No sistema Langendorff, parametros mecanicos, bioelétricos e bioquimicos
podem ser registrados, bem como andlises morfoldgicas. Dentre os parametros
mecanicos estdo: forca contréatil do ventriculo esquerdo, fornecida pela medida da
contracdo isotdnica do 6rgéo, ou através do método do baléo, pela mensuragdo da
pressdo isovolumétrica intraventricular; freqléncia cardiaca; fluxo coronariano e
pressdo de perfusdo. Dentre os parametros bioelétricos, citam-se: registro de

potenciais de acéo intra e extracelulares. Pode-se proceder a analise biogquimica de
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constituintes estruturais e de metabdlitos no tecido miocardico ou de substratos,
oxigénio, ions, e enzimas no perfusato (Doring, 1990).

A funcdo contrati do miocardio e 0s vasos coronarianos podem ser
examinados por varios testes com o envolvimento do miocardio, a musculatura lisa e
o endotélio dos vasos coronarianos (Doring, 1990).

A perfusdo de coracdo isclado é largamente utilizada para investigar uma
grande variedade de questbes em relagéo a aspectos fisioldgicos e farmacoldgicos.
Embora esse modelo seja primariamente utilizado para investigar o efeito agudo de
drogas, pode também ser usado para testar a acdo de substéncias em animais prée-
tratados. Pode-se avaliar, portanto, o efeito de substancias inotropicas, relaxantes e
constritores da musculatura lisa coronariana, antiarritmicos e também realizar
estudos bioquimicos sobre 0 metabolismo miocardico (injuria de reperfuséo ou efeitos
de removedores de radicais (Edlund e Wennmalm, 1981).

Em virtude da facilidade técnica e de uma grande variedade de parametros
que podem ser aferidos, um Unico coragéo pode fornecer um maximo de informagdes
sobre as condigbes do miocardio e dos vasos coronarianos. Portanto, ndo deve
surpreender o fato de que cem anos apds sua primeira descricdo, o coragdo isolado
de mamifero perfundido, segundo Langendorff, continue a ser um dos métodos mais

utilizados em estudos experimentais metabdlicos e fisiologicos (Déring, 1990)
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it - OBJETIVOS

Foram objetivos do presente trabalho:

1. Estudar os efeitos de uma solucdo cardioplégica na preservagdo de
coracgdes de coelho perfundidos,segundo o método de Langendorff;

2. Avaliar os efeitos da isquemia e da reperfus@o, sob condigdes de hipotermia
e normotermia em parametros definidos fisiologicamente.

3. Avaliar agbes cardioprotetoras do Glutation usado como removedor de

radicais livires, @ como agente metabolicamente ativo.
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Il - MATERIAL E METODOS

1. ANIMAIS

Coelhos Califérnia, com peso médio entre 1,5 e 2,5 Kg, de ambos 0s sexos,
foram submetidos & anestesia com injec&o intraperitoneal de uretano na dose de 1,5
g/Kg e com injecdo intramuscular de pentabarbital na dose de 40 mg/Kg e em
seguida foram traqueostomizados. A ventilac&o foi mantida por meio de uma bomba

Palmer de ventilag&o artificial.

2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Apds tricotomia do tdrax, realizou-se esternotomia, seguida de timectomia,
pericardiectomia, dissecacéo dos vasos da base e ligadura do tronco braquiocefalico
e da carétida esquerda. A artéria subclavia esquerda n&o foi ligada. A anticoagulagao
foi conseguida por meio de inje¢éo de heparina sédica (5mg/Kg) no atrio direito. O
coracdo foi retirado e a aorta canulada, sendo imediatamente instalado em um
sistema de perfusdo do tipo Langendorff modificado (Edlund e Wennmalm, 1981),
através da associagdo com um pulméo artificial.

Com o auxilio da bomba de Watson-Marlow, de fluxo continuo, previamente
calibrada, perfundiu-se o 6rgdo a uma velocidade de 8 ml/Kg/min., de forma
anterograda, sem recirculacdo. O fluxo foi determinado considerando-se 10% do
débito cardiaco normal que é de aproximadamente 80 ml/Kg
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Figura 1. - Sistema de perfuséo Langendorff modificado, utilizando-se uma coluna de

perfusdo que funciona como oxigenador de bolha.
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A perfuséo foi realizada com solucao de Krebs-Henseleit modificada, pH entre
7,2 e 7,3 com oxigenacgéo continua a 95% de O, 5% de CO, de tensao (Edlund e
Wennmalm, 1981). Todo o sistema foi mantido a 24°C, nos grupos de experimentos
do Protocolo | e, a 30°C, nos grupos de experimentos do Protocolo Il. Com o
objetivo de promover a retirada de ar do interior das camaras cardiacas, a ligadura da
artéria subclavia esquerda s6 foi realizada apds os primeiros cinco minutos de
perfusdo (G. Lobo, observacéo pessoal).

O coracao foi mantido em perfus&o inicial por vinte minutos para estabilizagéo
(controle), seguindo-se a primeira injecdo de solucdo cardioplégica com potéssio
(24°C) e desligada a bomba de perfus&o. O tempo de duracéo da isquemia foi
variavel para cada grupo experimental. Apds a primeira isquemia, o coracéo foi
submetido a um periodo de reperfusdo de dez minutos (reinicio - reperfuséo 1),
seguindo-se a segunda injecéo de solugdo cardioplégica nas mesmas condi¢des da
primeira, com mais dez minutos de reperfusdo posterior & parada (reinicio -
reperfusdo ll). Durante o periodo em que o coracdo esteve sob perfusdo, os
seguintes parametros de avaliacdo da fung¢do cardiaca foram monitorizados: 1) A
cada cinco minutos, determinou-se a presséo de perfusdo (mmHg) em que o coragao,
em atividade, exercia sobre uma coluna de mercurio; 2) A amplitude do Inotropismo
{g) avaliou-se por meio de um transdutor Statham que conectava o éapice do
ventriculo esquerdo a um fisidgrafo Narco-Biosystems, previamente calibrado; 3) O
volume (ml de solugdo perfusora) ejetado pelo coracdo em cada minuto de perfusédo
(fluxo cardiaco); 4) Observou-se a resisténcia fornecida pela relagao entre os valores
medios da pressdo de perfusé@o e do fluxo em cada periodo de perfusdo (Controle,
Reinicio | e Reinicio ).
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De acordo com o protocolo experimental, a cardioplegia foi realizada com uma
solugdo de KCI a 10% diluida em Krebs-Henseleit modificada e oxigenada (95% de
O2: 5% de CO,), aquecida em banho-maria a 24°C ou 30°C. A concentracdo de KCL

foi de 27,2 mEq.
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Tabela 1. Composicdo em mM da solucao de Krebs-Henseleit modificada (Fonteles e
col. 1983), utilizada na preparacéo da solucéo cardioplégica de potassio.

Na+ 143,0
K+ 58
Ca++ 2,5
Mg++ 1,2
Cl- 1277
HCO3- 25,0
S04-2 1,2
P0O4-3 1,2

Glicose 8,3
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Desenvolveram-se protocolos independentes para cada um dos objetivos:

Protocolo | : Com esse protocolo, pretendiamos avaliar o efeito protetor da
solucéo cardioplégica de potassio associada a hipotermia de 24°C. Para isso, foram
realizados cinco grupos de experimentos com seis animais para cada grupo (G). O
procedimento experimental descrito anteriormente (item 2) foi utilizado
indistintamente em todos os grupos, alterando-se apenas a duragéo de cada periodo
isquémico, que foi de 30, 45, 60, 90 e 120 minutos nos grupos Gl, Gli, Glil, GIV e GV,
respectivamente. Realizaram-se trés grupos controles (C), utilizando o mesmo
procedimento experimental e submetendo-os a dois periodos de isquemia de
sessenta minutos(C60), noventa minutos (C90) e 120 minutos (C120), sob
temperatura de 24°C, sem utilizar solucdo cardioplégica. Nesses grupos, a perfusdo
era interrompida e os coragbes continuavam a bater sem perfusdo, parando
espontaneamente.

Protocolo Il - Esta parte do estudo foi realizada com o objetivo de avaliar o
efeito protetor da solucdo com a adicdo de glutation, sob condi¢cdes de normotermia
(30°C). Para isso realizaram-se trés séries (S) de seis experimentos em cada série.
0O mesmo procedimento experimental descrito anteriormente foi utilizado, mantendo-
se a duracdo de cada periodo de isquemia em sessenta minutos para todas as
séries. Na SI, perfundiam-se os coractes sem glutation na solugéo. Nas séries Sl e

Sill, adicionou-se 0,1 mM e 0,3mM de glutation, respectivamente.
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3. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados encontrados para cada um dos trés parametros estudados, de
acordo com os intervalos de tempo em que foram mensurados, estdo expressos
como média + erro padrédo da média (EPM) no periodo controle (perfuséo inicial) e
nos dois periodos de reperfuséo pos-isquémica, em cada serie. Para determinar a
magnitude das diferencas entre os grupos, os resultados foram submetidos a andlise
de variancia (ANOVA). O teste de Scheffé foi utilizado para identificar se as
diferencas dos valores de cada parametro em cada grupo foram significantes. Os

resultados foram considerados significativamente diferentes para p<0,05.
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IV- RESULTADOS

1. PROTOCOLO 1

Avaliacdo do efeito citoprotetor da solugdo  cardioplégica de potassio
associada a hipotermia de 24°C em 5 grupos (n=6) em que foi alterado apenas o
periodo de isquemia que foi de 30, 45, 60, 90 e 120 minutos, correspondendo aos
grupos | a V, respectivamente.

Os resultados obtidos demonstram importante efeito protetor da combinagéo
da solugéo cardioplégica de potassio utilizada com um grau moderado de hipotermia
(24°C), visto que, em todos os grupos realizados neste protocolo, se observou
manutencao dos valores de amplitude do inotropismo e presséo de perfusdo, sem
diferencas estatisticamente significativas em relacdo aos valores controles (pré-

isquemia).

1.1. INOTROPISMO

A avaliagdo destes dados no tocante a amplitude da forca de contracéo esta
demonstrada na tabela 2. Pelos resultados obtidos, verifica-se inclusive certo
aumento, embora ndo estatisticamente significativo. Os valores inotrépicos diferem
apenas durante a reperfusdo do segundo periodo isquémico, quando comparado ac

controle interno no grupo Gl - periodo isquémico de 45 minutos (Grafico 1).
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Os coracgdes que foram submetidos a dois periodos isquémicos de 30 (Gl), 60
(GH), 90 (GIV) e 120 (GV) minutos revelaram incremento final no Inotropismo de
12,8%, 14,9%, 19,7% e 3,2%, respectivamente. No grupo Gll, com 45 minutos em
cada periodo de isquemia, ocorreu, como ja mencionado, diminuicéo de 19,9% (4,69
+ 0,06 para 3,7g £ 0,28) estatisticamente significante (p<0,05). Todavia os controles
deste subgrupo estavam sempre abaixo da média. A figura 2 demonstra um gréfico

original da amplitude da for¢a de contracdo em um experimento do grupo GV.
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Forca de Contracio(g)

Controle Reinicio | Reinicio li

Perfusio

Grafico 1. Comportamento da amplitude da Forca de Contracdo medida em coragbes de
coelhos perfundidos com solugcdo de Krebs-Henseleit submetidos a dois periodos de
isquemia de 30(Gl), 45(Gll), 60(GlIl), 90(GIV) e 120(GV) minutos, sob cardioplegia induzida
por KCI e hipotermia(24°C). Cada barra corresponde a média dos valores mensurados a
cada dois minutos nos periodos de perfus@o indicados no eixo horizontal. (* p< 0,05 para
comparacao entre os grupos experimentais (Reinicio | ou Reinicio Il) e o grupo controle).
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FIGURA 2 - Comportamento da amplitude da Forca de Contraggdo em um
experimento do grupo V do protocolo | (dois periodos de isquemia de 120 minutos a

24°C com solucéo cardioplégica)
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Ao contrario, os resultados apresentados na tabela 3 demonstraram que 0s
coracgdes dos grupos controles submetidos a isquemia sem cardioplegia, apenas com
hipotermia a 24°C, apresentaram reducéo consideravel (p< 0,05) na amplitude do
inotropismo apos os dois periodos de isquemia (59,1% apds dois periodos de 60
minutos, 84,5% apods dois periodos de 90 minutos e 93,5% apds 120 minutos de
isquemia), quando comparado ao periodo de pré-isquemia. A figura 3 demonstra um
grafico original da amplitude da forga de contragdo em um experimento do grupo

controle C120.

1.2. PRESSAO DE PERFUSAO

Embora em todos os grupos estudados, tenha-se observado tendéncia de
aumento na presséo de perfusdo (mmHg) no reinicio I, quando comparado com o
periodo de pré-isquemia (controle interno), apenas nos grupos Gl, Gll e Glil ocorreu
aumento estatisticamente significativo (p< 0,05) (Tabela 2).

Em Gl, apds o segundo periodo de isquemia de trinta minutos, observou-se
aumento de 42% (29,3 + 0,9 para 41,5 + 3,0 nas pressdes de perfuséo inicial e final,
respectivamente) em comparagdo ao periodo pré-isquemia. Da mesma forma, em
Gl o aumento encontrado apés dois periodos de 45 minutos de isquemia na pressao
de perfusdo foi de 39% (28,5 + 1,5 para 39,5 + 2,9). Por Ultimo, no periodo Glll o

aumento observado foi de 13% (34,6 + 0,5 para 39,0 + 1,2).



Os dados apresentados na tabela 3 referem-se aos experimentos realizados
com 0s grupos controles utilizando hipotermia (24°C) sem cardioplegia submetidos a
dois periodos de isquemia de 60, 90 e 120 minutos. Nos resultados de pressdo de
perfusdo apresentados, verifica-se que apenas no grupo CB0 ocorreu aumento

significativo apos os dois periodos de isquemia (14%).

34



Tabela 2. Efeitos fisiologicos dos coracgdes isolados de coelho perfundidos com

solugdo de Krebs-Henseleit a 24°C com parada cardioplégica.

PP (mmHg) F (ml/min.) 1{(g)
Gl
Controle 29,33 + 0,91 12,57 + 0,50 578+0,13
Reinicio | 37,42 + 3,92* 11,63 +£0,79 6,59 + 0,25*
Reinicio Il 41 50 + 3,02* 10,68 + 0,93 6,52 + 0,35
Gli
Controle 28,46 + 1,54 13,07 £ 0,75 4,58 + 0,06
Reinicio | 34,50 + 1,97 12,95 + 0,89 3,75+0,27*
Reinicio Il 39,50 + 2 93* 11,17 £ 1,16 3,70+0,28*
Glil
Controle 34,60 + 0,51 14,30 + 0,94 547 +0,2
Reinicio | 39,67 +0,69* 12,90 + 1,19 471+0,3
Reinicio Il 39,08 + 1,23* 11,88 + 1,29 6,32+0,2
GIV
Controle 36,53+ 1,90 11,28 £ 0,38 475+ 0,07
Reinicio | 40,67 +1,52 963+0,32 543 + 0,45
Reinicio ll 40,67 + 1,69 7,77 +0,64* 568 +0,49
GV
Controle 33,20+1,70 12,76 £ 1,34 4,37 +0,07
Reinicio | 35,50 + 3,30 10,08 + 1,59 521+0,33*
Reinicio Il 40,33 + 2,97 10,63 + 1,53 4,52 + 0,36

Obs.: Valores médios absolutos dos parametros de func¢éo cardiaca avaliados em cada
grupo do protocolo |, expressos como a média + E.P.M. para cada periodo de perfuséo. Gl =
dois periodos de isquemia de 30 minutos, Gll = dois periodos de isquemia de 45 minutos, GllI
= dois periodos de isquemia de 60 minutos, GIV = dois periodos de isquemia de 90 minutos e
GV = dois periodos de isquemia de 120 minutos. (* p< 0,05 para comparagéo entre 0s grupos
experimentais (Reinicio | ou Reinicio Il) e o grupo controle).
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Grafico 2. Comportamento da Pressdo de Perfusdo medida em coracées de coelhos
perfundidos com solucdo de Krebs-Henseleit submetidos a dois periodos de isquemia de 30
(Gl), 45 (Gll), 60 (Glll), 90 (GIV) e 120 (GV) minutos, sob cardioplegia induzida por KCl e
hipotermia(24°C). As barras correspondem a média dos valores mensurados a cada cinco
minutos nos periodos de perfusdo indicados no eixo horizontal. (* p< 0,05 para comparacéo
entre os grupos experimentais (Reinicio | ou Reinicio Il) e o grupo controle).
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Tabela 3. Parametros funcionais de coracgdes perfundidos de coelho com solugéo de
Krebs-Henseleit a 24°C sem parada.

PP (mmHg) F (mi/min.) I(g)

Ceo0

Controle 56,20 + 0,6 17,02 +0,38 5,04 + 0,06
Reinicio | 60,75+ 0,37* 15,05+ 0,72* 2,33+0,47*
Reinicio Il 64,00 +2 7% 15,15+ 0,46 2,06 +0,53*
C90

Controle 51,40 £ 0,52 19,02+ 1,55 561+0,27
Reinicio | 53,5+ 0,50 15,35+1,65 2,41 +0,54*
Reinicio Il 53,50 + 2,06 15,25+1,25 0,87 +0,40*
C120

Controle 55,90 + 3,16 15,69 + 0,69 510+0,13
Reinicio | 65,75 £ 6,61 16,58 + 1,95 0,63 +0,18*
Reinicio 1l 69,12 + 8,04 14,58 + 1,55 0,33 +0,13*

Obs.: Valores médios absolutos dos parémetros de fungdo cardiaca avaliados em cada
grupo controle do Protocolo |. Os resultados estdo expressos como média + E.P.M. para
cada periodo de perfusdo. C60 = dois periodos de isquemia de 60 minutos, C90 = dois
periodos de isquemia de noventa minutos, C120 = dois periodos de isquemia de 120
minutos. (* p< 0,05 para comparacéo entre os grupos experimentais (Reinicio | ou Reinicio [[)
e 0 grupo controle).
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FIGURA 3 - Comportamento da amplitude da Forga de Contragdo em um
experimento do grupo controle C120 do protocolo | (dois periodos de isquemia de 120

minutos a 24°C sem solugéo cardioplégica)
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1.3. DEBITO CARDIACO

Os resultados de avaliagdo do débito cardiaco sob condicdes de hipotermia
com cardioplegia estdo apresentados na tabela 2. O valor médio do volume de
solugdo perfusora ejetado pelo coracdo durante a perfusdo inicial (Controle)
apresentou leve tendéncia de reducdo apos os dois periodos de isquemia, em todos
0s grupos de experimentos. Contudo, apenas em GIV (90 minutos em cada periodo
de isquemia) a reducdo foi de 31,1% e estatisticamente significativa para p< 0,05
(11,3 + 0,38 para 7,8 + 0,64).

1.4.RESISTENCIA

A resisténcia é definida como a relacdo entre a presséo de perfusdo e o
volume ejetado. Os resultados obtidos e apresentados no grafico 4 demonstraram
apenas tendéncia de aumento nos grupos apds os dois periodos de isquemia,
quando comparada ao pré-isquemia. Embora ndo estatisticamente significante, o
aumento percentual para os grupos Gl, GlI, Glli, GIV e GV foi de 66,52%, 58,74%,
35,95%, 61,42% e 45,77% respectivamente. Os valores absolutos da resisténcia em

cada periodo de perfusdo para cada grupo sdo mostrados no gréfico 4.
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Gréfico 3. Comportamento do Fluxo Cardiaco medido em coragdes de coelhos perfundidos
com solucéo de Krebs-Henseleit submetidos a dois periodos de isquemia de 30 (Gl), 45 (Gll),
60 (Glil), 90(GIV) e 120 (GV) minutos, sob cardioplegia induzida por KCI e hipotermia (24°C).
Cada barra corresponde a média dos valores mensurados a cada dez minutos nos periodos
de perfusdo indicados no eixo horizontal. (* p< 0,05 para comparagdo entre 0s grupos
experimentais (Reinicio | ou Reinicio Il) e o grupo controle).
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Grafico 4. Comportamento da Resisténcia medida em coragdes de coelhos perfundidos com
soluc@o de Krebs-Henseleit submetidos a dois periodos de isquemia de 30 (Gl), 45 (Gll), 60
(GllI), 90 (GIV) e 120 (GV) minutos, sob cardioplegia induzida por KCI e hipotermia (24°C)..
Cada linha corresponde ao comportamento linear da resisténcia em cada grupo,
determinado por um valor médio no eixo vertical para cada periodo de perfuséo indicado no
eixo horizontal.
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2. PROTOCOLO i

Cardioplegia a 30°C no coracdo perfundido do coelho: Efeitos da adicdo do
glutation na solugéo perfusora. Nestas experiéncias, resolveu-se fixar o tempo de

sessenta minutos para fins de isquemia.

2.1. INOTROPISMO

Os valores médios de Inotropismo (g) encontrados estdo apresentados na
tabela 4. Em Sl, os érgdos foram submetidos a cardioplegia com normotermia com
perfusdo sem GSH. Os resultados demonstraram redugéo significativa de 78,2% no
inotropismo em relacdo ao periodo de pré-isquemia (5,239 + 0,09 para 1,14¢g + 0,28).
A figura 4 demonstra um grafico original da amplitude da forca de contragdo em um
experimento da série Sl.

Em SlI, o GSH foi adicionado na solugéo perfusora de Krebs em concentragéo
final de 0,1mM. Durante o reinicio ll, observou-se que a adicdo do GSH reverteu
consideravelmente a queda na amplitude do inotropismo (5,48g + 0,13 para 3,04g +
0,3) verificada no grupo experimental sem GSH (Sl). Tomados como um todo, os
dados demonstram que a raz&o da redugéao do inotropismo foi 1,32 vezes menor (de
78,2% para 33,7%) quando o GSH foi adicionado a solugdo perfusora. A figura 5
demonstra um gréfico original da amplitude da forca de contragdo em um
experimento da série SlI.

Quando a concentragéo final de GSH na solugao perfusora foi aumentada para
0,3 mM (Slll), observou-se queda da amplitude do inotropismo durante os dois

periodos de reinicio de perfusdo (72% e 46%, respectivamente) em comparacdo ao
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controle interno, ndo havendo beneficio pelo aumento da dose de GSH, embora

demonstre valores maiores que o controle.
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Tabela 4. Efeitos fisioldgicos dos coracdes isolados de coelho perfundidos com
solugdo de Krebs-Henseleit a 30°C com e sem glutation.

PP (mm/Hg) F (ml/min) I(g)

Sl

Controle 55,63 + 1,01 13,72 + 0,66 5,23+0,09
Reinicio | 59,00 +£2,28 11,38+ 0,72 3,92 +0,27F
Reinicio Il 65,84 + 3 06* 11,95+ 1,16 1,14 +0,28"
Sl

Controle 47,63+ 1,13 13,22 +0,37 548 +0,13
Reinicio | 52,33 +2,24 12,72 + 0,89 546 + 0,22
Reinicio Il 57,33 + 226" 11,52 +0,46 3,04 + 0,30
S

Controle 46,80 + 2,41 12,25 +0,25 5,08 +0,10
Reinicio | 5117 £ 417 11,02 +0,77 3,67 +£0,27*
Reinicio Il 56,50 £ 522 11,20+ 0,48 2,33 +0,38*

Obs.: Os valores médios absolutos dos parametros de fungdo cardiaca avaliados em cada
série do protocolo Il expressos como média + E.P.M. para cada periodo de perfusdo. S| =
solucéo perfusora sem glutation, Sll = solugdo perfusora com 0,1mM de glutation e Silt =
solugdo perfusora com 0,3mM de glutation. (* p< 0,05 para comparagdo entre 0s grupos
experimentais (Reinicio | ou Reinicio Il) e o grupo controle).
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Grafico 5. Comportamento da amplitude da forca de contragdo medida em coracbes de
coelhos perfundidos com solucdo de Krebs-Henseleit submetidos a dois periodos de
isqguemia de sessenta minutos a 30°C sob cardioplegia induzida por KCI sem GSH (SI), com
0,1mM de GSH (Sll) e com 0,3mM de GSH (Slll). Cada barra corresponde a média dos
valores mensurados a cada dois minutos nos periodos de perfusdo indicados no eixo
horizontal. (* p< 0,05 para comparacéo entre os grupos experimentais (Reinicio | ou Reinicio
II) e o grupo controle).
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FIGURA 4 - Comportamento da amplitude da Forca de Contragdo em um
experimento da série | do protocolo I (dois periodos de isquemia de 60 minutos a

30°C sem glutation na solugéo perfusora).
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FIGURA 5 - Comportamento da amplitude da Forga de Contragdo em um
experimento da série Il do protocolo II (dois periodos de isquemia de 60 minutos a

30°C com glutation a 0,1mM na solugdo perfusora).
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2.2. PRESSAO DE PERFUSAO E DEBITO CARDIACO

Os resultados apresentados na tabela 4 demonstraram que a adi¢do de
GSH nas concentragdes de 0,1 mM (SHl) ou 0,3 mM (SHif) sob normotermia nao
provocou mudangas relevantes na pressdo de perfusdo, bem como no débito

cardiaco, apos os periodos de isquemia em comparagéo ao grupo sem GSH (81).

2.3.RESISTENCIA

A relagdo entre a pressdo de perfusdo e o volume ejetado (Resisténcia)

aumentou em todos os grupos apds os dois periodos de isquemia, quando

comparada ao Controle. O aumento percentual na série | foi de 36,05%, na série |l
de 38,33% e na série lll de 31,94% ( Grafico 8 ).
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Grafico 6. Comportamento da Pressdo de Perfusdo medida em coracbes de coelhos
perfundidos com solucdo de Krebs-Henseleit submetidos a dois periodos de isquemia de
sessenta minutos a 30°C sob cardioplegia induzida por KCI sem GSH (SI), com 0,1mM de
GSH(SIl) e com 0,3mM de GSH(SIll). Cada barra corresponde a media dos valores
mensurados a cada cinco minutos nos periodos de perfuséo indicados no eixo horizontal.

(* p< 0,05 para comparacgé@o entre os grupos experimentais (Reinicio | ou Reinicio Il) e 0
grupo controle).
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Grafico 7. Comportamento do Fluxo Cardiaco medido em coragdes de coelhos perfundidos
com solugdo de Krebs-Henseleit submetidos a dois periodos de isquemia de sessenta
minutos a 30°C sob cardioplegia induzida por KCI sem GSH(SI), com 0,1mM de GSH(SII) e
com 0,3mM de GSH (Slll). Cada barra corresponde a média dos valores mensurados a cada
dez minutos nos periodos de perfusdo indicados no eixo horizontal. (* p< 0,05 para
comparagéo entre os grupos experimentais (Reinicio | ou Reinicio Il) e o grupo controle).
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Grifico 8. Comportamento da Resisténcia medida em coragbes de coelhos perfundidos com
solucdo de Krebs-Henseleit submetidos a dois periodos de isquemia de sesenta minutos a
30°C sob cardioplegia induzida por KCl sem GSH (SI), com 0,1mM de GSH (Sll) e com
0,3mM de GSH (Slll). Cada linha corresponde ao comportamento linear da resisténcia em
cada série, determinado por um valor médio no eixo vertical para cada periodo de perfuséo
indicado no eixo horizontal.



2.4.CONSUMO DE GLUTATION

Para determinagéo do consumo de Glutation, os cora¢des de coelhos foram
perfundidos em solugdo de Krebs e submetidos a dois periodos de isquemia de
sessenta minutos (sessenta minutos, reinicio | e 120 minutos, reinicio 11) a 30°C sob
cardioplegia com concentracdes de 0,1 mM e 0,3 mM (séries I e i,
respectivamente). No grupo tratado com 0,1 mM de GSH (SlI), verifica-se que antes
da primeira isquemia, o coragéo consumiu 18,58% do GSH total presente na solugéo
perfusora. Durante a reperfuséo, apds a primeira isquemia (reinicio 1) a média de
consumo de GSH foi de 30,2% e apds a segunda isquemia o consumo de GSH foi de
24 15%. Quando se aumentou a concentrag&o final de GSH para 0,3 mM (SllI),
verifica-se que no periodo pré-isquemia, reinicio | e reinicio Il o consumo de GSH

presente na solugdo foi, respectivamente 42%, 32,5% e 35,6%.



V- DISCUSSAO

Aumentar os limites de preservacdo do explante cardiaco tornou-se um fator
crucial para o sucesso do transplante em animais e humanos, a medida que a
manipulagéo génica podera tornar exeqlivel o xenotransplante. Esse temn sido um
ponto de interesse pratico em virtude da possibilidade de protecéo mais eficiente que
permitiria, entre outros aspectos, maior tranquilidade durante a cirurgia, maior oferta
de d6rgéos, pois as barreiras de tempo e distancia seriam minimizadas; melhor
selecdo do receptor adequado, através do estudo de antigenos linfocitarios; € menor
custo hospitalar acompanhado de melhor progndstico (Stringham e cols., 1994).

Conforme mencionado nas sec¢Bes anteriores, a parada cardioplégica e a
hipotermia s&o as técnicas atuais de protecdo do miocardio durante a isquemia. A
associagdo do potassio e o resfriamento do miocardio para a preservagéo miocardica
durante cirurgias cardiacas sdo comumente utilizados (Tabayashi e cols., 1988).
Teoricamente, a cardioplegia eficaz deveria ser obtida com condi¢bes menos severas
possiveis, ou seja, com leve hipotermia ou minima elevagéo da concentragéo de
potassio. Além disso, a cardioplegia deve ser realizada o mais rapidamente possivel
e com a menor interferéncia nos desvios metabdlicos do coragido, com protegéo
suficiente para permitir recuperacéo adequada ap6és o reinicio.

Embora vérios mecanismos estejam associados a disfungdes do miocardio
apoés isquemia, muitos sdo consequientes da redugdo dos niveis intracelular de ATP e
do aumento da concentracdo de ions hidrogénio. Neste sentido, diversas
estratégias tém sido objeto de intensas investigacdes. Ha& muitos anos tem sido
afirmado que o potassio, assim como a hipotermia, reduz a necessidade energética e
também o consumo de oxigénio do corag&o isquémico (Gay & Ebert, 1973). Esses
efeitos ocorrem por meio de mecanismos distintos: enquanto a hipotermia reduz o
metabolismo energético através da diminuicdo das reac¢des enzimaticas temperatura-
dependentes, o potassio exerce seu efeito alterando o gradiente eletroquimico da
célula cardiaca (Raffa e cols., 1977; Hickey e cols.,1987). Essas observagdes
ratificam os trabalhos realizados por Hearse e cols. em 1975 que sugeriam efeitos

aditivos da associacdo de potassio e hipotermia. Esta associagéo, como estratégia
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de preservaggo, minimiza a quantidade de potassio necessaria para a cardioplegia,
reduzindo os riscos do uso de altas concentragdes deste fon e se constituiam em um
dos principais propdsitos da presente pesquisa.

No modelo experimental deste trabatho, os estudos foram conduzidos em
coragao isolado de coelho, utilizando-se o sistema de perfusdo introduzido por
Langendorff (1895) modificado pelo acoplamento de um oxigenador. As limitacdes
deste modelo s&o bem conhecidas (Baker e cols., 1988). No protocolo experimental
[, foi avaliado o efeito citoprotetor da solugdo cardioplégica de potassio associada a
hipotermia a 24°C em diferentes intervalos de isquemia. Embora esta associacdo
tenha sido bastante estudada por outros autores, esses ensaios iniciais foram
realizados no sentido de padronizar, em nosso meio, 0 modelo experimental adotado,
ja que a literatura ndo demonstra estudo sistematico da variacdo do tempo de
isquemia a curtos intervalos, bem como estabelecer com seguranca as condi¢gbes
ideais para as avaliagbes posteriores com glutation.

Nestas condi¢cdes, 0s resultados obtidos na avaliacédo da amplitude de
inotropismo do musculo cardiaco (tabela 2) demonstram importante efeito protetor da
combinac&o da solugéo cardioplégica de potassio utilizada na temperatura de 24°C.
A excecdo do Gll, nos demais grupos estudados observou-se a manutencdo da
tendéncia de aumento dos valores de amplitude inotrépica, mesmo apds dois
periodos de 120 minutos de isquemia, o que € de certo modo admiravel. A redugéo
flagrante da forca de contragcdo nos grupos submetidos a isquemia sob hipotermia a
24°C sem cardioplegia prévia, em contraste com a manutengédo deste parametro,
conforme citado previamente, nos grupos com cardioplegia, sugerem que a
hipotermia moderada por si sé se revela incapaz de manter adequadamente a
contratilidade cardiaca e, por outro lado, a eficiéncia da associagdo destes dois
métodos na preservacdo cardiaca durante isquemia prolongada, considerando um
total de quatro horas de isquemia no grupo GV, demonstrando claramente o
sinergismo desses processos. Estas observacbes ja foram anteriormente
demonstradas por Bretschneider e cols. (1975).

A forca de contracdo corresponde ao funcionamento do corag&o, ou seja,

representa um dado objetivo da eficiéncia do musculo cardiaco. Pelos resultados



apresentados do parametro de amplitude de inotropismo, pode-se inferir que a
solucdo cardioplégica de potdssio na temperatura de 24°C assegurou a manutengéo
contratil do musculo cardiaco.

Durante varios anos, os estudos tém utilizado diferentes temperaturas de
hipotermia e obtido resultados contraditérios sobre a protegdo miocardica. De
qualquer modo, parece que todos os autores concordam que a hipotermia tem a
vantagem de conferir consideravel protecdo ao miocardio, reduzindo as necessidades
metabdlicas (Proctor, 1972; Griepp e cols., 1973). Contudo, do ponto de vista pratico
parece consenso que as solugdes hipotérmicas devem ser utilizadas para manter a
temperatura do miocéardio entre 12°C e 20°C (Lajos e cols., 1993). Nossos resultados
demonstram achados interessantes com hipotermia menos profunda que as
apresentadas por esses autores.

A tendéncia de aumento na pressdo de perfusdo observada em todos os
grupos estudados durante esse protocolo experimental poderia ser explicada por
maior resisténcia do coragdo ao fluxo do perfusato logo apds a isquemia. No entanto,
o aumento da resisténcia ndo parece ter sido suficientemente importante para
comprometer a fungao cardiaca global, se se considerar que, em apenas um grupo
(G IV, noventa minutos em cada periodo de isquemia), houve redugéo
estatisticamente significativa do débito cardiaco e que, em nenhum grupo, se
observou declinio na amplitude da forga de contracéo.

Além disso, ndo se verificou correlacio direta entre o prolongamento da
duracdo da isquemia e um maior prejuizo dos parametros de avaliagdo da fungéo
cardiaca, sugerindo-se que, na presenca de cardioplegia com potassio associada a
hipotermia moderada, o tempo de isquemia ndo parece ter sido um fator limitante da
recuperacado cardiaca pos-reperfuséo.

A isquemia miocardica induz reducdo ou perda de fungbes celulares
especializadas e necessidade de melhor protegdo miocardica durante o periodo de
isquemia. Um dos recentes mecanismos propostos para dano celular durante a
isquemia envolve a interagdo de fons de hidrogénio e formag&o de radicais livres de

oxigénio (Hearse e cols., 1982).
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A formacao de radicais livres ocorre naturalmente dentro da célula. Contudo,
as células possuem diversos sistemas enddgenos para minimizar a agresséo celular
de radicais livres e, por conseguinte, o dano decorrente de sua presenga, evitando
assim a instalag&o do estresse oxidativo. Estes sistemas incluem enzimas, como a
superoxido dismutase (SOD-CuZn — superodxido dismutase cobre e zinco dependente
e SOD-Mn — superdxido dismutase manganés dependente), glutationa peroxidase e
a catalase, e ainda substancias redutoras como o GSH (Yang e cols., 1989). Qutros
mecanismos ndo menos importantes de remogdo de radicais livre incluem a pro-
vitamina A, as vitaminas D e E, além dos minerais zinco, selénio, magnésio e cromo.

Os relatos mais atuais demonstram que radicais livres derivados do oxigénio
tém sido implicados como um mecanismo geral de injuria celular na inflamagéo,
injuria por radiagdo, toxicidade oxidativa, e isquemia (Messana e cols., 1988,
Gharagozloo e cols., 1988)

No campo da isguemia miocéardica, varios estudos demonstram que nesse
6rgdo o fendbmeno isquémico também esta associado a maior produgéo de radicais
livres téxicos derivados do oxigénio, com a perda dos mecanismos antioxidantes
protetores (Burton e cols., 1984; Ferrari e cols., 1985).

Apbs adaptacdo e padronizacdo do modelo de perfusdo estabelecido por
Langendorff (1895), realizou-se o Protocolo Il no intuito de determinar o papel
citoprotetor da adigdo do glutation na solugdo perfusora em duas diferentes
concentracdes, durante isquemia a 30°C, em que as perdas fisiologicas foram mais
evidentes, utilizando cardioplegia prévia com potassio. O aumento da temperatura do
meio de preservacdo miocardica, nesta etapa de experimentos, objetivou, sobretudo,
maximizar os resultados eventualmente obtidos com a inclusdo de glutation a solugéo
perfusora.

Nestas condigdes experimentais, determinou-se, inicialmente, a amplitude da
forca de contracdo em meio de perfusdo sem adigdo (SI) ou enriquecido com
glutation nas concentragdes de 0,1mM (Sll) ou 0,3mM (SllI). Na temperatura de
30°C, quando o coragdo foi submetido a isquemia com reperfusdo sem glutation,
observou-se reducgéo de 78% do inotropismo apos o segundo periodo de isquemia

em comparacéo aos resultados encontrados no Glil do Protocolo I Estes achados



sugerem que o aumento da temperatura determinou importante redugéo do efeito
protetor da cardioplegia sobre o inotropismo do corag&o isquémico. Além disto,
confirma a importancia da hipotermia na manutencdo da funcéo celular cardiaca,
embora como mencionado previamente, resultados mais satisfatdrios devem ser
obtidos quando se associa ao controle da temperatura a cardioplegia.

Portanto, parece razoavel mencionar que a elevagdo da temperatura de
preservacéo para 30°C, realizada neste protocolo, causou significativo prejuizo sobre
a eficacia da protegao oferecida apenas pela cardioplegia com potéssio, observando-
se recuperacéo inadequada da fung&o cardiaca apos a reperfuséo.

Por outro lado, a adigdo de 0,1mM de glutation (GSH) conseguiu reverter de
maneira significativa esses efeitos adversos anteriormente observados em SI,
sugerindo que esse efeito é, ao menos em parte, conseqliéncia da produgdo de
radicais livres tdxicos, que estariam envolvidos nas lesdes celulares de isquemia e
reperfuséo e teriam sua acao deletéria neutralizada pelo glutation.

Tem sido demonstrado que o glutation desempenha papel fundamental na
defesa celular contra inimeros agentes de injuria, sendo de grande importancia para
esse efeito o grupo sulfidrila (Arrick & Nathan, 1984). O efeito protetor do glutation
parece ser devido a supresséo do estresse oxidativo. Este substrato € metabolizado
intracelularmente pela glutaiona peroxidase, enzima que catalisa a conversdo de
peroxido de hidrogénio em oxigénio e agua.

Vérios estudos tém apontado no sentido de que a isquemia sem reperfusdo
diminui o contetido de glutation reduzido em cées (Romero e cols., 1987), porcos
(Singh e cols., 1989) e coelhos ( Curello e cols., 1985 ). Entretanto, outros estudos
sugerem que a reperfusdo adicional resulta em pouca ou nenhuma redugéo extra do
contelido de glutation do miocardio (Curello e cols., 1985; Singh e cols., 1989).

Por outro lado, tem-se observado que drogas indutoras da deplegdo de
glutation tornaram o miocardio mais suscetivel aos danos isquémicos (Blaustein e
cols., 1989; Singh e cols., 1989). Além disso, a administragdo de glutation ou N-
acetilcisteina, que elevam o conteudo miocardico de glutation, parecem causar

beneficios em modelos animais de infartacéo (Blaustein e cols., 1989; Singh e cols.,
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1989). Fonteles e cols. também demonstraram deplegéo de glutation durante a
perfusao renal (1976).

Neste estudo, o aumento da concentracdo de glutation na solugdo perfusora
para 0,3mM n&o minimizou a redugdo no inotropismo, além da observada
anteriormente em Sll. Embora varios trabalhos tenham demonstrado o papel do
glutation na remoc¢ao de radicais livres durante a isquemia, os resultados obtidos com
a elevacao da concentracdo de glutation demonstraram a importancia do controle da
temperatura para a adequada preservacdo da célula cardiaca, sugerindo que fatores
adicionais devem estar envolvidos de maneira associada na génese da injuria da
isquemia. Apesar de o glutation (GSH) ser um importante fator de protegdo contra a
injuria guimica, por servir como substrato para as glutation-transferases e para a
glutation-peroxidase, sabe-se que a protecdo antioxidante envolve um sistema
complexo de enzimas e outros substratos que possuem a capacidade de remover as
substancias quimicamente constituidas por elétrons ndo pareados em excesso e que,
eventualmente, podem causar efeitos deletérios em diversos compartimentos
celulares. Portanto, a via metabdlica de utilizagédo do glutation pode ser responsavel
por apenas uma parte da protegdo antioxidante da célula. Certamente, estudos
adicionais envolvendo a determinacéo das modificagdes nas outras vias de protegéo
antioxidante celular precisam ser realizados.

Por outro lado, resultados experimentais apontam no sentido de que a ocluséo
coronaria e a consequente isquemia reduzem o conteldo de glutation, como
mostrado em outros estudos (Curello e cols., 1985; Singh e cols., 1989).

Cabe ressaltar que a meia-vida plasmatica do glutation € muito curta (Ammon
e cols., 1986), sugerindo que a administragdo exdgena em situacbes de aumento na
geracao de radicais livres, como as que ocorrem durante a isquemia, parece ser
importante na protecdo celular. Recentemente, foi demonstrado que o nivel
intracelular de GSH cai em 40% do controle durante 35 minutos de isquemia a quente
(Scaduto et al., 1988). Estudos posteriores (Such e cols., 1993) demonstraram que
cées submetidos a ligagdo coronaria permanente apresentaram baixo conteudo
miocardico de glutation em trés e seis horas apds a oclus&o. A administracéo de

glutation reverteu a situacéo, quando o periodo de isquemia foi de trés horas. Ao




contrario, resultados similares ndo foram verificados quando a oclusdo permaneceu
por seis horas.

No sentido de se verificar o consumo de glutation durante reperfusdo, os
coragdes de coelho foram isolados e perfundidos com solucéo com glutation nas
concentragbes de 0,1 mM ou 0,3 mM apods dois periodos de sessenta minutos de
isquemia. No periodo de pré-isquemia, os resultados apontaram que durante 0s
experimentos com 0,3 mM, o consumo de glutation foi duas vezes superior ao
observado quando o coragéo foi tratado com 0,1mM, demonstrando que ja se havia
atingido o efeito maximo, aliado ao maior consumo. Apo6s dois periodos de isquemia,
na perfuséo final, o consumo de glutation foi apenas 30% maior no grupo mantido
com 0,3 mM de glutation. Estes resultados demonstraram que, paradoxalmente, o
aumento em 200% na oferta de glutation a solugdo ndo foi capaz de manter o
aumento proporcional de consumo deste substrato pela célula cardiaca apds a
isquemia. Os mecanismos para explicar estes efeitos ainda ndo séo completamente
conhecidos.

O glutation exdgeno parece ser de menor efeito benéfico contra o dano
resultante da oclus&o corondria permanente e o glutation enddgeno pode ter papel
limitado na protecéo contra isquemia miocardica sem reperfus&o. Isso fortalece a
idéia de que diferencas substanciais existem nos mecanismos patogénicos e no
tratamento farmacolégico da isquemia miocardica com ou sem reperfusdo (Such e
cols., 1993).

Os trabalhos de De Boer e cols. (1993) demonstraram que a prote¢éo induzida
pelo piruvato em coragdes de ratos se deve a prevencdo da formagéo de radicais
livres, o que corrobora nossa proposta sobre o glutation. Além disso, glutation
exégeno também protege contra injuria oxidativa no tdbulo proximal de rins de
coelhos (Messana e cols., 1988).

Estudos adicionais demonstraram que a inclusdo de superdxido dismutase e
catalase a solucdo cardioplégica, durante oclus&o coronariana em animais, causou
recuperacdo de cerca de 61% da funcdo do miocardio isquemiado apos reperfuséo,
sugerindo a participacdo efetiva de outras vias metabdlicas de protegéo no controle

da lesdo celular por isquemia (Gharagozioo e cols., 1988). Sem duvida, os



resultados aqui obtidos apontam para novos caminhos na preservagdo miocardica
através da combinacado de hipotermia, cardioplegia e a adicdo de glutation a solugéo
perfusora.

A nova lei brasileira de doagdo de drgdos, recentemente aprovada, aumenta
em muito as perspectivas de que mais orgéos e tecidos estejam disponiveis para
transplantes (Lei n°® 9.434 de 4 de fevereiro de 1997; substitutivo do Senador Lucio
Alcantara). Como conseqliéncia, torna-se imperativo 0 estudo da preservagéo de
componentes bioldgicos, utilizando-se de modernas tecnologias que contemplem o
uso de melhores métodos para 0 aproveitamento do vasto potencial agora criado em
nosso pais. Todavia, parece existir pouca tradigdo em laboratorios nacionais em
relacdo a pesquisas nessa area.

O presente trabalho abre novas avenidas para o estudo da preservagéo
miocardica utilizando solucdo de Krebs-Henseleit (1932), ligeiramente modificada
(Fonteles e cols., 1983), como meio de prover viabilidade miocéardica, utilizando
hipotermia moderada, contrariamente aos trabalhos classicos das décadas de 70 e
80 (Hearse e cols., 1975; Roe e cols., 1977, Baker e cols., 1978). Na verdade,
observa-se que coragfes que morrem em trés a cinco minutos, apds exerese
corpérea, comportam-se fisiologicamente muito préximo da normalidade, quando
submetidos a isquemia até duas horas, desde que sejam preservados por
cardioplegia com cloreto de potassio a 24°C. Os resultados obtidos em nosso meio
também demonstram que a elevacéo da temperatura para 30°C, com hipotermia leve,
torna-se deletéria para o 6rgédo, mesmo na presenca de solucdo cardioplégica. 1sso
condiz com observagbes anteriores de Fonteles & Karow em 1976 que verificaram
preservacéo funcional e fisiolégica de rins de coelhos perfundidos a 25°C. De fato,
esses autores observaram que a resposta a estimulagdo alfa-adrenérgica foi
substancialmente potencializada a essa temperatura.

O mais interessante é que o 6rgéo suportou dois periodos consecutivos de 120
minutos de isquemia, sem os efeitos deletérios dos fendmenos de reperfusdo. No
entanto, os mecanismos celulares de protecdo antioxidantes sdo complexos,
interdependentes e fortemente envolvidos com diferentes respostas celulares as

agressdes externas e ainda precisam ser completamente esclarecidos. Isto sugere a
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necessidade da realizac8o de outros estudos que, espera-se, tenham continuidade
neste e em outros centros de pesquisas.

Por fim, ressaltamos a importancia dos estudos pioneiros de Alexis Carrel
(1905), que no inicio do século teve a coragem e a ousadia de manipular os tecidos
de maneira inspirada e inteligente, ao ponto de proporcionar ao mundo cientifico
questdes tdo complexas e intrigantes, que ao final do século ainda n&o foram

inteiramente respondidas.
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VI~ CONCLUSAQO

1. Coracdes isolados de coelho perfundidos em sistema de Langendorff com solugéo
modificada de Krebs-Henseleit mostram-se adequados para utilizaggdo em

experimentos de viabilidade miocardica em estudos de isquemia.

2. Os coragdes submetidos a um processo isquémico sob cardioplegia hipercalémica
a 24°C e reperfundidos com solucdo de Krebs-Henseleit modificada apresentaram
manutencdo adequada do inotropismo cardiaco, mesmo apés dois periodos de

120 minutos de isquemia.

3. O aumento da temperatura de preservacdo para 30°C determinou importante
reducédo do efeito protetor isolado da cardioplegia sobre o inotropismo do corag&o
isquémico, confirmando a importancia da hipotermia moderada na manutengéo da

func&o da célula miocardica.

4. Sob tais condicdes, observou-se queda significativa no inotropismo, sugerindo que
somente a cardioplegia com potassio € incapaz de promover preservagao

satisfatéria do corac@o submetido a isquemia a 30°C.

5. A adicdo de 0.1mM de glutation na solugdo perfusora reverteu significativamente

os efeitos negativos da isquemia a 30°C sobre o inotropismo cardiaco.

6. O aumento de 200% na concentragdo de glutation a solugdo perfusora ndo foi
capaz de manter incremento semelhante no consumo deste substrato pela célula
cardiaca apds a isquemia, nem levou a aumento adicional na forga de contragéo

do miocardio.

7. A dosagem do glutation na solugéo ejetada pelo coracédo, quando comparada a
solucdo injetada durante os periodos de perfusdo pré- e pos-isquemia,
demonstrou consumo consideravel desse tripeptideo  adicionado a solugdo

perfusora.
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