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RESUMO: Objetivo: Comparar, em coragoes agudamente isquémicos de coelhos, estudados in vitro, o
efeito bioquimico e inotrépico da infusdo anterégrada intermitente de solugao cardioplégica sangliinea
hipercalémica normo ou hipotérmica.

Material e Métodos: Foram analisadas as concentragdes de glicogénio, lactato e a respiragdo mitocondrial
eaDp/dt . doventriculo esquerdo. As cardioplegias foram infundidas a cada 20 minutos, durante 60 minutos.
O estudo compreendeu as Fase | e Il, cada uma envolvendo 4 grupos: Controle, sem isquemia prévia;
Isquemia, submetido a estudo bioquimico apds 20 minutos de isquemia normotérmica; Normotermia (cardioplegia
a 37° C) e Hipotermia (cardioplegia a 17° C). Na Fase |, sem reperfusdo, procedeu-se apenas o estudo
bioquimico. Na Fase Il, com reperfuséao, fez-se o estudo funcional (dP/dt) e o metabdlico ao final de reperfusao.

Resultados: Ao final de 20 minutos de isquemia normotérmica houve queda significativa dos niveis de
glicogénio, do consumo de O, durante o estado 3 da respirag&o mitocondrial, da razéo do controle respiratério
(RCR) e elevacao nos niveis de lactato, em relacédo ao controle. A infusao de cardioplegia hipotérmica elevou
os niveis de glicogénio e restabeleceu os parametros da respiragdo mitocondrial, mas nao alterou o lactato.
A cardioplegia normotérmica nao alterou os niveis de glicogénio e lactato, obtidos apds a isquemia aguda, mas
provocou queda maior no consumo de O, e na RCR. Na Fase Il, os valores bioquimicos retornaram a valores
semelhantes aos do Controle, com ambas as cardioplegias. A dP/dt, ., do VE n&o foi significativamente
diferente entre os grupos Normo e Hipotermia.

Conclusao: Ambas as solugdes cardioplégicas resultaram em alteragdes bioquimicas similares ao final
da reperfuséo e foram igualmente eficazes em preservar a fungédo do VE de coracao de coelhos submetidos
a periodo prévio de 20 minutos de isquemia global, em normotermia.
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INTRODUCAO

Desde sua introdugcdo na pratica clinica por
LICHTENSTEIN et al. (U, em 1991, a utilizagédo de
cardioplegia sangliinea normotérmica em infusdo
continua para protegcdo miocardica ganhou o inte-
resse de diversos pesquisadores (215, Todavia,
controvérsias perduram acerca do tempo seguro de
interrupgdes na infusdo continua, muitas vezes,
necessarias durante as operacgdes, ou entre as in-
fusdes intermitentes de solugbes cardioplégicas
sanglineas em normotermia.

Embora a maioria dos trabalhos utilizassem
intervalos de até 15 minutos (2159, constatamos,
em estudo prévio (16:.17) que a infusdo intermiten-
te de solucdo cardioplégica sanglinea
normotérmica, a intervalos de 20 minutos, preser-
va a funcdo mitocondrial do miocardio ventricular,
bem como a funcédo ventricular esquerda. Apesar
destes achados propiciarem a utilizacdo da infu-
sdo intermitente de solucdo cardioplégica
sanglinea normotérmica a intervalos de 20 minu-
tos, deve-se ressaltar que essa investigacao in-
cluiu, apenas, coragbes normais, com reservas
energéticas plenas e sem alteracdes metabdlicas
prévias, o que, certamente, contribuiu para o
miocardio suportar os intervalos isquémicos entre
as doses de cardioplegia.

Como coragdes alterados, sobretudo os
isquémicos e os com sobrecargas de pressao, pro-
vavelmente estejam menos aptos a suportar os
periodos de isquemia normotérmica de 20 minutos,
consideramos importante realizar outra investigacao

experimental em coragdes submetidos a condicao
adversa.

Desta forma, o presente trabalho foi desen-
volvido com o objetivo de comparar, em coragdes
agudamente isquémicos de coelhos, estudados in
vitro, os efeitos bioquimico e funcional da infusao
anterégrada intermitente, a cada 20 minutos, de
solugéo cardioplégica sanglinea hipercalémica ad-
ministrada normo ou hipotérmica.

MATERIAL E METODOS

Fases do Estudo

A pesquisa constou de 2 fases. A primeira,
denominada Fase |, incluiu 4 grupos e constou,
apenas, de estudo bioquimico do miocardio ventricular.
A segunda, Fase ll, incluiu, além da investigacao
bioquimica, anélise da fungao contratil do ventriculo
esquerdo, e também estudou 4 grupos.

A Figura 1 resume o protocolo experimental.
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Fig. 1 - Representagao esquematica do protocolo experimental, evi-
denciando-se os passos da investigacao.

Fase |: Estudo Metabdlico

Nesta fase analisaram-se, no miocardio
ventricular, tanto as concentragdes de glicogénio e
lactato, como a respiragdo mitocondrial nos grupos:
Controle, Isquemia, Normotermia e Hipotermia.

¢ Grupo Controle — Este grupo foi constituido
por coragdes (n=18) enviados para estudo bioquimico
imediatamente apos cardiectomia.

¢ Grupo Isquemia — Constituido por cora-
¢des (n=15) que, apds excisados, eram imersos
em solugdo salina a 37° C por 20 minutos, sendo
entdo, encaminhados para estudo bioquimico. Este
grupo propiciou o estudo das alteragbes metabd-
licas advindas tdo somente do periodo de 20
minutos de isquemia global em normotermia, ser-
vindo como referéncia para ambas as fases do
estudo.

¢ Grupo Normotermia — Coragbes (n=8) que,
ap6s receberem o mesmo tratamento do grupo
Isquemia, eram submetidos a infusdo anterégrada
intermitente, a cada 20 minutos, de solucao
cardioplégica sangiinea a 37° C, enquanto perma-
neciam em Beckers contendo solugao salina a 0,9%,
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também a 37° C. Finda a ultima dose de
cardioplegia, os cora¢cdes eram encaminhados para
estudo bioquimico.

¢ Grupo Hipotermia — Coracdes (n=8) que
receberam tratamento diferente do grupo
Normotermia apenas quanto a temperatura da
solugado cardioplégica e do banho em que perma-
neciam imersos, ambos mantidos entre 15° C e
17° C.

Fase Il: Estudo Metabdlico e Funcional

Incluiu um periodo de reperfusdo, a fim de
permitir a anélise da funcdo contratil do ventriculo
esquerdo subseqlente a administracdo das solu-
¢des cardioplégicas.

¢ Grupo Controle — Constituiu-se de coragdes
(n=7) que, imediatamente apo6s excisados, foram
perfundidos antes de serem encaminhados para a
andlise bioquimica, idéntica a realizada na Fase I.

¢ Grupo Isquemia — Este grupo foi o mesmo
utilizado na fase | e ndo sofreu reperfusdo. Todavia,
os valores das variaveis bioquimicas deste grupo
foram incluidos na andlise estatistica da Fase Il
visando a comparacdo com os resultados obtidos
nos demais grupos apos a reperfuséo.

¢ Grupo Normotermia — Coragdes (n=7) que
receberam o mesmo tratamento do grupo
Normotermia da Fase |. Entretanto, ap6s o periodo
de infusdo da cardioplegia normotérmica, foram
reperfundidos antes de serem encaminhados para a
analise bioquimica.

¢ Grupo Hipotermia — Coragdes (n=7) subme-
tidos a protocolo idéntico ao do grupo Normotermia,
salvo pela temperatura da solugdo cardioplégica e
do banho em que permaneceram imersos, ambos
entre 15° C e 17° C.

Animais

Usaram-se coelhos machos da raga Nova
Zelandia, de 2 a 3 kg de peso. O procedimento
anestésico e a cardiectomia foram realizados con-
forme descrito anteriormente (16),

Cardioplegia

Todas as solugcbes cardioplégicas foram feitas
utilizando-se solucao de Ringer a qual se adicionava
sangue arterial na proporcdo de 40 % do volume
total.

O sangue arterial era colhido da carétida dos
animais que seriam submetidos a cardiectomia (16
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ml), e da artéria carétida de outro coelho, cujo
coracgéo era, posteriormente, retirado para controle.
Este animal recebia, imediatamente ap6s cada san-
gria, transfuséo de igual volume de sangue coletado
na cavidade toracica do coelho que acabara de ser
sacrificado pela cardiectomia e sua pressao arterial
mantida a 70 mmHg, mediante infusdo de aliquotas
de solugdo salina, caso necessario. Em momento
algum foram utilizadas drogas para suporte
cardiovascular.

A primeira dose de cardioplegia, de 40 ml,
seguiram-se as demais, de 20 ml cada, todas sob
pressdo constante, de 100 cm de agua.

Reperfuséao

Utilizou-se um “Reservatério de Solucgéo
Cardioplégica” (Macchi Engenharia Biomédica-Ltda,
Séo Paulo) e um “Médulo de Cardioplegia” (modelo
CAP 30, Macchi Engenharia Biomédica-Ltda, Sao
Paulo).

A reperfusdo, com duragdo de 30 minutos, foi
realizada mediante a infusdo de solugado de Krebs
(KCI -11,5 g/l, KH,PO, - 21,0 g/l, MgSO, - 18,8 g/
I, CaCl, - 12,2 g/I, NaHCO;- 39,0 g/l, NaCl - 6,75
g/l, D-glicose- 2,0 g/l) a 37° C, aerada com mistura
de 95% de O, e 5% de CO,, e infundida a presséo
de 60 mmHg.

Os coragdes do grupo Controle, Normotermia e
Hipotermia foram reperfundidos simultaneamente e
todos receberam estimulagao artificial a 180 b.p.m.
com marcapasso epicardico (modelo 5880 D,
Medtronic).

Obtengcdo da Pressdo Intraventricular Esquerda e
Caélculo da dP/dt_,..

A pressao intraventricular foi obtida por meio de
um cateter-balédo introduzido na cavidade ventricular
esquerda, através do atrio esquerdo, e transdutor
de pressdo (Strain Gauge Coupler modelo 7179
Narco Bio Systems Inc., Houston, Texas, EEUU),
com sensibilidade de 8 microvolts/cm. Ao se faze-
rem os registros das pressdes intraventriculares, o
balédo era distendido até atingir-se pressao diastdlica
de 25 mmHg.

As curvas de pressdao foram registradas num
poligrafo de inscricAo mecanica de 4 canais
(“Physiograph MK-1V”, Narco Bio Systems Inc.,
Houston, Texas, EEUU).

O calculo da dP/dt,,, do ventriculo esquerdo
foi realizado manualmente a partir dos tracados
obtidos aos 10, 15 e 30 minutos apds o inicio da
reperfusdo (18),
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Estudo Bioquimico

Em todos os coragcbes o processamento
bioquimico iniciava-se pela excisdo dos
ventriculos ao nivel do sulco atrioventricular,
seguida da imersdo em solucédo salina a 0,9%, a
4° C, contidas em Beckers envoltos em gelo
picado.

Dosagem do Glicogénio Miocardico

A extracao do glicogénio foi feita a partir de 500
mg de musculo cardiaco conforme o método de
SJOGREEN et al. (19 e a dosagem de glicogénio,
segundo HASSID & ABRAHAN (20),

Respiracao Mitocondrial

Obteve-se a fragdo mitocondrial pela técnica de
SORDAHL et al. @V,

O consumo mitocondrial de oxigénio foi deter-
minado polarograficamente a 30° C, mediante a
utilizacdo de oxigrafo (modelo Gilson 5/6 Oxygraph,
da Gilson Medical Eletronics, Inc., W. Beltline
Middeton, EEUU).

Os pardmetros da fosforilagdo oxidativa foram
calculados de acordo com CHANCE & WILLIAMS
(22) ¢ ESTABROOK & PULLMAN (23,

A concentragédo de proteina no homogeneizado
foi determinada posteriormente, pelo método de
LOWRY et al. (24,

Dosagem do Lactato Miocardico

Foram realizadas conforme proposto por
JENNINGS et al. (25 empregando-se espectro-
fotometria (Beckmann modelo DU 640B, EEUU), com
comprimento de onda de 340 nm, conforme descrito
por GUTMANN & WAHLEFELD (26),

Analise Estatistica

A anadlise estatistica foi realizada com o pro-
grama GraphPad Prism 2, versao 2.01, (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA , EEUU). As com-
paracdes entre os grupos foram realizadas medi-
ante o teste de Kruskal-Wallis, para a compara-
¢des entre mais de 2 grupos. Quando se eviden-
ciou diferenca significativa com o teste de Kruskal-
Wallis, realizou-se o teste de Dunn, para multiplas
comparagdes, 2 a 2, entre os grupos, a fim de
verificar onde ocorria a diferengca. Em todos os
testes, consideraram-se significativas as diferen-
cas com valores de p < 0,05.

RESULTADOS

Os resultados, demonstrados nas Tabelas 1 a
5 expressam a média + desvio padrdao e a mediana.

O menor tamanho das amostras (n) demonstra-
das nas tabelas, quando confrontados com aqueles
descritos nos grupos experimentais, sdo devido ao
fato de que os valores bioquimicos e/ou do estudo
funcional de alguns cora¢des foram descartados
devido a problemas técnicos evidenciados durante
a realizacdo dos mesmos.

Glicogénio
Os resultados encontram-se na Tabela 1

Na fase I, houve reducgédo significativa dos niveis
de glicogénio apds 20 minutos de isquemia (grupo
Isquemia), em relagdo ao Controle. Ao final do pe-
riodo de infusdo intermitente de solugéo cardioplégica,
os valores observados no grupo Normotermia eram
semelhantes aqueles do grupo Isquemia, e significa-
tivamente menores em relagcdo ao Controle. No gru-
po Hipotermia, embora a concentracdo se mantives-
se baixa ao final da infusédo cardioplégica, a diferenca
observada, em relagdo ao Controle, nao foi significa-
tiva, todavia, ndo se observou diferengca entre os
grupos Normotermia e Hipotermia.

Na fase IlI, apés reperfusdo, os niveis de
glicogénio no grupo Normotermia mantiveram-se
significativamente abaixo dos observados no grupo
Controle. Embora no grupo Hipotermia os niveis de
glicogénio estivessem menores do que os do grupo
controle, a diferenca néo foi significativa. Também
nao foi significativa a diferenca entre os grupos
Normotermia e Hipotermia.

Os niveis de glicogénio do grupo Isquemia fo-
ram significativamente menores em comparagao aos
observados no Controle dessa fase.

Lactato

Os valores estao demonstrados na Tabela 2.

Na fase I, observou-se aumento significativo dos
niveis de lactato do miocardio ventricular apds 20
minutos de isquemia a 37° C (grupo Isquemia), em
relacdo ao Controle. Embora no final do periodo de
infusdo intermitente de solugdo cardioplégica a
concentragcdo de lactato, nos grupos Normo e
Hipotermia, fosse inferior a observada apds 20
minutos de isquemia normotérmica (grupo Isquemia),
permaneceu significativamente maior que a concen-
tracdo observada no grupo Controle, ndo havendo
diferenca significativa entre grupos Normotermia e
Hipotermia a esse respeito.
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TABELA 1

CONCENTRAGCAO DE GLICOGENIO NO MIOCARDIO VENTRICULAR, MEDIA + DESVIO PADRAO E MEDIANA,
EXPRESSA EM % DO PESO UMIDO

CONTROLE ISQUEMIA NORMOTERMIA HIPOTERMIA
0,34 + 0.16 0,14 + 0,01* 0,12 + 0,08 * 0,18 + 0,08
FASE | 0,31 0,10 0,10 0,20
(n=18) (n=15) (n=8) (n=8)
p< 0,01 p< 0,01
0,28 + 0,08 0,14 = 0,01 ** 0,11 + 0,03 ** 0,14 + 0,02
FASE I 0,27 0,10 0,09 0,13
(n=6) (n=15) (n=5) (n=6)
p<0,05 p<0,05

Estédo expressos os valores de p quando ocorreu diferenga estatisticamente significativa. Os valores assinalados com * sédo
estatisticamente diferentes do controle da Fase | e aqueles com ** sdo estatisticamente diferentes do controle da Fase Il. O numero
de coragdes estudados em cada grupo encontra-se entre paréntesis.

TABELA 2

CONCENTRACAO DE LACTATO NO MIOCARDIO VENTRICULAR, MEDIA + DESVIO PADRAO E MEDIANA, EX-
PRESSA EM mmol/ml

CONTROLE ISQUEMIA NORMOTERMIA HIPOTERMIA
FASE | 2,76 + 1,0 11,05 + 3,5* 8,80 + 3,3* 9,12 + 2,3*
2,7 11,0 9,0 9,0
(n=18) (n=15) (n=8) (n=8)
p<0,001 p<0,01 p<0,01
FASE I 1,93 + 1,0 11,05 + 3,5 ** 3,10 = 1,0" 3,10 £ 1,0"
1,6 11,0 2,8 3,5
(n=6) (n=15) (n=5) (n=6)
p<0,001 p<0,01 p<0,05

Wk

Estao expressos os valores de “p” quando ocorreu diferenca estatisticamente significativa. Os valores assinalados com
sao estatisticamente diferentes do Controle da Fase |, aqueles assinalados com “**” sdo diferentes do Controle da Fase Il e com
“¢” aqueles diferentes em relacdo ao Isquémico.

Na Fase Il, apds a reperfusdo, a concentracao
de lactato reduziu-se acentuadamente, atingindo
valores semelhantes ao observado no Controle e
significativamente menor que a presente apds o
periodo de isquemia normotérmica (grupo Isquemia).

Respiragcdo Mitocondrial

Fase |

Os valores encontram-se na Tabela 3.

No estado
duracdo a 37°
significativa no
em relagdo ao

3, a isquemia de 20 minutos de
C (grupo Isquemia) causou queda
consumo de oxigénio mitocondrial,
grupo Controle.

Apds a infusdo intermitente da solucao
cardioplégica normotérmica a respiragdo mitocondrial
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manteve-se significativamente menor que a do gru-
po Controle, em contraste com os valores observa-
dos no grupo Hipotermia, que nao diferiram do grupo
Controle.

Vinte minutos de isquemia a 37° C (grupo Isquemia)
ndao afetaram significativamente a razdo do controle
respiratorio (RCR), embora ao final do periodo de in-
fus@o da solugdo normotérmica houvesse redugéo sig-
nificativa da RCR em relagdo ao grupo Controle.

Nao se observaram alteracdes significativas no
comportamento das demais variaveis da respiracao
mitocondrial, nos 4 grupos.

Fase Il

Os valores estao demonstrados na Tabela 4 .

Apéds a reperfusdo, as variaveis de respiracéo



Rodrigues A J, Vicente WV A, Carneiro J J, Bassetto S - Cardioplegia sangliinea anterégrada intermitente normotérmica e hipotérmica:
estudo comparativo em coragdes agudamente isquémicos de coelhos. Rev Bras Cir Cardiovasc 2000; 15 (3): 238-50.

TABELA 3

VARIAVEIS DA RESPIRACAO MITOCONDRIAL NO MIOCARDIO VENTRICULAR, MEDIA + DESVIO PADBZ\O E
MEDIANA, NA FASE I. OS VALORES DO CONSUMO DE OXIGENIO NO ESTADOS 3 E 4 ESTAO EM NANOATOMOS
DE OXIGENIO/MG DE PROTEINA/MIN

CONTROLE ISQUEMIA NORMOTERMIA HIPOTERMIA
(n=7) (n=8) (n=6) (n=6)
Estado Il 260,80 + 42,24 166,40 = 32,70 146,00 + 34,48 * 242,30 = 70,94 **
272,3 160,1 149,0 226,3
p<0,05 p<0,01 p<0,05
Estado IV 28,95 + 9,48 21,84 + 6,5 30,36 + 12,29 27,60 £ 9,24
27,76 22,5 27,6 25,78
RCR 9,50 + 2,48 8,11 £ 2,24 5,13 £ 1,85 ** 9,13 £ 2,17
9,3 8,6 5,9 9,7
p<0,05
ADP:O 2,36 = 0,45 2,65 + 0,77 1,98 + 0,55 2,563 = 0,30
2,4 2,8 1,85 2,5

wkn

Estdo expressos os valores de “p” quando ocorreu diferenga estatisticamente significativa. Assinalaram-se com “*” os valores

estatisticamente diferentes do Controle e com “**” aqueles diferentes do grupo Normotermia.

TABELA 4

VARIAVEIS DA RESPIRAGAO MITOCONDRIAL NO MIOCARDIO VENTRICULAR, MEDIA =+ DESVIO PADRAO E MEDIANA,
DOS CORAGCOES DA FASE Il. OS VALORES DO CONSUMO DE OXIGENIO NO ESTADO 3 E 4 ESTAO EM NANOATOMOS
DE OXIGENIO/MG DE PROTEINA/MIN

CONTROLE ISQUEMIA NORMOTERMIA HIPOTERMIA
(n=7) (n=8) (n=7) (n=7)
Estado IlI 145,40 + 36,95 166,40 + 32,70 113,90 + 36,20 128,90 + 43,65
134,3 160,0 125,1 138
Estado IV 17,81 +4,17 21,84+6,5 17,74 + 3,85 21,48+5,12
16,6 22,5 18,4 21,16
RCR 8,43 +2,33 8,11 +2,24 6,70 + 2,62 6,31 +2,41
7,9 8,6 5,3 5,5
ADP:O 2,76 0,60 2,65+0,77 3.05+0,75 2,84 +0,59
2,8 2,8 3.2 2,9

Nao ocorreram diferencgas significativas entre os grupos.

mitocondrial mostraram-se semelhantes as obser- Nao observaram-se diferengas significativas nos
vadas no grupo Controle, sem diferenga significa- valores da dP/dt . entre os grupos Controle,
tiva entre os grupos Normotermia, Hipotermia e Normotermia e Hipotermia.
Isquemia.

Também nao houve diferenga significativa entre
os valores observados nos grupos Controle e COMENTARIOS
Isquemia.

Na presente investigagcdo, em que a assistolia
foi desencadeada pela isquemia normotérmica glo-
bal, as reservas de glicogénio sofreram significativa
queda em relacao ao controle, findos os 20 minutos
A Tabela 5 demonstra os resultados da dP/ de isquemia normotérmica, ponto de partida para o
inicio do periodo de infusdo cardioplégica. Conse-
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TABELAS

VALORES DA dP/dt,,, DO VENTRICULO ESQUERDO, MEDIA + DESVIO PADRAO E MEDIANA, EM mmHg/s

CONTROLE NORMOTERMIA HIPOTERMIA
(n=5) (n=5) (n=5)

dP/dt, 1.552 + 457, 1 1,596 +521,5 1.240 + 697,6
(mmHg) 1.257 1.900 1.428

Nao ocorreram diferencas significativas entre os grupos.

guentemente, ambos os grupos partiram de uma
situacdo idéntica, ou seja, com baixa concentragao
de glicogénio e alta concentracdo de lactato
miocardico, decorrentes de 20 minutos de isquemia
em normotermia. Ao término das infusdes
cardioplégicas, embora a concentragdo de glicogénio
no grupo Hipotermia tendesse a ser maior, a dife-
renca em relacdo ao grupo Normotermia n&o era
significativa, e eram semelhantes as concentragcoes
de lactato. Isto nos demonstra que ambos evolui-
ram, do ponto de vista do metabolismo glicolitico,
para uma situagdo final semelhante.

Todavia, nossos resultados sao insuficientes
para esclarecer se as taxas metabdlicas, durante os
periodos das infusbes cardioplégicas, eram seme-
Ihantes, a despeito da diferenca de temperatura.

E possivel que, de forma mais pronunciada
com a cardioplegia normotérmica, as infusdes pro-
piciassem metabolismo aerdbio, promovendo oxida-
cdo da glicose, remocédo do lactato e sintese de
glicogénio, ao passo que nos intervalos das infu-
sdes a anaerobiose desencadeou a glicogendlise,
com produgao de lactato, propiciando balango final
favoravel a que as concentracbes de substratos
resultassem semelhantes as existentes no inicio do
periodo de infusédo das solugdes cardioplégicas. Essa
hipétese baseia-se nos estudos que averiguaram as
conseqliéncias metabdlicas, para o miocardio,
advindas da isquemia e infusdo intermitente de
solucdo cardioplégica sangiiinea (11.27. 28),

Nesses estudos, DESLAURIERS et al. 37 ¢
TIAN et al. (28) analisaram, utilizando espectroscopia
de ressondncia magnética, os efeitos da infuséo
intermitente de cardioplegia sanglinea normotérmica.
Observaram que embora houvesse redugcdo nos
niveis de fosfocreatina e no pH intracelular e eleva-
cédo do fosforo inorgénico, entre as infusdes, suas
concentracdes eram completamente restauradas ao
fim de cada dose de cardioplegia e durante a
reperfusdo, sem que resultasse prejuizo da funcéo
ventricular esquerda. Todavia em 1997, OLIVEIRA
et al. 1), utilizando a mesma metodologia, embora
encontrassem resultados semelhantes aos de
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DESLAURIERS et al. @7 e TIAN et al. ?8), obser-
varam que apenas nos coracdes submetidos a
periodos de isquemia de até 15 minutos ndo houve
deterioragdo funcional.

Outro efeito benéfico dessas infusdes de
solugéo cardioplégica foi o de remover outros pro-
dutos nocivos do metabolismo isquémico, além do
lactato, e diminuir a acidose tecidual, embora, se-
gundo ROUSLIN (9)-¢ LEMASTERS et al. 30, a
elevacédo do pH intracelular, nessa situacédo, pode
ser deletéria a célula.

Nossos resultados sao insuficientes para
detalhar o metabolismo miocardico nas duas dife-
rentes temperaturas nas quais as solugdes
cardioplégicas sanglineas foram administradas,
todavia, o comportamento da fung¢do ventricular
esquerda permite concluir que o metabolismo foi
eficaz em preservar a integridade contratil. Se hou-
ve lesdo tecidual, provavelmente péde ser reparada
durante a reperfusao ou néao foi suficiente para causar
repercussao ventricular esquerda inotrépica passi-
vel de detecgcdo com a metodologia empregada.

Duas observagbes, embora ndo analisadas
objetivamente, contribuem para concluir pela com-
peténcia metabdlica dos coracdes durante a infu-
sOes cardioplégicas nédo resultando em leséo
miocardica grave, a despeito das baixas reservas
energéticas. Uma, a de que nenhum coragéao apre-
sentou arritmia ventricular que inviabilizasse a ana-
lise da funcao ventricular esquerda, nao obstante
algumas extrasistoles, que cessavam em poucos
minutos, indicando que o metabolismo glicolitico
durante o periodo de infusdo cardioplégica foi efi-
caz em preservar a fungdo da membrana celular
(31-35), KING & OPIE (36), em recente revisdo, lem-
bram, ainda, que a producdo de ATP mediante
glicdlise nas fases iniciais da reperfusdo, parece
ser essencial a prevencgédo do colapso energético e
funcional. Deve-se considerar, ainda, a homeostasia
do Cat**, mediante a preservacédo da atividade da
Na*/K* ATPase (37:38) da membrana citoplasmatica.
A outra, o fato de que alguns coragdes apesar de
terem apresentado, a palpacédo, contratura do



Rodrigues A J, Vicente WV A, Carneiro J J, Bassetto S - Cardioplegia sangliinea anterégrada intermitente normotérmica e hipotérmica:
estudo comparativo em coragdes agudamente isquémicos de coelhos. Rev Bras Cir Cardiovasc 2000; 15 (3): 238-50.

miocardio ventricular ao final dos 60 minutos de
infusdo intermitente da solucéo cardioplégica, re-
cuperarem plenamente a contratilidade durante a
reperfusdo. Todavia, ha certa controvérsia se a
contratura isquémica é ou nao um indicativo de
lesao irreversivel, embora contratura crescente
continue considerada indicio de progresséo da lesao
celular (38),

GOODWIN et al. 39, bem como, FRASER et
al. 40) ¢ HENNING et al. 1) demonstraram que a
glicogendlise e a glicogénese ocorrem simultanea-
mente durante a perfusdo em condi¢cdes de
aerobiose, em coragdes isolados de rato, com ba-
lango positivo para a glicogénese. Tal balanco entre
glicogénese e glicogendlise ocorre também durante
periodos de isquemia grave por redugcdo acentuada
do fluxo coronario, predominando a glicogendlise.
Durante a reperfusdao a atividade glicolitica e de
glicogénese ainda se encontram elevadas, mas em
niveis semelhantes (39:40) resultando em concentra-
cdes estaveis de glicogénio. Na impossibilidade de
obter energia anaerobiamente a partir de acidos
graxos, ocorre reducdo acentuada na concentracao
de glicogénio, pois esse passa a ser o unico substrato
energético, a permitir que a glicogendlise sobrepuje
a glicogénese (40 41),

Acreditamos ser esse o motivo pelo qual as
concentracdes miocardicas de glicogénio do grupo
Controle da Fase Il serem pouco menores que as
da Fase |, pois foram dosadas ao final do periodo
de reperfusdo em que a glicose foi a unica fonte de
substrato. Explica-se assim, também, a permanén-
cia das baixas concentragbes de glicogénio nos
grupos Hipotermia e Normotermia.

O uso de proteinas recombinantes fotossensiveis
ou indicadores fluorescentes, captados pelas
mitocodndrias, permitiu demonstrar que essas
organelas mostram grandes alteragcdes nos niveis
de Ca** na matriz apés a abertura de poros ou
canais do reticulo endoplasmatico ou da membrana
celular, ensejando especulagbes acerca do possivel
papel da cinética do Ca** mitocondrial na
homeostasia do calcio intracelular, também em
condigées normais (42).

No Brasil, KREISEL “3) | em 1996, mediante
trabalho experimental utilizando coracdes de coe-
lhos submetidos a cardioplegia, mostrou liberagéo
de K* mitocondrial durante a fase de “swelling’ que
néo era reabsorvido quando da reversao do “swelling’
mitocondrial. Esse aspecto foi confirmado, posteri-
ormente, por ICHAS et al. 44, em trabalho no qual
0s autores apresentam as mitocdndrias como
organelas excitdveis capazes de gerar e transmitir,
além de sinais elétricos, sinais de calcio que tanto
podem contribuir na modulacédo dos niveis de Cat**
intracelular, como representarem um meio adicional

pelo qual a excitabilidade mitocondrial influencia
varios processos citosélicos, sugerindo que a
mitocondria tem outras fungbes importantes para a
manutencdo da homeostasia celular, além da
fosforilagdo oxidativa.

No presente trabalho, optamos por metodologia
que nos possibilitaria o estudo das mitocondrias como
geradoras de ATP em aerobiose e o estudo da via
energética alternativa de producdo de ATP em con-
dicoes de anaerobiose, a via glicolitica.

A andlise da funcado mitocondrial indica que 20
minutos de isquemia a 37° C resultaram em dimi-
nuicdo na capacidade mitocondrial de consumir
oxigénio durante o estado 3 da respiragcédo. Todavia,
como desapareceram as diferengcas na respiracao
mitocondrial, pode-se concluir que esse prejuizo
funcional da organela nao foi decorrente de leséo
irreversivel, e que embora a infusdo intermitente de
solugcéo cardioplégica normotérmica nao o levasse
a se recuperar, como o fez a hipotérmica, tampouco
induziu prejuizo adicional. Outros investigadores
também observaram alteragdes na respiragao

mitocondrial, durante isquemia, similares as nossas
(45, 46)

Varios autores investigaram um marcador
bioquimico que se correlacione com as alteragbes
funcionais e, ao mesmo tempo, seja preditivo de
recuperagcdo funcional apds isquemia miocardica.
Alguns autores observaram correlagéo entre a ca-
pacidade oxidativa e a capacidade em recuperar a
funcdo mecanica ventricular (47-49) em contrapartida,
outros ndo observaram tal correlagéo (50 57), Talvez
esses resultados divergentes possam ser atribuidos
as diferentes metodologias empregadas pelos vari-
os autores.

Devemos considerar, ainda, que a falta de cor-
relacdo entre a capacidade oxidativa dos midcitos,
sobretudo quando avaliada mediante o estudo da
respiragdo mitocondrial, e a recuperagao funcional
mecanica, pode advir do fato de que as mitocondrias
provavelmente t&m funcdes diversificadas (44), como
salientamos anteriormente. Ademais, resultados
preliminares sugerem que, além da diversidade fun-
cional intrinseca, ha diversidade funcional entre as
mitocondrias de tecidos diferentes de uma mesma
espécie (Rodio, L.B.C*) e entre espécies (Sader,
A.A. e Roselino, J.E.S.™™).

E portanto evidente a controvérsia a respeito do
melhor marcador bioquimico de lesdo isquémica,
bem como de seu valor preditivo na recuperacao
funcional do miocardio. Nesta investigacdo optou-se
pelo estudo da respiracdo mitocondrial, como a
proposta de ROSENKRANZ et al. 48), tanto por sua
similaridade com as condi¢des clinicas de utilizagao
de solucbes cardioplégicas, como pela experiéncia
prévia de nosso laboratério com o método (16-17),
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ROSENKRANZ et al. (48) observaram reducéo
persistente no consumo de O, no estado 3 da res-
piracdo mitocondrial, mas ndo no estado 4, nem no
ritmo de fosforilagdo oxidativa do miocardio de caes
reperfundidos apdés 45 minutos de isquemia
normotérmica. Resultados semelhantes foram ob-
servados por outros autores (50: 52),

Deve-se, porém, considerar que a técnica de
obtencdo da fragdo mitocondrial proposta por
SORDHAL et al. @Y, a qual utilizamos, é traumaética
(53), para a grande maioria das mitocondrias. Dessa
forma, os valores obtidos podem corresponder ape-
nas a pequena porcdo de mitocondrias que pude-
ram suportar o processo de isolamento, geralmente
as que se encontram em melhor estado, incorrendo-
se no erro de subestimar os efeitos da isquemia
sobre a fungdo mitocondrial, como ja advertira
CLEMENTS et al. ®%), em 1980, ao encontrarem
resultados semelhantes com relagdo ao estado 3 e
a RCR apods isquemia miocardica de 20 minutos.

De qualquer forma, optamos por um parametro
adicional funcional, a dP/dtmax, que nos permitiria
avaliar eventuais respostas cujo substrato bioquimico
ndo fosse evidenciado pela metodologia emprega-
da.

Nao obstante a cardioplegia sanglinea
normotérmica com infusdo continua ter sido empre-
gada com sucesso, deve-se salientar que a propo-
sicdo original de LICHTENSTEIN et al. (V) baseou-
se, apenas, em consideragdes tedricas, tendo gera-
do varias questdes, ainda hoje, a espera de
elucidacdo. Uma, que tem preocupado alguns inves-
tigadores, refere-se ao periodo de tempo durante o
qual o miocardio pode suportar as interrupgdes na
infusdo da cardioplegia continua normotérmica, por
vezes necessarias, como por exemplo, durante a
confecgcédo das anastomoses nas artérias coronarias,
nas operagdes de revascularizagdo do miocardio.
Outra, que consideramos pertinente, refere-se a
possibilidade de que embora a infusdo intermitente
de solugéo cardioplégica sanglinea em normotermia,
a cada 20 minutos, se mostrasse segura em cora-
¢Bes normais de coelhos (16. 17 faltava-nos inves-
tigar o emprego do método em coragdes previamen-
te isquémicos, objetivo desta pesquisa.

Trabalhos experimentais tém demonstrado que
a interrupcao ou infusdo intermitente de solucdes
cardioplégicas sangliineas é prejudicial (55-58) em-
bora recentemente, GOMES (58), avaliando pacien-
tes portadores de estenose aodrtica operados sob
infusdo intermitente de solugdes cardioplégicas
sanglineas em normo ou hipotermia, concluiu que
ambas as solugdes nédo foram eficientes, do ponto
de vista bioquimico, em proteger o miocardio.

Apesar do potencial maleficio inerente a infusédo
de solucbes cardioplégicas sangliineas
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normotérmicas (55-58), mesmo por curtos periodos,
essa tatica ganhou adeptos na prética clinica que
relataram resultados iguais ou superiores aos obti-
dos com solugdes hipotérmicas (3. 6. 810, 12, 15),

JACQUET et al. publicaram (M, em 1999, os
resultados de estudo prospectivo aleatério em paci-
entes submetidos a revascularizacdo do miocardio,
comparando a cardioplegia sanglinea normotérmica
intermitente anterdégrada, infundida a intervalos nun-
ca superiores a 15 minutos, com a cristaldide
hipotérmica, infundida por via anterégrada e retrogra-
da a cada 60 minutos ou quando necessario. Obser-
varam que a morbidade e a mortalidade observadas
em ambos os grupos néo diferiram, embora a
cardioplegia normotérmica provocasse menos lesao
miocardica, o que é evidenciado pelos menores ni-
veis plasmaticos de CK-MB e Troponina I.

Contudo, nesse mesmo ano, ERICSSON et al.
) publicaram os resultados de estudo experimental,
em porcos, no qual compararam a infusdo continua
de cardioplegia sangiinea normotérmica com a in-
termitente, infundida a cada 10 minutos, por um
periodo de 45 minutos, sob circulacédo extracorpdrea.
Observaram que a infusdo intermitente foi ineficaz
em preservar a fungao global do ventriculo esquer-
do, embora em ambos os grupos houvesse deteri-
oracdo similar da funcao diastdlica.

Pelos trabalhos citados, pode-se concluir que
permanece controversa a seguranga da interrupgéo
da infusdo continua de solugdo cardioplégica
sanglinea em normotermia. Embora a maioria dos
estudos clinicos nao demonstre danos evidentes,
com intervalos isquémicos em torno de 15 minutos.
Todavia, a maioria das pesquisas envolveu, sobre-
tudo, pacientes com boa reserva funcional
miocérdica, o que pode tornar dificil a deteccéo de
maleficios, a longo prazo, que poderiam contribuir
para menor sobrevida dos pacientes. Certamente o
principal motivo pelo qual os relatos clinicos e ex-
perimentais somam-se, sem dirimir a questao, esta
em apresentarem diferengcas marcantes nos proto-
colos, concordantes apenas no que se refere a
temperatura de infusdo da solugéo cardioplégica em
normotermia.

Nossos dados mostram que, embora a
reperfusdo tenha restabelecido ambos, a funcéao
mitocondrial e o metabolismo glicolitico aerdbio, e
que nao houve déficit funcional, o miocardio em
ambos os grupos, Normotermia e Hipotermia, man-
teve-se as custas do metabolismo anaerébio nos
intervalos entre as infusdes cardioplégicas. E evi-
dente que esses efeitos metabdlicos sdo pouco
desejaveis para uma metodologia cujo emprego,
experimental ou clinico, visa proteger o miocardio
de novas lesdes e, se possivel, proporcionar a re-
cuperagdo de lesdes prévias. Ademais, a observa-
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cdo de contratura em alguns coracbes, aliada as
alteragdes bioquimicas verificadas na Fase |, pare-
ce indicar que os mesmos estiveram proximos a
linha demarcatdria entre lesdo isquémica reversivel
e irreversivel.

Embora nossos resultados possam contraindicar
a utilizagdo, ou alertar para uso de cautela no
emprego de cardioplegia normotérmica intermitente,
com intervalos de 20 minutos, deve-se ressaltar que,
por outro lado, a hipotermia também n&o ofereceu
protecdo miocardica superior. Na verdade, embora
as diferengas na dP/dt_ ., entre o grupo Normotermia
e Hipotermia nao fossem estatisticamente significa-
tivas, houve tendéncia a valores menores com a
hipotermia.

E possivel que o melhor caminho seja o do meio
termo, caracterizado pelo uso de cardioplegia
sanglinea tépida ou isotérmica, em relacéo a tem-
peratura da sala operatéria, possivelmente associ-
ada a inducdo normotérmica sugerida por
ROSENKRANZ (59 60) ¢ 3 cardioplegia secundaria
normotérmica, sugerida por LAZAR et al. (67),

Outro fator a considerar na avaliagdo de nossos
resultados é de que o periodo de isquemia
normotérmica que precedeu o periodo de infusdo da
cardioplegia, pode, ainda, ter pré-condicionado os
coragcbes do grupo Normotermia, tornando-os mais
aptos a suportar os intervalos de isquemia que se
seguiram (62. 63) sobretudo se considerarmos que a
hipotermia pode afetar negativamente o pré-
condicionament0 (6465 privando o grupo Hipotermia
deste efeito. Todavia, o protocolo empregado nao
nos permite uma analise objetiva acerca da ocorrén-
cia de pré-condicionamento.

Trés outras observagdes merecem ainda ser
consideradas quanto a metodologia empregada
nesta investigacdo. A primeira, de que os resulta-
dos obtidos neste estudo com a utilizacdo de co-
racbes de coelhos podem néo corresponder ao de
outros animais, ai incluido o homem. Outro aspec-
to relevante diz respeito & auséncia de sangue na
solugao de reperfusdo, o que pode ter minimizado
o0 aparecimento de les6es miocardicas dela decor-
rentes, uma vez que se reconhece a participacao
de elementos figurados do sangue na patogénese
das lesbes de reperfusdo (69, Finalmente, deve-se
considerar que os coelhos dos quais o coracéo foi
retirado para compor o grupo Controle da
reperfusdo, Fase I, também colheu-se sangue para
o preparo das solucdes cardioplégicas, cerca de 90
minutos antes da retirada do 6rgdo. Embora nesse
periodo se mantivessem adequadamente
anestesiados e hemodinamicamente estaveis, po-
dem ter sofrido estresse metabdlico que influen-
ciou os resultados bioquimicos e funcionais, de
modo a comprometer a comparagdo com os de-
mais grupos, na fase II.

CONCLUSAO

A infusao anterograda intermitente, de solu-
¢coes cardioplégicas sangiliineas a temperaturas
de 37° C e entre 15 e 17° C, a cada 20 minutos,
provocou alteragoes bioquimicas similares e foi
igualmente eficaz em preservar a funcao
ventricular esquerda de coracdo de coelhos
submetidos a periodo prévio de 20 minutos de
isquemia global, em normotermia.
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Rodrigues A J, Vicente W V A, Carneiro J J, Bassetto S - Normothermic and hypothermic intermittent
anterograde blood cardioplegia: comparative study in acutely ischemic rabbit hearts. Rev Bras Cir
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ABSTRACT: Objective: This in vitroinvestigation aimed to compare the degree of myocardial preservation
afforded by intermittent anterograde normothermic vs hypothermic blood cardioplegia, infused at 20 minutes
intervals, in acutely ischemic rabbit hearts.

Methods: Myocardial concentration of glycogen and lactate, as well as mitochondrial respiration and left
ventricular function (dP/y,,..,) were analyzed. The study was divided into two phases, one without (Phase I)
and one with (Phase Il) a period of reperfusion following the last dose of cardioplegia. Each phase included 4
groups. In Phase |, hearts sent for metabolic analysis immediately after being excised comprised the Control
group. After being subjected to global normothermic ischemia for 20 min, hearts were sent for biochemical
analysis (Ischemic group), or else received 4 doses of cardioplegia at 37° C (Normothermic group) orat 17°
C (Hypothermic group) before biochemical analysis was performed. In Phase Il, except for the Ischemic group,
left ventricular function was assessed on a modified Langendorff apparatus preceding metabolic analysis.

Results: Global normothermic ischemia (Ischemic group) resulted in reduction of glycogen levels, O,
consumption during state 3 and respiratory control rate (RCR) of mitochondrial respiration, and in elevation of
lactate levels. Without reperfusion (Phase |), a significant biochemical improvement was noticed after infusion
of 4 doses of hypothermic cardioplegia (Hypothermic group) except for the lactate levels that remained higher
than the Control group. After normothermic cardioplegia (Normothermic group) biochemical variables showed
values similar to the Control group. Reperfusion (Phase Il) was followed by restoration of all biochemical
variables to baseline (Control group). LV function showed similar results between Control, Normothermic and
Hypothermic groups.

Conclusions: The intermittent antegrade infusion of blood cardioplegia at 37° Cand 17° C, infused at 20
minutes intervals, produced similar biochemical and functional results in rabbit hearts submitted to a prior
period (20 minutes) of acute normothermic ischemia.

DESCRIPTORS: Heart arrestinduced, methods. Myocardium, metabolism. Heart, physiology. Myocardial

ischemia, physiopathology. Ventricular function, left, physiology.
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