Rev Bras Cir Cardiovasc 1996;
11(2); 115-22.

Cardioplegia cristaloide, barotrauma e
funcao endotelial: consideracoes
experimentais

Paulo Roberto B. EVORA*, Paul J. PEARSON**, Marilyn OELTJEN**, Berent DISCIGIL**,
Hartzell V. SCHAFF™*

RBCCV 44205-298

Evora P R B, Pearson P J, Oeltjen M, Discigil B, Schaff HV - Cardioplegia cristal6ide, barotrauma e fungéo
endotelial: consideragdes experimentais. Rev Bras Cir Cardiovasc 1996;11 (2): 115-22.

RESUMO: O presente ensaio experimental estudou o efeito da infusdo de solugao cardioplégica
cristaldide a altas pressdes sobre a fungéo endotelial de artérias epicardicas de caes. Nao se encontraram
alteragdes a nivel de receptores (curvas dose-respostas a ACH e ADP; da transdugao do sinal iniciado nos
receptores/sitema de G-proteinas (fluoreto de sédio) e nos processos intracelulares da produgao de EDRF/
NO (fosfolipase C e ionéforo do célcio A23187). A fungao da musculatura lisa vascular nao foi afetada quando
se analisaram as respostas relaxantes (nitroprussiato de sédio e isoproterenol) e contrateis (KCl e prostaglandina
2alfa). Estes achados permitem as seguintes considerragdes especulativas: a) O barotrauma produzido pela
infusdo da cardioplegia cristaldide a altas pressdes ocorreria apenas em circulagoes coronarianas previamente
doentes? b) Uma vez que as infusbes duraram de 2 a 3 minutos, seria o barotrauma coronariano um fenémeno
dependente do tempo de infus@o? ¢) Para que ocorra o barotrauma seriam necessarios niveis mais elevados
de potassio? d) Questionar a existéncia do fendmeno do barotrauma coronariano produzido pela infusdo de
solugdes cadioplégicas pelo menos nas condi¢gdes experimentais utilizadas. e) A metodologia empregada
estuda apenas as reatividades vasculares de artérias coronarias epicardicas. Estas artérias seriam menos
sensiveis aos efeitos da pressao de infusao da cardioplegia do que a microcirculagéo coronariana? f) Seria
a circulagao coronaria do cdo menos sensivel a altas pressdes do que do homem? Estas observagbes
experimentais sugerem que,a infus@o de cardioplegia cristaldide, moderadamente hipocalémica, a altas
pressde em um tempo de 2 a 3 minutos, ndo interfere com a produgao de EDRF/NO pelo endotélio de
coronarias epicardicas do cao.

DESCRITORES: Parada cardiacainduzida, métodos. Barotrauma. Endotélio vascular, efeito de drogas.
Pericardio, efeito de drogas. Vasos coronarios, efeito de drogas. Solug6es cardioplégicas, farinacologia.

INTRODUGAO os resultados destes trabalhos podem ser atribui-
dos aos efeitos da pressao e shear stress no endo-

Varios grupos tém demonstrado uma profunda télio vascular. Altas pressodes de infusao podem lesar

e generalizada evidéncia histolégica de lesédo endo- o endotélio coronariano e de artérias cerebrais (24,
telial apés infusao de cardioplegia cristaléide ('-3), mas Deve-se lembrar que o contrdle da pressao de in-
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fusao nao garante shear stress normal nas artérias
coronarianas epicardicas. Mas, parece provavel que
a lesao da célula endotelial pela infusdo de cardio-
plegia €, ao menos em parte, uma expressao da
lesdo induzida por shear stress e barotrauma. Esta
hipotese é consistente com o achado de que fluidos
com diferentes viscosidades induzem diferentes
graus de lesao endotelial durante a infusao coro-
nariana (@), No presente trabalho estudou-se o efei-
to da infus@o de solugao cardioplégica cristaldide a
altas pressoes sobre a fungao endotelial de artérias
coronarianas epicardicas de caes.

MATERIAL E METODOS.

Caes mesticos (n=6) pesando entre 25 kg e 30
kg foram anestesiados e ventilados com auxilio de
respirador. Através de uma toracotomia lateral direi-
ta, as veias cavas foram enlagadas e ocluidas. A
aorta foi, entao, pingada, procedendo-se a infusao
de cardioplegia cristaléide hipotérmica (7°C) atra-
vés de uma canula na aorta ascendente a um fluxo
tal que mantinha a pressao adrtica proximal entre
95 e 190 mmHg (136,66 = 39,32 mmHg) (Figura 1).
Apods esta infusao, o coragao foi excisado, proce-
dendo-se ao preparo das artérias coronarias para o
estudo em organ chambers (Figuras 2 e 3). Utiliza-

Curva doseresposta

Fig. 1 - Protocolo experimental utilizado para o estudo in vitro do
efeito da infusdo de solugéo cardioplégica com altas pres-
sdes.

PREPARACAO EXPERIMENTAL PARA
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Fig. 2 - Representa¢ao esquematica do sistemade organchambers
uitlizado para o estudo farmacioldgico in vitro da fungéo
endotelial.

Fig. 3- Representagdo esquematica do método manual utilizado
para a remogdo mecanica do endotélio vascular.
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ram-se as seguintes drogas: acetilcolina cloridrato,
adenosina difosfato (ADP), indometacina, fluoreto
de sddio, fosfolipase C, prostaglandina F, , nitro-
prussiato de sédio e (x) cloridrato de isoproterenol
(todas da Sigma Chemical Company, St. Louis,
Missouri). Preparou-se, diariamente, uma solugao
cardioplégica comercial (Plegisol, Abbott Labora-
tories, North Chicago, lllinois), adicionando-se 10 ml
de bicarbonato de sédio 8,4% a 1000 ml da solugao
cardioplégica, obtendo-se a seguinte composigao
final (mEg/l): calcio 2.4, magnésio 3.2, potassio 16,
sodio 120, e cloro 160. As solugdes foram mantidas
a 7°C até o momento de seu uso. Como controle
realizaram-se curvas dose-respostas aos diversos
agonistas da produgao do oxido nitrico em coronarias
de caes (n=6) nao submetidos a infusao de solugao
cardioplégica.

RESULTADOS.

Os estudos comparativos das curvas dose-res-
postas entre segmentos de artérias coronarias sub-
metidas a infusdo de cardioplegia cristaléide e seg-
mentos coronarianos controles permitiram as se-
guintes observagoes:

a) Né&o se encontraram alteragées a nivel de
receptores: as curvas doses-respostas a ACH
e ao ADP foram normais nao diferindo esta-
tisticamente dos resultados obtidos em arté-
rias corondrias controles (Graficos 1 e 2).
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Curvas dose-respostas ao difosfato de adenosina (ADP) em segmen-
tos arteriais controles e submetidos a infusdo de cardioplegia com
altas pressdes (N=5). Os anéis foram primeiro contraidos com
prostaglandina 2alfa e expostos a concentragdes crescentes de ADP.
Apresentam-se os resultados sob a forma de media e desvio-padrao.
(Diferengas estatisticamente nao significantes - ANOVA, P<0,05). BT
(E+) = Anel coronariano com endotélio submetido & infus@o pressorica;
BT (E-) = Anel coronariano submetido a infusdo pressdrica sem
endotélio; CT (E+) = Anel coronariano controle com endotélio; CT (E-) =
Anel coronariano controle sem endotélio.

b) Nao se encontraram alteragdes a nivel do
sistema de transducgao do sinal, iniciado nos
receptores, para os processos mobilizadores
do calcio intracelular. As respostas ao fluore-

GRAFICO 3
FLUORETO DE SODIO (NaF)
(TRANSDUGAO DE SINAL [ G-PROTEINAS)
200 -
]
=
& 160 - 3
L =
IT] 120 4
. L
< 80
| =
o
(4] 40 -
R
0 - : T T T \
max 0.5 1.5 35 5.5 7.5 95
NaF, mM
—¥— BT (E+) —V— BT (E) —N— CT (E+) ~O~ CT(E)

Curvas dose-respostas a acetilcolina (ACH) em segmentos arteriais
controles e submetidos & infusdo de cardioplegia com altas pressdes
(N=5). Os anéis foram primeiro contraidos com prostaglandina 2alfa e
expostos a concentragdes crescentes de ACH. Apresentam-se os
resultados sob a forma de média e desvio-padrado. (Diferengas esta-
tisticamente ndo significantes - ANOVA, P<0,05). BT (E+) = Anel
coronariano com endotélio submetido a infusdo pressdrica; BT (E-) =
Anel coronariano submetido a infusao pressérica sem endotélio; CT
(E+) = Anel coronariano controle com endotélio; CT (E-) = Anel
coronariano controle sem endotélio.

Curvas dose-respostas ao fluoreto de sodio (NaF) em segmentos
arteriais controles e submetidos a infusdo de cardioplegia com altas
pressdes (N=5). Os anéis foram primeiro contraidos com prostaglandina
2alfa e expostos a concentragdes crescentes de NaF. Apresentam-se
os resultados sob a forma de média e desvio-padrao. (Diferengas
estatisticamente nao significantes - ANOVA, P<0,05). BT (E+) =Anel
coronariano com endotélio submetido a infusao pressdrica; BT (E-) =
Anel coronariano submetido a infusdo pressérica sem endotélio; CT
(E+) = Anel coronariano controle com endotélio; CT (E-) = Anel
coronariano controle sem endotélio.
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to de sodio das coronarias submetidas a
infusao de cardioplegia e das coronarias
controle foram superponiveis (Grafico 3).

c) Os processos intracelulares da produgao de
EDERF/NO nao se alteraram de modo signi-
ficativo. As respostas a fosfolipase C e ao
célcio ionéforo A23184 foram normais (Gra-
ficos 4 e 5)

d) A fungdo da musculatura lisa vascular nao
foi afetada quando se analisaram as respos-
tas relaxantes (nitroprussiato de sédio e
isoproterenol) (Graficos 6 e 7) e contrateis
(KCl e prostaglandina F, ) (Graficos 8 e 9).

COMENTARIOS

Em 1980, FURCHGOTT & ZAWADSKI ) esta-
beleceram a presenga do endotélio como condigao
para um vaso sanguineo relaxar sob a agao da
acetilcolina. A interpretagao deste fendomeno biolo-
gico levou a proposigcao de que o endotélio produ-
ziria um fator relaxante, o qual foi denominado de
fator relaxante derivado do endotélio (EDRF -
endothelium-derived relaxing factor). Durante cinco
anos estabeleceu-se apenas que este fator nao era
um prostandide e era difusivel. A partir de 1985,
com o inicio dos métodos de culturas de células
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Curvas dose-respostas a fosfolipase C (FLC) em segmentos arteriais
controles e submetidos a infusdo de cardioplegia com altas pressdes
(N=5). Os anéis foram primeiro contraidos com prostaglandina 2alfa e
expostos a concentragdes crescentes de FLC. Apresentam-se os
resultados sob a forma de média e desvio-padréo. (Diferengas esta-
tisticamente ndo significantes - ANOVA, P<0,05). BT (E+) = Anel
coronariano com endotélio submetido a infusao pressdérica; BT (E-) =
Anel coronariano submetido & infusdo pressoérica sem endotélio; CT
(E+) = Anel coronariano controle com endotélio; CT (E-) = Anel
coronariano controle sem endotélio.
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GRAFICO 5
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Curvas dose-respostas ao iondforo do calcio (A23187) em segmentos
arteriais controles e submetidos & infusdo de cardioplegia com altas
pressdes (N=5). Os anéis foram primeiro contraidos com prostaglandina
2alfa e expostos a concentragoes crescentes de A23187. Apresen-
tam-se os resultados sob a forma de média e desvio-padrao. (Diferen-
¢as estatisticamente nao significantes - ANOVA, P<0,05). BT (E+) =
Anel coronariano com endotélio submetido & infusdo pressdrica; BT
(E-) = Anel coronariano submetido & infusao pressdrica sem endotélio;
CT (E+) = Anel coronariano controle com endotélio; CT (E-) = Anel
coronariano controle sem endotélio.
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Curvas dose-respostas ao nitroprussiato de sédio (NPS) em segmen-
tos arteriais controles e submetidos & infusdo de cardioplegia com
altas pressoes (N=5). Os anéis foram primeiro contraidos com
prostaglandina 2alfa e expostos a concentragdes crescentes de NPS.
Apresentam-se os resultados sob a forma de média e desvio-padrao.
(Diferengas estatisticamente nao significantes - ANOVA, P<0,05). BT
(E+) = Anel coronariano com endotélio submetido a infusao pressdrica;
BT (E-) = Anel coronariano submetido a infuséo pressaérica sem endotélio;
CT (E+) = Anel coronariano controle com endotélio; CT (E-) = Anel
coronariano controle sem endotélio.
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Curvas dose-respostas ao isoproterenol (ISO) em segmentos arteri-
ais controles e submetidos a infus@o de cardioplegia com altas pres-
sdes (N=5). Os anéis foram primeiro contraidos com prostaglandina
2alfa e expostos a concentragGes crescentes de 1ISO. Apresentam-se
os resultados sob a forma de média e desvio-padrdo. (Diferengas
estatisticamente nao significantes - ANOVA, P<0,05). BT (E+) = Anel
coronariano com endotélio submetido a infusao pressoérica; BT (E-) =
Anel coronariano submetido a infusdo pressdrica sem endotélio; CT
(E+) = Anel coronariano controle com endotélio; CT (E-) = Anel
coronariano controle sem endotélio.
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Curvas dose-respostas ao cloréto de potdssio (KCl) em segmentos
arteriais controles e submetidos & infusdo de cardioplegia com altas
pressdes (N=5). Os anéis foram crescentes de KCIl. Apresentam-se
os resultados sob a forma de média e desvio-padrdo. (Diferencas
estatisticamente ndo significantes - ANOVA, P<0,05). BT (E+) = Anel
coranariano com endotélio submetido & infusdo pressdrica; BT (E-) =
Anel coronariano submetido a infusao pressdrica sem endotélio; CT
(E+)=Anel coronariano controle com endotélio; CT (E-) = Anel coronariano
controle sem endotélio.

Curvas dose-respostas prostaglandina-2alfa (PGF2alfa) em segmen-
tos arteriais controles e submetidos a infusdo de cardioplegia com
altas pressdes (N=5). Os anéis foram expostos a concentragdes
crescentes de PGF2alfa. Apresentam-se os resultados sob a forma de
média e desvio-padrao. (Diferengas estatisticamente nao significantes
-ANOVA, P<0,05). BT (E+) = Anel coronariano com endotélio subme-
tido a infusdo pressoérica; BT (E-) = Anel coronariano submetido a
infusédo pressdrica sem endotélio; CT (E+) = Anel coronariano controle
com endotélio; CT(E-) = Anel coronariano controle sem endotélio

endoteliais, foi possivel a manipulagéo bioquimica
e farmacolégica deste fator relaxante, estabelecen-
do-se que sua agdo era muito semelhante as agoes
dos vasodilatadores coronarianos. Estas observa-
¢des levaram FURCHGOTT (6) e IGNARRO et al (7
a proporem que o EDRF era oxido nitrico (nitric
oxide - NO). Este fato foi posteriormente compro-
vado por Moncada (PALMER, ASHTON & MONCADA
8), que estabeleceu que o endotélio vascular produ-
zia o oxido nitrico tendo como fonte endégena or-
géanica a L-Arginina. Estes fatos iniciaram uma nova
era no estudo das moléstias cardiovasculares e da
reatividade vascular.

Estudos in vitro do endotélio utilizando cultura
de células (9 19 ou métodos morfométricos @ indi-
cam que solugdes cardioplégicas hipercalémicas pos-
sam ser citotoxicas, e existem alguns conceitos mal
compreendidos de que as técnicas atuais de pro-
tecdo miocardica com cardioplegia possam induzir
lesdes endoteliais celulares com comprometimento
dos mecanismos protetores contra vasoespasmo e
trombose intravascular.

Usando coragbes isolados, SALDANHA &
HEARSE (1) encontraram que a cardioplegia hiper-
calémica pode causar lesao celular endotelial. Nes-
tes experimentos, entretanto, os coragdes de ratos
foram perfundidos por 30 minutos com solugao hiper-
calémica oxigenada a 100 mmHg. O planejamento
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deste estudo, e de outros, nao isolou os efeitos do
shear stress e da pressao durante a infusdao da
cardioplegia, fatores estes conhecidos como prova-
veis causadores de disfungao endotelial (4). Prévios
estudos eliminando estas variaveis e tratando os
segmentos vasculares in vitro com cardioplegia hipo-
térmica demonstraram que a cardioplegia hiperca-
lémica e a hipotermia nao lesam o endotélio e a
musculatura lisa vascular (12, O estudo do baro-
trauma coronariano pela infusao de solugao cardio-
plégica cristaléide foi uma seqiiéncia légica destes
estudos.

Existe uma série de eventos, muito bem esta-
belecidos, que participam de uma “cascata da for-
macao do EDRF/NO” (13). Tomando-se como exem-
plo o relaxamento dependente do endotélio induzido
pela acetilcolina (ACH), simplificadamente, o pro-
cesso assim ocorreria: a ACH estimula um receptor
muscarinico, libera EDRF/NO que se difunde para
a musculatura lisa vascular, provocando um aumen-
to do GMP ciclico com vasodilatagao. Esta é ape-
nas uma visao parcial, ja que o processo & um
pouco mais elaborado, envolvendo um sistema de
transdugao com mensageiros secundarios que in-
cluem G-proteinas, as quais fazem a conexao com
a via fosfatidil-inositol, que por sua vez mobiliza o
calcio intracelular necessario para a formagao do
6xido nitrico a partir da L-arginina pela ag¢ao da
oxido nitrico sintetase.

Existem marcadores” farmacolégicos para o
estudo dos diversos passos da via classica de libe-
ragao do EDRF/NO, todos eles podendo ter uma
participagao na génese de moléstias cardiovascu-
lares. As alteragdes a nivel de receptores sao es-
tudadas por diversos agonistas, sendo muito utiliza-
dos a ACH como um neurotransmissor estimulador
de receptores muscarinicos e o ADP como um pro-
duto plaquetario. Em relagao a transdugao do sinal
entre receptores e os processos intracelulares,
embora ainda nao totalmente aceito como um marca-
dor definitivo, inimeros experimentos sugerem que
o fluoreto de sddio produz relaxamento dependente
do endotélio através de uma via sensivel a toxina
pertussis (4 15) A “ferramenta” para estudar-se a
via fosfatidil inositol & a fosfolipase C, ressaltando-
se a sua especificidade, uma vez que as fosfolipases
B e D nao induzem vasodilatagcao dependente do
endotélio. E possivel que o sinergismo entre o EDRF/
NO e a prostaciclina ocorra através da via fosfatidil-
inositol (18). A seguir, merece destaque o ionéforo
calcico A23187, o qual, promovendo uma vasodi-
latagao dependente do endotélio, mostra que a célula
endotelial mantém a capacidade de produzir EDRF/
NO. O estudo da fungao da musculatura lisa vascular
estuda como “marcadores” farmacologicos o isopro-
terenol (AMP ciclico) e o nitroprussiato de saédio
(GMP ciclico).
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Embasado nos dados e conceitos acima descri-
tos, o estudo in vitro da reatividade vascular (organ
chambers) das artérias submetidas a infusdao de
cardioplegia cristaldide a altas pressoes (136.66 =
39,32 mmHg) em um curto periodo de tempo (2 a
3 minutos) (organ chambers), foi uniformemente
normal quanto a fungao endotelial, avaliada pela
sua capacidade de produgao de oxido nitrico, quan-
do estimulada por agenistas dos passos conhecidos
da cascata da produgao deste mediador gasoso.
Este achado permite as seguintes consideragoes
especulativas:

a) O barotrauma produzido pela infusao de
cardioplegia cristaléide a altas pressdes
ocorreria apenas em circulagdes coronarianas
previamente doentes? Para isso estudos sobre
os efeitos das pressdes de infusdao poderdo
ser realizados apés submeter o coragédo a
isquemia global seguida de reperfusao, ou
em animais com aterosclerose.

b) Uma vez que as infusdes duraram de 2 a 3
minutos, seria o barotrauma coronariano um
fendmeno dependente do tempo de infusdao?
Para isso poderao ser realizadas observa-
¢coes em coronarias submetidas a infusoes
cardioplégicas continuas durante tempos
prolongados variados (30, 60 e 90 minutos).

c) Para que ocorra o barotrauma seriam neces-
sarios niveis mais elevados de potassio?
Para isso poderao ser realizados experimen-
tos aumentando a concentragao de potassio
da solugao cardioplégica de 16 mEg/l para,
por exemplo, 46 mEq/l.

d) Questionar a existéncia do fenémeno do
barotrauma coronariano produzido pela in-
fusdao de solugdes cardioplégicas pelo me-
nos nas condigdes experimentais utilizadas.

e) A metodologia empregada estuda apenas as
reatividade vascular de artérias coronarianas
epicardicas. Estas artérias seriam menos
sensiveis aos efeitos da pressao de infusao
da cardioplegia do que a microcirculagao
coronariana? Os estudos usando a prepara-
c¢ao de Langendorff para coragédo isolado
sugere que isso possa ocorrer. Porém, os
estudos utilizando esta metodologia apre-
sentam muitas ddvidas, relacionadas, prin-
cipalmente, com a garantia de uniformidade
dos experimentos.

f) Seria a circulagdao coronaria do cdao menos
sensivel a altas pressoes do que a do homem?

Em conclusédo, os presentes experimentos su-
gerem que a infusdo de cardioplegia cristaldide,
moderadamente hipocalémica, a altas pressoes em
um tempo de 2 a 3 minutos, nao interfere com a
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producao de EDRF/NO pelo endotélio de coronarias
epicardicas do cao. Esta observagao experimental
permite a série de consideragdes especulativas
acima mencionadas. Em outras palavras, estes
dados refletem uma incerteza sobre uma possivel
lesao endotelial causada pela infusao de solugao
cardioplégica. Experimentos adicionais utilizando-se
ensaios bioldgicos de veias safenas, mostraram que

distensoes a altas pressoes nao alteraram a fungao
endotelial quanto & produgédo de EDRF/NO (Schaff:
dados nao publicados). Portanto, a lesao por
barotrauma de células endoteliais é dificil de ser
documentada do ponto de vista funcional. Existem,
certamente, evidéncias histolégicas do barotrauma
vascular, mas as células endoteliais remanescentes
apresentam uma adequada fungao.
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ABSTRACT: Experiments were performed in "organ chambers® to investigate if high pressures infusions
of crystalloid cardioplegia effect the endothelium function of epicardic canine coronary arteries. These
experiments did not show any alterations atlevel of receptors (dose-response curves to ACH and ADP); signal
transduction/G-proteins (dose-response curve to sodium fluoride); intracellular mechanisms of the EDRF/NO
release (dose-response curves to phospholipase C and calcium ionophores A23187). The smooth muscular
relaxant function (dose-response curves to sodium nitroprusside and isoproterenol) and contarctions (dose-
response curves to KCl and PGF2alpha) were also preserved. These experimental observations allow the
following speculative considerations: a) Should barotrauma be a phenomenon present only in damaged
coronary circulation? b) All infusion were performed in no more than two or three minutes. Is cardioplegia
barotrauma a phenomenon time-dependente? c) High levels of potassium could be associated with barotrauma.
d) Cardioplegia barotrauma is a fancy, at least in our experimental conditions? e) Experiments in "organ
chambers" study only epicardic arteries. Could barotrauma damage the microcirculation? f) The canine
coronary circulation is less affeccted by high pressure than human coronaries? These data are suggestive that
crystalloid moderately hyperkalemic infusions at high pressures for two or three minutes, do not impair the
endothelium release of EDRF/NO of canine epicardic coronary arteries.

DESCRIPTORS: Heart arrest, induced, methods. Barotrauma. Endothelium vascular, drug effects.
Pericardium, drug effects. Coronary vessels, drug effects. Cardioplegic solutions, pharmacology.
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