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RESUMO: Um modelo isolado de coragao de porco perfundido com sangue foi adaptado para o uso de
fosforo 31 ressonancia nuclear magnética (31 pRNM) em estudos de espectroscopia do metabolismo cardiaco
durante cardioplegia sangiinea continua e normotérmica (CSCN). O experimento foi dividido em dois grupos:
Grupo | (n=5): os coragdes foram submetidos a 1 hora de CSCN. Grupo Il (n=5): um periodo de 20 minutos
de isquemia normotérmica durante o periodo de 1 hora de CSCN 17. A fungdo do ventriculo esquerdo (VE)
foi avaliada, com o coragao batendo, utilizando um baléo intraventricular, antes do periodo de parada
cardioplégica e a seguir, quando o coragéo foi novamente perfundido com sangue normokalémico. Durante
todo o protocolo, andlise espectroscopica do metabolismo cardiaco foi obtida utilizando-se 4.7 T/30cm Bruker
TM Biospec 31 p RNM com uma resolugao de 2 minutos para cada resultado. Ao final dos experimentos
biopsias miocéardicas foram obtidas para anélise de ATP e fosfocreatina (PCr) utilizando cromatografia liqiida
de alta "performance” (HPLC). Ndo houve perda significante de ATP e PCr durante o periodo de parada
cardioplégica com CSCN (Grupo l). Contudo, no Grupo Il, a anélise espectroscopica demonstrou perda
completa de PCr apés 14 + 2 minutos durante a isquemia normotérmica acompanhada de aumento de fosfato
inorgéanico (Pi) e diminuigédo do pHintracelular. Quando reperfundido com CSCN, PCr, pH e Piretornaram aos
valores normais em 3 minutos. A fungéo do VE avaliada através da elastancia sistélica final foi mantida em
100 + 10% dos valores obtidos antes da parada cardioplégica no Grupo |. No Grupo ||, a fungéo do VE foi de
88 + 7% (p<0,05) dos valores precedentes a parada cardioplégica. Os resultados das biopsias do miocardio
demonstraram manutengao dos niveis normais de ATP (24 + 3 umol/g dry weighf) e PCr (55 + 14 umol/g dry
weighf) no Grupo |, porém no Grupo ll, apesar dos niveis normais de PCr apés a reperfuséo, os niveis de ATP
diminuiram para 21 + 3 umol/g dry weight ao final do experimento. Este experimento demonstrou que o
metabolismo cardiaco deteriorou apés 14 minutos de isquemia normotérmica com conseqiiente diminuigéo
da fungao do VE (Grupo |l). Porém, quando a cardioplegia sangiinea continua e normotérmica foi utilizada
sem interrupgdes (Grupo |) o metabolismo cardiaco e a fungao de VE foram preservadas, sugerindo que essa
é a maneira ideal para se proteger o coragéo durante cirurgia cardiaca.
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INTRODUGAO

O uso de imagem gerada por ressonancia nu-
clear magnética nos Ultimos 10 anos tornou-se ro-
tineiro na prética médica como um importante exa-
me complementar * '°, Espectroscopia gerada por
ressonancia nuclear magnética é uma técnica mais
antiga e vem sendo utilizada amplamente em Qui-
mica, e, desde os anos 70, em Biociéncias. Tradi-
cionalmente, a espectroscopia tem sido utilizada em
trabalhos experimentais e, recentemente, para diag-
ndstico e terapia 7.

Cardioplegia sanglinea continua e normotér-
mica (CSCN) é uma nova técnica de protegéo ao
miocardio durante cirurgia cardiaca ® 2" 2228, diver-
sos grupos demonstraram resultados experimentais
4517 clinicos ' 21418 A necessidade de melhor
avaliagdo metabdlica durante CSCN interessou o
nosso grupo em buscar uma técnica capaz de
analisar a fungao cardiaca e o metabolismo de uma
forma simultdnea e com grande precisao.

Espectroscopia utilizando 31 P RNM avalia me-
tabolitos como: fosfocreatina (PCr), ATP e fosfato
inorganico (Pi) no miocardio. O sinal do fosfato
inorgéanico é utilizado freqlientemente para medir o
pH intracelular ' 2% 31 P RNM gera spectrum de
maneira sucessiva e continua, apresentando um
perfil metabdlico completo de forma nao invasiva,
assim ndo interferindo com a fungédo cardiaca.

CASUISTICA E METODOS

Animais

Dez porcos “yorkshire" (28-35 kg), foram forne-
cidos pela Fazenda Experimental do Ministério da
Agricultura do Canada. Os animais foram manu-
seados e tratados de acordo com as normas éticas
do Comité de Pesquisa Animal da Universidade de
Toronto e Comité de Tratamento Animal do Conse-
Iho Nacional de Pesquisa do Canada.

Sistema de Perfusao

Um modelo isolado de coragdo de porco foi
desenvolvido 7 e adaptado especialmente para ser
utilizado em 31 P RNM espectroscopia '® Utilizamos
dois reservatérios oxigenados separadamente
(Maxima ™ Oxigenator, Meditronic, Irvine, Cal, USA),
porém interconectados através de um Y invertido,
que pode drenar sangue de uma ou outra linha de
recirculagao arterial. Essa linha de drenagem é pas-
sada através de uma bomba de perfusdo previa-
mente calibrada e um filtro catabolhas e trocador de
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calor (BCD plus ™, Shilley, Irvine, Cal, USA) é
colocado em linha. Assim, asseguramos completo
controle sobre o fluxo administrado ao coragédo. O
sistema recebeu um minimo volume de solugéo de
Krebs-Henseleit * mantida a 37° C, Uma mistura de
oxigénio, ar comprimido e gas carbdnico foi utilizada
no oxigenador.

Procedimento Cirdrgico

Os animais receberam, como pré-anestésico
intramuscular, ketamina (20mg/kg), maleato de
acepromazina (2,2mg/kg) e atropina (0,3mg/kg). O
acesso venoso foi através de pungao em uma das
orelhas e, durante a cirurgia, a anestesia geral foi
mantida com infusdo venosa de tiamolal sédico
(2,5%) e ketamina (5-15mg/kg). O porco foi entubado
e ventilado mecanicamente com uma mistura de
oxigénio e 6xido nitroso. Esternotomia mediana, he-
parinizagdo sistémica seguida de isolamento e
ligadura da veia cava superior (VCS) e suas veias
tributarias, para exposigéo do tronco arterial. Ca-
nulagéo de ambas as artérias cardtidas, sendo uma
linha para perfusé@o e outra para a medida de pressao.
O atrio direito foi canulado e aproximadamente 500cc
de sangue drenado para os reservatérios. A seguir,
a aorta foi pingada distal as cénulas arteriais e a
perfus@o iniciada simultaneamente com ampla dre-
nagem venosa para os reservatdrios. A traquéia foi
transeccionada e o coragao retirado em bloco com
os pulmées, de forma a prevenir embolia gasosa
durante o processo de extragdo. Todo o sangue
restante na caixa toracica foi aspirado para os reser-
vatdrios. O coragao foi montado em uma estante
sobre um funil que proporciona o retorno venoso
para os reservatérios. Os pulmoées foram, entao,
retirados e ambos os ventriculos drenados, de forma
que o coragéo ficasse batendo vazio.

Um balao de latex foi colocado através do atrio
esquerdo (AE) na cavidade ventricular esquerda, e
a valva mitral suturada sobre este baldo, de forma
a manté-lo intraventricular. O baldo foi utilizado para
gerar curvas de volume/pressdo que nos propor-
cionaram analise da fungao cardiaca.

Em um dos reservatérios, um nivel minimo de
sangue foi mantido (450cc) ao qual foi adicionado
KCI até atingir 15 mEg/l e o outro manteve o maximo
de sangue normokalémico (em torno de 1400cc), de
maneira que, ao final do experimento, pudéssemos
“lavar” o potassio para que o coragao voltasse a
bater novamente e a fungédo cardiaca pudesse ser
analisada.

* Solugao de Krebs-Henseleit = NaCl 118mM, KCI- 3.5mM, MgSO,.
7H,0-1.2mM, KH,PO,- 1.2mM, Na,DTA- 0.5mM, Glucose- 11mM,
NaHCO,- 25mM, CaCL,.2H,0- 1.75mM e Albumina- 0.625% w/v.
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Instrumentacgédo

Um cateter foi colocado no seio coronario (Nor-
moplegia ™, Research Medical Inc., Midvale, Utah,
USA), para acesso direto ao retorno venoso. A pres-
sdo arterial e a pressao do balao intraventricular
foram registradas. A temperatura cardiaca foi moni-
torisada através de um termistor posicionado no
ventriculo direito (VD). Uma esfera de vidro, contendo
referéncia, acido fenil-fosfonico (PPA), para 31 p
RNM espectroscopia, foi colocada na cavidade ven-
tricular direta. O fluxo coronario foi ajustado para
1ml/g/min, e o peso do coragao obtido através de
uma balanga de suspenséo.

Avaliagdo Metabdlica e Funcional

A fungéo do VE foi avaliada através da elastancia
sistélica final obtida através da analise das pres-
sées de pico de sistole geradas pelo balédo
intraventricular, obtidas nos diversos volumes (Scc,
10cec, 15cc, 20cc, 25cc, 30cc). Contragao e
performance cardiaca foram avaliadas utilizando
relagdo de volume/pressao '*?. Os valores obtidos
foram expressos em variagao percentual e os dados
apresentados em média * standard deviation (SD).

Ao final dos experimentos com o coragéo ainda
sendo perfundido e batendo, biopsias foram reali-
zadas, coletando-se miocardio (VD e VE) e con-
gelando-se em nitrogénio liqlido. Utilizando cro-
matografia liglida de alta “performance” (HPLC),
ATP e PCr tissulares foram analisados.

31 P RNM Espectroscopia

A andlise espectroscdpica durante todo o expe-
rimento foi obtida através de um instrumento Bruker
Biospec ™ utilizando 4.7 Telsa sobre um campo
magnético horizontal de 30cm operando em uma
freqiéncia de 81.03MHz. O coragédo foi colocado
dentro de uma espiral solendide de 10 centimetros
de diametro, de forma que todo ele pudesse ser
sintonizado na freqliéncia do fdsforo.

Cada spectrum representa a média sobre um
periodo de dois minutos de coleta. O pico da area
de acido fenil-fosfonico (PPA) foi utilizado como
padrao.

A area do pico de B-ATP foi usado para quan-
tificar o ATP. Todos os dados recolhidos em spectra
sao apresentados em forma de percentual de
mudanga em relagdo aos valores iniciais de ATP. A
medida da integral da area de pico foi feita utilizando
o programa béasico Bruker ™ou o programa (ALLFIT)
desenvolvido pelo préprio grupo do Conselho
Nacional de Pesquisa do Canada 2*.

Protocolo

Grupo | (n=5) - Apés 20 minutos de perfusédo
para obtengéo de resultados controles em termos
de fungao cardiaca e 31 P RNM espectroscopia, os
coragdes foram submetidos a 60 minutos de parada
normotérmica utilizando sangue hiperkalémico
(CSCN) com um fluxo coronério de 0,5 ml/min./g
(metade do fluxo utilizado como controle). Durante
todo o tempo de cardioplegia, 31 P RNM espec-
troscopia foi obtida de forma continua, com um
perfodo de resolugdo de dois minutos. Apés 60
minutos, sangue normokalémico foi perfundido com
o fluxo de controle e os coragdes retornaram ao
ritmo sinusal espontaneamente. Novamente a fungéo
foi avaliada e, a seguir, biopsias miocardicas foram
obtidas.

Grupo Il (n=5) - O mesmo protocolo foi utiliza-
do, porém a CSCN foi interrompida por 20 minutos
(isquemia normotérmica, durante o periodo de
parada cardioplégica.

RESULTADOS

Os coragdes que foram submetidos a 60 minutos
de CSCN (Grupo |) nao apresentaram perda
significante de ATP e PCr e os spectra obtidos
durante o periodo de cardioplegia nao apresentaram
diferengas em relagao aos periodos de controle,
assim como os valores tissulares (HPLC) de ATP
(24+3umol/g dry weight) e PCr (55x14pmol/g dry
weighf) ao final dos experimentos que se mantive-
ram em niveis normais (ATP = 22+2umol/g e PCr=
36x+6pmol/g . Os valores aumentados de PCr nesse
grupo provavelmente devem a natureza do modelo
de coragao batendo vazio. A fungao cardiaca ava-
liada através da eslastancia sistdlica final foi man-
tida, 100+10%.

O Grupo Il, ao qual um periodo de 20 minutos
de isquemia normotérmica foi instituido no meio do
periodo de cardioplegia, apresentou, durante esse
periodo, perda completa de PCr apds 14+2 minutos
com aumento proporcional de fosfato inorganico e
diminuicdo do pH intracelular. Apesar dos niveis
tissulares (HPLC) normais de PCr ao final do expe-
rimento, discreta, porém nao significativa perda de
ATP (21+3umol/g) foi observada. A fungéo cardiaca
resultou em BB+7% de retorno em relagdo aos
valores iniciais sendo significativamente inferior em
relagdo ao Grupo | (p<0,05).

COMENTARIOS

O uso de 31 P RNM espectroscopia tem sido
eficiente e extremamente interessante °, e nos tormou
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capazes de tragar um perfil metabélico continuo do
miocérdio durante todo o protocolo dos experimen-
tos. A analise dos spectra foi compativel com os
resultados das biopsias miocéardicas utilizando HPLC,
tornando, assim, o uso de 31 P RNM espectroscopia
extremamente confiavel.

A necessidade de monitorizarmos o coragéo
quando do uso clinico de CSCN nos levou ao de-
senvolvimento de um probe para medir o PO2 intra-
miocérdico *(TOPS ™, InnerSpace, Irvine, Cal, USA),
que nos permite verificar se, durante cardioplegia,
estamos realmente criando um estado de aerobiose.
O resultado inicial do uso experimental desse probe
em conjunto com 31 P RNM espectroscopia ? nos
levou a observar uma relagao entre o nivel de PO2
intramiocardico e o nivel de PCr, o que, no futuro,
podera ser um bom indicador do estado metabdlico
do coragao durante cirurgia cardiaca.

Os nossos objetivos atuais incluem o estudo de
um modelo de coragao isquémico e outro de coragao
hipertrofiado, na investigagao para o uso de 31 P

RNM espectroscopia como ferramenta de analise
metabdlica durante a CSCN.

Os resultados do presente trabalho experimen-
tal reforcam o nosso conceito da necessidade de
evitar periodos de isquemia durante os procedimen-
tos cirurgicos cardiacos & 2'- %2,

Sabemos que a diferenga entre o consumo de
energia pelo miocardio em hipotermia e normotermia
é pequena, quando o coragéo estd parado % no
entanto, em longos periodos essa diferenga torna-
se significante e pode levar a danos celulares nos
corages submetidos a isquemia normotérmica. Com
isso, acreditamos que a maneira ideal de proteger
o coragao durante cirurgia cardiaca é a utilizagéo
de cardioplegia sangilinea continua e normotérmi-
ca. O uso de técnicas simples ' para lidar com
o sangue no campo operatério, durante cirurgia de
revascularizagao do miocardio, torna o uso da car-
dioplegia continua possivel durante qualquer tipo de
procedimento cirlrgico cardiaco.

RBCCV 44205-193
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ABSTRACT: An isolated, blood perfused pig heart model was adapted for metabolic studies using 31 P
NMR spectroscopy during continuous normothermic blood cardioplegia (CNBC). The experiment comprised
two groups: In Group | (n=5) the hearts were subjected to 1 hour of CNBC. In Group Il (n=5) a 20 min period
of ischemia was introduced in the middle of the period of CNBC. Left ventricular function was assessed, in the
beating heart, prior to the period of CNBC and after 60 min of cardioplegia, using an intra-ventricular balloon.
During the entire period of the experiment, spectra were obtained using a 4.7 T/30 cm bore Bruker ™ Biospec
31P NMR spectrometer with 2 min of resolution. Atthe end of the experiments myocardial biopsies were taken
for ATP and phosphocreatine (PCr) analyses using high performance liquid chromatography (HPLC). ATP and
PCr were maintained after the period of cardioplegic arrest (Group I). However the Group |l, complete loss of
PCr was shown after 14+2 min of normothermic ischemia, followed by an increase of inorganic phophate (Pi)
and decrease of intracellular pH. Following reperfusion after CNBC, PCr, pH and Pi returned normal values
in 3 min. Left ventricular function, assessed by end-systolic elastance, was maintained at 100£10% of
control in Group |. In the Group Il, left ventricular function was 88+7% (p<0.05) of the control. HPLC
analyses of the myocardial biopsies showed normal values for Group |, ATP (24+3umol/g dry weight) and
PCr (55+14pmol/g dry weight), but in Group |l, despite normal levels of PCr after reperfusion, the ATP
levels decreased to 21+3umol/g dry weight at the end of the experiments. These results showed that cardiac
metabolism was seriously compromised after 14 min of normothermic ischemia and left ventricular function
had decreased (Group Il). However in Group |, in which CNBC was used without interruptions, function and
metabolism were preserved, suggesting this is the ideal technique to protect the heart during cardiac surgery.

DESCRIPTORS: nuclear magnetic ressonance; cardioplegia.
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Discussao

PROF. E. J. ZERBINI
Sao Paulo, SP

A espectroscopia por ressonancia magnética é
um método que possibilita, de maneira nao invasiva,
a medida de uma série de metabdlitos do organis-
mo. A espectroscopia do fésforo 31 (31P) possibilita
conhecer as concentragbes teciduais dos fosfatos
de alta energia (ATP e fosfacreatina), fosfato
inorgdnico e pH intracelular. A espectroscopia uti-
lizando o carbono 13 (13C) nos possibilita conhecer
concentragdes teciduais de glicogénio, lactato, gli-
cose, e até nos possibilita conhecer a velocidade do
ciclo de Krebs. Em relagdo a aplicabilidade do
método na clinica, existe uma série de limitagdes
técnicas. Um dos poucos trabalhos clinicos foi rea-
lizado no Hospital Johns Hopkins, Baltimore USA,
pelo Dr. Robert Weiss, com pacientes coronarianos
submetidos a teste de esforgo dentro do aparelho
de ressondncia magnéica (hangrip), onde foram
detectadas alteragées metabédlicas da isquemia de
uma forma completamente ndo invasiva. Esse tra-
balho foi publicado no New England Journal of
Medicine, em dezembro de 1990. O trabalho reali-
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zado pelo Dr. Barrozo e colaboradores estuda o
efeito da cardioplegia continua e normotérmica em
um grupo controle e em um grupo que foi submetido
a isquemia. O modelo usado foi o coragao isolado
de porco. Os autores usam a espectroscopia do
fésforo 31 fazendo medidas de ATP, fosfocreatina
e pH intracelular em situagdes de normofluxo no
grupo controle e isquemia no outro grupo, e utili-
zam, também, no final do experimento, biopsia para
a realizagdo de medidas bioquimicas. Os autores
mostram que o coragao submetido a processo
isquémico tem um consumo de ATP e fosfocreatina
(comprovado por biopsia durante a fase final do
experimento) com uma piora do pH intracelular, em
relagéo a perfusao em normofluxo, onde nao houve
alteragbes de concentragdes teciduais de fosfatos
de alta energia durante o experimento. Os autores
observaram, através da espectroscopia, o compor-
tamento dos fosfatos de alta energia, porém nao
quantificaram estas alteragées. O estudo visa vali-
dar a técnica de cardioplegia, mostrando que tal
procedimento nao leva a alteragées metabdlicas que
indiquem sofrimento tecidual. Dois métodos foram
utilizados na avaliagdo do metabolismo; um método
mais convencional, que é a biopsia, ao final do
experimento, € um método néo invasivo que é a
espectroscopia do P31, Embora a espectroscopia
permita resultados fidedignos, os autores limitaram-
se apenas a mencionar o que observaram, sendo
interessante, talvez, reanalisar os espectros e quan-
tificar os metabdlitos. Outra sugestao seria compa-
rar a auséncia de alteragées metabdlicas na técnica
de cardioplegia empregada pelos autores, com
outras técnicas empregadas em outros grupos.



