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Resumo

Objetivo: Estudar a disfungdo endotelial consegliente a
lesdo provocada por isquemia global seguida dereperfusio e
a potencial influéncia protetora do magnésio sobre a
integridade funcional do endotélio em coronérias isoladas
de caes.

Método: Segmentos de artérias coronarias caninas foram
suspensos em banhos organicos para medida de forca
isométrica. A disfuncdo endotelial foi avaliada pela
capacidade destes segmentos produzirem 6xido nitrico,
alterando a forga isométrica inicial. Foram selecionados
quatrogruposcom seiscdesem cadaum: SEM CEC (controle),
CEC (110 minutos de perfusdo sem isquemia), |SQ (45
minutos de isquemia), | SQ/REP (45 minutos de isquemia
seguidos de 60 minutos de reperfusdo). A acdo do magnésio
foi avaliada em trésfases: | (banho organico com magnésio),
Il (banho orgénico sem magnésio) elll (banho organico com
magnésio restaurado). Foram utilizados trés agonistas
farmacol égicos que representam os principais passos da via
deproducéo do éxido nitrico: receptor demembranadacéula
endotelial — acetilcolina (ACh); transducdo do sinal entre o
receptor e 0s processos intracelulares através da G-proteina
- fluoreto de sédio (NaF); liberacdo dos estoques
intracelulares de calcio - célcio iondforo (A,, ). Ao estudo
da funcéo endotelial associou-se a avaliagdo da atividade da
musculatura lisa dependente de GMPc - nitroprussiato de
sodio (NPS).
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Resultados: Os principais achados desta investigacdo
foram: 1) a presenga de magnésio no perfusato pareceu
atenuar a disfun¢do endotelial causada por isquemia global
seguida de reperfusio; 2) a presenca de magnésio no banho
organico (fasel) associou-seamaior relaxamento em resposta
aos agonistas da producéo de Oxido nitrico; 3) a remogéo de
magnésio do banho orgénico (fase 1) esteve associada a
reducdo na intensidade do relaxamento em resposta aos
agonistas da producdo de oxido nitrico; 4) a restauracdo de
magnésio ao banho organico (fase I11) permitiu recuperacgéo
do relaxamento observado na fase |, apenas em resposta a
estimulacéo direta das G-proteinas. Para os demais agonistas
a restauracao esteve associada a reducéo adicional na
intensidade do relaxamento; 5) a musculatura lisa recebeu
influéncia da concentragdo de magnésio no banho organico.

Conclusdo: O magnésio influencia favoravelmente na
producédo de 6xido nitrico pelo endotélio coronariano,
atenuando adisfuncéo endotelial causada por isquemiaglobal
seguida de reperfusio.

Descritores: Magnésio. Endotélio. Isquemia. Reperfusao
coronariana.

Abgtract

I ntroduction: Hypomagnesemia and ischemia followed by
reperfusion often occur in cardiac surgery. Both of them are
associated with endothelial dysfunction which interfers
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negatively with patient evolution. Phisiopatology of these
disturbancesis similar and involves G-proteins dysfunction.

Objective: The present study focuses on the endothelial
dysfunction consequent to the lesion resulting from global
ischemiafollowed by reperfusion and the potential protective
influence of magnesium on the endothelium functional
integrity in isolated coronaries of dogs.

Method: Segments of canine coronary arteries were
suspended in organ chambers to measure isometric force.
Endothelial dysfunction was evaluated by the ability of these
segments to produce nitric oxide changing the initial
isometric force. Four groups with six dogs in each one were
selected: SEM CEC (control), CEC (110 minutes of perfusion
without ischemia), 1SQ (45 minutes of ischemia), | SQ/REP
(45 minutes of ischemia followed by 60 minutes of
reperfusion). The magnesium action was evaluated in three
different phases: | (organ chambers with magnesium), |1
(organ chambers without magnesium) and |11 (organ
chamber swith restored magnesium). Three phar macological
agonistswer eused which represented themain stepsinvolved
in the nitric oxide production: the membranereceptor of the
endothelial cell — acetylcholine (ACh); transduction of the
signal between the receptor and the intracellular processes
through the G-protein — sodium fluoride (NaF); liberation of
intracellular stocksof calcium —calcium ionophore (A23187)-
The study of endothelial function was combined with the

INTRODUCAO

Trabalhos experimentaisrealizadosnaMayo Clinic, no
inicio dosanos 90, associaram alesdoinduzidapor isquemia
global seguida de reperfusdo, disfuncdo endotelial e
agregacéo plaguetéria. Utilizando cées e metodologias
especificas para estudo da fungdo endotelial evidenciaram
prejuizo da liberagdo do dxido nitrico (NO), secundario a
produtos plaquetéarios, Estes experimentos mostraram,
também, quetal prejuizo afetava seletivamente aliberacéo
de NO mediada por receptores, mas que a habilidade da
célula endotelial em produzi-lo, bem como a funcdo da
muscul atura lisa, permaneciam inalteradas. Esta disfungéo
seria uma consequéncia direta do comprometimento
especifico na transducdo do sinal por G-proteinas *2,

O conhecimento dos efeitos benéficos da infusdo de
magnésio no per-operatorio de cirurgias cardiacas G 459
levantou a possibilidade de sua influéncia positiva
atenuando a disfuncdo endotelial decorrente da lesdo de
isquemial/reperfusdo. Na tentativa de compreender os
mecanismos responsaveis pelo efeito protetor observado
com ainfusdo do magnésio em cirurgia cardiaca, estudos
demonstraram que 0 magnésio tem um papel importante na
via classica da liberacdo de NO ®, Ratificou-se o
conhecimento que adeficiénciade magnésio, isoladamente,
associava-se a disfuncdo endotelial. Além disso, sugeriu-
se que a disfuncéo decorrente da hipomagnesemia
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evaluation of smooth muscle activity dependent on GMPc —
sodium nitroprusside (NPS).

Results: The major findings of thisinvestigation were as
follows: 1) presence of magnesium in priming seemed to
attenuate the endothelial dysfunction caused by global
ischemia followed by reperfusion; 2) presence of magnesium
intheorgan chamber (phasel) wasassociated with thegreatest
relaxation in response to agonists of the nitric oxide
production; 3) removal of magnesium in the organ chamber
(phase 1) was linked to the reduction in the relaxation
intensity in response to agonists of the nitric oxide
production; 4) the magnesium restoration to the organ
chamber (phase I11) allowed restoration of the relaxation
observed in the phase I, only in response to the direct
stimulation of the G-proteins. For the rest of the remaining
agonists, the restoration was associated with the additional
reduction in the relaxation intensity; 5) the smooth muscle
received the influence of the magnesium concentration in
the organ chamber.

Conclusion: It was concluded that magnesium favorably
influences the nitric oxide production by the coronary
endothelium attenuating the endothelial dysfunction caused
by global ischemia followed by reperfusion.

Descriptors: Magnesium. Endothelium. Ischemia.
Coronary Reperfusion.

previamente uma canula através daveia pulmonar superior
direita para descompressdo do ventricul o esquerdo durante
0 periodo de isquemia e reperfusdo precoce.

Cumpridos os tempos de isgquemia global e reperfuso
0s animais foram sacrificados por exsangiinagéo.
Posteriormente exci sou-se 0 coragéo, aindacom batimentos
espontaneos, transferindo-o para uma solucgdo fisiolégica
gelada e oxigenada com a seguinte composi¢éo milimolar:
NaCl, 118.3; KCl, 4.7; MgS04, 1.2; KH2P0O4, 1.22; CaCl2,
2.5; NaHCO3, 25.0 e glicose, 11.1 (solucéo de Krebs ou
controle). Os mesmos procedimentos foram realizados para
os animais do grupo SEM CEC (controle) e grupo CEC A
artéria coronéria circunflexa dos coracfes dos caes
pertencentes aos 4 grupos foram cuidadosamente
dissecadas e colocadas em solugéo controle. Tomou-se 0
cuidado de remover-se a0 méaximo o tecido conjuntivo
perivascular. Obtive-se, por seccéo da artériaisolada, oito
segmentos vasculares com 4 a5 mm (anéis coronarianos).
Removeu-se o endotélio de quatro deles, permanecendo,
portanto, um conjunto de quatro pares de anéis com e sem
endotélio. A remoc¢do do endotélio foi realizada por
escarificacdo do interior do anel. Delicada pingca
microvascular foi introduzidanaluz dosanéiscom posterior
friccdo dos mesmos em toalha de papel embebida com
solucdo controle. Os anéis coronaria-nos com e sem
endotélio, de todos os grupos, foram suspensos em banhos
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apresentava perfil semelhante aquel e observado navigéncia
deisguemia seguida de reperfusdo. O comprometimento da
liberacdo do NO seria dependente da transducéo do sinal
entre receptores de membrana e processos bioquimicos
intracel ulares, estabel ecendo-se, portanto, umarelacdo direta
entre hipomagnesemia e disfungdo de G-proteinas®.

Estes estudos motivaram a presente investigacéo a
estudar a disfuncéo endotelial conseqliente a lesdo de G-
proteinas por isquemia global seguida de reperfusdo e a
potencial influéncia protetora do magnésio.

METODO

Céesmedticoslivresdeverminose 12 a31,5 Kg deambos
ossexosforam anestesiados com Tiopental Sodico (Abbott)
- 256mg/kg em bolo endovenoso, entubados com umasonda
traqueal com baldo e ventilados com oxigénio a 100%. A
manutencdo anestésica foi garantida pela inalagdo de
Halotano (Zeneca) vaporizado na sonda orotraqueal. Em
todos os animais registrou-se o eletrocardiograma e
cateterizou-se a artéria femoral comum direita para
monitorizagcdo da pressao arterial média. Realizou-se
toracotomia antero-lateral direita no quarto espacgo
intercostal para a exposi¢éo cardiaca. Foram planejados
guatro grupos experimentais com seis animais cada (n=6):
1) Grupo SEM CEC - Né&o foi realizada circulacéo
extracorpdrea. Os animais foram submetidos apenas ao
procedimento cirdrgico, ndo sendo realizadas perfusdo nem
isquemia global; 2) Grupo CEC - Cées submetidos a 110
minutos de perfusdo normotérmicasem isquemiaglobal; 3)
Grupo 1SQ - Cées submetidos a isquemia global por 45
minutos de pingamento adrtico e 4) Grupo | SQ/REP - Cées
submetidos a isquemia global por pincamento adrtico
durante 45 minutos seguidos de 60 minutos de reperfusdo.
As coronérias dos animais de cada um dos grupos
experimentais foram submetidas a trés fases distintas e
sucessivas para cada agonista farmacol 6gico utilizado: 1)
Fase | - As observacBes das alteracBes daforcaisométrica
foram realizadas na presenca de magnésio no banho
organico;

2) Fesell - O ensaio experimenta foi realizado removendo-
se 0 magnésio do banho orgéanico; Fase Ill - O ensaio
experimental foi realizado restaurando-se 0 magnésio ao
banho orgénico.

Nos animais submetidos a circulagdo extracorpérea
(perfusdo), apds heparinizagdo sistémica(3mg/Kg) inseriu-
se uma canulavenosa através do apéndice auricular direito
eumacanulanaartériafemora comum esquerda. I nstituiu-
se a perfusdo com fluxo 2.3 - 2.4 |/min/m2 (37°C). Ap0s
estabilizacdo do fluxo e da presséo de perfusdo, procedeu-
se ao pincamento da aorta ascendente, introduzindo-se

orgénicos (organ chambers) paramedidadeforcaisométrica
na presenca de indometacina.

Drogas. A disfungdo endotelial foi avaliada pela
capacidade de artérias coronérias caninasliberarem NO nas
condic¢bes experimentais estabelecidas. Foram escolhidas
trés drogas que representam os principais passos davia de
liberacdo do 6xido nitrico: Receptor de membranadacéula
endotelial - Acetilcolina (ACh); Transdugéo do sinal entre
0 receptor e 0s processos intracelulares através da G-
proteina- Fluoreto de Sadio (NaF); Liberacdo dos estoques
intracelularesdecalcio - Cadciolondforo (A, . ). Aoestudo
da funcéo endotelial associou-se 0 estudo da fungdo de
muscul atura lisa dependente de GMPc - Nitroprussiato de
Sadio (NPS). Adicionou-se indometacina (10-5M) aos
banhos organi cos 45 minutos antes dos experi-mentos, para
prevenir asintese de prostandides. Todas estas drogasforam
fornecidas pelaSigma Chemical Company, St. Louis, MO. O
conjunto de anéis corona-rianos foi deixado em repouso
por um periodo de pelo menos 60 minutos entre os
protocol os experimentai s para cada uma das fases.

Andlise estatistica. Os resultados serdo apresentados
como médias + erros-padrdo. Em todos os experimentos, n
significao nimero de animais dos quais osanéisvasculares
foram obtidos. Em anéiscontraidos com prostaglandinaF2a,
as respostas foram expressas como percentagem das
ateragdes a partir da contragdo maxima estavel. Para os
relaxamentos, calculou-se o logaritmo negativo da
concentra-¢&o molar efetivado agonista que causainibi¢éo
de 50% (1C50) dacontragéo obtidapelaprostaglandina F2a.
Esses valores foram utilizados para a construcéo de curvas
dose-respostas. Para a andlise estatistica foram utilizadas
asandlisedevarianca(ANOVA). Além daandisedevarianca
utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis para observacfes ndo
pareadas visando a comparag&o dos relaxamentos entre os
diferentes grupos numa mesma fase. Quando observada
significanciaestatistica, estaandisefoi complementadapel o
teste de Mann-Whitney. Os valores foram considerados
estatisticamente significantes quando o valor de (p) foi
menor do que 0.05 (p<0.05)

RESULTADOS

1. Relaxamento dependente de receptor - Acetilcolina
(ACh)

A adic¢éo do agoni staem doses crescentes proporcionou
relaxamentos progressivamente maiores aos segmentos
coronarianos providos de endotélio. Nos segmentos
desprovidos de endotélio, a adi¢cdo do agonista ndo
proporcionou relaxamentos chegando mesmo a induzir
contragdes.
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Andlisedosgrupospor fases

Fase | (Krebs com magnésio) - Os anéis com endotélio
dos quatro grupos ndo mostraram relaxamentos
estatisticamente diferentes entre si quando consideradas
doses crescentes compreendidas entre 10-9 e 10-4 M. As
curvas dose-respostas mostraram expressivos rel axamentos
dos anéi's em todos os grupos. Os anéis sem endotélio dos
guatro grupos ndo mostraram contracdes estatisticamente
diferentes entre s quando consideradas doses crescentes
compreendidas entre 10-9 e 10-4 M. As curvas dose-
respostas exibiram discretos incrementos contréteis dos
anéis(Figural).

Fase |

Curva dose-resposta (A) Acetilcolina 10M (B)

SEM CECE (-)
L_ICECE ()
W |SQE ()
ISQ/REP E (-)

7 6 5 4 100
Ach (- logM) SEM CEC E (+)
—=- SEM CEC E(+) —O-SEM CECE(-) L_J CECE (+)
—+— CECE(+) ——CECE(-) I (SQE (+)
—o- ISQE () E¥¥) |SQ/REP E (+)

——ISQ E(-)
—* ISQ/REPE(+) —O—ISQ/REPE(-)

Fig. 1 - Fase | (Krebs com magnésio): A - Curvas dose-
respostas a acetilcolina (ACh) em anéis de artérias coronérias
caninas, contraidas com PGF,a (2 x 10° M), na presenca de
indometacina (10°M); B - Efeitos da dose 10° M de acetilcolina
(ACh) em anéis de artérias coronarias caninas, contraidas com
PGF2a (2 x 10%M), na presenca deindometacina (10°M). (SEM
CEC = grupo controle, CEC = grupo de animais submetidos a
110 min de circulagdo extracorpérea, 1SQ = grupo de animais
submetidos a 45 min de isquemia, |SQ/REP = grupo de animais
submetidos a 45 min deisquemia e 60 min dereperfusdo, E (+) =
anéis com endotélio, E (-) = anéis sem endotélio. Valores em
porcentagem de relaxamento sob a forma de médias + erros-
padréo ). (n = 6).

Fasell (Krebs sem magnésio) - Osanéis com endotélio
dos quatro grupos ndo mostraram relaxamentos
estatisticamente diferentes entre si quando consideradas
doses crescentes compreendidas entre 10-9 e 10-4 M. As
curvas dose-respostas mostraram rel axamentos dos anéis
em todos os grupos. Os anéis sem endotélio dos quatro
grupos ndo mostraram diferencas estatisticas entre si
guando consideradas doses crescentes compreendidas
entre 10-9 e 10-4 M. As curvas dose-respostas
praticamente ndo exibiram incrementos contréteis em
nenhuma das doses do agoni sta para nenhum dos grupos
em questédo (Figura2).
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Fase ll

[[ITISEM CECE ()
[_ICECE()
N SQE (1)
[E==1ISQ/REP E (-)

[ 6 5 [EEE] SEM CEC E (+)
Ach (- logM 100" P CEcE "
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—®— ISQ/REP E(+) ——ISQ/REPE (-)

Fig. 2- Fasell (Krebssemmagnésio): A- Curvasdose-respostas
a acetilcolina (ACh) em anéis de artérias coronarias caninas,
contraidascomPGF ,a (2x 10°M), na presenca deindometacina (10
°M); B - Efeitos da dose 10° M de acetilcolina (ACh) em anéis de
artérias coronérias caninas, contraidas com PGF2a (2 x 106 M), na
presenca de indometacina (10°M). (SEM CEC = grupo controle,
CEC = grupo de animais submetidos a 110 min de circulacdo
extracorpdrea, 1SQ = grupo de animais submetidos a 45 min de
isquemia, |SQ/REP = grupo de animais submetidos a 45 min de
isquemiae60min dereperfusio, E (+) = anéiscomendotélio, E(-) =
anés sem endotélio. Valores em porcentagem de relaxamento sob a
forma de médias + erros-padr&o ). (n = 6).

Faselll (Krebs com magnésio - restauragéo) - Os anéis
com endotélio dos quatro grupos ndo mostraram
relaxamentos estatisticamente diferentes entre si quando
consideradas doses crescentes compreendidas entre 10-9 e
10-4 M. Ascurvas dose-respostas mostraram rel axamentos
dos anéis em todos os grupos. Os anéis sem endotélio dos
quatro grupos ndo mostraram contragdes estatisticamente
diferentes entre si quando consideradas doses crescentes
compreendidas entre 10-9 e 10-4 M. As curvas dose-
respostas mostraram incrementos contréteis dos anéis
(Figura3).

Fase lll

Curva dose-resposta (A) Acetilcolina 10-M (B)

fer.

o SEM CECE ()

CECE (-)
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Fig. 3- Faselll (Krebscommagnésio restaurado): A- Curvas
dose-respostas a acetilcolina (ACh) em anéis de artérias
coronérias caninas, contraidas com PGF_a (2 x 10° M), na
presenca de indometacina (10°M); B - Efeitos da dose 10° M de
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acetilcolina (ACh) em anéis de artérias coronarias caninas,
contraidascom PGF2a (2 x 10°M), na presenca deindometacina
(10°M). (SEM CEC = grupo controle, CEC = grupo de animais
submetidos a 110 min de circulagdo extracorporea, |SQ = grupo
deanimaissubmetidosa 45 min deisguemia, | SQ/REP = grupode
animais submetidos a 45 min deisquemia e 60 min de reperfusio,
E (+) = anéiscomendotélio, E (-) = anéis sem endotélio. Valores
em por centagem de relaxamento sob a forma de médias + erros-
padréo ). (n = 6).

Relaxamento dependentedatransducdodosinal por G-
proteinas- Fluor eto de Sédio (NaF)

A adicdo do agonistaem doses crescentes proporcionou
relaxamentos aos segmentos coronarianos providos de
endotélio. Nos segmentos desprovidos de endotélio aadicdo
do agonista ndo proporcionou relaxamentos chegando
mesmo ainduzir contragdes.

Andlisedosgrupospor fases

Fase | (Krebs com magnésio) - Os anéis com endotélio
dos quatro grupos ndo mostraram relaxamentos
estatisticamente diferentes entre si quando consideradas
doses crescentes compreendidas entre 0,5 e 7,5 mM. As
curvas dose-respostas ndo exibiram relaxamentos nessas
doses do agonista. Para a dose subsequiente, 9,5 mM, ndo
foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos,
embora as curvas dose-respostas tenham mostrado
relaxamento dos anéis nos quatro grupos em questdo. Os
anéis sem endotélio dos quatro grupos ndo mostraram
contragBes estatisticamente diferentes entre si quando
consideradas doses crescentes compreendidas entre 0,5 e
7,5 mM. As curvas dose-respostas exibiram discretos
incrementos contréteis nessas doses do agonista. Para a
dose subsequente, 9,5 mM, foi mantida a igualdade
estatistica entre 0s grupos e as curvas dose-respostas
exibiram maior contragdo emtodoseles (Figura4).

Fase |

Curva dose-resposta (A) Fluoreto de Sédio 9.5mM (B)
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—— CECE(+) — CECE() B S0 ()

—a ISQE(+)  _x ISQE() B ISQREPE (+)

—— ISQ/REPE (+) — ISQ/REPE (-)

Fig. 4 - Fase | (Krebs com magnésio): A - Curvas dose-
respostas ao fluoreto de sddio (NaF) em anéis de artérias
coronérias caninas, contraidas com PGF,a (2 x 10° M), na
presenca deindometacina (10-°M); B - Efeitosdadose9,5mM de
fluoreto de sodio (NaF) emanéis de artérias coronarias caninas,
contraidascom PGF2a (2 x 10°M), na presenca deindometacina
(10°M). (SEM CEC = grupo controle, CEC = grupo de animais

submetidos a 110 min de circulacdo extracorporea, |SQ = grupo
deanimaissubmetidosa 45 min deisquemia, | SQ/REP = grupo de
animais submetidos a 45 min deisquemia e 60 min de reperfusdo,
E (+) = anéiscomendotélio, E (-) = anéis semendotélio. Valores
em por centagem de relaxamento sob a forma de médias + erros-
padréo ). (n = 6).

Fase Il (Krebs sem magnésio) - Os anéis com endotélio
dos quatro grupos ndo mostraram relaxamentos
estatisticamente diferentes entre si quando consideradas
doses crescentes compreendidas entre 0,5 e 7,5 mM. As
curvas dose-respostas ndo exibiram relaxamentos nessas
doses do agonista. Para a dose subsequente, 9,5 mM, o
grupo | SQ mostrou-se estatisticamente diferentedosdemais
sendo que as curvas dose-respostas exibem um maior
relaxamento neste grupo. Os anéis sem endotélio dos quatro
grupos ndo mostraram contragdes estatisticamente
diferentes entre si quando consideradas doses crescentes
compreendidas entre 0,5 e 7,5 mM. As curvas dose-
respostas exibiram muito discretos incrementos contréteis
nessas doses do agonista. Para a dose subsequente, 9,5
mM, foi mantida as igualdades estatisticas entre os grupos
eascurvas dose-respostas exibiram mai ores contragcbes em
todos eles (Figurab).

Fase Il

Curva dose-resposta (A) Fluoreto de Sédio, 9.5mM (B)
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Fig. 5 - Fase Il (Krebs sem magnésio): A - Curvas dose-
respostas ao fluoreto de sddio (NaF) em anéis de artérias
coronérias caninas, contraidas com PGF,a (2 x 10°M), na
presenca deindometacina (10°M); B - Efeitosda dose9,5mM de
fluoreto de sodio (NaF) emanéis de artérias coronarias caninas,
contraidas comPGF2a (2 x 10-°M), na presenca de indometacina
(10°M). (SEM CEC = grupo controle, CEC = grupo de animais
submetidos a 110 min de circulacdo extracorporea, |SQ = grupo
deanimaissubmetidosa 45 min deisquemia, | SQ/REP = grupo de
animais submetidos a 45 min deisquemia e 60 min de reperfusio,
E (+) = anéiscomendotélio, E (-) = anéis semendotélio. Valores
em por centagem de relaxamento sob a forma de médias + erros-
padréo). (n = 6).

Faselll (Krebs com magnésio - restauragdo) - Os anéis
com endotélio dos quatro grupos ndo mostraram
relaxamentos estatisticamente diferentes entre si quando
consideradas doses crescentes compreendidas entre 0,5 e
7,5mM. Ascurvasdose-respostas ndo exibiram rel axamento
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nessas doses do agonista. Para a dose subsequente, 9,5
mM, n&o foram observadas diferencas estatisticas entre os
grupos, embora as curvas dose-respostas tenham mostrado
relaxamentos dos anéis em todos 0s grupos. Os anéis sem
endotélio dos quatro grupos ndo mostraram contracfes
estatisticamente diferentes entre si quando consideradas
doses crescentes compreendidas entre 0,5 e 7,5 mM. As
curvas dose-respostas exibiram discretos incrementos
contrateis nessas doses do agonista. Para a dose
subsegiiente, 9,5 mM, foi mantida a igualdade estatistica
entre 0s grupos e as curvas dose-respostas exibiram
expressivas contragdes em todos eles (Figura 6).

Faselll

Curva dose-resposta (A) Fluoreto de Sédio, 9.5mM (B)
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Fig.6- Faselll (Krebscommagnésiorestaurado): A- Curvas
dose-respostas ao fluoreto de sodio (NaF) em anéis de artérias
coronérias caninas, contraidas com PGF,a (2 x 10° M), na
presenca deindometacina (10°M); B - Efeitosda dose9,5mM de
fluoreto de sodio (NaF) em anéis de artérias coronérias caninas,
contraidascom PGF2a (2 x 10°M), na presenca deindometacina
(10°M). (SEM CEC = grupo controle, CEC = grupo de animais
submetidos a 110 min de circulagéo extracorpdrea, 1SQ = grupo
deanimaissubmetidosa 45 min deisguemia, | SQ/REP = grupo de
animais submetidos a 45 min deisquemia e 60 min de reperfusio,
E (+) = anéiscomendotélio, E (-) = anéis semendotélio. Valores
em porcentagem de relaxamento sob a forma de médias + erros-
padréo ). (n = 6).

Relaxamentosindependentesder eceptor - lonéforodo
calcio (A,,;,)

A adicéo do agonistaem doses crescentes proporcionou
relaxamentos progressivamente maiores aos segmentos
coronarianos providos de endotélio. Nos segmentos
desprovidos de endotélio a adi¢do do agonista ndo
proporcionou relaxamentos expressivos chegando em
algumas situagBes ainduzir contragdes.

Andlisedosgrupospor fases

Fase| (Krebs com magnésio) - Os anéis com endotélio
dos quatro grupos ndo mostraram relaxamentos
estatisticamente diferentes entre si quando consideradas
doses crescentes compreendidas entre 10-9 e 10-6 M. As
curvas dose-respostas exibiram expressivos relaxamentos
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dos anéis em todos os grupos. Os anéis sem endotélio dos
quatro grupos ndo mostraram contracfes estaticamente
diferentes entre si quando consideradas doses crescentes
compreendidas entre 10-9 e 10-6 M. As curvas dose-
respostas mostraram inclusive discretas tendéncias ao
relaxamento dosanéis (Figura?).

Fasel

Calcio lonéforo Azsis7, 106 M (B)
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Fig. 7 - Fase | (Krebs com magnésio): A - Curvas dose-
respostas calcio iondforo (A,,, ) emanéis de artérias coronarias
caninas, contraidas com PGF,a (2 x 10° M), na presenca de
indometacina (10°M); B - Efeitosdadose10® M decélcioiondforo
(A5, emanéis de artérias coronarias caninas, contraidas com
PGF2a (2 x 10¢M), na presenca de indometacina (10°M). (SEM
CEC = grupo controle, CEC = grupo de animais submetidos a
110 min de circulagéo extracorpérea, |SQ = grupo de animais
submetidos a 45 min de isquemia, 1SQ/REP = grupo de animais
submetidos a 45 min deisquemia e 60 min dereperfusdo, E (+) =
anéis com endotélio, E (-) = anéis sem endotélio. Valores em
porcentagem de relaxamento sob a forma de médias + erros-
padréo ). (n = 6).

Fase Il (Krebs sem magnésio) - Os anéis com endotélio
dos quatro grupos ndo mostraram relaxamentos
estatisticamente diferentes entre si quando consideradas
doses crescentes compreendidas entre 10-9 e 10-6 M. As
curvasdose-respostas exibiram relaxamentosdosanéisem
todos os grupos. Os anéis dos quatro grupos ndo mostraram
contragOes estatisticamente diferentes entre si quando
consideradas doses crescentes compreendidas entre 10-9 e
10-6 M. Ascurvas dose-respostas praticamente ndo exibiram
maodificagbes em seu estadoinicial nessas dosesdo agonista
(Figura8).

Fase ll
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Fig. 8 - Fase Il (Krebs sem magnésio): A - Curvas dose-
respostas calcioiondforo (A,, ) emanéisdeartériascoronarias
caninas, contraidas com PGF,a (2 x 10° M), na presenca de
indometacina (10-5 M); B - Efeitos da dose 10-6 M de calcio
ionoforo (A,,.;) em anéis de artérias coronarias caninas,
contraidascom PGF2a (2 x 10-6 M), na presenca deindometacina
(10-5M). (SEM CEC = grupo controle, CEC = grupo deanimais
submetidos a 110 min de circulagéo extracorpérea, 1SQ = grupo
de animais submetidos a 45 min deisquemia, | SQ/REP = grupo
de animais submetidos a 45 min de isquemia e 60 min de
reperfusdo, E (+) = anéis com endotélio, E (-) = anéis sem
endotélio. Val ores em porcentagem de relaxamento sob a forma
de médias + erros-padréo ). (n = 6).

Faselll (Krebs com magnésio - restauragéo) - Os anéis
com endotélio dos quatro grupos ndo mostraram
relaxamentos estatisticamente diferentes entre si quando
consideradas doses crescentes compreendidas entre 10-9 e
10-6 M. As curvas dose-respostas exibiram discretos
relaxamentos dos anéis em todos os grupos. Os anéis sem
endotélio dos quatro grupos ndo mostraram contracfes
estaticamente diferentesentre si quando consideradas doses
crescentes compreendidas entre 10-9 e 10-6 M. As curvas
dose-respostas exibiram discretas contragdes dos anéis
(Figura9).
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Fig. 9- Faselll (Krebscommagnésiorestaurado): A- Curvas
dose-respostas ao calcio ionoforo (A, ) em anéis de artérias
coronariascaninas, contraidas com PGF,a (2x 10°M), na presenca
deindometacina (10°M) - Fasel (Krebscommagnésio). B - Efeitos
da dose 10° M de calcio iondforo (A,,.)) em anéis de artérias
coronariascaninas, contraidascomPGF2a (2x 10-6M), na presenca
de indometacina (10°M) - Fase | (Krebs com magnésio). (SEM
CEC = grupo controle, CEC = grupo de animais submetidosa 110
mindecirculagio extracorpdrea, | SQ = grupo deanimaissubmetidos
a 45 min deisquemia, 1SQ/REP = grupo de animais submetidos a
45 min de isquemia e 60 min de reperfusdo, E (+) = anéis com
endotélio, E (-) = anéis semendotélio. Valores em porcentagemde
relaxamento sob a forma de médias + erros-padréo ). (n = 6).

Relaxamentoindependentedoendotdio- Nitroprussato
desddio (NPS)

A adicéo do agonistaem doses crescentes proporcionou
relaxamentos progressivamente maiores aos segmentos

coronarianos providos e desprovidos de endotélio.

Anélisedosgrupospor fases

Fase | (Krebs com magnésio) - Os anéis com e sem
endotélio dos quatro grupos ndo mostraram relaxamentos
estatisticamente diferentes entre si quando consideradas
doses crescentes compreendidas entre 10-9 e 10-4 M. As
curvas dose-respostas exibiram relaxamentos dosanéisem
todos os grupos (Figura 10).
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Fig. 10 - Fase | (Krebs com magnésio): A - Curvas dose-
respostas ao nitroprussiato de sodio (NPS) emanéisde artérias
coronérias caninas, contraidas com PGF,a (2 x 10°M), na
presenca deindometacina (10°M); B - Efeitosda dose 10°M de
nitroprussiato de sodio (NPS) deemanéisdeartériascoronarias
caninas, contraidas com PGF2a (2 x 10°%M), na presenca de
indometacina (10°M); (SEM CEC = grupo controle, CEC =
grupo de animais submetidos a 110 min de circulagéo
extracorporea, 1SQ = grupo de animais submetidos a 45 min de
isgquemia, | SQ/REP = grupo de animais submetidos a 45 min de
isquemia e 60 min de reperfusio, E (+) = anéiscomendotélio, E
(-) = anéissemendotélio. Val ores em porcentagem de rel axamento
sob a forma de médias + erros-padrdo ). (n = 6).

Fase Il (Krebs sem magnésio) - Os anéis com endotélio
dos quatro grupos ndo mostraram relaxamentos
estatisticamente diferentes entre si quando consideradas
doses crescentes compreendidas entre 10-9 e 3,7 M. As
curvas dose-respostas exibiram relaxamentosdos anéisem
todos os grupos. Para as doses subseqiientes, 10-6 e 3,6 M,
0 grupo | SQ/REP mostrou-se estatisticamente diferente dos
demais, que ndo mostraram diferencas entre si. As curvas
dose-respostas exibiram um maior relaxamento no grupo | SQ/
REP. Para a dose 10-5 M o grupo SEM CEC mostrou-se
estatisticamente diferente dos demais, que ndo mostraram
diferencasentres. Ascurvas dose-respostas exibiram menor
relaxamento no grupo SEM CEC. Paraadose 3,5M o grupo
| SQ/REP novamente mostrou-se diferente dos demais, que
ndo mostraram diferencasentresi. Ascurvasdose-respostas
exibiram maior relaxamento no grupo | SQ/REP. Paralltima
dose, 10-4 M, néo foram observadas diferencas estatisticas
entre os grupos, embora as curvas dose-respostas tenham
mostrado relaxamentos dos anéis nos quatro grupos em
guestdo. Os anéis sem endotélio dos quatro grupos néo
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mostraram relaxamentos estatisticamente diferentesentre si
guando consideradas doses crescentes compreendidas
entre 10-9 a 3,8 M. As curvas dose-respostas mostraram
algum grau de relaxamento dos anéis. Para as doses
subsequentes, 10-7 a 10-5 M, o grupo CEC mostrou-se
estatisticamente diferente dos demais, que ndo mostraram
diferencasentresi. Ascurvas dose-respostas exibiram menor
relaxamento no grupo CEC. ParaasUltimasdoses, 3,5e10-
4 M, néo foram observadas diferengas estatisticas entre os
grupos, embora as curvas dose-respostas tenham mostrado
relaxamentos dos anéis em todos os grupos (Figura 11).
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Fig. 11 - Fasell (Krebssemmagnésio): A- Curvasdose-respostas
aonitroprussato desodio (NPS) emanéisdeartériascoronariascaninas,
contraidas comPGF,a (2 x 10°M), na presenca deindometacina (10
5M); B- Efeitosdadose10®M denitroprussiato desddio (NPS) deem
anéisdeartériascoronariascaninas, contraidas comPGF2a (2 x 10°
M), napresencadeindometacina (10°M). (SEM CEC= grupocontrole,
CEC = grupo de animais submetidos a 110 min de circulagdo
extracorpdrea, |1Q= grupodeanimaissubmetidosa45 mindeisquemia,
ISQ/REP = grupo de animais submetidos a 45 min de isquemia e 60
min de reperfusdo, E (+) = anéis com endotdlio, E (-) = andis sem
endotélio. Valores em porcentagem de relaxamento sob a forma de
médias + erros-padrao ). (n = 6).

Faselll (Krebs com magnésio - restauragéo) - Os anéis
com endotélio dos quatro grupos ndo mostraram
relaxamentos estatisticamente diferentes entre si quando
consideradas doses crescentes compreendidas entre 10-9 e
10-4 M. As curvas dose-respostas exibiram relaxamentos
dos anéis em todos os grupos. Os anéis sem endotélio dos
guatro grupos ndo mostraram rel axamentos estatisticamente
diferentes entre si quando consideradas doses crescentes
10-9e3,8 M. Ascurvasdose-respostasexibiram relaxamentos
dosanéis, exceto no grupo CEC onde osané snao relaxaram.
Para as doses, 10-7 a 10-5 M, o grupo CEC mostrou-se
estatisticamente diferente dos demais, que nd mostraram
diferencasentresi. Ascurvas dose-respostas exibiram menor
relaxamento no grupo CEC. Paraadose 3,5M osgruposCEC
e 1SQ mostraram-se estatisticamente diferentes dos grupos
SEM CEC el SQ/REPR, que ndo mostraram diferencasentresi.
Ascurvasdose-respostas exibiram menoresrel axamentosnos
grupos CEC el SQ. Paraadose 10-4 M ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre os grupos, embora as curvas
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dose-respostas tenham mostrado relaxamentos dos anéisem
todos os grupos (Figura 12).

Fase lll
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Fig. 12 - Fase Il (Krebs com magnésio restaurado): A -
Curvas dose-respostas ao nitroprussiato de sodio (NPS) em
anéis de artérias corondrias caninas, contraidas com PGF a (2
x 10® M), na presencga de indometacina (10°M); B - Efeitos da
dose 10% M de nitroprussiato de sddio (NPS) de em anéis de
artérias coronarias caninas, contraidas com PGF2a (2 x 10
M), na presenca de indometacina (10°M).. (SEM CEC = grupo
controle, CEC = grupo de animais submetidos a 110 min de
circulacao extracorporea, | SQ = grupo de animais submetidosa
45 min deisguemia, | SQ/REP = grupo de animais submetidos a
45 min de isgquemia e 60 min de reperfusao, E (+) = anéis com
endotélio, E (-) = anéis sem endotélio. Valores em porcentagem
derelaxamento sob a forma de médias + erros-padréao). (n= 6).

COMENTARIOS

Recentes descobertas no campo da biologia vascular
tem levado a expansdo do entendimento da patogénese de
muitos fendmenos observados em pacientes submetidos a
cirurgia cardiaca ou procedimentos cardiol 6gicos
intervencionistas. Em particular, o endotélio dos vasostem
emergido como foco central de muitos eventos biol 6gicos
que afetam a evolucdo de praticamente todos os pacientes
submetidos a intervences cardiacas. No estudo da célula
endotelial fica evidente sua susceptibilidade a agentes
agressores capazesde produzir lesdo celular eo papel crucial
da agressdo na génese de distirbios comuns as préticas
cardiol dgicase cirtrgicasmodernas, tais como coagul opétia,
respostainflamatoriasi stémicaacirculagdo extracorporeae
lesdo de isquemialreperfusio ©.

Lesdo de isguemia/reperfusdo € o termo usado para
descrever alteracBesfuncionais e estruturais, que setornam
aparentes durante o restabelecimento do fluxo apds um
periodo deisquemia. Tal lesdo produz dano de intensidade
variavel ao endotélio coronariano sendo a reperfusdo o
principal agente agressor 113, Este tipo de lesdo acarreta
disfuncéo endotelial e afetadrasticamente aliberagéo basal
eestimuladade NO, resultando em mudangas que propiciam
aderéncia leucocitéria, migracéo celular transendotelial,
coagulacdo e aumento do tono vascular. No campo da
cirurgia cardiaca observam-se periodos de isquemia/
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reperfusdo durante o curso de operagdes rotineiramente
realizadas. O pingcamento el etivo daaorta, iniciando o tempo
cirargico principal, e o posterior despingamento ao término
deste representam o binémio isquemia/reperfuséo
carregando consigo o potencial de produzir lesdo de
intensidade varidvel ao endotélio coronariano.

Os achados bésicos desta investigagdo foram: 1) A
presenca de magnésio no perfusato pareceu atenuar a
disfuncéo endotelial causada por isquemia global seguida
dereperfusdo; 2) A presencade magnésio no banho organico
(fasel) esteve associadaao maior relaxamento em resposta
aosagonistasdaproducdo deNO; 3) A remog&o de magnésio
do banho orgénico (fase Il) esteve associada a redugéo na
intensidade do relaxamento em resposta aos agonistas da
producéo de NO; 4) A restauracdo de magnésio ao banho
organico (fase I11) permitiu a recuperagdo do relaxamento
observado nafase | apenasem respostaaestimulaggo direta
das G-proteinas. Para os demais agonistas da producdo de
NO arestauracéo esteve associada a reducdo adiciona na
intensidade do relaxamento; 5) A fungdo da musculatura
lisa pareceu receber alguma influéncia da magnesemia do
banho organico.

Estudo dafasedependentedereceptor demembrana

A acetilcolina causa relaxamento dependente do
endotélio por liberacdo de NO através de estimulagéo de
receptores muscarinicos. Sua adicdo em doses crescentes
de 10-9 a 10-4 M permitiu observar um comportamento
uniforme quando analisados anéis com e sem endotélio.
Independente da presenca do ion magnésio no banho
organico os anéi s sem endotélio ndo mostraram relaxamento,
chegando em algumas situacbes a apresentar
contracdo.Todavia doses crescentes do agonista
proporcionaram relaxamentos aos segmentos coronarianos
providos de endotélio.

Anéis com endotélio exibiram expressivo relaxamento a
partir dasdosesiniciaisdaacetilcolina. A presencademagnéso
no banho orgéanico (fasel) associou-seamaior intensidade do
relaxamento. A comparacdo entre os grupos nesta fase ndo
evidenciou diferenca entre eles. A igualdade entre os grupos
controle, extracorpdrea sem pingamento adrtico e isquemia,
ratificaram estudos que revelam discreto dano endotelial
associado aisquemiacomo fendmenoisolado ?1*%2, No grupo
submetido & isquemia seguida de reperfusio constatou-se
padréo de curvas semel hante aos demais, exibindo expressivo
relaxamento. Este achado estéd em desacordo com estudos
prévios que mostraram um déficit de relaxamento associado a
estegrupo 2, Todavia, acirculagdo extracorprea, aisguemia
e, princi palmente, ai squemiaseguidade reperfusdo, ndo atuou
como varidvels de diferenca entre grupos, de tal sorte que os
anéis exibiram comportamento semelhante aquele do grupo
controle. Tais fatos chamaram atencdo sobre a possibilidade
de concentragoes fis ol 6gicas de magnésio, como as contidas
na soluco de Krebs, que compunhao perfusato, dosanimais,

atenuarem os efeitos del etérios da reperfusio.

A auséncia de magnésio no banho organico (fase 1),
associou-se a discreto retardo para inicio do relaxamento e
importantediminuiggo namagnitude do fendmeno, confirmando
a importancia do magnésio na integridade funcional do
endotélio em corondriasisoladas de cdo & 19,

Assim, adeficiénciade magnésio isoladamentedetermina
déficit de producdo de NO conforme observado nesta fase
do experimento. N80 se observou, novamente, diferenca
entre osgrupos. A semel hanga de comportamento do grupo
isgquemia/reperfusdo em relagdo aos demais evidenciou o
beneficio da presenca de magnésio no momento da
reperfusdo. Assim, ainda que a magnitude do fenémeno de
relaxamento estegjacomprometi da pelaausénciade magnésio
no banho orgéni co ndo existe prejuizo adiciona relacionado
a0 grupo isguemialreperfusdo uma vez que a reperfuséo
ocorreu na presenca de magnésio. Tais fatos foram
observados clinicamente ejustificam, pelo menosem parte,
asdiferencasentreosestudosLIMIT 2 elSIS4 @519 duas
investigagdes queincluiram um grande nimero de pacientes.
Estes dois estudos analisaram a influéncia da infusdo de
magnésio namorbi-mortalidade associadaao infarto agudo
do miocérdio. As discordancias nos achados de ambos os
estudos parecem estar relacionadas ao momento dainfuséo
do magnésio, queno LIMIT 2 ocorreu antes dareperfusdo,
eparece explicar asuperioridade do efeito do magnésio em
relacdo ao observado no estudo ISIS 4, onde ndo houve
esta preocupagdo ©¢1519),

Na restauracdo do magnésio ao banho orgéanico (fase
[11), ndo se observaram diferencas entre osgrupos. Deforma
gerd existeum discreto incremento no retardo paraexpressao
do relaxamento al ém de atenuacdo adicional naintensidade
do fenémeno.

Todaviatais achados néo diferiram estatisticamente da
fase Il, quando o magnésio estava ausente. Tais achados
atestaram aineficiénciadareposicdo do magnésio, estando
discordantes daqueles observados por ALTURA &
ALTURA (1987) (7) ePEARSON et dl. (1998) (8). A explicacio
para estas discordancias necessitaria de maiores
investigacoes.

Anéissem endotélio exibiram contragéo particularmente
apartir de doses intermediérias daacetilcolina. A presenca
de magnésio no banho orgénico (fase |) associou-se a
discretacontracdo dosanéis. A comparacdo entre 0Sgrupos
nestafase ndo evidenciou diferencasentre eles. A auséncia
de magnésio no banho (fase Il), ndo esteve associada a
mudanc¢a na resposta dos anéis sendo novamente
observada igualdade entre os grupos. A restauragcdo de
magnésio ao banho (fase I11), associou-se a incremento
contrétil, quando comparado afasel, entretanto aigual dade
entre osgruposfoi mantida. I sto refletiu arespostavascular
a estimulagdo pela acetilcolina e a atuagdo do magnésio
diretamente na musculatura lisa sem mediacdo endotelial,
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ratificando os achados de que a isguemia e a isquemia
seguida de reperfusdo ndo interferem na funcdo muscular
do vasp 12182,

Estudodatransducdodosinal

O magnésio éum cofator namodificagdo conformaciona
de uma das subunidades da G-proteina, sendo essencia na
sua ativagdo. Esta familia de proteinas atua mediando a
relacdo entre os receptores de membrana e o citoplasmada
célulaendotelial, paraasintese de NO @24,

O FHuoreto de Sodio (NaF) causarel axamento dependente
do endotélio por

estimulacéo direta de G-proteinas, responsaveis pela
transducéo do sinal dos receptores para 0S processos
intracelulares %529, Sua adi¢do em doses crescentes de
0,5a9,5mM permitiu observar um comportamento uniforme
guando analisados anéis com e sem endotélio. Independente
da presenca de magnésio no banho orgénico anéis sem
endotélio ndo mostraram relaxamento, chegando em
algumas situagBes a apresentar contragdo. Todavia, doses
crescentes do agonista proporcionaram relaxamentos aos
segmentos coronarianos providos de endotélio. Assim, a
presencado endotélio foi determinante parao fendmeno do
relaxamento.

Anéis com endotélio exibiram expressivo relaxamento
particularmente associado amaior dose defluoreto de sodio.
A presenca de magnésio no banho organico (fase I)
associou-se a maior intensidade deste fenébmeno. A
comparagdo entre 0s grupos nesta fase ndo evidenciou
diferenca entre eles. A igualdade entre os grupos exibindo
comportamento semelhante ao controle ratificou uma vez
mais discreto dano endotelia associado a isquemia como
fendmeno isolado 213, Além disso, chamou a atencéo,
principalmente, sobre a possibilidade de concentractes
fisiol6gicas de magnésio, como as contidas na solugéo de
Krebs do perfusato, atenuarem os efeitos deletérios da
reperfusdo.

A auséncia de magnésio no banho organico (fase I1),
associou-se a importante diminui¢cdo na magnitude do
relaxamento, poupando, entretanto, o grupo isquemia. A
deficiéncia de magnésio "per si" determina déficit de
producdo de NO por disfun¢do das G-proteinas, justificando
0 comportamento da maioria dos grupos nesta fase ¢4,
Novamente, explicou-se a semelhanca de comportamento
do grupo isguemial/reperfusdo em relacéo aos demais,
particularmente ao controle, pela presenca do magnésio no
momento da reperfusdo. Desta forma apesar da magnitude
do fendmeno de relaxamento estar comprometida pela
auséncia de magnésio no banho organico ndo existiu
prejuizo adicional relacionado ao grupo i squemialreperfusio,
umavez que areperfusdo ocorreu napresencade magnésio.
Isto corrobora a importancia de niveis adequados de
magnésio no momento da reperfusdo G309),

Permanece ainda obscura a fisiopatologia associada a
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diferencade comportamento do grupo isquemiaem resposta
aestimulagado pelo fluoreto de sddio. Tal achado parece ser
especificamente ligado ao comportamento das G-proteinas
uma vez que tal resposta ndo foi observada no grupo
isquemia em resposta a agdo dos demais agonistas. A
isquemia, de alguma forma, se contrapds a disfungado
endotelial causada pela auséncia de magnésio no banho
organico e propiciou aos anéis relaxamento semelhante
agquel e observado na presenca de magnésio no banho. Sabe-
se que a0 nivel damusculaturacardiacaexiste aumento na
concentracdo do magnésio livre intracelular durante a
isquemia como conseqliéncia da reducao de sua
incorporagdo paraformagédo de ATP®Y e que nareperfusio
ele é reincorporado produzindo um efeito cascata com
reducado importante do magnésiointracelular ®. Semelhante
comportamento poderia estar presente na célula endotelial
justificando tais achados. Ainda assim, permaneceria o
questionamento arespeito de tal fato ndo ser observado na
atuacdo dosdemais agoni stas, particularmente, aacetilcolina
que estuda um passo anterior ao do fluoreto na cascata de
liberagé&o do NO.

Na restauracdo do magnésio ao banho orgénico (fase
[11) ndo se observaram diferencas entre os grupos. A
producdo de NO e o consequiente rel axamento secundario a
estimulacdo direta das G-proteinas pelo fluoreto de sddio,
pareceram ser positivamente afetados pela restauragéo do
magnési o ao banho organico com reaqui sicao damagnitude
observada originalmente na fase I, concordando com
achados anteriores (PEARSON et al., 1998) ©,

A andlise da fase Il em resposta a estimulagdo pela
acetilcolina revelou que a intensidade do relaxamento
secundério a estimulacéo de receptores de membrana
permanecia comprometida a despeito da restauracédo do
magnésio ao banho orgénico. Assim, adiferencaobservada
em resposta & estimulagdo de receptores de membranae a
estimulacdo direta das G-proteinas chamou atengéo para
possibilidade de prejuizo da interagéo entre receptor e G-
proteina na auséncia de magnésio, ndo reparada por sua
restaurac@o ao banho orgénico. Resta saber se as adi¢fes
de magnésio em doses superiores aguelas observadas na
composi¢ao do banho poderiam reverter tal prejuizo.

Anéissem endotélio exibiram contragdo particularmente
relacionada & maior dose de fluoreto de sédio. A presenca
de magnésio no banho organico (fase |) associou-se a
discretacontragdo dosanéis. A comparagdo entre 0s grupos
nesta fase néo evidenciou diferenga entre eles. A auséncia
de magnésio no banho, fase I, ndo esteve associada a
mudanca na resposta dos anéis sendo novamente
observada igualdade entre os grupos. A restauracdo de
magnésio ao banho, fase 11, associou-se a incremento
contrétil, quando comparado a fase |, todavia a igualdade
entre osgruposfoi mantida. Isto refletiu arespostavascular
aestimulagéo pel o fluoreto de sbdio e aatuagédo do magnésio
diretamente na musculatura lisa sem mediacdo endotelial,
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ratificando os achados de que a isguemia e a isquemia
seguida de reperfusdo ndo interferem na funcdo muscular
do vaso (2 192D,

Estudodafaseindependenteder eceptor

Oiondforodocalcio (A, .,) €um agonistafarmacol bgico
gue produz relaxamento dependente do endotélio e
independente dos processos de membrana - receptor e
transducgdo do sinal %), Sua adicdo em doses crescentes
de 10-9 a10-6 M permitiu observar que, independente da
presenca do magnésio no banho, anéis com endotélio
exibiram relaxamento enquanto aguel es sem endotélio ndo
exibiram tal resposta chegando, em algumas situacfes, a
apresentar contragdo. Assim, a presenca de endotélio foi
determinante para.o fendmeno do rel axamento.

Anéiscom endotélio exibiram expressivo relaxamento a
partir dasdosesiniciaisdo agonista. A presencade magnésio
no banho orgénico (fase ) associou-se amaior intensidade
do relaxamento. O presentetrabal ho ratificou asemelhanca
entre 0s grupos na resposta ao ionoforo do calcio (A, ),
uma vez que o bindmio isquemia-reperfusdo ndo afeta o
transporte e aliberacdo dos estoquesintracelularesde cécio,
estando mantida a capacidade dacélulaendotelial produzir
NO por estimulagdo independente dos fendmenos de
membrana (42 121,

Chama atenc&o certa tendéncia de comportamento
diferente do grupo isquemia/reperfusdo. Neste grupo
observou-se o inicio e a manuten¢do do relaxamento com
discreto retardo, entretanto ndo existiu significancia
estatistica

A auséncia de magnésio no banho orgénico (fase Il),
associou-se a discreto retardo parainicio do relaxamento e
importante diminuigdo na magnitude do fendmeno. Tal fato
nao foi observado por PEARSON et al. (1998) ® quereferem
independéncia dos niveis de magnésio paraa magnitude do
relaxamento secundério aestimulacdo peloiondforodo calcio.
De acordo com o autor, a deficiéncia de magnésio ndo
determinadéficit daproducdo de NO secundariaaestimulagéo
direta dos mecanismos intracelulares, uma vez que
compromete apenas a producdo dependente da transducéo
dosina em nivel demembrana Taisachadosaindanecessitam
uma melhor explicacdo. N&o foram observadas diferencas
entre os grupos. A semelhanga de comportamento do grupo
isquemialreperfusdo em relacdo aosdemais eraesperadauma
vez queta fendmeno, com fisiopatol ogiasemel hante aquela
da hipomagnesemia, ndo compromete a habilidade dacélula
em produzir NO 2182,

Na restauracdo do magnésio ao banho orgéanico (fase
I11) ndo se observaram diferencas entre os grupos. Deforma
geral existiu discreto incremento no retardo paraexpressao
do relaxamento, além de atenuacdo adicional naintensidade
do fenémeno, porem tais achados em sua maior parte ndo
diferiram estatisticamente da fase |1, quando o magnésio
estava ausente. Isto atestou a ineficiéncia da reposicéo e

também aguarda posterior averiguacao.

Anéis sem endotélio exibiram comportamento
semelhante, particularmente relacionado as maiores doses
de iondforo do célcio. A presenca de magnésio no banho
organico (fase 1) associou-se a discreta atenuagéo da
contragdo dos anéis. A comparagdo entre 0s grupos nesta
fase ndo evidenciou diferenca entre eles. A auséncia de
magnésio no banho, fase 1, ndo esteve associadaamudanca
na resposta dos anéis sendo novamente observada
igualdade entre os grupos. A restauragdo de magnésio ao
banho, fase |11, associou-se aincremento contrétil, quando
comparado asfases | e ll, mas aigualdade entre os grupos
foi mantida. Isto refletiu aresposta vascular & estimulagdo
pelo iondforo do calcio bem como a atuagdo do magnésio
diretamente na musculatura lisa, sem mediac&o endotelial,
ratificando os achados de que a isquemia e a isquemia
seguida de reperfusdo ndo interferem na funcdo muscular
dO vaso (1,2,19—21).

Estudodafungdodamusculaturalisa

O Nitroprussiato de Sddio (NPS) causa relaxamento
independente do endotélio por estimulo direto, via GMPc,
da musculatura lisa vascular. Sua adi¢cdo em doses
crescentes de 10-9 a 10-4 M permitiu observar
comportamento uniforme em todos os anéis. Independente
dapresencado endotélio ou do magnésio no banho organico
a adic8o de doses crescentes do agonista proporcionou
relaxamentos aos segmentos coronarianos. Tais achados
ratificaram aindependéncia de mediagdo endotelial parao
efeito derelaxamento exercido pelo nitroprussiato de sddio.

Anéiscom endotélio exibiram expressivo relaxamento a
partir dasdosesiniciaisdo agonista. A presencade magnésio
no banho orgénico (fase |I) associou-se a intenso
relaxamento. O presentetrabal ho ratificou asemel hancaentre
0S grupos na resposta ao nitroprussiato, uma vez que o
bindmio isquemia-reperfusdo nao afeta o relaxamento
vascular independente do endotélio 2121 O
conhecimento que o nitroprussiato atuanamuscul aturalisa,
sem mediacdo endotelial, e os presentes achados chamaram
atencdo para possibilidade do magnésio ter potencializado
aatividade do agonistaem nivel muscular.

A auséncia de magnésio no banho orgénico, fase I,
associou-se adiscreto retardo parainicio do relaxamento e
diminuicdo na magnitude do fendmeno. As diferencas
encontradas naintensidade do relaxamento entre asfases |
(com magnésio no banho) e Il (sem magnésio no banho)
refletiram a importancia da relagéo entre o magnésio e o
célcio diretamente na musculatura lisa vascular ©7%),
Experimentos animais tém mostrado que a reducédo do
magnésio extracelular induz contragBes vasculares
dependentes de célcio incluindo constricdo dos vasos
sanguiineos coronarianos com conseqliente queda do fluxo
sanguineo coronério, débito cardiaco, volume sistdlico
ventricular esquerdo e aumento na producao de lactato ©9.
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Permanece ainda a davida com respeito as diferengas
encontradas entre 0s grupos em respostaa estimul agéo pelo
nitroprussiato de sddio na auséncia de magnésio no banho
orgénico (fasell). Especula-se que estas diferencas possam
estar associadas a diferentes niveis de antagonismo aos
fons célcio diretamente na muscul aturalisados vasos %4,
umavez gque se sabe ndo haver comprometimento damesma
pelaisquemiaseguidade reperfusdo em tempos compativeis
com aduragcdo média de atos operatérios.

A restauragdo do magnésio ao banho organico (faselll)
associou-se a incremento no retardo para inicio do
relaxamento. Contudo parece ter propiciado a reaquisicao
da igualdade entre os grupos a despeito da menor
intensidade do relaxamento quando comparado agquele da
fase I. A explicagéo paratais achados parece depender da
interac8o entre magnésio e célcio na musculatura lisa do
vaso independente do endotélio.

Anéis sem endotélio exibiram comportamento
semelhante agueles com endotélio para as mesmas doses
de nitroprussiato de sodio. A presenca de magnésio no
banho orgénico (fase 1) associ ou-se aintenso rel axamento.
A semelhanca entre os grupos na resposta a este agonista,
ratificou uma vez mais que o relaxamento vascular
independente do endotélio ndo é afetado pelo bindmio
isquemia-reperfusdo 121920 A auséncia de magnésio no
banho (fase Il) e a sua restauragéo (fase I11) estiveram
relacionadas a mudangas na resposta dos anéis quando da
estimulacdo pelo nitroprussiato de sodio. Tais diferengas
poderiam ser justificadas pelosdiferentes niveisde interacéo
entre magnésio e calcio namusculatura lisa vascular 4249,
ndo estando associadas a fisiopatologia da isquemia/
reperfusio.

Implicagdesclinicas

A disfuncéo endotelial tem caréter evolutivo einsidioso
levando a comprometimento relativamente tardio da funcéo
ventricular ap6s cirurgias tecnicamente perfeitas onde no
momento do despingamento o coragdo retomou seus
batimentos e, aparentemente, néo houve comprometimento
muscular “2%, MIZUNO et a. “® chamam atencdo para
medidas eficientes em permitir a recuperacdo da funcdo
contrétil, masineficientesem prevenir adisfuncdo endotelia
e advogam a adocdo de medidas protetoras do endotélio na
tentativa de prevenir os efeitos deletérios do binémio
isquemialreperfusio. DICKENS et al. (1992) Y mostraram
que adeficiénciade magnésio nas células endoteliai stornou-
as mais vulneraveis aos danos provocados pelos radicais
livres de oxigénio quando comparadas aquelas ricas em
magnésio e que o citado danoinicia-se apds curto periodo de
exposicdo a estes radicais. KRAMER et al. (1994) ¢
trabalhando com coragBes isolados de ratos, demonstraram
gue apos isquemialreperfusdo a deficiéncia de magnésio
esteve associadaamaior nivel de producdo deradicaislivres
e menor recuperacdo da funcdo cardiaca, evidenciando a
influéncia pré-oxidante de baixas concentracdes de magnésio.
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HERZOG et d. (1994) © mostraram que a deficiéncia de
magnésio e a conseqiiente vulnerabilidade do miocérdio ao
estresse oxidativo da reperfusdo estavam associados ao
prolongamento do tempo de disfuncdo contratil que ocorria
apos restauracdo do fluxo coronariano aos nivels normais
(atordoamento miocardico). Posteriormente, GARCIA et d.
(1998) 3 integraram tais conhecimentos e mostraram que o
importante papel do magnésio naisquemiareperfusdo sedeve
predominantemente ainibicdo diretanaproducéo deradicais
livres durante a reperfusdo, atenuando o estresse oxidativo
total, e que tal efeito parecia ser mais expressvo que sua
atividade como removedor dos radicais ja formados. Estes
Ultimos autores sugerem uma avaliagdo dose-resposta a
diferentesconcentragdesde magnésio, umavez queanaisaram
apenas a dose preconizada pelo estudo LIMIT 2 @9,

A presenteinvestigacdo, concordante com estes estudos
ratificou a eficiéncia do magnésio, mesmo em doses
fisiol6gicas, como agente antioxidante e inibidor da
producdo de radicais livres de oxigénio, responséveis pela
lesdo de G-proteinas. Isto explica, pelo menos em parte, 0s
efeitos benéficos de sua presencano momento dareperfuso,
fato que permanecia ainda obscuro quando considerados
seus efeitos apenas por acdo direta nas musculaturas
cardiaca e lisa vascular. Assim, justifica-se sua indicagdo
precoce navigénciado bindmio i squemia/reperfusdo comum
na préticacardiol 6gicamodernaincluindo recanalizagéo de
artérias apos trombdlise, angioplastias e particularmente
despingcamento adrtico *-61844),

Os conhecimentos adquiridos com o presente trabalho
aertam paranecessidade de prevencdo da hipomagnesemia
na presenca de isquemia seguida de reperfusdo. Ressalte-
se, 0 uso de diuréticos, o estresse, asrestricdes dietéticas e
aadministracdo pré-operatdriade catecol aminas contribuem
significativamente para queda dos niveis circulantes de
magnésio nos pacientes cirdrgicos ¢+, Adicionalmente
a composi¢do do perfusato por solugdes que ndo possuem
magnésio, como a solugdo de Ringer, propicia queda
adicional naconcentragdo séricademagnésioinduzidapela
hemodiluicéo®*84447, Os fatores acima descritos sao
relativamente frequientes e exacerbam adisfuncéo endotelia
causada pela isquemial/reperfusdo. Torna-se ainda mais
preocupante a constatacdo de que algum grau de disfuncéo
endotelial jaestapresente antesmesmo doiniciodacirurgia,
uma vez que existe comprometimento funcional das G-
proteinas associado a fisiopatologia da hipertenséo
arterial“®, da aterosclerose“%52 e do diabetes®,
doencas de alta prevaléncia nos candidatos a operacfes
cardiacas®.

Finalizando, o presente estudo chama atenc¢éo para
influéncia benéfica do magnésio atenuando os efeitos
danosos da disfuncdo endotelial coronariana causada por
isguemiaglobal seguidade reperfusdo e sugere fortemente
gue aadministracéo do magnésio antes dareperfusdo possa
ser uma manobra terapéutica Gtil. Os exatos mecanismos
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pelos quais 0 magnésio tem efeito benéfico permanecem
ainda especulativos, mas parecem estar associados a
inibicdo naproducdo deradicaislivres e suas conseqliéncias
sobre as G-proteinas e, em Ultimaandlise, sobre aproducéo
de NO. Tais achados oferecem um subsidio adicional em
defesa da administracdo do magnésio no per-operatério de
cirurgias cardiacas.
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