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RESUMO: Foi avaliado, experimentalmente, o grau de prote¢ao miocardica oferecido por solugoes
cardioplégicas e hipotermia, & andxia induzida pela interrupgao do fluxo sangiineo coronario em 20 caes
A isquemia miocardica foi obtida através do pingamento da aorta ascendente por 60 minutos, apos a instalagcao
de circulagao extracorpdrea, seguida de reperfusao miocardica por 360 minutos. Os animais foram divididos
em 4 grupos de caes. No primeiro (Grupo |), denominado controle, foi induzida andxia miocardica em
normotermia e sem administracao de solugao cardioplégica. No segundo (Grupo Il), os animais foram esfriados
a 28°C, antes do inicio da anoxia miocardica. Neste grupo, também nao foi utilizada a solugao cardioplegica
No terceiro e quarto grupos, respectivamente Grupo Il e Grupo IV, além da hipotermia sistémica de 28°C,

foi realizada perfusao coronaria de solugao cardioplégica a 40°C. A solugao cardioplégica continha NaCl,
KCI, CaClz: lidocaina, verapamil, NaHCO,, MgSQ,, sendo o veiculo de infuséo soro glicosado no Grupo

Il e sangue autégeno no Grupo IV. Foram estudadas as alteragées ultra-estruturais (réplicas de criofraturas)
em bidpsias de ventriculo esquerdo, dando-se especial énfase as alteragées do sarcolema e membramas
mitocondriais, principalmente através da visibilizagado de aglutinagao e rarefagao das particulas de proteina
presentes nessas estruturas. Conclui-se que os 2 tipos de solugao cardioplégica utilizados, juntamente
com hipotermia sistémica, proporcionaram protecao eficaz ao miocardio isquémico, sem que pudéssemos,
entretanto, demonstrar a superioridade de uma delas. A hipotermia sistémica isolada (Grupo 1) nao propiciou
boa protecéo a célula miocardica em andxia. Os animais do Grupo | (controle) apresentaram grande compro-
mentimento na estrutura e fungao do miocardio.

DESCRITORES: protegao miocardica, cardioplegia; protecao miocardica, experimental.

INTRODUCAO

A parada cardiaca anoxica & recurso técnico larga-
mente utilizado durante a corregao cirlrgica das cardio-
patias. Sua indugéo pelo pingamento da aorta ascen-
dente, com interrup¢ao do fluxo sangtliineo, € manobra
técnica simples, que facilita, consideravelmente, o ato
operatdrio. Entretanto, a isquemia induzida lesa o mio-
cardio, sendo este comprometimento tanto mais acen-

tuado quanto mais prolongada a anodxia. As alteragoes
inicialmente reversiveis com a reperfusao miocardica po-
dem tornar-se definitivas, apos periodos mais longos de
anodxia. Ainda nao é possivel determinar-se, com preci-
sdo, o limite de tempo a partir do qual essas lesoes
miocardicas tornam-se irreversiveis.

A necessidade de periodos mais prolongados de
parada cardiaca, para realizagao de operagoes mais lon-
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gas, ou mais complexas, levou ao desenvolvimento de
medidas protetoras do miocérdio.

Estudos desenvolvidos, no inicio da década de
1950, reconheceram a inibigdo metabdlica proporciona-
da pela hipotermia* '®. J& em 1953, esses conhecimen-
tos foram aplicados no resfriamento do organismo huma-
no, tendo sido realizada a primeira operagdo cardiaca
acéu aberto, com hipotermia sistémica de 30°C e parada
circulatéria, logrando fechar com sucesso uma comuni-
cagéo interatrial®,

No final da década de 50 e, especialmente, nos
primeiros anos da década seguinte, foram realizadas
numerosas tentativas de protecdo miocardica, através
de perfusdo sanguinea corondria normo ou hipotérmica,

associada, ou ndo, ao esfriamento tépico do coragao's
27, 28, 34, 47

Em 1956, porém, COOLEY et a/ii '? mostraram me-
Ihores resultados cirdirgicos com a utilizagédo da simples
parada cardiaca anéxica, quando comparada aos resul-
tados obtidos pelos métodos até entdo estabelecidos
de protegdo miocardica, desestimulando sua utilizagdo.
Embora paradoxal, a explicagdo baseava-se no fato de
que o coragédo parado consumia menos energia do que
batendo de maneira inadequada, ou fibrilando. Indireta-
mente, o coragao sem batimentos e relaxado proporcio-
nava campo operatério favoravel a corregées cirurgicas
mais répidas. Estas evidéncias e, especialmente, o insu-
cesso de MELROSE et a/ii *8, em 1955, na inducéo de
parada cardiaca injetando, na raiz da aorta, citrato de
potéssio em altas concentragdes e com elevada osmola-
ridade, condenaram o método, que ficou no esqueci-
mento por mais de uma década.

A sistematizagdo cirdrgica, o aprimoramento dos
aparelhos de circulagao extracorpérea e, especialmente,
a indicagédo da abordagem cirtirgica em ventriculos com
funcéo ja bastante comprometida, despertaram o inte-
resse por novos métodos de protegdo miocardica. Os
insucessos antes atribuidos a deficiéncias no sistema
de circulagdo extracorpérea, especialmente discrasias
sangliineas e microembolias, ndo mais se justificavam.
Por outro lado, as unidades de recuperagdo pds-ope-
ratéria aparelharam-se, convenientemente, para a ade-
quada avaliagdo hemodindmica do paciente, deixando
transparecer os evidentes danos celulares relacionados
com a parada anoxica. Simultaneamente, a melhor com-
preensio da fisiologia da contratilidade da célula miocar-
dica e, em especial, o reconhecimento das alteragoes
estruturais decorrentes da anéxia' * '3 25 35 3. 41 ngo
permitiram uma atitude passiva diante de quadros catas-
troéficos observados, com freqiéncia, no intra e no pés-o-
peratério.

A partir de 1972, KIRCH ef alii # retornaram aos
trabalhos de MELROSE ef a/ii ®, com novo enfoque,
visando obter protegdo miocéardica através de substén-
cias que pudessem induzir & cardioplegia. Desde entéo,
sucessivos artigos sargiram, na literatura, mostrando a

experiéncia de diversos Servicos de cirurgia cardiaca
com O seu empregos- B, ‘le. 18, 20, 21, 22, 39, 40, 42, 44, 45,
%, Apesar do grande numero de publicagdes, ainda per-
sistem controvérsias relativas a protegdo ideal da estru-
tura celular e das organelas a anéxia, seja quanto a
composigéo da solugéo cardioplégica, ou mesmo quanto
a validade de seu emprego, o que nos motivou a desen-
volver o presente estudo.

A partir da quantificagdo das lesGes ultra-estruturais
observadas na célula miocérdica, decorrentes da anéxia,
e suas implicagdes hemodindmicas e metabdlicas, pro-
curamos, através de estudo experimental em cées, ava-
liar a real protegdo miocéardica promovida pela hipotermia
isolada, ou associada a diferentes formas de cardiople-
gia, visando estabelecer procedimentos que venham mi-
nimizar os efeitos deletérios provocados pela parada car-
diaca anéxica.

MATERIAL E METODOS

Foram estudados, na Divisdo de Experimentagédo
do Instituto do Coracéo, do Hospital das Clinicas da Fa-
culdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo,
20 cées mesticos, de ambos 0s sexos, com pesos varia-
veis de 12,0 a 20,5 Kg, subdivididos em 4 grupos:
Grupo [) 5 caes submetidos a andxia cardiaca por 60

minutos, em condigées normotérmicas;

Grupo Il) 5 caes submetidos a anéxia cardiaca por 60
minutos, em condigGes hipotérmicas (28°C);

Grupo Ill) 5 caes submetidos a andxia cardiaca por 60
minutos, em condig¢bes hipotérmicas (28°C),
tendo recebido duas infusGes de solugéo car-
dioplégica (soro glicosado como substrato
basico);

Grupo V) 5 caes submetidos a andxia cardiaca por 60
minutos, em condigbes hipotérmicas (28°C),
tendo recebido duas infusdes de solugéo car-
dioplégica (sangue como substrato bésico).

Técnica cirdrgica

Todos os animais foram submetidos a anestesia
geral: tiopental sédico (33 mg/Kg/peso), entubagéo oro-
traqueal e mantidos com respiragao controlada.

O coragao e os vasos da base foram expostos atra-
vés de toracotomia mediana transesternal. Apés hepari-
nizagédo (3 mg/Kg/peso), estabeleceu-se circulagdo ex-
tracorpdrea através da drenagem venosa de ambas as
veias cava. Paralelamente, dissecou-se a artéria femoral
esquerda e, através de sua canulagdo, foi processada
a reinfusdo do sangue ja oxigenado. Uma vez instalada
a circulagao extracorpérea, o atrio esquerdo foi drenado
através de incisdo em auricula esquerda, evitando-se
a distengdo cardiaca. Empregou-se bomba arterial de
roletes e oxigenador de bolhas de coluna variavel. A
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perfusao foi iniciada com hemodilui¢do total, atraves de
solugao de Ringer simples (400 ml), dextran 40 (250
ml) e manitol 20% (50 ml), mantendo-se fluxo variavel
de 40 a 100 ml/Kg/minuto.

Solugdo Cardioplegica

As solugées cardioplégicas empregadas foram ba-
seadas na proposta por GOMES et a/i %, a saber:

Solucgéo 1)

Soro glicosado 5% 1.000ml

NaCl 30% 60mEqg/

KCI 19,1% 25mEq/l

MgSO, 10% 32mEg/

CaCl, 10% 2,5mEq/l

Lidocaina 40mg/l

Verapamil 0,2mg/l

NaHCO, 10% 2,4mEq/l (q.s.p. pH entre 7,45 e 7,77)
Osmolaridade 400-410 mOsm

Solugao Il) Composigao semelhante a solugdo |, sem
o componente MgSO,.

Solugao Ill) Composta pelos mesmos elementos da so-
lugao |, com excecgao do veiculo de perfusao, constituido
por sangue (do proprio cao, ou de outro cdo com reagao
cruzada compativel), ao invés de soro glicosado.

Solugao IV) Semelhante a solugéo Ill, porém sem o
componente MgSO,.

A solugao cardioplégica foi administrada por pungao
da raiz da aorta apos seu pingamento, tendo sido utiliza-
do volume de 15ml/Kg/peso e pressdo de infusao em
torno de 50 mmHg na raiz da aorta.

As perfusdes foram realizadas em duas etapas: a
primeira, imediatamente apés o pingamento da aorta e
a segunda, decorridos 30 minutos da primeira.

Essas solucoes foram resfriadas entre 4 e 10°C e
atemperatura miocérdica, determinada por sensor térmi-
co posicionado no septo interventricular. A temperatura
miocardica média dos caes dos grupos Ill e IV variou
de 9 a 14°C, com média de 11,5°C, enquanto que, nos
grupos | e ll, a temperatura miocardica média foi, respec-
tivamente, 36,2°C e 29,1°C.

Réplicas de Criofratura

As amostras de musculo cardiaco foram retiradas
da parede anterior do ventriculo esquerdo (VE), através
de incisao transmural profunda e preparadas para repli-
cas de criofratura. Foram recortadas em fragmentos de
imm, em seu maior eixo, e imersas em glutaraldeido
a 2%, 0,1M e tampao de fosfato (pH = 7,3), por uma
hora. Passadas, a seguir, para a solugao de glicerol
a 10% e tampao fosfato 0,1M (pH = 7,3) e, posterior-
mente, para uma solugao de glicerol a 25% em tampao
fosfato 0,1M (pH = 7,3).
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O congelamento se processou a velocidade superior
a— 100°C/segundo, através da imersao dos fragmentos
em Freon 22 a — 155°C por 10 segundos. As amosiras,
acondicionadas em suporte de ouro-iridio, foram transfe-
ridas para nitrogénio liglido a — 196°C, e levadas para
camara de equipamento Balzers-Baf 301 para freeze-
elching, a temperatura de — 150°C.

Ao obter-se vacuo de 10" Torr, elevou-se a tempe-
ratura para — 110°C, tendo, entao, sido realizadas as
fraturas. Seguiu-se deposito sobre as superficies expos-
tas das fraturas de mistura platina-carbono (em partes
de 95% e 5%, respectivamente), a um angulo de 45°,
Estas misturas foram recobertas com filme suporte de
carbono com 20 mm de espessura. Os fragmentos de
tecido sob replicas foram, entéo, dissolvidos através de
tratamento com solugao de acido sulfurico, ou hipoclorito
de sodio, por 12 a 18 horas. As réplicas foram colhidas
em telas com pelicula de parlédio e examinadas ao mi-
croscopio Philips 301.

Procedimentos nos Grupos

Grupo I) Cinco caes submetidos a circulagao extracor-
porea (CEC) e anoxia miocéardica normotérmica, através
do pingamento da aorta ascendente (acima dos dstios
coronarios), por periodo de 60 minutos. Decorrido este
prazo, a aorta foi despingada, com consequente reper-
fusao do miocardio. Os batimentos cardiacos restabele-
ceram-se espontaneamente, ou através de desfibrilagao
miocardica direta. Normalizadas as condigbes hemodi-
namicas, os pulmoées foram ventilados, a auricula es-
querda, saturada e a circulagao extracorporea foi inter-
rompida. Foram retiradas biopsias de ventriculo esquer-
do para réplicas de criofratura, nos tempos: pré CEC;
60 minutos pds-isquemia miocardica; 360 minutos pos
reperfusao miocardica.

Grupo Il) Cinco caes submetidos a andxia miocardica
hipotérmica (28°C). Apds instalada a circulagéo extracor-
pdrea, os animais foram esfriados, progressivamente,
até 28°C, através do permutador de calor do oxigenador,
ocasiao em que a aorta era pingada por 60 minutos.
O reaquecimento foi iniciado ja aos 30 minutos de anodxia
miocardica, permitindo obter-se temperatura esofagica
superior a 35°C, ao final dos 60 minutos, quando se
retirava a pinga da aorta. Os batimentos cardiacos foram
obtidos espontaneamente, ou através de desfibrilagao
com pas internas. De maneira analoga ao Grupo |, aguar-
dava-se bom restabelecimento da contratilidade cardia-
ca, para a interrupgao da CEC, mantendo-se os caes
anestesiados e em ventilagdo pulmonar assistida. A se-
melhanga do Grupo |, foram retiradas bidpsias de VE,
para réplicas de criofratura antes da CEC, 6C i1iu'as
pos isquemia miocardica e 360 minutos pds reperfusado
miocardica.

Grupo Ill) Cinco caes foram esfriados a temperatura
de 28°C e submetidos a andxia miocardica por 60 minu-
tos, aos quais se associou infusao de solugao cardioplé-
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gica. A primeira infusao de solugao cardioplagica inicia-
va-se imediatamente apos o pingamento da aorta, utili-
zando-se a solugao cardioplégica |. Decorridos 30 minu-
tos, o procedimento era repetido, com a solucao cardio-
plégica Il, até totalizar-se o volume preconizado. Foram
colhidas amostras de VE para réplicas de criofraturas,
nos mesmos tempos que 0s grupos anteriores.

Grupo IV) Cinco caes submetidos aos mesmos proce-
dimentos aplicados aos do Grupo Ill, modificando-se
apenas as solugoes cardioplégicas, que, neste grupo,
foram as de numero Ill e IV, contendo sangue como
veiculo de infusao.

RESULTADOS

Em todos os animais, nao foram observadas altera-
¢oes morfoldgicas dignas de registro, em nenhuma das
amostras de VE obtidas antes da instalagao de CEC.

As figuras de nimero 1 a 3 exemplificam alguns
dos aspectos mais relevantes das fibras cardiacas
(amostra 1), quando analisadas através das réplicas de
suas criofraturas.

Sarcolema

A anadlise de extensas areas fraturadas do sarco-
lema nos permitiu observar seu aspecto ondulado, repre-
sentado, alternadamente, por hemifaces P e E. A hemi-
face P (Sp na Figura 1) corresponde a membrana nuclear
voltada para o interior da célula, contendo invaginagdes
aintervalos regulares, as porgoes superficiais do sistema
T (T na Figura 1) e inimeras pequenas reentrancias,
atribuidas as vesiculas de endocitose. Na hemiface E
(Se na Figura 1), observamos o aspecto externo da mem-
brana celular. Nele, os tubulos T e as vesiculas de endo-
citose apresentam-se, respectivamente, com projegoes
tubulares e elevacdes globulares menores. A hemiface
P caracteriza-se por apresentar numerosas particulas
intramembranosas (PIMs) distribuidas homogeneamen-
te. Esse nimero é substancialmente menor na face E.

Sisterna Reticulo-Sarcoplasmatico e Tiubulos

O sistema reticulo-sarcoplasmatico é formado por
canais achatados intercomunicantes, contendo nume-
rosas PIMs na hemiface P e raras na hemiface E. Os
tubulos T, invariavelmente, continuam-se com sarcole-
ma, atravessando, perpendicularmente, o interior da fibra
cardiaca, em geral margeados por mitocéndrias. No mio-
cardio normal do cdo, observamos, com fregliéncia, nu-
merosas PIMs na hemiface P dos tubulos T, o que nao
se repete na hemiface E.

Mitocondrias

As mitocondrias localizam-se abaixo do sarcolema
e em meio aos miofilamentos. Seu aspecto, nas réplicas

de criofratura, é cilindrico, composto por hemiface P,
com membrana mitocondrial interna e externa (Mip e
MEp na Figura 2) e hemiface E, igualmente com membra-
nas interna e externa (MEe na Figura 2).

oL L ‘;‘M.o ’
Fig. 1 — Amostra | (controle). Réplicas de criofratura das faces P (Sp)
e E (Se) do sarcolema. (14.000 x).

Fig. 2 — Amostra | (controle). Diversas faces de fraturas das membranas
mitocondriais: hemiface P com membrana mitocondrial interna
e externa (Mlp e MEp) e hemiface E com membrana mitocon-
drial externa (MEe). (70.000 x).

Miofilamentos e Nucleo

Os miofilamentos finos e grossos somente sao visi-
bilizados quando da seccao transversa da fibra cardiaca,
ao nivel de seu maior eixo, ocasiao em gque emergem
sobre a superficie da fratura. O nicleo celular caracte-
riza-se pela presenga de numerosos poros (po na Figura
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3) em sua membrana dupla, com inumeras PIMs na encontrava-se conservada. Os capilares apresentaram
hemiface P da membrana nuclear interna (NIp ha Figura grande variagao em sua morfologia. Observamos células
3). endoteliais com diminui¢ao acentuada de PIMs em suas

hemiface P e E, alternadas com outras semelhantes ao
grupo controle.

Fig. 4 — 60 minutos de isquemia. Grupo |. Hemiface P do sarcolema,
com descontinuidade de sua fase lipidica (mmmslp). diminuicao
e agregacéo das particulas intramembranosas (—gs).
(70.000 x).

: WY S g e g,
Fig. 3 — Nucleo celular, com numerosas particulas intramembranosas
(P) em sua membrana interna de hemiface P (NIp), e presenga
de poros (po) em sua membrana externa da hemiface E (NEe).

(50.400 x).
Capilares
As vesiculas de endocitose dos capilares assumem Fig. 5 — 60 minutos de isquemia. Grupo |. Tabulo T com diminuigao
aspectos peculiares com a fratura, caracterizados por no numero de particulas intramembranosas (P) em suas hemi-

depressoes na face P e protuberancias na face E. fEss BN G £ el {51,000 )

Ao final de 60 minutos de andxia, observamos
(amostra 2):

Grupol) Emtodos os caes deste grupo, a caracteristica
mais comum foi a diminuicao das PIMs na face P do
carcolema (Sp na Figura 4). Essas alteragoes ndo se
apresentavam homogéneas, em todos os campos estu-
dados, variando desde discreto decréscimo, até redu-
¢Oes acentuadas em seu numero, com tendéncia a agre-
gacao (—=na Figura 4). Em 3 dos 5 caes deste grupo,
notamos nitida descontinuidade da fase lipidica do sarco-
lema P (s> na Figura 4). O reticulo sarcoplasmatico
encontrava-se invariavelmente dilatado, assim como os
tubulos T, em cuja face P notava-se diminuigao do nume-
ro de PIMs (ver P em Tp na Figura 5). As mitocondrias
adquiriram conformagéo alongada e tumefeita, com apa-
rente diminui¢ao no numero de PIMs na face E da mem-
brana mitocondrial externa (MEe na Figura 6) e face
P da membrana mitocondrial interna (Mlp na Figura 6).

Fig. 6 — 60 minutos-de isquemia. Grupo |. Mitocdndria com diminuigio
7 : 2l no numero de particulas intramembranosas da hemiface P de
Auséncias focais de miofilamentos foram raramente ob- sua membrana interna (Mip) e da hemiface E de sua membrana

servadas (0 na Figura 6) e a membrana dupla nuclear externa (MEe). (70.000 x).
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Grupo Il) A diminuicdo e agregagao das PIMs da face
P do sarcolema, embora discreta, constituiu-se em acha-
do freqliente (—=e P na Figura 7). Observamos, tam-
bém, alguns sarcolemas cuja hemiface P apresentava
nitida descontinuidade de sua fase lipidica ( mmlpna
Figura 7). As mitocondrias apresentavam-se globosas
e com tumefagao variavel. Pudemos, num dos caes,
visibilizar areas de fissura na face E de sua membrana
externa (ver ——m= em MEe na Figura 8). A configu-
ragao geral das demais estruturas nao diferiu, significati-
vamente, do observado nas biopsias de controle.

Fig. 7 — 60 minutos de isquemia. Grupo Il. Hemiface P do sarcolema,
com descontinuidade de sua fase lipidica (mmmp) e discreta
diminuicdo e agregagao das particulas intramembranosas
(=——=). (70.000 x)

Grupos Ill e IV) Nao observamos alteracoes subcelu-
lares que divergissem, substancialmente, do grupo con-
trole. As PIMs das hamifaces P e E do sarcolema, apa-
rentemente, apresentavam numero e distribuicao nor-
mais, assim como as demais estruturas.

Decorridos 360 minutos de reperfusdo miocardica,
constatamos (amostra 3):

Grupo l) Em 3 cées deste grupo, notamos ainda maior
diminuigdo e agregacao nas PIMs, quando comparadas
4 amostra 2, com 4reas de descontinuidade da fase
lipidica do sarcolema E. Nos demais, entretanto, o nume-
ro de PIMs da hemiface P do sarcolema assemelhava-se
aos das amostras-controle, assim como a configuragao
geral do sarcolema.

Observamos menor numero de mitocéndrias com
acentuado comprometimento, caracterizado por tumefa-
¢do, presenca de areas lisas na membrana interna, dila-
tacGes saculares de suas cristas ( % na Figura 9), e
mesmo pela ocorréncia de pequenas fendas na face
E da membrana mitocondrial externa (——s= em MEe

na figura 9). Em contrapartida, notamos, numa mesma
amostra, outras mitocondrias com pouca alteragao em
sua estrutura e numero de particulas. Os capilares, de
maneira geral, apresentaram sinais de recuperagao,
quando comparados a fase de andxia. Embora ainda
notassemos uma diminuicdo esporadica de PIMs de
suas celulas endoteliais, 0 aspecto das vesiculas de en-
docitose assemelhava-se ao normal (PeV em Cp na Fi-
gura 10).

Fig. 8 — 60 minutos de isquemia. Grupo Il. Hemiface P da membrana
externa mitocondrial, com tumefagdo e dreas de fissura
(——»=). (70.000 x).

Fig. 9 — 360 minutos de reperfusao miocardica. Grupo I. MitocOndrias
com dilatagbes saculares em suas cristas (+) e com fendas
(~—— ) @M suas membranas externas (MEp e MEe). (38.500
x).
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Fig. 10 — 360 minutos de reperfusdo miocardica. Grupo Il. Hemiface
P do endotélio capilar (Cp), com particulas intramembranosas
(P) e vesiculas (V) semelhantes ao controle. (70.000 x).

Grupo Il) Em relagao a amostra 2, obtida no periodo
de anoxia, a reperfusdo proporcionou discreta recupe-
ragao no numero de PIMs na face P do sarcolema. Nota-
mos algumas mitocondrias tumefeitas, porém sem uni-
formidade. As demais estruturas subcelulares nao apre-
sentaram variagoes detectaveis com o metodo, especial-
mente os capilares.

Grupos lll e IV) A semelhanga da fase de anéxia, nao
observamos alteragoes ultra-estruturais relevantes de-
correntes da reperfusédo (Sp, P e V, respectivamente,
na Figura 11).

Fig. 11 — 360 minuios de reperfusdo miocardica. Grupo lll. Sarcolema
P apresentando’ vesiculas (V) e particulas intramembranosas
(P) com numero e distribuigdo normais. (70.000 x).

COMENTARIOS

Embora descrita ha duas décadas, apenas nos ulti-
mos anos as réplicas de criofratura vém sendo empre-
gadas como técnica de alta resolugao na analise da
arquitetura ultra-estrutural das membranas biologicas,
constituindo-se em método primordial na compreensao
da funcao celular em nivel molecular®® *.

Diversos estudos nos possibilitaram armazenar co-
nhecimentos sobre detalhes da camada bilipidica do sar-
colema e eventuais artefatos. Dentre eles, destacamos
os de BRANTONS, SILVA & BRANTON®*, TILLACK &
MARCHESI®', que, pioneiramente, definiram a existéncia
de planos decorrentes da cisao da membrana celular
pela criofratura. Maiores detalhes do envoltdrio nuclear
de plantas e celulas animais foram adicionados por
WUNDERLICH®, FRANKE & KARTENBECK', MAUL
et alii %, KARTENBECK et ali *°, BREATHNACH et
alii’, especialmente decorrentes da observacao de mu-
dancas na distribuicao de poros nucleares em diferentes
condigoes fisiologicas. Sua aplicagac em tecidos muscu-
lares esqueléticos e cardiacos, entretanto, foi destacada
por CEDERGREN ef alir °.

Nos animais dos 4 grupos que estudamos, os planos
de fratura através da fibra cardiaca resultaram na expo-
sicao de extensas hemifaces de membranas, tanto sar-
coplasmaticas quanto de endomembranas, visto que a
tendéncia natural da fratura é correr pelas linhas de me-
nor resisténcia, isto &, entre a bicamada de fosfolipides
das membranas. Devido a elevadissima velocidade de
congelamento do tecido miocardico (situada entre —
100°C e — 1000°C por segundo), a agua intre e extrace-
lular passa do estado liguido ao estado sélido, sem for-
mar rede cristalina, preservando as reais caracteristicas
subcelulares. Assim, com o método da criofratura, foi
possivel a analise das particulas intramembranosas
(PIMs). SILVA & BRANTON* interpretaram-nas, inicial-
mente, como interrupgdes localizadas na continuidade
da bicamada hidrofébica da membrana celular, conside-
rando-as como sitios de contetdos protéicos interca-
lados no interior de sua matriz. SESSO & VAL-SELLA
6 consideraram-nas como a porgao protéica dos comple-
x0s glicoprotéicos intercalados na camada bimolecular
de lipides, com 5 e 7 micra de altura e largura. Esses
relevos, associados ao fato da clivagem celular ocorrer
em membranas situadas em diferentes planos, nos pos-
sibilitaram obter, através de tecnica adequada de som-
breamento pela platina, imagens tridimensionais das re-
plicas de criofraturas nos tecidos.

A distribuicdo das PIMs nas membranas cardiacas
normais nao € homogénea. Segundo BREATHNACH ef
ali 7, a face dirigida ao interior da célula, tendo atras
de si 0 espago extracelular, identificada por BRANTON®
por face E ou (-), contém poucas PIMs. Na outra face,
que tem atras de si o meio intracelular (protoplasma),
conhecida como face P ou ( +), haveria grande quanti-
dade de PIMs.
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A variagao no numero e localizagao das PIMs tem-se
constituido em importante parametro, na analise da inte-
gridade da célula miocardica. HIGUCHI et ali **, em
nosso meio, estudaram as alteragdes da camada bilipi-
dica do sarcoplasma e endomembranas da fibra cardiaca
do cao submetido a autdlise, tendo observado queda
da densidade numérica das PIMs apés 6 horas. Pessoal-
mente, desenvolvemos trabalho experimental analisan-
do as faces de criofratura e cortes ultrafinos do sarcolema
de cardidcitos e plasmalema do endotélio capilar do mio-
cardio infartado do cao', observando agregacao das
PIMs a partir de 1 hora e sua diminuigao numérica com
3 horas de infarto.

A literatura € escassa em informagoes sobre a utili-
zagao do método de criofratura com o objetivo de detec-
tar lesbes das células cardiacas submetidas a isquemia
temporaria. Assim, a excelente qualidade técnica das
réplicas obtidas pelo Departamento de Patologia Mole-
cular da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo nos levou a aplicé-la no estudo do grau de protecao
celular propiciado pelo emprego de hipotermia e cardio-
plegia, objeto do presente trabalho.

O exame das replicas de criofratura dos fragmentos
controle do miocardio dos caes, nos 4 grupos, revelou
aspectos condizentes com os da literatura®. As caracte-
risticas tridimensionais do sarcolema eram normais, com
sua configuragdo ondulada entremeada por pequenas
depressoes e invaginagoes tubulares (visibilizadas pela
hemiface P), correspondentes, respectivamente, as vesi-
culas de endocitose e tubulos T (Figura 1). As PIMs,
por sua vez, localizavam-se, preferencialmente, na hemi-
face P, com distribuicdo homogénea.

ASHRAF & HALVERSON? descreveram agregagao
das PIMs decorridos 45 minutos de isquemia miocardica.
SILVA*@ atribuiu essas agregagdes a queda do pH intra-
celular decorrente do acumulo de &cido latico, seme-
Ihante ao que observou com eritrocitos.

Ao final de 60 minutos de andxia, pudemos observar
queda acentuada e agregacgao das PIM nos caes do
grupo normotérmico e, por vezes, descontinuidades na
fase lipidica do sarcolema P (Figura 4). Aspectos seme-
lhantes, porém menos intensos, ocorreram nos caes do
grupo |l (Figura 7). Nos demais, nao foi possivel detec-
ta-los. As descontinuidades na fase lipidica do sarcolema
corresponderiam a rotura da membrana celular, caracte-
rizando provavel lesao irreversivel.

O envolvimento da membrana celular, no processo
de lesdo da célula em nivel molecular, ainda nao esta
bem esclarecido. KIMELBERG? enfatizou as variagbes
no funcionamento normal da célula decorrentes das alte-
ragoes das proteinas e lipides de suas membranas. Em-
bora ainda sem maior comprovagao, existem evidéncias
de que um dos sinais importantes de injuria celular pela
isquemia seria a alteragao de permeabilidade de suas
membranas, através do comprometimento das estrutu-
ras protéicas.

Com arecirculagao, haveria retencao de fluidos atra-
vés da maior permeabilidade celular e pela perda de
habilidade da célula em auto-regular seu volume. Segun-
do ASHRAF & HALVERSON?, o edema observado nes-
sas células contribuiria, de forma efetiva, na rarefagao
das PIMs e nos transtornos da funcao celular.

Apos reperfusao, a inspecgao das superficies das
membranas ndo demonstrou aspecto uniforme, especial-
mente no Grupo |. Neste, pudemos observar que, em
3 dos caes, houve piora no aspecto do sarcolema, com
diminuicao e agregagao acentuadas das PIMs, e grandes
areas de descontnuidade de sua fase lipidica. Em 2 ou-
tros caes, em contrapartida, houve nitida regressao nas
alteragoes morofolégicas até entdo observadas, assu-
mindo aspecto semelhante ao controle. Estes achados
sao conflitantes com o observado por ASHRAF & HAL-
VERSON?, que verificaram carater irreversivel nas le-
soes miocardicas promovidas por isquemia acima de
45 minutos, seguidas de reperfusao. COLEMAN e/ alii
"' estudando células renais de ratos, também nao obser-
varam resultados superponiveis aos de Ashraf. Nestas,
a agregacao das PIMs tornava-se totalmente reversivel
apos reperfusao, mesmo em periodos isquémicos supe-
riores a 60 minutos. A diferenca entre os resultados en-
contrados por Ashraf e Coleman decorreu, muito prova-
velmente, de variagGes de respostas a isquemia proprias
de cada 6rgao. Neste estudo, diferentemente de Ashraf,
nao foi generalizado o achado de lesao irreversivel. Dois
caes do grupo normotérmico mostraram regressao de
lesao morfolégica com a reperfuséo. Isto, possivelmente,
esta ligado ao fato de que o musculo papilar posterior
analisado por Ashraf é sabidamente uma regiao alta-
mente susceptivel a anoxia®.

Devemos lembrar, tambeém, que 2 caes do Grupo
| ndo se mantiveram hemodinamicamente sem o auxilio
da circulagao extracorporea, o que pode ter propiciado
menor distensdo e melhores condi¢des de perfusao ao
miocardio lesado.

Ao analisarmos as mitocondrias atraves das réplicas
de criofratura, verificamos seu comprometimento apenas
nos grupos | e |l, especialmente por seu alongamento
e tumefacao, além da diminuigao das PIMs na face E
da membrana mitocondrial externa (Figura 6). Com a
reperfusao, entretanto, pudemos observar um pequeno
numero de mitocondrias com severas alteragoes estrutu-
rais (Figura 9), caracterizadas pelo aspecto liso de sua
membrana interna e presenca de pequenas fendas em
sua membrana externa (face E), ao lado de outras virtual-
mente normais. Este assincronismo difere do observado
no sarcolema, em que, apos a reperfusao, todas as mem-
branas de determinados miocardios apresentaram, ho-
mogeneamente, sinais de recuperagao. Acreditamos
que as mitocondrias menos lesadas pela andxia obtive-
ram certo grau de reparagao, readquirindo sua morfo-
logia peculiar. As mais comprometidas, entretanto, com
a reperfusdo podem ter evoluido para total desarranjo
estrutural.
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COLEMAN et alif ' caracterizaram, por estudos de
criofratura, as alteracoes em nucleos isolados de rins
de ratos submetidos a isquemia. Constataram que o nu-
mero de poros nucleares/micra 2 diminuia pela metade,
apos 20 minutos de supressao sanglinea. Este nimero
apresentava pouco decréscimo até 120 minutos de is-
quemia, a partir do que a deterioragao da estrutura dos
poros tornava-se evidente. Nao verificamos aspectos se-
melhantes em nenhum dos grupos, tendo observado boa
conservagao da membrana nuclear, com provavel pre-
servagao de sua funcao. Atribuimos estas variacoes a
maior resisténcia do nucleo da celula miocardica, além
de estarmos comparando animais e tempos diferentes.

O exame das réplicas de criofratura revelou, decor-
ridos 60 minutos de anoxia, capilares bem preservados
ao lado de outros bastante comprometidos nos grupos
| e ll. As células endoteliais alteradas exibiam diminuicao
no numero de vesiculas de endocitose e de PIMs, as
vezes com areas de descontinuidade da fase lipidica.

A recirculagao propiciou nitida reparagao aos capila-
res em todos os grupos. O numero de PIMs, assim como
o numero de vesiculas de endocitose, aproximaram-se
bastante dos encontrados nas amostras de controle (Fi-
gura 10).

Baseados nas observagdes das réplicas de criofra-
tura, pudemos inferir a alta especificidade do método
na avaliacao dos meios de protegao do miocardio subme-
tido a isquemia, especialmente por sua sensibilidade no
estudo das membranas celulares.

O estudo sugere que nao houve diminuigao no nu-
mero de PIMs por unidade de superficie, nem sua agre-
gagao, nos grupos que receberam solugao cardioplégica
associada a hipotermia. O mesmo nao ocorreu nos de-
mais, evidenciando a eficacia da solugao cardioplégica
como meétodo de preservacao do miocardio, embora nao
tenhamos observado superioridade da solugao contendo
sangue autogeno sobre a acelular.

RBCCV 44205-41

DALLAN, L. A.; OLIVEIRA, S. A.; HIGUCHI, L.; LOPES, E. A.; SESSO, A.; VERGINELLI, G.; JATENE,
A. D. — The cardioplegic action in the myocardial protection: experimental study through freeze fraction
replictions. Aev. Bras. Cir. Cardiovasc., 2(3): 200-211, 1987.

ABSTRACT: Evaluation of myocardial protection by cardioplegic solutions and hipothermia in anoxic
hearts. An experimental study. This investigation was performed in a group of 20 dogs submitted to myocardial
anoxia by cross-clamping of the ascending aorta for sixty minutes under extracorporeal circulation, followed
by reperfusion for 360 minutes. Ultrastructural changes of the myocardium were studied. The animals were
divided into 4 groups of 5 dogs each. In the first group (control), myocardial anoxia was induced in normothermia
and no cardioplegic solution was administered. In the second group, the body temperature was reduced
to 28°C before the onset of myocardial anoxia, and no cardioplegic solution was used. In the third and
fourth groups, in addition to 28°C systemic hypothermia, coronary infusion of 4°C cardioplegic solutions
were performed immediately and after 30 minutes of clamping of the aorta. The cardioplegic solutions utilized
have NaCl, KCI, CaCl, Lidocaine, Verapamil, NaHCO,, MgSO, and the infusion vehicle was 5% glucose
solution in Group Ill, and blood in Group IV. Biopsies for freeze-fracture replication were obtained from
the anterior wall of the left ventricle, before and after 60 minutes of myocardial anoxia, and 360 minutes
after reperfusion. The alterations in sarcolemma and celular organeles due to anoxia or myocardial reperfusion
was observed, specially through the diminution and aggregation of intramembranous particles in its P surface.
We may conclude that both cardioplegic solutions used, associated to hipothermia, protect efficiently the
myocardial cells against anoxia. It was not possible, however, to demonstrate any superiority of the blood
solution over an acellular solution. Systemic hypothermia as a single method was not sufficient to offer
good protection to the anoxic myocardium. The animals of Group | (control) showed severe compromise

of the structure and function of the myocardium.

DESCRIPTORS: myocardial protection, cardioplegia; myocardial protection, experimental.

Simbolos e abreviaturas utilizados nas micrografias eletrénicas das réplicas de criofratura e legendas:

p — Hemiface P
- — Hemiface E
Cp — Face P da célula endotelial do capilar
Ce — Face E da célula endotelial do capilar
F — Miofilamentos
MEp — Face P da membrana mitocondrial externa
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Mip Face P da membrana mitocondrial interna
MEe Face E da membrana mitocondrial externa
Mle Face E da membrana mitocondrial interna
NEe Face E da membrana nuclear externa
Nip Face P da membrana nuclear interna
0 Areas de desaparecimento de miofilamentos
P Particula intramembranosa
po Poro da membrana nuclear
Sp Face P do sarcolema
Se Face E do sarcolema
Tp Face P do tubulo T
Te Face E do tubulo T
Vp Face P da vesicula de endocitose
Ve Face E da vesicula de endocitose
— Particulas intramembranosas agregadas
— Fissuras na face E da membrana mitocondrial externa
- — Descontinuidade da fase lipidica do sarcolema
% — Dilatagao saculares das cristas mitocondriais

Obs: Fragmentos obtidos da face anterior do VE
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