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Resumo

Objetivo: Desenvolver modelo de coragéo isolado de suino
“working heart” sob suporte por circulagido parabiética e
verificar se 0 mesmo é estavel e se possibilitou de forma
efetiva a mensuracéo dos dados propostos.

Métodos: O modelo foi padronizado durante preparacao
para estudo de associacdo de agente a solugdo cardioplégica.
Foram realizados 18 experimentos com um animal suporte
e um animal doador em cada. O coracgéo do animal doador
foi perfundido como coragéo isolado pelo animal suporte em
modo de execucdo de trabalho (“coracéo ejetante”). O coracéo
isolado foi submetido a isquemia regional por pingamento
da artéria interventricular anterior seguido de isquemia
global. Durante reperfuséo, com o coragao ejetante (em modo
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“working heart”), aos 30, 60 e 90 minutos foram medidos
parametros hemodinamicos de contratilidade e metabolicos,
obtendo-se assim a elastancia maxima (Emax), o trabalho
sistdlico pré-recrutavel (PRSW), rigidez do ventriculo
(EDPRYV), fluxo coronariano, consumo de oxigénio e
dosagens de lactato e glicose.

Resultados: Os animais suporte ficaram estaveis durante
todo o experimento. O pH, a presséo parcial de oxigénio e o
hematécrito foram mantidos estaveis e dentro da faixa
fisioldgica. O coragdo isolado foi perfundido de forma
adequada durante todo o experimento. Os dados
hemodinamicos e metabdlicos propostos puderam ser
mensurados adequadamente e sempre com o coragdo ejetante,
em modo de execucdo de trabalho (“working heart”).
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Artigo aprovado em 12 de fevereiro de 2008
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Concluséo: O modelo de coragéo isolado desenvolvido
tipo “working heart” se manteve estavel durante todo o
experimento, sem a administracdo de drogas cardiotdnicas
e possibilitou a mensuracdo de todos os dados propostos de
forma efetiva com o coracgéo executando trabalho.

Descritores: Coracgao/cirurgia. Modelos animais. Suinos.
Solugbes cardioplégicas. Procedimentos cirdrgicos
cardiacos. Reperfusdo miocardica/métodos.

Abstract

Objective: To develop an isolated working heart model
with parabiotic circulaton in swines and verify its stability
and possibility to allow effective measurements of
hemodinamic and metabolic data.

Methods: This model was developed during study of
association of agents to cardiolegia. There were performed
18 experiments, each with a support animal and a donor
animal. Donor animal heart was perfused as isolated working
heart with parabiotic circulation from support animal.

INTRODUCAO

Desde Langendorff os modelos em coragdes isolados
tém sido utilizados com sucesso para o estudo de coracGes
em mamiferos [1]. Estes tipos de modelo permitem o estudo
das propriedades mecénicas do coracdo, do fluxo
coronariano e o estudo metabdlico do 6rgéo isolado [2]. Os
modelos de coracao isolado primordiais evoluiram com a
utilizacéo por Heymans e Kochmann de circulacéo parabidtica
[3]. Neste tipo de modelo, um animal suporte € utilizado para
manter o 0rgao isolado perfundido e apesar destes conferirem
preparacdes de maior complexidade que as prepara¢des com
solugdes cristaldides, permitem ao modelo uma proximidade
maior com a situacdo fisioldgica [4].

No nosso meio, foi descrita a padronizacdo de modelo
de coracédo isolado com circulacéo parabiotica em porcos,
que demonstrou ser modelo estavel, permitindo a realizagéo
de procedimentos e estudo do drgéo isolado sob diversas
condigdes [4]. O coragdo do porco apresenta caracteristicas
anatémicas e fisioldgicas que permitem sua utilizagdo com
sucesso como modelo para compara¢do com o coracdo
humano [5]. Modelos de coracdo isolado com coragéo
ejetante, em que os pardmetros sdo avaliados com o coracdo
executando trabalho (“working heart state”), sdo utilizados
para aproximar as condi¢Ges experimentais da realidade
clinica [6]. Um modelo semelhante, em coragdo isolado de
suino com circulagdo parabiética, que fosse estavel e
reprodutivel, capaz de permitir o estudo amplo de variaveis
hemodinamicas e metabdlicas com o coragdo executando

Isolated heart underwent regional ischemia by
interventricular artery clamping, followed by global
ischemia. During reperfusion in working heart state mode
at 30, 60 and 90 minutes, contractility indices such as
elastance, preload recruitable stroke work index and
metabolic data were acquired.

Results: Support animals were kept stable throughout
the procedures without use of blood transfusions or
vasoactive drugs. pH, oxygen partial pressure and hematocrit
were kept stable and within physiologic ranges. Isolated
heart was perfused adequately throughout the experiment.
All hemodinamic and metabolic data proposed were
adequately measured in working heart state mode.

Conclusion: This swine isolated “working heart” model
was kept stable throughout the experiments with no
administration of vasoactive drugs and it allowed adequate
measurements of metabolic and hemodinamic data.

Descriptors: Heart/surgery. Models, animal. Swine.
Cardioplegic solutions. Cardiac surgical procedures. Myocardial
reperfusion/methods.

trabalho poderia ser ainda mais semelhante as condic6es
fisiologicas humanas.

Portanto, o objetivo deste trabalho é desenvolver um
modelo de coracdo isolado de suino tipo com coragdo
ejetante (“working heart”) mantido sob suporte por
circulagdo parabioética e verificar se 0 mesmo é de fato estavel
de ser mantido e se possibilita de forma efetiva a mensuracéo
dos dados que foram propostos.

METODOS

O modelo foi padronizado durante estudo piloto com
finalidade de permitir estudos posteriores com intervengo.
Neste caso, 0 estudo complementar teve como objetivo
testar o efeito da adi¢do de agentes a solugdo cardioplégica.
Ao todo foram realizados 18 experimentos utilizando fémeas
de porcos Large-White, em cada experimento foram usados
um animal suporte, pesando ao redor de 40 kg, e um animal
doador, pesando ao redor de 10 kg. Os animais foram tratados
de acordo com as normas técnicas e direitos internacionais
de pesquisa em animais [7] e 0s experimentos aprovados
pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal da
universidade.

Animal suporte

Os animais suporte em cada experimento foram mantidos
em jejum por 6 horas antes do procedimento. Cada animal
recebeu, por via intramuscular, 1 mg de atropina e 25 mg/kg
de quetamina e, a seguir, foi pesado e levado a sala de
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operagdo, onde era anestesiado com 12,5 ug/kg de
cloridrato de fentanila e 15 mg/kg de pentobarbital
intravenoso. Em seguida, o animal era submetido a tubagem
orotraqueal e administradas 8 mg de brometo de
pancurénio, dose repetida ao longo do experimento
conforme necessidade. Colocado em ventilacdo controlada
com volume corrente de 10 ml/kg e fragdo inspirada de

oxigeénio (FiO,) de 100%.

O animal era posicionado em decUbito dorsal horizontal
na goteira de Claude Bernard e realizado:

e Acesso a veia jugular esquerda para infusdo de volume
cristaldide e medicamentos;

e Disseccdo da artéria cardtida comum esquerda e
cateterizagdo da mesma com cateter de polietileno de 5
mm para mensuracao de pressdo arterial média;

e Administracdo de heparina 500 Ul/kg por via
intravenosa e isolamento da veia jugular direita e da
artéria carotida comum direita, canuladas
individualmente com cateteres de polietileno de ¥ de
polegada de didmetro interno para respectivamente
retorno venoso e aspiracdo de sangue arterial para o
sistema de perfusdo (Figura 1).

Fig. 1 - Visdo geral do animal suporte em dectbito dorsal horizontal,
com acessos vasculares canulados. Cervicotomia bilateral.
Cateteres em veia jugular interna e artéria carétida esquerdas,
para monitorizacao da pressdo arterial média (PAM) de forma
continua. Canulacdo da veia jugular e artéria carétida direitas
com tubos de ¥ de polegada. Tubagem orotraqueal e ventilag&do
mecanica com FiO, a 100% e 10 ml/kg de volume corrente.
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Animal doador

Os animais doadores em cada experimento foram
submetidos aos mesmos cuidados pré-operatorios e
monitorizacdo anestésica que 0s animais suporte.
Submetidos a ventilagdo mecanica a pressdo com 100% de
oxigénio.

Cada animal era colocado em decubito dorsal horizontal
em goteira de Claude Bernard e realizado:

Toracotomia mediana via esternotomia longitudinal,
abertura das pleuras e do pericardio. Administragéo de 500
Ul/kg de heparina intravenosa.

Colocacdo de cristais piezoelétricos TRX6 da
Sonometrics - London, Ontario - Canada, em ndmero de
quatro, no epicardio das paredes posterior e anterior, na
base e no apice do ventriculo esquerdo, fixados com fio de
polipropileno 4.0.

Colocacédo de cateter tipo “abbocath” ndmero 18 no
apice do ventriculo esquerdo para mensuracgao da pressao
no mesmo, e fixacdo com fio de polipropileno 4.0.

Sistema de monitorizaco e perfusao
Para a realizagdo das medidas no coragdo doador e
depois em todas as medidas realizadas com o coragéo
isolado no sistema de perfusdo, foram utilizados os
aparelhos descritos abaixo:
e Fluxdmetros por doppler T206 (Transonic Systems Inc.,
Ithaca, New York, EUA);
e Monitor com quatro canais de pressdo (PCA-4,
Sonometrics, London, Ontario, Canada);
e Jogo de cristais piezoelétricos, utilizados num total de
quatro (TRX6 Sonometrics, London, Ontario, Canada);
e Sincronizador de cristais piezoelétricos (TRX6
Sonometrics, London, Ontario, Canada);
e Programa CardioSoft 3.1.2 da Sonometrics, London,
Ontério, Canada.

O sistema utilizado para perfundir o coracéo isolado do
animal doador tdo logo este era retirado do animal foi
constituido por tubos de polivinil de % de polegada de
didmetro interno, conectores em Y com medidas de ¥ nas
trés extremidades, reservatdrios de cardiotomia, bomba de
circulagdo extracorporea de roletes tipo DeBakey fabricada
pela Braile Biomédica (S&o José do Rio Preto - SP), cateteres
de polietileno de 15 mm de didmetro interno para linhas de
pressdo e canulas do tipo venosa infantil conectadas a
torneira de trés vias.

Preparacéo do coracédo isolado

O coracgéo do animal doador era excisado com o cateter
do ventriculo esquerdo e os cristais piezoelétricos fixos a
este. A aorta era pingada, ambas as veias cavas ligadas, e
as veias pulmonares incisadas e o coracgdo totalmente
retirado apds incisdo na aorta ascendente e na artéria
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pulmonar. A contagem do tempo de isquemia era iniciada.
Em mesa, a aorta era canulada mantendo-se a canula acima
da valva adrtica e dos Ostios das artérias coronérias. O
atrio esquerdo era exposto e eram ressecados 0s 0stios
das veias pulmonares e canulado o &trio esquerdo, acima
da valva mitral, para impedir regurgitacdo. A artéria
pulmonar era canulada e a canula introduzida até a cavidade
do ventriculo direito. Estas trés canulas eram fixadas com
fios de poliéster e conectadas a linhas de presséo.

As canulas e o coracéo isolado eram fixados e posicionados
em aparelho de suporte, onde eram mantidos por todo o
experimento. Eram conectados aos tubos aferentes e eferentes
e iniciada a reperfusdo, interrompendo-se o0 tempo de isquemia.

Reperfusdo do coracao isolado

Nos primeiros 20 minutos de reperfusdo, o coracéo
isolado era desfibrilado quando necessario e reperfundido
em modo passivo até estabilizacdo das variaveis
monitoradas. Em modo passivo, 0 sangue aspirado da artéria
cardtida pela bomba de roletes era enviado para a canula
em aorta do coracdo isolado. Este sangue era drenado pela
canula colocada no ventriculo direito (VD) pela artéria
pulmonar e coletado em reservatério de cardiotomia, ou
drenado pela canula do atrio esquerdo para outro
reservatorio de cardiotomia. Uma vez nesses reservatorios,
era devolvido ao animal suporte pela bomba de roletes.
Durante esse periodo de perfusdo passiva, a pressao de
perfusdo da aorta do coracéo isolado era monitorizada pelas
linhas de pressdo e o fluxo desta perfusdo medido por
dopplerfluxémetro na canula da aorta. O fluxo coronariano
era obtido por dopplerfluxdmetro na canula do VD, que
coletava o efluente do coracdo isolado (Figura 2).
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Fig. 2 - Visdo geral do coracdo isolado perfundido. Corag&o isolado
com minipinca metalica para induc&o da isquemia regional. Reservatdrio
AE, funcionando como reservatorio de pré-carga. Reservatorio venoso
de onde o sangue era reinfundido para 0 animal suporte. Linha aferente
ao animal suporte da bomba de roletes. Fios dos cristais piezoelétricos.

Apobs 20 minutos de reperfusdo passiva, a perfusdo era
convertida para modo de execucdo de trabalho (“working heart
state™). O fluxo do animal suporte paraaaorta do coracéo isolado
era interrompido e o sangue aspirado era mandado para

reservatério de cardiotomia e deste, funcionando como
reservatorio pré-carga, enviado para o atrio esquerdo canulado
do coracdo isolado. A pressdo no atrio esquerdo era mensurada.
O sangue que chegava entdo ao ventriculo esquerdo era
bombeado do coracgdo isolado pela canula adrtica para um
reservatério arterial. A pressdo de perfusdo adrtica era
mensurada, obtendo-se assim, a0 mesmo tempo, as necessarias
pré e pés-cargas para 0 coracao isolado. A pressao na aorta e
no atrio esquerdo era mensurada pelas linhas de pressdo
conectadas as canulas e a presséo no ventriculo esquerdo, por
linha de pressdo conectada ao cateter do ventriculo esquerdo.
Essas linhas de presséo eram conectadas ao monitor (PCA-4,
Sonometrics, London, Ontario, Canada). O sangue que chegava
ao reservatorio arterial retornava a um terceiro reservatorio de
cardiotomia e deste era aspirado pela bomba de roletes e
reinfundido ao animal suporte para ser oxigenado. O sangue
efluente do seio coronario, correspondente ao fluxo coronariano
era drenado do ventriculo direito para o terceiro reservatorio e
deste reinfundido ao animal suporte (Figura 3).

Durante a fase de reperfuséo “working heart state”, o coracdo
isolado era reperfundido executando trabalho. Os fluxos adrticos
e coronarianos eram mensurados com dopplerfluxdmetros
colocados respectivamente nas canulas adrtica e do ventriculo
direito conectadas a console (T206, Transonic Systems Inc.,
Ithaca, New York, EUA). Os cristais piezoelétricos do ventriculo
esquerdo eram conectados a sincronizador (TRX6, Sonometrics,
London, Ontario, Canada) para calcular o volume do ventriculo
esquerdo e para obter as curvas de volume e pressdo e 0s
indices de contratilidade relacionados a estes.

)eservatdn’o AE

ResgvatérioArterial

Fluxémetro —
Cristais

Animal Suporte T

I
Reservatorio Venoso

Fig. 3 - Esquema do sistema de perfusdo. Em modo “working heart”
0 sangue aspirado do animal suporte era direcionado para o
reservatorio AE que funcionava como pré-carga. Deste para o coragao
isolado de onde era ejetado na aorta para o reservatorio arterial. O
sangue retornava para um reservatorio venoso junto com o sangue
efluente do seio coronario, drenado por canula na artéria pulmonar.
Deste reservatorio era reinfundido no animal suporte. Variagdes de
altura dos reservatorios AE e arterial correspondiam a variagdes
respectivamente de pré e pés-carga. Sob monitorizacao pelas linhas
de presséo no AE, na aorta, e no VE, pelos cristais piezoelétricos
para obtencéo do volume ventricular e pelos fluxémetros para
mensuracéo do débito cardiaco e fluxo coronariano
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MonitorizacBes realizadas “in situ” e em coracgdo
isolado em funcionamento

No coracdo do animal doador “in situ” e depois durante
a reperfusdo do coracéo isolado em modo de trabalho foram
medidos:

e Débito cardiaco e volume do VE por meio dos cristais
piezoelétricos sincronizados, fixos ao epicardio e
conectados ao sincronizador TRX®;

Pressdo do VE (por de linha de pressao);

Pressdo do atrio esquerdo (por linha de pressdo)

correspondendo a pré-carga oferecida;

Pressdo na raiz adrtica (por linha de pressdo);

Fluxo aértico e fluxo coronariano pelos

dopplerfluxdmetros;

Registro eletrocardiogréfico;

Gasometria em sangue efluente do coracéo isolado e do

animal suporte, permitindo determinar assim o contetido

de oxigénio e o consumo de oxigénio pelo coragéo
isolado;

e Dosagem de glicemia e lactato do sangue efluente do
coracdo isolado e do animal suporte;

e Obtencdo de curvas de volume-pressdo (pela
sincronizagao sdnica dos cristais piezoelétricos realizada
pelo programa) durante periodos em que era provocada
variagdo de pré-carga;

o Elastanciamaxima (Eméx) - Relagdo entre a pressdo sistolica
e 0 volume ventricular. Indice de contratilidade miocardica
correspondente a inclinagdo da reta composta por
diferentes pontos da relacéo volume e presséo obtida no
final da sistole em diferentes condigdes de pré-carga [8];

o Relacdo de trabalho sistolico pré-recrutavel (PRSW) -
Relacao linear entre trabalho sistélico e volume
diastolico final;

e Relacdo diastolica pressdo-volume (EDPRV - “end
diastolic pressure volume relationship™), permitindo
medir a rigidez do ventriculo.

Estes Gltimos trés parametros foram obtidos a partir da
analise das curvas de volume e pressdo possibilitada pelo
programa nos registros efetuados com variagdo de pré-
carga. Todas as medidas acima foram realizadas em periodos
determinados e registradas pelo programa CardioSoft 3.1.2
da Sonometrics.

O consumo de oxigénio foi obtido pela diferenca entre a
amostra de sangue arterial do animal suporte e do sangue
coletado do seio coronério na canula do ventriculo direito,
conforme a formula:

MVO, = 0.1 X Fluxo coronariano / Peso final do
ventriculo esquerdo X ( (SO,,-SO, ) X 1,34 X Hb/100 +
0.03 X 7,5 X (pO,,-p0,)),

onde MVO, e 0 consumo de oxigénio expresso por 100 g de
18

miocardio, SO, e SO, sdo as saturagdes de oxigénio (em %)
do animal suporte e do seio coronario do coragdo isolado
respectivamente, Hb e o contetido de hemoglobina (em g/
L) e pO,, e pO,, sdo as pressdes parciais de oxigénio do
animal suporte e do seio coronario do coragdo isolado,
respectivamente [9].

Ap0s a realizagcdo das medidas aos 90 minutos de
reperfusdo, o experimento era interrompido com eutanasia
do animal suporte, com dose letal de cloreto de potassio. O
coracdo isolado era dissecado, sendo removidos a parede
do ventriculo direito, os atrios, e os grandes vasos, em
seguida o restante era pesado [10]. Amostras do ventriculo
esquerdo sobre area submetida a isquemia regional eram
enviadas para analise histologica.

Medidas comparadas entre 0s grupos com coragéo “in
situ” e coragdo isolado
e Elastancia maxima;
e “EDPVR”;
e Trabalhosistélico pré-recrutavel (PRSW).

Medidas comparadas apenas com o coraco isolado
Dosagem de lactato;

Consumo de oxigénio;

Consumo de glicose;

Peso Umido final do ventriculo esquerdo;

Numero de desfibrilagoes.

Metodologia e aquisicéo dos dados

Com a aparelhagem instalada sobre o coragdo do animal
doador ainda “in situ”, eram registrados os dados e sem do
posteriormente armazenados no programa. Os dados
hemodinamicos extraidos das curvas de volume e pressdo
eram obtidos com tracionamento de fita cardiaca aplicada na
veia cava inferior, para promover variagdo da pré-carga. Apos
a excisdo do coracdo doador e sua colocagdo no aparato de
suporte, ap6s 30 minutos de reperfusdo (20 minutos de
“reperfusdo passiva” seguidos de reperfusdo em modo
“working heart”), os dados de estabilizacdo do modelo eram
mensurados. Apds isso, a perfusdo era novamente convertida
para forma passiva e a artéria interventricular anterior era
pincada e assim mantida por 30 minutos, para induzir isquemia
regional. Durante este periodo, freqlientemente, ocorriam
arritmias ventriculares que ndo eram tratadas. A seguir, a
pinga da artéria interventricular anterior era retirada e a
perfusdo interrompida por 90 minutos. Os modelos eram
sorteados e divididos em trés grupos: Grupo 1 recebeu a
cada 30 minutos deste periodo solucéo cardioplégica de St
Thomas (ST), o grupo 2 recebeu a mesma dose de St Thomas
acrescido de trimetazidina (TMZ) e o grupo 3 correspondeu
ao grupo controle (Co), sem receber solugdo cardioplégica.

Ao fim dos 90 minutos, a perfusdo do coracdo isolado
erareiniciada, inicialmente de modo passivo por 20 minutos.
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Durante esta fase, o coragdo era desfibrilado com choques
de 5J, quantas vezes fosse necessario para manter uma
contratilidade satisfatdria e registrado o nimero total de
desfibrilagdes. Apos 20 minutos, a perfusdo do coracgéo
isolado era convertida para modo com coragdo ejetante
(“working heart”) a determinadas pré e pds-carga. O modelo
era mantido neste modo de execucdo de trabalho até o fim
do experimento. Com 30 minutos do inicio da reperfuséo,
eram realizadas as medidas com o auxilio da aparelhagem ja
citada. O registro das variagdes das curvas de volume e
pressdo era obtido enquanto se variava manualmente a
altura do reservatorio pré-carga, manobra esta analoga ao
tracionamento da veia cava inferior realizada no coracéo
“in situ”. As medidas eram realizadas novamente aos 60 e
90 minutos de reperfuséo (Figura 4).
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Fig. 4 - Visdo de tela tipica do programa utilizado. A esquerda, o
registro da monitorizagéo dos cristais e curvas obtidas. A direita,
exemplo de curva de volume-pressao tipica com variagao de pré-
carga. Da variacdo destas curvas foram obtidos os indices de
contratilidade pesquisados.

O coragéo isolado era mantido assim pelo animal suporte
ao todo por 240 minutos, assim divididos:

e 30 minutos para estabilizacéo inicial ap6s retirada do
coracdo do animal doador;

¢ 30 minutos de indugéo de isquemia regional;

e 90 minutos de isquemia global e administracdo dos
diferentes tratamentos;

e 90 minutos de reperfuséo.

Durante todo o experimento, foram colhidos exames de
gasometria arterial e dosagem de sodio, potassio e
hematdcrito do animal suporte periodicamente. O animal
suporte foi mantido anestesiado e com pressdo arterial média
em torno de 80 mmHg, para isso recebendo o retorno venoso
de seu sangue pelo circuito e reposicéo cristaldide.
Bicarbonato de sédio 8,4% foi administrado quando
necessario para manter o animal suporte livre de acidose. Em
nenhum momento foi utilizado qualquer agente cardioténico.

Analise estatistica

Os resultados estdo demonstrados em média + dois erros
padrdo da média. Para comparagdo entre grupos em
diferentes momentos foi utilizada anélise de variancia
(ANOVA) associada a teste de Bonferroni para identificacéo
de diferencas. Um valor de p < 0,05 foi considerado
significante. Os testes foram realizados utilizando o pacote
estatistico Graphpad Prism para Windows (Graphpad
Software, San Diego, Califérnia).

RESULTADOS

A pressdo arterial média dos animais suporte foi mantida
estavel com as medidas descritas e sempre acima de 80 mmHg.
Os animais suporte foram mantidos hemodinamicamente
estaveis durante todo o experimento, sem diferencas em
relacdo a pressao parcial de oxigénio e ao pH. O hematocrito
foi menor no grupo St Thomas que nos demais, mas sem
variagdo significante ao longo do decorrer do experimento
(Figura5).

750+
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= ——TMZ
:E 500 —— Control
E
& —
) —
a 250+
0
Stab 30min 60 min 90 min
8.004
—— St Thomas
7.75- ——TMZ
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&0 —
e i___:_________:,_____?__‘____e‘

7.25+
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Stab. 30min 60 min S0 min
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37.5 ——TMZ

—— Control
35.04

3255 ééi_::

30.04

Hematocrito (%)

275
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Fig. 5 - Pressdo parcial de oxigénio (acima), pH (médio) e
hematocrito (abaixo) dos animais suporte ao longo do
procedimento. Dados apresentados como média e dois erros
padrédo da média (EPM) (n=6) em cada grupo. Os dados mostram
estabilidade do modelo desde a estabilizacdo até os 90 minutos de
reperfusdo total (periodo total de 180 minutos).
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O tempo médio de isquemia, calculado do inicio da
excisao do coracdo do animal doador até o inicio de sua
reperfusdo, foi de 755 £ 102 segundos.

No periodo de reperfusdo, apds os 30 minutos de
isquemia regional seguido de 90 minutos de isquemia global,
0s grupos controle e o grupo St Thomas apresentaram
mediana de 5 desfibrilacdes. O grupo Trimetazidine
apresentou mediana de uma desfibrilacdo, porém néo foi
demonstrada diferenca estatistica significante. O peso
umido final do ventriculo esquerdo apresentou diferenca
estatistica significante (p < 0.05) entre o grupo Trimetazidine
e os demais, sendo o peso Umido final do ventriculo
esquerdo do grupo Trimetazidine menor. Ndo houve
diferenca entre os grupos St Thomas e controle.

Os indices de contratilidade obtidos a partir da variagdo
de pré-carga das curvas de volume e pressdo foram
comparados entre os grupos, incluindo os dados coletados
“in situ”. Os trés dados de contratilidade menos
dependentes de fatores externos ndo apresentaram
diferenca estatistica significante em relacdo aos valores
obtidos no momento da estabilizacdo antes que fosse
realizada a inducdo de isquemia ou tratamento especifico.
Isto foi observado nos trés grupos. A elastancia maxima
apresentou importante diminuicdo das medidas de
estabilizacdo para as medidas aos 30, 60 e 90 minutos de
reperfusdo. Ndo houve porém diferenca estatistica
significante entre os trés grupos. O trabalho sistolico pre-
recrutavel (PRSW) e 0 “EDPVR?”, relacionado com arigidez
do coragdo permaneceram estaveis e sem diferenca
estatistica significante entre os trés grupos.

O fluxo coronariano apresentou grande dispersao nos
resultados nos grupos St Thomas e controle, enquanto
apresentou-se mais regular no grupo Trimetazidine,
contudo, ndo houve diferenca estatistica significante entre
0s trés grupos.

O lactato efluente do seio coronério, coletado da canula
colocada no ventriculo direito pela artéria pulmonar
apresentou elevacao desde as medidas de estabilizacdo até
0s 30, 60 e 90 minutos de reperfusdo. Este aumento foi
progressivo e nos trés grupos, sem demonstrar diferenca
estatistica significante entre eles. Quando o nivel de lactato
obtido foi corrigido conforme o peso final do ventriculo
esquerdo de cada experimento, os resultados obtidos foram
similares, sem diferenca significante.

O consumo de oxigénio foi obtido de acordo com a
formula anteriormente descrita e ndo houve diferencga
estatistica significante entre os trés grupos. O consumo de
glicose aos 30 minutos de reperfusdo apresentou diferenca
estatistica significante entre o grupo controle e 0 grupo
Trimetazidine (p < 0,05), mas esta diferenga ndo se verificou
aos 60 e 90 minutos de reperfusdo entre os trés.

A andlise histolégica foi realizada de forma ilustrativa,
analisando-se fragmentos corados com hematoxilina-
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eosina. Os fragmentos provenientes dos cora¢fes do grupo
controle (Co) apresentaram presenga mais intensa de nichos
de células cardiacas edemaciadas e estrutura citoplasmatica
demonstrando sinais de lise celular. Os nlcleos das células
provenientes do grupo controle (Co) também mostraram
picnose de forma mais frequiente. Os fragmentos dos grupos
St Thomas (ST) e grupo trimetazidina (TMZ) apresentaram
menos edema e menos picnose celular. Ndo foram
verificadas diferencas evidentes entre 0s grupos St Thomas
(ST) e trimetazidina (TMZ).

DISCUSSAO

O coragdo do porco é anatomicamente bastante
semelhante ao humano, com exce¢do da veia hemiazigos
que drena para o seio coronario. As dimens6es do coragao
suino também sdo bastante semelhantes &s humanas em
relacdo ao peso. Sua semelhanca com o coragdo humano
em relacdo a pobreza de colaterais coronarias preexistentes,
mas a grande capacidade de formacdo de colaterais
mediante isquemia, faz do porco um animal muito adequado
para estudo do cora¢do comparado ao humano [5].

Modelos tém sido utilizados em coracéo de porco “in
situ” para mensurar diferentes parametros de contratilidade
de forma adequada e fidedigna em relacéo a anatomia e a
fisiologia humanas [11]. Estudos em coracdo isolado de
porcos vém sendo descritos com intencdo de mimetizar as
situacOes fisiologicas encontradas em humanos com um
modelo mais compativel com a anatomia humana sem perder
as vantagens relacionadas ao estudo de coragdo isolado em
si [6], tais como a possibilidade de estudar as respostas
farmacologicas e mecanicas do coragdo isoladamente sem
envolver as respostas dos diferentes sistemas do animal [4,6].

O modelo descrito permitiu a aquisi¢do de dados em um
coracdo isolado perfundido com sangue. Para esta
finalidade foi utilizada a circulacdo parabiotica. A
manutencdo do modelo por um total de 240 minutos, sendo
que destes decorreram 90 minutos de reperfusdo apos o
coracdo isolado ter permanecido sob isquemia localizada
regional por 30 minutos, seguido de isquemia global por 90
minutos, demonstra a exeqibilidade do modelo. Petrucci
Jretal. [4], em descri¢do de modelo experimental em coragdo
isolado de suinos com circulagdo parabi6tica ndo “working
heart”, obtiveram modelo estavel por tempo semelhante ao
realizado neste estudo sem utilizacdo de hemoderivados
ou agentes cardioténicos.

O hematdcrito fornecido aos trés grupos permaneceu
sempre dentro da faixa fisioldgica de Flecknell [12] e
constante, embora um pouco menor no grupo St Thomas
(ST). A pressdo parcial arterial de oxigénio (pO,,) e 0 pH
também foram mantidos estaveis e dentro dos valores
fisiologicos durante os experimentos.

O tempo de isquemia decorrente desde a retirada do
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coracdo do animal doador até o inicio de sua reperfusdo
com intuito de estabilizacdo foi compativel com a literatura
para preparacGes em mamiferos [13,14].

No inicio da reperfusdo logo apds o término do tempo de
isquemia, e apos o periodo de isquemia regional seguido de
isquemia global em que os grupos eram tratados, a reperfuséo
do coragdo isolado era realizada de forma passiva. Por simples
pincamento de tubos, 0 sangue era inicialmente enviado para
a aorta e assim mantida pressdo de perfusdo coronariana
adequada, monitorada, sempre em torno de 70 mmHg. Nesta
fase, chamada de perfusdo em modo passivo, 0 coracéo
isolado era mantido drenado com o sangue desviado para o
reservatorio conectado ao atrio esquerdo, que era mantido
em nivel abaixo do coragdo isolado.

Também o sangue correspondente ao fluxo coronariano
nesta fase era drenado pela canula colocada no ventriculo
direito para outro reservatério. Durante este periodo, o
coracdo isolado era desfibrilado quando necessario e
gradativamente obtinha uma contratilidade minima
satisfatoria. Com 20 minutos de reperfusdo desta forma,
com mudanca de pingamento do tubo da via aferente, o
sangue aspirado pela bomba de roletes do animal suporte
era mandado para 0 reservatorio pré-carga ja com sua altura
elevada, conectado ao atrio esquerdo. Neste modo, o0
coracdo isolado era perfundido com o sangue tomando seu
caminho “natural”, chegando ao ventriculo esquerdo por
reservatorio correspondendo a pré-carga. A perfusao era
mantida assim, com o corag&o isolado ejetando sangue para
o reservatorio arterial pelo resto do tempo e com essa forma
de reperfusdo os dados eram adquiridos e armazenados.

A utilizacdo dos cristais piezoelétricos (TRX6
Sonometrics) no epicardio do animal doador e depois neste
quando colocado isolado permitiu a obtencdo acurada do
volume ventricular. N&do foram encontrados relatos de
estudos em coracéo isolado estudando aditivos a solugéo
cardioplégica com a utilizagdo de aparelhagem semelhante
em que fossem comparados tais pardmetros de
contratilidade pouco dependentes.

Durante a aquisi¢do dos dados “in situ” e no coracdo
isolado, com o tracionamento de fita cardiaca aplicada em
veia cava inferior [15] e com a mudanca de altura do
reservatorio pré-carga na reperfusdo do coragéo isolado,
pode-se obter curvas de volume e pressdo que de acordo
com suas variagdes puderam permitir o calculo de
determinados indices de contratilidade.

A elastancia méxima é um indice relativamente
independente da pré e pds-carga momentaneas [8,15]. Este
é um indice demonstrado pela curva obtida pela unido de
varios pontos correspondentes ao fim da sistole, obtidos
nas seguidas curvas de volume e pressdo obtidas com
oclusdo parcial e temporaria da veia cava inferior, 0 que
no coracdo isolado foi obtido com variacdo da altura do
reservatdrio pré-carga. O trabalho sistélico pré-recrutavel

(PRSW) possivelmente seja o indice de contratilidade
menos dependente de outros pardmetros dentro de valores
fisiolégicos [4,16]. A EDPVR (“end diastolic pressure
volume relationship™) é uma regressdo exponencial entre
a pressao diastolica e o volume diastolico final, também
obtida a partir da variacdo das curvas de volume e pressdo
[17]. Estes trés indices conferem ao modelo a possibilidade
de calcular indices experimentais menos variaveis de
acordo com os pardmetros externos, como a freqtiéncia
cardiaca e a pds-carga.

Avraki et al. [18] publicaram padronizac¢éo de modelo em
coracdo isolado “working heart” de porcos perfundidos
com solugdo cristaloide e mensuraram a elastancia maxima
e a rigidez do ventriculo. Neste estudo, os resultados dos
pardmetros de contratilidade obtidos “in situ” coerentes
com os resultados obtidos no coracgdo isolado a
estabilizaco, antes dos tratamentos aplicados, ressaltam a
aplicabilidade deste modelo. Este fato foi também
compativel com aliteratura.[18,19].

O débito cardiaco pode ser mensurado de acordo com
as curvas de volume e de pressdo obtidas a partir dos
cristais piezoelétricos e da monitorizagdo da pressdo do
ventriculo esquerdo e por dopplerfluxdémetro instalado em
cénula eferente do coracéo isolado. O fluxo coronariano,
de forma semelhante, pode ser mensurado por
dopplerfluxdmetro instalado na canula eferente do
ventriculo direito. No mesmo ato da aquisi¢do dos dados
hemodin&micos, eram colhidas amostras de sangue do
animal suporte e sangue efluente do seio coronario da
canula do ventriculo direito do coragdo isolado. Assim, foi
possivel mensurar de forma adequada o lactato efluente, o
consumo de oxigénio, a diferenca de glicose afluente e
efluente ao coragdo isolado que permitiu obter o consumo
de glicose.

O pingamento da artéria interventricular anterior do
animal foi realizado com intuito de caracterizar no modelo
situacdo de isquemia aguda com o coracao prestes a receber
tratamento. Esta estratégia foi semelhante a descrita por
Horsley et al. [20].

A auséncia de melhora no comportamento hemodinamico
com o uso de qualquer método de protecdo miocardica em
relagdo ao controle, possivelmente, pode ser atribuida ao
refinamento deste modelo em incluir dados mensurados
em modo “working heart”.

O peso umido final do ventriculo esquerdo foi
significativamente menor no grupo trimetazidine em relacéo
aos outros. Quando calculado o peso corrigido pelo peso
do animal doador de onde o corag&o foi retirado, os valores
do grupo trimetazidine foram significativamente menores
em relacdo ao grupo controle, sem diferenca com o grupo
St Thomas. Petrucci Jr. [21] encontrou peso imido maior
no grupo controle que em coragdes isolados de suinos que
receberam solugdo cardioplégica cristaldide ou sanguinea.
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Provavelmente, a ndo administragdo de qualquer solugéo
de protecdo miocardica ao grupo controle tenha promovido
maior edema intersticial que se traduziu em aumento do
peso Umido final.

As diferencas encontradas na analise histoldgica
realizada, com evidéncia de menor edema e picnose celular
nos grupos que receberam solugéo cardioplégica St Thomas
associada ou ndo ao trimetazidine sugerem algum grau de
protecdo miocardica nestes grupos em relagdo ao controle.

CONCLUSAO

O modelo de coracdo isolado desenvolvido tipo
“working heart” se manteve estavel durante todo o
experimento, sem a administracdo de drogas cardiotdnicas
e possibilitou a mensuracdo de todos os dados propostos
de forma efetiva com o coracdo executando trabalho.

REFERENCIAS

1. Doring HJ, Dehnert HD. The isolated perfused warm-blooded
heart according to Langendorff. In: Koberlein K, ed. Methods
in experimental physiology and pharmacology. Freiburg,
Germany:Biomesstechnik-Verlag March GmbH;1987.

2. Doring HJ. The isolated perfused heart according to
Langendorff technique: Function - Application. Physiologia
Bohemoslovaca. 1990;39:481-504.

3. Heymans JF, Kochmann M. Une nouvelle méthode de circulation
artificielle a travers le couer isolé de mammifere. Archs Intern
Pharmacodynamie et de Thérapie. 1904;13:531-8.

4. Petrucci Junior O, Oliveira PP, Carmo MR, Vieira RW, Braile
DM. Standardization of an isolated pig heart preparation with
parabiotic circulation: methodological considerations. Braz J
Med Biol Res. 2003;36(5):649-59.

5. Swindle MM, Horneffer PJ, Gardner TJ, Gott VL, Hall TS,
Stuart RS, et al. Anatomic and anesthetic considerations in
experimental cardiopulmonary surgery in swine. Lab Anim
Sci. 1986;36(4):357-61.

6. Chinchoy E, Soule CL, Houlton AJ, Gallagher WJ, Hjelle MA,
Laske TG, et al. Isolated four-chamber working swine heart
model. Ann Thorac Surg. 2000;70(5):1607-14.

7. Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal. Principios éticos
na experimentacéo animal. In: S&o Paulo:Congresso do Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal;1991.

8. SugaH. Left ventricular time-varying pressure-volume ratio in
systole as an index of myocardial inotropism. Jpn Heart J.
1971;12(2):153-60.

22

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Budrikis A, Bolys R, Liao Q, Ingemansson R, Sjoberg T, Steen
S. Function of adult pig hearts after 2 and 12 hours of cold
cardioplegic preservation. Ann Thorac Surg. 1998;66(1):73-8.

Brooks WW, Healey NA, Sen S, Conrad CH, Bing OH. Oxygen
cost of stress development in hypertrophied and failing hearts
from the spontaneously hypertensive rat. Hypertension.
1993;21(1):56-64.

Kaczmarek I, Feindt P, Boeken U, Guerler S, Gams E. Effects
of direct mechanical ventricular assistance on regional
myocardial function in an animal model of acute heart failure.
Axrtif Organs. 2003;27(3):261-6.

Flecknell PA. In: Laboratory animal anaesthesia. A practical
introduction for research workers and technicians. Academic
Press, 1996.

Gamble WJ, Conn PA, Kumar AE, Plenge R, Monroe RG.
Myocardial oxygen consumption of blood-perfused, isolated,
supported, rat heart. Am J Physiol. 1970;219(3):604-12.

Werner JC, Whitman V, Fripp RR, Schuler HG, Morgan HE.
Carbohydrate metabolism in isolated working newborn pig
heart. Am J Physiol. 1981;241(5):E364-71.

Grossman W, Braunwald E, Mann T, McLaurin LP, Green
LH. Contractile state of the left ventricle in man as evaluated
from end systolic pressure-volume relations. Circulation.
1977;56(5):845-52.

Glower DD, Spratt JA, Snow ND, Kabas JS, Davis JW, Olsen
CO, et al. Linearity of the Frank-Starling relationship in the
intact heart: the concept of preload recruitable stroke work.
Circulation. 1985;71(5):994-1009.

Guyton RA. A synopsis of cardiac physiology. In: Edmunds
LH, ed. Cardiac surgery in the adult. 1 ed. New York:McGraw-
Hill Companies;1997. p.59-84.

Araki'Y, Usui A, Kawaguchi O, Saito S, Song MH, Akita T, et
al. Pressure-volume relationship in isolated working heart with
crystalloid perfusate in swine and imaging the valve motion.
Eur J Cardiothorac Surg. 2005;28(3):435-42.

Kanashiro RM, Nozawa E, Murad N, Gerola LR, Moisés VA,
Tucci PJ. Myocardial infarction scar plication in the rat: cardiac
mechanicas in an animal model for surgical procedures. Ann
Thorac Surg. 2002;73(5):1507-13.

Horsley WS, Whitlark JD, Hall JD, Gott JP, Pan-Chih Hyang
AH, etal. Revascularization for acute regional infarct: superior
protection with warm blood cardioplegia. Ann Thorac Surg.
1993;56(6):1228-38.

Petrucci Jr O. Estudo comparativo entre solugdo cardioplégica
cristaléide e microcardioplegia sanguinea normotérmica em
coragdes agudamente isquémicos [Tese de doutorado].
Campinas:Universidade Estadual de Campinas;2004.



