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RESUMO: Este estudo mostra alguns aspectos da fung@o endotelial relacionados, diretamente, com a
cirurgia cardiaca: 1) Ap6s isquemia miocardica global seguida de reperfuséo, o endotélio coronariano perde
a habilidade de expressar vasodilatagdo endotélio-dependente mediada por receptores, ao passo que o
relaxamento endotélio-dependente mediado pelo célcio ionéforo A23187 e a fosfolipasec C, que nédo
dependem de estimulagao de receptores, encontra-se inalterada. O relaxamento produzido pelo fluoréto de
sédio, o qual atua através de G-proteina(s), encontra-se comprometido. Estes experimentos indicam que o
comprometimento da produgdo de EDRF/NO mediada por receptores apos a lesédo de reperfusido possa ser
devido a uma disfungédo de G-proteinas que liga os receptores da célula endotelial a via da sintese de EDRF/
NO; 2) Quarenta e cinco minutos de parada cardioplégica de coragbes de cdes, pela solugdo St.Thomas ndo
comprometem a produgao de EDRF/NO em artérias epicardicas corondrias. Estudos farmacolégicosin vitro
semelhantes, testando-se os efeitos da solugao UW, suportaram o conceito de que ela nao lesa o endotélio
coronariano sendo segura para a preservagao cardiaca durante transplantes cardiacos; 3) Em segmentos de
artérias coronarias, renais, femorais, e em segmentos de artéria pulmonar, a protamina induziu vasodilatagéao
endotélio-dependente, mediada pela estimulagdo da liberagéo de EDRF/NO. Nas circulagGes coronariana e
sistémica, ao contrario do que se verificou nos experimentos envolvendo a circulagao pulmonar, este efeito
foi independente da presenga de heparina; 4) Em 83% dos ensaios biolégicos, o efluente da AMI esquerda
induziu um relaxamento maior do anel coronariano bioensaiado do que o efluente da AMI direita,por liberagdo
basal de EDRF/NO. Este inibe a adesividade e a agregagéo plaquetarias e a aterogéne, contribuindo para os
resultados superiores obtidos quando se utiliza esta artéria para a revascularizagéao do miocéardio. Quando
expostos a hipéxia, as atividades vasodilatadoras da AMI e da veia safena foram maiores. Esta acentuagao
da vasodilatagdo causada pela hipéxia foi inibida pelo tratamento com a indometacina, e, rapidamente,
revertida, quando se restabeleceu a normaéxia.

DESCRITORES: endotélio vascular, cirurgia cardiaca; éxido nitrico, fator relaxante endotelial.

INTRODUGAO

Apresentam-se neste trabalho, alguns aspectos
relacionados ao paciente submetido a cirurgia car-
diaca com circulagao extracorpérea (CEC). Neste
contexto serao apresentados estudos relativos a: a)
disfungao endotelial aguda apdés isquemia global e
reperfusao; b) possiveis efeitos sobre a fungao

endotelial da hipotermia e do uso de duas solugdes
consagradas em cirurgia cardiaca (solugao cardio-
plégica cristaldide tipo St.Thomas e solugdo da
Universidade de Winscosin, preservativa de 6rgaos
para transplantes); c) possiveis efeitos da protamina
e do complexo protamina-heparina em artérias sisté-
micas e nas circulagoes coronariana e pulmonar; e
d) estudos da fungao endotelial, utilizando-se ensai-

Trabalho realizado na Mayo Clinic and Mayo Foundation. Section of Cardiovascular Surgery, Cardiac Surgical Research. Rochester, Minnesota, U.S.A.
Apoio: CNPq - Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico do Brasil.
Apresentado ao 20" Congresso Nacional de Cirurgia Cardiaca. Macei6 - Al, 2 e 3 de Abril de 1993,

* Da Faculdade de Medicina de Riberdo Preto da Universidade de Sdo Paulo.

Senior Fellow in Research. Mayo Clinic and Mayo Foundation.

** Da Mayo Clinic and Mayo Foundation. Section of Cardiovascular Surgery, Cardiac Surgical Research.
Enderego para separatas: Paulo Roberto B. Evora, Rua Rui Barbosa, 455, Apto. 140. 14015-120, Ribeirdo Preto, SP, Brasil.

195



EVORA, P.R.B.;: PEARSON, P.J.; SCHAFF, H.V. - Alguns aspectos da fungao endotelial em cirurgia cardiaca. Rev. Bras. Cir.

Cardiovasc.,8(3): 195-214, 1993.

os bioldgicos, de artérias mamarias internas e de
veias safenas, que se constituem na grande maioria
de condutos vasculares utilizados para revascula-
rizagdo do miocardio.

MATERIAL E METODOS

Descrigao da Metodologia

Os estudos farmacolégicos da fungao endotelial
foram realizados in vitro utilizando-se o sistema de
“organ chambers” e ensaio bioldgico.

As respostas endotélio-dependentes, de um
modo geral, foram estudadas em segmentos
vasculares, utilizando-se varios antagonistas os quais
podem mimetizar a ativagao dos passos especificos
conhecidos da produgao do fator relaxante endotelial
(“Endothelium-derived relaxing factor” - EDRF). Para
estimulos externos (receptor-dependentes) utiliza-
ram-se: acetilcolina e o ADP e a protamina. O ion
fluoreto foi utilizado para estimular G-proteina, a
fosfolipase C exdgena foi utilizada para ativar a via
fosfatidilinositol e o calcio ionéforo A23187 para
mimetizar a a¢ao do inositol trifosfato (IP;), e em
Gltima instancia, medir a capacidade da célula
endotelial produzir EDRF. Para o estudo da fungao
da musculatura lisa vascular utilizaram-se o nitro-
prussiato de sédio (GMP ciclico) e o isoproterenol
(AMP ciclico).

Protocolo Para os Estudos da Fung¢ao Endotelial
Apds Isquemia Global e Reperfusao

Caes mestigos livres de verminose (25-30 kg)
de ambos os sexos foram anestesiados com
pentobarbital sédico (30/mg/kg, bolo endovenoso;
Ford Dodge Laboratories), intubados com uma
sonda traqueal com balao e ventilados com 95%
de oxigénio. Através de uma toracotomia direita
instituiu-se circulagao extracorpérea com 45 mi-
nutos de clampeamento adrtico (isquemia global)
seguida de 60 minutos de reperfusao, apés os
quais os caes foram exsanglineados para o re-
servatorio de cardiotomia. Apos este periodo,
excisou-se o coragao, ainda com batimentos es-
pontaneos, transferindo-o para uma solugao fisi-
ologica gelada e oxigenada com a seguinte com-
posigao milimolar: NaCL, 118.3; KCI, 4.7; MgSQO,,
1.2; KH,PO,, 1.22; CaCl,, 2.5; NaHCO,, 25.0 e
glicose, 11.1 (soluga@o controle). Para o controle
dos efeitos da circulagao extracorporea, realiza-
ram-se experimentos semelhantes, com excegao
do clampeamento adrtico e isquemia global. Em
um outro grupo, utilizado para controle normal, os
caes foram anestesiados, exsangilineados e os
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coragoes foram excisados e imersos em solugao
salina fisiolégica oxigenada.

As artérias coronarias esquerdas circunflexa e
descendente anterior dos coragdes reperfundidos e
controles (normal e submetidos a circulagao extra-
corpérea sem clampeamento adrtico) foram, cuida-
dosamente, dissecadas e colocadas em solugao fi-
siolégica. Tomou-se o cuidado de remover o tecido
conjuntivo perivascular o maximo possivel. Obtive-
ram-se, entdo, oito anéis vasculares (4-5 mm), re-
movendo-se o endotélio de quatro deles, ficando-
se, assim, com um conjunto de quatro pares de
anéis coronarianos com e sem endotélio. Realizou-
se a remogao do endotélio, por técnica padroniza-
da, com auxilio de delicadas pingas microvasculares
introduzidas na luz do anel coronariano e, esfregan-
do-se em toalha de papel embebida em solugao
fisiolégica.

Estudaram-se, em paralelo, anéis coronarianos
(com e sem endotélio) de artérias reperfundidas,
artérias expostas apenas a circulagao extracorpé-
rea sem clampeamento adrtico, e artérias controles.
Adicionou-se indometacina (10°°M) ao banhos das
“‘organ chambers” 45 minutos antes dos experi-
mentos, para prevenir a sintese de prostanédides.
Se um conjunto de anéis coronarianos foi utilizado
para testar mais de um agonista, observou-se um
periodo de pelo menos trinta minutos entre os pro-
tocolos experimentais para cada preparagao.

Utilizaram-se as seguintes drogas: cloridrato de
acetilcolina, difosfato de adenosina (ADP), calcio
ionoforo A23187, (+) hidrocloreto de isoproterenol,
indometacina, fosfolipase C (tipo Il: de C. perfrin-
gens), prostaglandina F,,, fluoreto de sédio (Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO), e cloridrato de
aluminio ( Aldrich Chemical Company, Milwaukee,
Wi.). Todas as drogas foram preparadas diariamen-
te com agua destilada, exceto a indometacina, que
foi dissolvida em Na,CO? (10%), e o calcio iondforo,
que foi dissolvido em dimetilsulféxido (Sigma) e
diluido em agua destilada. As concentragoes foram
apresentadas concentragao final molar (M) nas nas
“organ chambers”.

Protocolo Para o Estudo dos Efeitos de Solugdes
Especiais Sobre a Fungao Endotelial

Para estes estudos a preparagao animal e os
experimentos in vitro seguiram, de uma maneira
geral, os mesmos principios descritos para os es-
tudos da fung@o endotelial apés isquemia global e
reperfusao.

Estudaram-se, em paralelo, segmentos de ar-
térias corondrias (com e sem endotélio) de um
mesmo animal em um conjunto de oito “organ-
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chambers”. Pares destes segmentos foram usados
em um de cinco protocolos. Para o estudo do efeito
de solugao cardioplégica hipotérmica na artéria
coronaria, um par de anéis coronarianos foi exposto
a solugdo cardioplégica (Plegisol, Abbott Labora-
tories, North Chicago, lllinois, 7°C) por 45 minutos.
Esta temperatura e o intervalo de tempo de expo-
sicdo foram escolhidos para mimetizar condigbes
clinicamente relevates. Para isolar-se so6 o efeito da
solugdo cardioplégica, outro par de anéis corona-
rianos foi exposto a cardioplegia normotérmica pelos
mesmos quarenta e cinco minutos (37°C). Para
controlar-se a influéncia da hipotermia, um par adi-
cional de anéis foi exposto a hipothermia (7°C) por
45 minutos. Para estudarem-se os efeitos da
cardioplegia hipercalémica, um quarto par de
segmentos coronarianos foi exposto a solugao
cardioplégica normotérmica com concentragao ele-
vada de potassio (45 mEg/L) por 45 minutos. Final-
mente, um outro par de anéis foi, simplesmente,
exposto a solugao fisiolégica controle, durante o
mesmo tempo dos pares anteriores. Apds os peri-
odos de exposicdo acima descritos, as “organ
chambers” foram lavadas com solugao fisiolégica
contréle, e os anéis coronarianos foram suspensos
e submetidos ao processo de tensao-estiramento
até 10g antes da admnistragao da drogas em pre-
senca de indometacina para bloqueio da via da ciclo-
oxigenase.

Em um grupo adicional, animais foram anes-
tesiados e ventilados com auxilio de respirador.
Através de uma toracotomia lateral direita, as veias
cavas foram enlagadas e ocluidas. A aorta foi, entao,
pingada, procedendo-se a infusédo de cardioplegia
cristaldide hipotérmica (7°C) através de uma céanula
na raiz adrtica a um fluxo tal que mantinha a pres-
sd@o alortica proximal entre 90 e 120 mmHg. Apéds
esta infusdo, o coragao foi excisado, mantido em
solugao salina fisiolégica por 45 minutos, proceden-
do-se ao preparo das artérias corondri-as para 0
estudo em “organ chambers”. Utilizaram-se as se-
guintes drogas: acetilcolina cloridrato, adenosina
difosfato (ADP), indometacina, fluoreto de sédio,
prostaglandina F,,, nitroprussiato de sdédio e (x)
cloridrato de isoproterenol (todas da Sigma Chemical
Company, St. Louis, Missouri). Preparou-se,
diariamente, uma solugdo cardioplégica comercial
(Plegisol, Abbott Laboratories, North Chicago, llli-
nois), adicionando-se 10 ml de bicarbonato de sédio
8,4% a 1000 ml da solugao cardioplégica, obtendo-
se a seguinte composigao final (mEg/l): calcio 2.4,
magnesium 3.2, potassio 16, sédio 120, e cloro 160.
Para o preparo da solugdao cardioplégica hiperca-
lémica, adicionou-se cloréto de potassio para uma
concentracao final de 45 mEqg/L. As solugoes foram
mantidas a 7°C até o momento de seu uso.

Utilizou-se idéntico protocolo, & excegao de in-

fusao, para o estudo dos efeitos da solugao UW
sobre a fungdo endotelial de artérias caninas
epicardicas.

Protocolo Para o Estudo dos Efeito da Protamina e
Complexo Protamina/Heparina Sobre a Fungao
Endotelial Arterial

Nestes estudos, realizados em “organ
chambers”, utilizaram-se anéis vasculares de arté-
rias coronarianas caninas, anéis de ramos de ter-
ceira ordem da artéria pulmonar e, para o estudo
da circulagao sistémica, escolheram-se as artérias
renal e femoral. Utilizaram-se as seguintes drogas:
cloridrato de acetilcolina, indometacina, prosta-
glandina F,, (Sigma Chemical company, St. Louis,
Missouri), L-arginina, D-arginina, e Né-monomethyl-
L-arginina (L-NMMA) (Calbiochem, San Diego,
California), heparina sodica injetavel 2(bovina,
1000U/ml, Upjohn Company, Kalamazoo, Michigan),
sulfato de protamina injetavel (10 mg/ml), e sulfato
de protamina em po6 (100 U/mg, lot#05925, Elkins-
Sinn Inc, Cherry Hill, New Jersey). Adicionou-se o
sulfato de protamina nas “organs chambers” em um
modo cumulativo de 11 doses de tal forma que a
variagao estudada foi de 40 a 400 pg/ml.

Ensaio Bioldgico de Artérias Mamdrias Esquerda e
Direita e de Veias Safenas

Realizaram-se ensaios bioldgicos comparativos
de segmentos de artérias mamarias caninas direita
e esquerda (aproximadamente 5 cm). Realizaram-
se, também, comparagoes entre artéria mamaria e
via safena caninas. A atividade biolégica do EDRF
foi bioensaiada, utilizando-se um anel de artéria
coronaria circunflexa com seu endotélio mecanica-
mente removido. As artérias mamarias internas foram
perfundidas com um fluxo constante de 5 ml/min
com solugao salina fisioldgica a 37°C. As atividades
tensionais desenvolvidas pelo anel de ensaio biolo-
gico foram registradas para a quantificagao dos
efeitos produzidos pela liberagao de fatores
vasoativos do endotélio dos segmentos de artérias
mamarias internas perfundidas a um fluxo constan-
te. O anéis coronarianos sem endotélio (“bioassay
rings”) foram, inicialmente, superfundidos por cerca
de 60 minutos, durante os quais obtiveram-se seus
pontos 6timos de tensao-estiramento (10g). Apds
este periodo, aguardados 30 minutos, contrairam-
se os “bioassay rings” pela superfusao de pros-
taglandina F,,. A auséncia de endotélio nestes anéis
foram confirmadas pela inje¢ao de acetilcolina na
linha direta do sistema de superfusao. Apés todos
estes cuidados técnicos, os “bioassay rings” foram
testados pelos efeitos obtidos pela superfusao atra-
vés dos segmentos das artérias mamarias
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(superfusao endotelial). Em alguns experimentos
removeram-se o endotélio de ambas artérias ma-
marias utilizando-se um pequeno probe de ago ino-
xidavel. Sempre que se utilizou este expediente,
testou-se a auséncia de endotélio pela inje¢ao de
acetilcolina (10-7 M). Apés os estudos os segmen-
tos de artérias mamarias e veias safenas foram
preservados em formalina, abertos longitudinalmen-
te, fixados em cartdes e fotografados. As superfi-
cies destes vasos foram, entdo, medidas com au-
xilio de planimetria assistida por computador.

Utilizaram-se as seguintes drogas: cloridrato de
acetilcolina, indometacina, prostaglandina F,, (Sigma
Chemical Company, St. Louis, Missouri); NG-nitro-
L-arginina e N-monometil-L-arginina (Calbiochem,
San Diego, California). Considerou-se, para este
estudo comparativo, apenas a liberagao basal do
EDRF/NO e o seu blogueio por inibidores da NO-
sintetase, além do efeito da remogdao do endotélio
dos segmentos de artérias mamarias. Neste estu-
dos comparativos testou-se, também, o efeito da
hipéxia.

Os procedimentos para experimentagao animal
foram revisados e aprovados pelo Intitutional Ani-
mal Care and Use Committee da Mayo Foundation.

Andlise dos Dados

Os resultados serao apresentados como médi-
as + érro-padrdo. Em todos os experimentos, n
significa o niumero de animais dos quais os aneis
vasculares foram obtidos. Em anéis contraidos com
prostaglandin F,,, as respostas foram expressas
como percentagem das alteragoes a partir da contra-
¢do maxima estavel. Estes valores foram utilizados
para a construgao de curvas dose-resposta. Para a
analise estatistica foram utilizados a analise de
varianga (ANOVA) e o teste T de Student para
observagdes pareadas e nao pareadas. Os valores
foram considerados significantes quando o valor de
P foi menor do que 0.05.

RESULTADOS

Fungao Endotelial Apos Isquemia Global e Reperfusao

A acetilcolina (ACH) (10-9 a 10-4 M) e o difosfato
de adenosina (ADP) (10-9 a 10-4 M) causaram rela-
xamento endotélio-dependente em artérias corona-
rias controles e reperfundidas. Entretanto, o relaxa-
mento em artérias reperfundidas, mostrou-se com-
prometido com desvio para a direita da curva dose-
resposta (Grafico 1).

O fluoreto de sédio (NaF) (0.5 a 11.5 nM) in-
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GRAFICO 1
RELAXAMENTOS RECEPOR-DEPENDENTES
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Curvas dose -respostas a acelilcolina (ACH) (superior) e disfosfato de
adenosina (ADP) (inferior) em segmentos arteriais controles e reperfundidos
com e sem endotélio (N=8). Os anéis foram primeiro contraidos com
prostaglandina F, , e depois expostos a concentragdes crescentes de
AC e ADP. Apresentam-se os resultados sob a forma de média + erro-
padrédo.

duziu relaxamento concentragao-dependente em
artérias corondrias caninas contraidas com prosta-
glandina F,, (Grafico 2). Entretanto, a exposigao ao
NaF aumentou a tensdo em artérias coronéarias sem
endotélio. Cloreto de aluminio (10puM, adicionado ao
banho das “organ chambers” 5 minutos antes da
adicao do NaF") ndo alterou significantemente o
relaxamento ao NaF (n=4, dado nao apresentado).
Em artérias coronarianas de coragdes expostos a
circulagao extracorporea sem clampeamento aortico
ou isquemia miocardica global, o NaF induziu relaxa-
mentos em anéis com endotélio e nenhuma altera-
cao na tensao de anéis sem endotélio. Esta respos-
ta foi comparavel em artérias contréles nao mani-
puladas (Grafico 2). Em contraste, segmentos de
artérias coronarianas de coragdes expostos a
isquemia global e reperfusao durante o clampea-
mento adrtico, o relaxamento endotélio-dependente
causado pelo NaF em artérias com endotélio foi,
significantemente, menor do que o relaxamento
apresentado por artérias de coragdes controles e
coragbes expostos a circulagdo extracorpérea sem
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Curvas dose-respostas ao fluoreto de sodio (NaF) (N=12, superior)
em segmentos arteriais coronarianos controles (circulagéo extracorpérea
sem clampeamento adrtico) e reperfundidos (isquemia global induzida
pelo clapeamento adrtico), com e sem endotélio. Os anéis vasculares
foram primeiro contraidos com prostaglandina F,, e entao expostos a
concentragOes crescentes de NaF. Apresentam-se os resultados sob
a forma de média = erro-padrdo. Tragados originais de tensdes
isométricas de relaxamentos endotélio-dependentes produzidos pelo
floureto de s6dio (NaF) em segmentos arteriais coronarianos controle
(tragado superior) e reperfundidos (tragado inferior). Os segmentos
arteriais foram primeiro contraidos com prostaglandina F2a e entdo
expostos a concentragdes crescentes de NaF (inferior).

clampeamento adrtico (Grafico 2). Nao houve ne-
nhuma diferenga significante, na resposta ao NaF,
entre artérias controles e reperfundidas sem
endotélio.

O calcio ion6foro A23187 (109 a 10® M) e a
fosfolipase C (0.01 a 0.7 U/ml) induziram relaxa-
mentos concentragdes-dependentes em artérias
controles e reperfundidas com endotélio (Grafico 3).
Estes dois agonistas nao causaram nenhuma alte-
racdo na tensao em coronarias sem endotélio. Nao
houve nenhuma diferenga nas respostas entre seg-
mentos vasculares controles e reperfundidos.

O isoproterenol (AMP-ciclico mediado) (10° a
104 M) e o nitroprussiato de sédio (GMP-ciclico
mediado) (10® a 104 M) induziu relaxamentos
concentragao-dependentes comparaveis em artéri-

as controles e reperfundidas com e sem endotélio.
Nao houve nenhuma diferenga significante, em
relaxamentos produzidos, dentro de cada grupo (com
e sem endotélio) ou entre cada grupo (controle e
reperfundido) (resultados nao mostrados sob a for-
ma de figuras). A prostaglandina F,, (receptor-de-
pendente) (108 M) induziu contragdes comparaveis
em anéis coronarianos com e sem endotélio (5.52
+ 0.57 e 4.82 +0.35 gramas, respectivamente,
n=6) e em artérias reperfundidas com e sem
endotélio (6.19 + 0.91 e 5.40 + 1,12 gramas, res-
pectivamente, n=7). Nao houve nenhuma diferenca
significante, nas contragdes induzidas pela prosta-
glandina F,,, dentro de cada grupo (com e sem
endotélio) ou entre os grupos controles e reper-
fundidos. O mesmo ocorreu com as contragoes
induzidas pela endotelina-1 (receptor-dependente)
e pelo cloréto de potassio (voltagem-dependente)
(resultados nao mostrados sob a forma de figuras).

GRAFICO 3
RELAXAMENTOS RECEPOR-DEPENDENTES
120

S8= )

(%)CONTRAGAO PGF 2alpha
5

1004

] T T T T - -

9 -8 7 8
CALCIO IONOFORQ A23187 (-logM)

1207
L
s
= '001
o™
g >
2.7
g
-
&
(5]
#

[} T - T + - J
.01 0.02 0.07 [ -] [
FOSFOLIPASE C (unidades/ml)
=@= CTLEs =(l= CTLE- == REPE+ = = REPE-

Curvas dose-respostas ao calcio ionoforo A23187 (N=6, superior) e a
ftosfolipase C (tipo |l de espécies vibrio) (N=6, inferior) em segmentos
arteriais coronarianos controles (circulagdo extracorpdrea sem
clampeamento adrtico) e reperfundidos (isquemia global induzida pelo
clampeamento adrtico), com e sem endotélio. Os anéis vasculares
foram primeiro contraidos com prostaglandina F,, e entdo expostos a
concentragbes crescentes das drogas. Apresentam-se os resultados
sob forma de média = erro-padrao.

199



EVORA, P.R.B.; PEARSON, P.J.; SCHAFF, H.V. - Alguns aspectos da fungao endotelial em cirurgia cardiaca. Rev. Bras. Cir.

Cardiovasc.,8(3): 195-214, 1993.

Fungao Endotelial, Solugoes e Hipotermia.

Solugao cardioplégica cristaloide (St.Thomas)

A acetilcolina (ACH) (10° a 10* M) induziu
relaxamentos concentragao-dependentes em todos
os segmentos de artérias coronarianas com endoté-
lio (n=6 para cada grupo). A ACH nao produziu
nenhuma alteragao significante nas tensoes de anéis
coronarianos sem endotélio (Grafico 4). Parada
cardioplégica, exposi¢ao a cardioplegia hipotérmica
ou a cardioplegia normotérmica nao alterou o relaxa-
mento maximo ou a sensibilidade do relaxamento
induzido pela acetilcolina em segmentos coronaria-
nos com endotélio. Em adigao, a exposigao a so-
lugao cardioplégica com alta concentracdo de po-
tassio (45 mEg/L) nao alterou subsequentes relaxa-
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Curvas dose-respostas normais a acelilcolina (ACH) (N=6, superior)
e ao difosfato de adenosina (ADP) (N=6, inferior) em segmentos
arteriais coronarianos com e sem endotélio expostos a solugdo cardioplégica
(ST. Thomas) a 7°C durante 45 minutos. Apresentam-se os resultados
sob a forma de média + erro-padrao.
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mentos endotélio-dependentes a acetilcolina em
artérias epicardicas coronarianas (n=4, dado nao
apresentados).

O difosfato de adenosina (ADP) (10° a 104 M)
induziu relaxamentos concentragao-dependentes em
todas as artérias controle e experimental com
endotélio (Grafico 4) (n=6 para cada grupo). O ADP
causou discreto relaxamento na tensao de anéis
coronarianos sem endotélio. A parada cardioplégica,
exposicao a cardioplegias normotérmica e
hipotérmica e a hipotermia nao alteraram o relaxa-
mento maximo ou a sensibilidade dos relaxamentos
endotélio-dependentes ou independentes. Em adi-
¢cdo, a exposicao a cardioplegia hiperpotassémica
(45 mEg/L) nao alterou os subseqgiientes relaxa-
mentos causados pela ADP em artérias coronarias
epicardicas (n=3, dados nédo apresentados).

O fluoréto de sédio (NaF) (0.5 a 9.5 nM) induziu
relaxamentos concentragao-dependentes em anéis
de artérias coronarianas epicardicas preparadas de
coragoes controles e coragdes expostos a 45 minu-
tos de parada cardioplégica. O ion fluoreto nao
induziu nenhuma diminuigao significante na tensao
de segmentos coronarianos sem endotélio.

O isoproterenol (AMP-ciclico mediado) (10° a
104 M) e o nitroprussiato de sédio (GMP-ciclico-
mediado) (10° a 10* M) induziram relaxamentos
concentragao-dependentes em anéis coronarianos
com e sem endotélio (n=6 para cada grupo). A
cardioplegia, cardioplegia hipotérmica e a hipotermia
nao alteraram a reatividade da musculatura lisa
vascular ao isoproterenol (Grafico 5).

O ion potassio (voltagem-dependente) (5 a 50
mM) induziu comparaveis contragdes concentragao-
dependentes em anéis coronarianos com e sem en-
dotélio nos grupos controle e experimental (n=6 para
cada grupo). A cardioplegia hipotérmica, a hipotermia
e a cardioplegia normotérmica nao causaram ne-
nhuma alteragao significante na resposta maxima
ou sensibilidade aos ions potassio. A prostaglandina
F,, (receptor-dependente) (10 a 10°> M) também
induziu contragdes concentragao-dependentes com-
paraveis em artérias coronarianas epeicardicas com
e sem endotélio (n=6 para cada grupo). A cardio-
plegia hipotérmica, a hipotermia e a cardioplegia
normotérmica nao causaram qualquer alteragao
significante na resposta maxima a prostaglandina
F2¢ ou alteragdo da reatividade vascular a este
composto).

Solugao da Universidade de Winscosin (solugao UW)

A acetilcolina (ACH) (102 a 104 M) e o difosfato
de adenosiana (ADP) (10° a 104 M) induziram
relaxamentos concentragdo-dependentes em seg-
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Curvas dose-respostas normais ao isoproterenol (1ISO) (N=6, superi-
or) e ao nitroprussiato de sddio (NPS) (N=8, inferior) em segmentos
arteriais coronaianos com e sem endotélio expostos a solugao cardioplégica
(ST. Thomas), respectivamente a 7°C e 37°C, durante 45 minutos.
Apresentam-se os resultados sob a forma de média + erro-padrao.

mentos arteriais coronarianos, contrbles e experi-
mentais, com endotélio (n=6 para cada grupo). Nao
produziram nenhuma alteracao significante na ten-
sdo de anéis coronarianos sem endotélio. Exposi-
¢ao a solugao UW hipotérmica, hipotermia ou solu-
¢ao UW normotérmica ndo conprometeu o relaxa-
mento maximo ou a sensibilidade dos relaxamentos
produzidos pela ACH e pelo ADP em segmentos
arteriais com endotélio (Grafico 6).

O isoproterenol (AMP-ciclico mediado) (109 a
10* M) e o nitroprussiato de sédio (GMP-ciclico
mediado) (102 a 104 M) induziram relaxamentos
concentragao-dependentes em segmentos corona-
rianos, controles e experimentais, sem endotélio (n=6
para cada grupo). A solugao UW, hipotermia e
solugao UW normotérmica nao alteraram o relaxa-
mento maximo ou a sensibilidade da musculatura
lisa vascular ao isoproterenol (Grafico 7).

O cacio ionéforo (A23187) (102 a 10® M indu-
ziu relaxamentos concentragao-dependentes em
todas a artérias controle e experimental com
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Curvas dose-respostas normais a acetilcolina (ACH) (N=6, superior)
e ao difostato de adenosina (ADP) (N=6, inferior) em segmentos
arteriais coronarianos com e sem endotélio expostos a solugdo da
Universidade de Winsconsin (Solugdo UW), respectivamentea 7°C e
37°C, durante 45 minutos. Apresentam-se os resultados sob a forma
de média + erro-padréo.

endotélio (n=6 para cada grupo). O relaxamento em
artérias sem endotélio foi desprezivel (Grafico 7).

O ion potassio (voltagem-dependente) (5 a 50
mM) e a prostaglandina F,, (receptor-dependente)
(10° a 105 M) induziram contracao-dependente de
anéis coronarianos, controles e experimentais, com
e sem endotélio (n=6 para cada grupo). Solugao
UW hipotérmica, hipotermia e solugao UW normotér-
mica nao causaram nenhuma alteragao significante
na resposta maxima ou sensibilidade ao ion potas-
sio (dados nao mostrados sob a forma de figuras).

Fungao Endotelial Arterial, Protamina e Protamina/
Heparina.

Circulagoes coronariana e sistémica

Como representantes da circulagao sistémica
escolheram-se as artérias caninas renal e femoral.
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Curvas dose-respostas normais ao calcio iondforo (A23187) (N=6,
superior) e ao isoproterenol (1S0) (N=6, inferior) em segmentos
arteriais coronarianos expostos com e sem endotélio a solugao da
Universidade de Winsconsin (Selugao UW), respectivamente a 37°C
e 7°C, durante 45 minutos. Apresentam-se os resultados sob a forma
de média + erro-padréo.

Nas artérias renais, contraidas com prostaglandina
F,. @ adicao progressiva de sulfato protamina (con-
centracdes finais nas “organ chambers” de 40, 120,
200, 300 e 400pg/ml) produziu relaxamento susten-
tado em segmentos com endotélio (para protamina
400 pg/ml, p<00.5) (Grafico 8). Entretanto, este mes-
mo procedimento nao causou nenhuma alteragao
significante em segmentos de artérias renais sem
endotelio. A adicao de doses crescentes de sulfato
de protamina (40 a 400 pg/ml), nos banhos das
“organ chambers” produziu progressivo relaxamen-
to concentragao-dependente em segmentos de vasos
caninos renais, femorais e coronarianos com
endotélio alcangando valores de 15.85 + 9.11, 5.90
+ 10.01 e 5.91 = 11.04% da contragéo inicial pro-
duzida pela prostaglandina F,,. (respectivamente
(média + érro padrao, p<0.05, comparada com o
padrao das curvas concentragao-resposta para
segmentos arteriais sem endotélio).
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Efeito da protamina na tensao isométrica de artérias renais caninas
(tragado original). Supenderam-se segmentos de artérias renais, com
e sem endotélio, em “organ chambers” para a medida de forga
isométrica, contraindo-os com prostaglandina F,,. Apds a estabiliza-
Ao da contragdo expuseram-se 0S vasos a concentragdes crescen-
tes de sulfato de protamina. Quando utilizou a N8-monometil-L-arginina
(L-NMMA) ela foi adicionada ao banho orgénico dez minutos antes do
experimento. (E+) = com endotélio; (E-) = sem endotélio.

Concentragdes crescentes de sulfato de
protamina (40, 120, 200, 300 e 400 pg/ml) nao
causou nenhuma alteragao significante nas tensdes
de segmentos arteriais e renais contraidos com
prostaglandina F,, alcangando valores de 92.38 =
4.13 e 90.37 + 7.64% da contragao inicial. Entretan-
to, o sulfato de protamina induziu uma discreta, mas
significante, diminuinuicao na tensao de artérias
coronarianas sem endotélio alcangando 67.85 =
14.02% da contragao inicial causada pela
prostaglandina F2* (p<0.05).

A adicao de N-monometil-L-arginina (L-NMMA)
(1075 M), o inibidor competitivo da produgéo de 6xido
nitrico a partir da L-arginina, dez minutos antes da
contragao com a prostaglandina F,,, nao induziu
nenhuma alteragao consistente na tensao arterial
de segmentos com ou sem endotélio. Entretanto, o
pré-tratamento dos anéis vasculares com o L-NMMA
bloqueou, completamente, o relaxamento endotélio-
dependente, causado pela protamina, em segmen-
tos de artérias renais (Grafico B) femorais e
coronarianas. O efeito inibitorio do L-NMMA pode
ser revertido pela adi¢do de L-arginina (104 M) mas
nao pela D-arginina.

A heparina (8 U/ml como concentragao final no
banho organico) nao causou nenhuma alteragao
significante na tensao de segmentos arteriais con-
traidos com e sem endotélio. Entretanto, concentra-
¢oes crescentes de heparina (até 60 U/ml), causou
uma diminuicao significante na tensao de anéis
contraidos de artérias femorais com e sem endotélio
(p<0,05). Relaxamentos comparaveis concentragao-
dependentes foi encontrado em segmentos de ar-
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téria femoral com e sem endotélio a uma concen-
tragdo de heparina de 60 U/ml alcangando valores
de 38.7 + 8.6 e 33.9 + 4.9% da contragao inicial
produzida pela prostaglandina F,, (média = erro
padrao, n=6).

Nas “organ-chambers” contendo heparina (8 U/
ml), a adigdo de sulfato de protamina (40 a 400 pg/
ml) tornou turvo o liquido do banho, inicialmente
claro, pela provavel formagao do complexo
protamina-heparina. Entretanto, mesmo na presen-
¢a de heparina, a adicao de protamina causou re-
laxamento concentragao-dependente em segmen-
tos de artéria femoral com endotélio sem nenhuma
alteragao nos segmentos sem endotélio. Esta res-
posta foi comparavel ao efeito da protamina em
anéis de artéria femoral na auséncia de heparina.

A L-arginina (10 a 10* M) nao causou nenhu-
ma alteragao significante em segmentos de artéria
femoral com e sem endotélio (alteragao maxima =
109.7 + 6.9 e 93.4 = 2.1%, respectivamente, da
contragéo inicial induzida pela prostaglandin F, )
(média + érro-padrao, n=6). Nao se observou ne-
nhum efeito endotélio-dependente mesmo com a L-
arginina mantida em contato com o tecido por um
tempo superior a 40 minutos.

A D-arginina (10° a 10"* M) induziu uma peque-
na diminuigdo na tensao de segmentos arteriais
femorais com endotélio (alteragao maxima de 113.5
+ 4.6% da contragao inicial causada pela
prostaglandina F, ) e um discreto relaxamento nos
segmentos sem endotélio (resposta maxima de 98.6
+ 3.7% da contrag@o inicial) (média + erro padrao,
n=6).

Circulagao pulmonar

Em segmentos de artérias pulmonares com
endotélio os quais foram contraidos com fenilefrina
(108 M), a adigdo de sulfato de protamina induziu
vasodilatagdao a qual foi, quase completamente
neutralizada pelos efeitos vasoconstritores da
fenilefrina na musculatura lisa vascular (anéis arte-
riais sem endotélio) (Grafico 9). O sulfato de
protamina (40 a 400 pg/ml) produziu relaxamento
concentragdo-dependente em segmentos de artéria
pulmonar canina com endotélio ( 74.00 = 7.00% da
concentragao inicial induzida pela fenilefrina, média
+ érro padrao), o qual foi, significantemente maior
do que o efeito causado em anéis arteriais sem
endotélio (p<0.05, n=7). O sulfato de protamina
causou um modesto mas significante relaxamento
em segmetos sem endotélio (30.00 + 6.00% da
contragao inicial induzida pela fenilefrina, p<0.05).

O preé-tratamento dos segmentos arteriais com
NG-monometil-L-arginina (L-NMMA, 105 M), o
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Tragado da tensdo isométrica do efeito do sulfato de protamina em
artérias pulmonares caninas (tragado original). Suspenderam-se, em
"organ chambers”, segmentos de terceira ordem da artéria pulmonar,
com e sem endotélio, para medida da forga isometrica. Utilizou-se a
fenilefrina (108 M) para as contragdes dos anéis arteriais 0s quais
foram expostos, apds estabilizagdo, a concentragdes crescentes de
sulfato de protamina. Em segmentos de artéria pulmonar com endotélio,
a protamina induziu relaxamento concentragao-dependente, o qual
reverteu por completo a contragao causada pela fenilefrina na muscu-
latura lisa vascular (tragado superior). A heparina (80 U/ml) inibiu o
relaxamento endotélio-dependente causado pela protamona (40 a 400
ug/ml), concentragdo final no banho organico) (tragado inferior). En-
tretanto, com a adi¢ao de doses crescentes de protamina, foi possivel
reverter o efeito inibitério de heparina (tragado inferior) (E+) = com
endotélio; (E-) = sem endotélio.

inibidor competitivo da sintese do 6xido nitrico a
partir da L-arginina, nao alterou a tensao dos seg-
mentos arteriais, mas o L-NMMA atenuou o relaxa-
mento causado pelo sulfato de protamina em anéis
sem endotélio. O L-NMMA nao modificou a resposta
em segmentos arteriais pulmonares sem endotélio.
Além disso, na presenga do L-NMMA, os segmen-
tos vasculares pulmonares com e sem endotélio
apresentaram respostas semelhantes ao sulfato de
protamina. O efeito inibitério do L-NMMA na dilata-
¢ao endotélio-dependente causada pela protamina
pbde ser revertido pela adigao de L-arginina (10
M) mas nédo pela adigdo de D-arginina (104 M).

A heparina (8 U/ml; concentragao final no ba-
nho das “organ-chambers”), nao causou nenhuma
alteragao significante na tensao de segmentos ar-
teriais com ou sem endotélio (n=6, dados nao apre-
sentados). Nas “organ-chambers” contendo heparina
(8 U/ml), a adigao de sulfato de protamina (40 a 400
Hg/ml) causou crescente coloragao turva do banho,
inicialmente claro, sugerindo a formagao de comple-
xos protamina-heparina. A heparina na concentragao
de 8 U/ml inibiu, completamente, a resposta
vasodilatadora endotélio-dependente a protamina (40
a 400 pg/ml.Entretanto, dosagens adicionais de
protamina induziram relaxamento nos segmentos
de artérias pulmonares com endotélio (Grafico 9).
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Ensaio biolégico de artérias mamarias direita e
esquerda

Apos a contragdo do segmento de arteria
coronaria sem endotélio (“biocassay ring”), pela
adigao de prostaglandina F,, (2 x 108 M) ao
perfusato, mudando-se o gotejamento do perfusato
da linha metalica (superfusao direta) para o goteja-
mento do perfusato através através dos segmen-
tos das artérias mamadrias doreita e esquerda
(superfusao endotelial), obteve-se um relaxamento
estavel do “bioassay ring” indicando uma libera-
¢ao basal de EDRF (Grafico 10). Este relaxa-
mento, induzido pela superfusao através das
artérias mamarias pode ser prevenido pela remo-
¢ao mecanica dos seus endotélios, pela adigao
de NG-monometil-L-arginina (10" M) ou NS-nitro-
L-arginina (10°* M) ao perfusato. A adigcao de
indometacina (105 M) ndo afetou a atividade
vasodilatadora dos efluentes de ambas artérias
mamarias (Grafico 10).

Em 20 de 24 experimentos (83%) a artéria
mamaria esquerda apresentou maior liberagao de
EDRF do que a correspondente artéria direita
(Grafico 11). Acresga-se que a vasodilatagao
meédia causada pela artéria mamaria esquerda foi
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de 28.9 + 2.3% contra 17.4 =+ 3.1% para a ma-
maria direita (p<0.05) (Grafico 11). O maior re-
laxamento induzido pela artéria mamaria esquer-
da foi independente da ordem de superfusao, ou
seja, nao dependeu de qual artéria foi ensaiada
em primeiro lugar. Além disso, nao houve nenhu-
ma diferenca, estatisticamente significante, nos
niveis de pré-contragdoes dos “bioassays rings”
anterior as superfusdoes de ambas as artérias.
Acresca-se, ainda que as médias das areas super-
ficiais, medidas por planimetria assistida por
computador realizada em 19 consecutivos estu-
dos foram, respectivamente, 251.1 + 8.9 e 251.6
+ 9.0 mm, para as artérias direita e esquerda
(média + erro-padrao, P=NS).
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Ensaio biolégico do EDRF/NO liberado pela artéria mamaria esquerda
(AMI) de cao (lragado original). Perfundiram-se os segmentos arteri-
ais com 5ml min“' de solugdo fisiolégica controle. Quando se expds o
anel coronariano sem endotélio (*bioassy ring") a prostaglandina F,,
(2 x 106 M) atrvés da linha prostética direta, ele apresentou contragao
(registro superior). Entretanto, este mesmo anel sob a a¢do do perfusato
da AMI com endotélio, apresentou relaxamento vascular indicando
uma liberagao basal de EDRF/NO. Retornando-se a linha direta o
"biossay ring") voltou a contrair, indicando uma remogéo da agao
vasodilatadora do EDF/NO. A remogdo mecanica do endotélio do
segmento de AMI aoliu a agdo vasodilatadora do seu perfusato
(registro superior). O tratamento com indometacina ndo alterou a
atividade vasodilatadora do efluente do vaso perfundido (registro
inferior). Por outro lado, o tratamento da AMI com NS-nitro-L-arginina
(L-NOARG) or N-monometil-L-arginina (L-NMMA) aboliu, completa-
mente, a atividade vasodilatadora do perfusato da AMI com endotélio,
porém nao afetou a habilidade do "biossay ring" relaxar sob a agao do
nitroprussiato de sddio (segundo registro). Efeito da hipoxia na libera-
¢ao basal de vasodilatador(es) pela artéria mamaria interna (AMI)
canina (tragado original). Quando se expds o anel coronariano (*bioassy
ring") & prostaglandina F,,, (2 x 10-°M) através da linha metalica (linha
direta), observou-se contragdo. A exposigdo ao efluente da AMI com
endotélio provocou um relaxamento indicando a liberagdo basal de
EDRF/NO. Sob efeito de hipoxia (95% N2/ 5% CO,), observou-se um
aumento da atividade vasodilatatora do efluente (terceiro registro).
Reverteu-se, rapidamente, o aumento da atividade vasodiladora cau-
sado pela hipdéxia quando se restaurou a condigdo de norméxia. O
tratamento com indometacina aboliu, completamente, a acentuagéo
da vasodilatagao causada pelo efluente da AMI sob as condigdes de
hipoxia (registro inferior)
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Ensaio biolégico de artérias mamadrias e veias
safenas

A adigcdo de prostaglandina F, (2 x 10® M ao
perfusato induziu uma contragao estavel no “bioas-
say ring” coronariano. Apds esta contragao, alterna-
ndo-se o gotejamento da linha direta para as linhas
da artéria mamaria ou veia safena (superfusao
endotelial), obteve-se relaxamento estavel do “bioas-
say ring” (29.02 + 2,7% e 30,67 + 2.36% da contra-
¢ao inicial, média + érro-padrao, n=10). Nao houve
nenhuma diferenga estatisticamente significante na
magnitude das vasodilatagoes causadas pelo efluentes
das artérias mamarias e das veias safenas.
Retornando-se a superfusao para a linha metalica
direta, o relaxamento observado pelas superfusdes
vasculares foram, rapidamente, revertidas com os
“bioassays rings” retornando aos seus niveis de pré-
contragcdao. Os relaxamentos causados pelas
superfusdes de ambos os vasos puderam ser preve-
nidas pela remogao mecanica de seu endotélios (0.0
+ 0.0% para as artérias mamarias e 0.87 = 0,50%
para as veias safenas), demonstrando uma liberagé@o
luminal de EDRF pela intima dos vasos ensaiados.

A atividade vasodilatadora dos efluentes das
artérias mamarias nao foi afetada pela presenca de
indometacina (10°® M) (bloqueador da ciclo-
oxigenase) no fluido de perfusado. Esta relaxamento
foi de 29.18 + 3.94% da contragao inicial causada
pela prostaglandina F,, (média + érro-padrao), re-
laxamento este nao diferente dos ensaios contrbles
sem a presenga de indometacina ( n=10, NS p<0.05),
indicando que prostandides endoteliais nao estao
envolvidos na produgao dos relaxamentos produzi-
dos nos “bioassays rings”". Em contraste, a
indometacina diminuiu, significantemente, a produ-
¢ao de vasodilatador pela veia safena perfundida,
causando um relaxamento de 18.12 = 3.6% da
contragao inicial produzida pela prostaglandina F2®
(média + érro-padrao, n=10, p<0.05).

A atividade vasodilatadora do efluente de ambas
as artériasa mamarias e da veia safena pode ser
inibida pela adigao de NG-monometil-L-arginina (L-
NMMA) (10°* M) ou de NG-nitro-L-arginina (L-
NOARG) (104 M) no liquido de perfusédo. Entretan-
to, L-NMMA e L-NOARG nao alteraram a habilidade
do “bioassay ring” coronariano relaxar sob a agao
do nitroprussiato de sédio (107 M).

A atividade vasodilatadora do efluente das ar-
térias mamarias e veia safena aumentou quando os
vasos foram expostos a hipéxia (95% N / 5% CO,,
pO,= 50mmg, pH=7.4) com valores respectivos de
50.66 + 7.68% e 68.23 + 7.43% da contragao inicial
produzida pela prostaglandina F,, (média + erro-
padrao, n=10, p<0.05), quando comparada com os
relaxamentos controles. O aumento da atividade
vasodilatadora pela hipdxia foi, imediatamente, re-

vertido com o retérno a situagao de normoxia. O
aumento da atividade vasodilatadora pela hipéxia,
em ambas artérias mamarias e veia safena, pode
ser inibida pela adigao de indometacina ao perfusato
(Fig. 10). Entretanto, a produgdao de vasodilatagao
aumentada pela hipéxia nao foi afetada pela pres-
enca de L-NMMA e NO-ARG (104 M) (n=3, dados
nao apresentados).

Quando foram medidas as superficies das are-
as por planimetria assistida por computador, os
valores para as artérias mamarias e veia safena
foram, respectivamente, 3.27 + 0.20 e 3.30 + 0.13
cm, (média = érro-padrao, P=NS).

COMENTARIOS

Fungao Endotelial Apds Isquemia Global e Reperfusao

Neste trabalho estudou-se um possivel meca-
nismo de comprometimento seletivo da liberagao
receptor-mediada do EDRF apds isquemia global e
reperfusdo. Escolheu-se um modelo de isquemia
global nao modificada por intervengdes como a
cardioplegia ou a hipotermia, de tal forma a isolar
os efeitos da isquemia/reperfusido. E razoavel assu-
mir que métodos protetores do miocardio contra os
efeitos da isquemia/reperfusdao possam, também,
reduzir lesdes coronarianas endoteliais; entretanto,
este fato necessita comprovagao. O método experi-
mental utilizado produz, somente, moderado grau
de comprometimento, demonstrado pelo fato de que
a grande maioria dos imais pode ser retirada de
circulagao extracorpérea, com certa facilidade, apds
o periodo de 45 minutos de clampeamento adrtico.

Outros investigadores tém sugerido que recep-
tores da célula endotelial sdo ligados com a produ-
¢ao e liberagcao do EDRF/NO através de G-protei-
nas (FLAVAHAN & VANHOUTTE '!; SHIMOKAWA
et alii 41) as quais sdo mediadoras de muitas vias
receptores-dependentes(DOHLMAN et alii'?;
FREISSMUTH et alii'?). Com base nestes dados,
hipotizou-se que a disfungdo de G-proteinas apés
isquemia cardiaca global e reperfusao possa acon-
tecer como um mecanismo de comprometimento de
relaxamento a agonistas endotélio-dependentes com
resposta normal a agonistas endotélio-independen-
tes. Se G-proteinas sdo necessarias para a
transdugao do sinal para a produgao de EDRF/NO
entre o receptor celular e o mecanismo de sintese,
a lesdao de G-proteinas induzida pela reperfusao
pode comprometer a liberagao de EDRF/NO recep-
tor-mediada, sem afetar a habilidade da célula
endotelial produzi-lo.

Para testar a fungdo G-proteina na célula
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endotelial apés a lesao de reperfusao usou-se o
fluoréto de sédio (NaF), o qual ativa G-proteinas,
diretamente, pela formacao de fluoroaluminato com-
plexo AIF, (STERNWEIS & GILMAN%4), Além disso,
na artéria coronaria canina, o NaF é um marcador
especifico para a indugao de relaxamento endotélio-
dependente atuando em G-proteina(s) sensivel a
toxina pertussis (FLAVAHAN & VANHOUTTE!";
CUSHING et alii °). Nos experimentos controles, o
NaF induziu relaxamento concentragao-dependente
em artérias coronarias con endotélio e uma discreta
contragao nas coronarias sem endotélio. Entretan-
to, apés isquemia global e reperfusdo, houve um
significante comprometimento do relaxamento
endotélio-dependente ao NaF. Este achado demons-
tra um comprometimento do relaxamento endotélio-
dependente G-proteina-mediado causado pela le-
sao coronariana de reperfusao. Este compro-
metimento foi, claramente devido a isquemia cardi-
aca global e reperfusao porque artérias coro-narianas
de animais expostos a circulagao extracorpérea sem
clampeamento abrtico ou isquemia global mostra-
ram relaxamento endotélio-dependente normal ao
NaF.

A importancia destes resultados tem uma dupla
significancia. Primeiro, eles confirman que, apés a
lesao de reperfusao, a célula preserva a capacidade
de sintetizar o EDRF/NO. Segundo, ambos A23187
e fosfolipase C induzem relaxamentos endotélio-
dependentes normais utilizando calcio extracelular
ou intracelular, mostrando de maneira a nao deixar
duvidas, que a célula endotelial mantém a capaci-
dade de produzir EDRF. O calcio ionéforo A23187
atua como um transportador, e a fosfolipase C,
provavelmente, forma inositol-1,4,5-trifosfato (IP;)
(BERRIGE & IRVINE 4; LAMBERT et alii 25). Logo,
agonistas que induzem relaxamentos endotélio-de-
pendentes através, primariamente, do transporte de
céalcio ou através da liberagao direta de armaze-
namentos intracelulares de calcio, nao apresentam
alteragoes de seus mecanismos de agao apds a
lesdo de reperfusao.

Considerando-se o papel dos calcios intra e
extracelulares na sintese do EDRF/NO, pode-se
considerar como hipéteses pelo menos trés meca-
nismos para o comprometimento da liberagéo re-
ceptor-mediada de EDRF/NO apoés a a lesao de
reperfusdo. Primeiro, receptores da superficie da
célula endotelial que se ligam a compostos que
induzem relaxamento endotélio-dependente podem
estar lesados ou incapazes de ligar-se, eficiente-
mente, a um agonista. Entretanto, cronicamente,
apos oclusdao coronariana aguda, o relaxamento
endotélio-dependente a alguns agonistas recepto-
res-dependentes sao normais, ao passo que aque-
les relaxamentos endotélio-dependentes mediados
pelas plaquetas encontram-se comprometidos
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(PEARSON et alii ). Com base nestes dados, pode-
se propor uma disfungé@o seletiva de certas popu-
lagbes de receptores na superficie celular. Segun-
do, a G-proteina que liga o receptor da célula
endotelial a fosfolipase C pode ser disfuncional.
Como a fosfolipase C promove a ativagao da via
fosfatidilinositol, pode-se inferir a importancia deste
mecanismo para a elevagdo inicial do calcio
intracelular associada com a produgao do EDRF/NO
(LAMBERT et alii 25), isto pode explicar a atenuagéo
endotélio-dependente apés a reperfusao coronariana.
Finalmente, a G-proteina associada com o canal de
calcio na membrana celular pode estar disfuncional,
devendo-se levar em conta este fato no comprome-
timento do relaxamento endotélio-dependente re-
ceptores-mediados apos a reperfusao coronariana.
O calcio extracelular € necessario para o relaxa-
mento endotélio-dependente normal, e o ion fluoreto
é um ativador especifico de uma G-proteina asso-
ciada ao canal de calcio presente na membrana da
célula endotelial. Logo, pode-se inferir que o com-
prometimento do relaxamento endotélio-dependen-
te a agonistas receptores-dependentes, apés a
reperfusdo, deve-se a uma atenuacgao do influxo
extracelular do calcio necessario para a produgao
continua de EDRF/NO.

Fungao Endotelial, Solugoes e Hipotermia.

Solugao cardioplégica cristaléide (St.Thomas)

Estudos in vitro do endotélio utilizando cultura de
células (CARPENTER et alii 7; SOLBERG et alii *3)
ou métodos morfométricos (HARJULA et alii '5) indi-
cam que solugdes cardioplégicas hipercalémicas
possam ser citotoxicas, e, existem alguns conceitos
mal compreendidos de que as técnicas atuais de
protegao miocardica com cardioplegia possam indu-
zir lesdes endoteliais celulares com comprometi-
mento dos mecanismos protetores contra o vaso-
espasmo e trombose intravascular.

Usando coragdes isolados, SALDANHA &
HEARSE 40 encontraram que a cardioplegia
hipercalémica pode causar lesédo celular endotelial.
Nestes experimentos, entretanto, os coragdes de
ratos foram perfundidos por 30 minutos com solu-
gao hipercalémica oxigenada a 100 mmHg. O pla-
nejamento deste estudo, e de outros, nao isolou os
efeitos do “shear stress” e da pressao durante a
infusdo da cardioplegia, fatores estes conhecidos
como provaveis causadores de disfungao endotelial
(KONTOS 23). No presente estudo eliminaram-se
estas variaveis, tratando-se os segmentos vascula-
res in vitro com cardioplegia hipotérmica. Os resul-
tados deste modelo demonstram que a cardioplegia
hipercalémica nao lesam o endotélio e a muscula-
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tura lisa vascular. Apés 45 minutos de parada cardio-
plégica ou tratamento da artéria coronariana com
cardioplegia normotérmica ou hipotérmica, os rela-
xamentos endotélio-dependentes produzidos pela
acetilcolina ou pelo composto plaquetario ADP fo-
ram normais em artérias epicardicas coronarianas.
Em adigao, o relaxamento ao fluoreto de sédio, o
qual promove a liberagao de EDRF/NO pela estimula-
¢ao de G-proteina sensivel a toxina pertussis, tam-
bém mostrou-se inalterado ao final de 45 minutos
de parada cardioplégica. A habilidade da muscula-
tura vascular contrair pela agao dos ions potassio
(voltagem-dependente) , ou pela agao da prosta-
glandina F, (receptor-dependente) permanece
inalterada. A habilidade de relaxar pela agao do
nitroprussiato de sédio (cGMP mediada), ou pela
agao do isoproterenol (cAMP mediada) nao foram,
também, afetadas pelo tratamento cardioplégico e
pela hipotermia. Este estudo demonstra, claramen-
te, que a solugao cardioplégica cristaléide hiperpo-
tassémica nao prejudica a fungao vascular de arté-
rias coronarianas epicardicas.

O conceito inicial relative a lesao coronariana
causada pela cardioplegia baseou-se em observa-
¢oes sobre o efeito da hipercalemia na reatividade
vascular. A alta concentragao de potassio presente
nas solugdes cardioplégicas podem, teoricamente,
induzir a liberagdo de prostaglandinas vasoativas
pela célula endotelial e causar lesdo da célula
endotelial secundaria a produgao de anion superé-
xido. No presente trabalho encontrou-se, entretan-
to, que o relaxamento endotélio-dependente foi
normal apés a exposigao a hipercalemia. Portanto,
é improvavel que a lesao endotelial por radicais
livres ciclooxigenase-dependentes é um mecanismo
fisiopatoldgico nas artérias coronarianas epicardicas.

Um outro assunto controverso, relacionado com
os métodos de protecdo miocardica, diz respeito
aos efeitos da hipotermia na circulagao coronariana.
Exposicdo a baixas temperaturas podem compro-
meter a liberagao basal e estimulada do EDRF/NO
(BODELSSON et alii ). O presente experimento
mostrou que este é um fendmeno rapidamente
reversivel com nenhum efeito sustentado. Isto con-
corda com estudos de culturas de células endote-
liais humanas, nos quais as alteragdes estruturais
induzidas pela hipotermia (10°C ou 20°C por 1 ou
5 horas) sao rapida e quase completamente rever-
tidas ap6s reaquecimento (SOLBERG et alii 43).

Varios grupos tém demonstrado uma profunda
e generalizada evidéncia histolégica de leséao
endotelial apds infusao de cardioplegia cristaléide
(HARJULA et alii 15; MOLINA et alii®2; CHIAVARELLI
et alii 8), mas os resultados destes trabalhos podem
ser atribuidos pelos efeitos da pressao e “shear
stress” no endotélio vascular. Altas pressoes de in-
fusdo podem lesar o endotélio coronariano ( MOLINA

et alii 32). Deve-se lembrar que o controle da pres-
sao de infusao nao garante “shear stress” normal
nas artérias coronarianas epicdardicas. Mas, parece
provavel que a lesao da célula endotelial pela infu-
sao de cardioplegia €, ao menos em parte, uma
expressao da lesao induzida por “shear stress” e
barotrauma. Esta hipotese é concordante com o
achado de que fluidos com diferentes viscosidades
induzem diferentes graus de lesao endotelial duran-
te a infusdo coronariana (Harjula et alii '%). No
entretanto, demonstrou-se na presente investiga-
¢ao, que infusdes com pressdes controladas (entre
90 e 120 mmHg de pressao na raiz da aorta), que
a disfungao do endotélio de coronarias epicardicas
devido a barotrauma e “shear stress” é minima.

Em conclusao, cardioplegia cristaléide modera-
damente hipercalémica nao altera a produgao
endotelial de EDRF/NO, e nem a fungao da muscu-
latura lisa vascular de artérias coronarianas
epicardicas. Além disso, a hipotermia nao induz
alteragdes permanentes da fungao endotelial ou da
musculatura lisa vascular. Pode-se considerar estu-
dos futuros sobre os efeitos da pressao de infusao
da cardioplegia e o resultante “shear stress" e efei-
tos pressoricos sobre o endotélio coronariano.

Solu¢ao da Universidade de Winscosin (Solugéao UW)

Demonstrou-se, neste trabalho, que a a solu-
¢ao da Universidade de Winscosin (solugao UW)
nao altera, irreversivelmente, a fungcdo da muscu-
latura lisa de artérias coronarias epicardicas, ou com-
promete a sintese do EDRF/NO pelo seu endotélio.
Logo, do ponto de vista dos seus efeitos nas artérias
coronarias, a solugdo UW parece segura como uma
solugdo preservativa para transplantes cardiacos.

Existem justificados conceitos de que as solu-
¢Oes para preservagao possam causar lesao da
intima vascular e comprometer a funcédo cardiaca
apoés transplante cardiaco. Seria desejavel, preco-
cemente apés transplante cardiaco, a presenga de
uma intima vascular com seu endotélio normal, exer-
cendo seus efeitos vasodilatadores e anti-trombéticos
na circulagao coronariana, esperando-se que, tardi-
amente, ela possa inibir a aterogénese. Este estudo
demonstrou que a preservagao com a solugao UW
ndao compromete a produgao de EDRF/NO pelo
endotélio de artérias coronarianas epicardicas do
cao.

A respeito dos elevados niveis de potassio (140
mEq/L) existentes na solugao UW, valem as consi-
deragoes feitas para a solugao cardioplégica. Ape-
sar de niveis acima de 100 mEq/L, os efeitos da
hipercalemia na reatividade vascular (hiper-
polarizagdao celular e aumento do tono vascular
mediado por prostandides), sao revertidos, com
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relativa rapidez, apdés a lavagem da solugao UW. A
solugao UW normotérmica induziu vasoconstrigao
transitéria de artérias coronarianas epicardicas.
Entretanto, isto ocorreu na presenga de indometacina
e foi independente da presenga ou nao de endotélio.
Logo, a constricao observada teve como causa mais
provavel a despolarizagdo da musculatura lisa
vascular pelo potassio da solugdo UW. ions potas-
sio sao potentes constritores da musculatura lisa
vascular in vitro. Solugao UW gelada, nao induziu
vasoconstricao de segmentos coronarianos epi-
cardicos porque a hipotermia, por si prépria, € uma
antagonista da contragdo da musculatura lisa.

O fato de que a solugado UW provoca vaso-
constrigao potassio-induzida de artérias coronarianas
epicardicas tem implicagdes quanto as propriedades
de certas solugdes usadas para preservagao cardi-
aca. Alguns investigadores tém empregado perfu-
sao con fluxo constante para a avaliagao dos efeitos
vasculares das solugdoes de preservagdo cardiaca
(HARJULA et alii '5: SALDANHA & HEARSE 40;
MANKAD et alii 2°). Como o presente experimento
e o estudo da solugédo cristaldide cardiopégica
mostraram, a infusdo da solugao UW por si sé pode
aumentar o tono vascular e, secundariamente, au-
mentar a pressao e “shear stress” no circuito de
fluxo constante. Altas pressdes induzem lesao da
célula endotelial coronariana e de artérias cere-
brais (KONTOS & WEI?3). Portanto, com base nes-
tas observacgoes, pode-se concluir, erroneamente,
que a solugao UW é téxica para o endotélio, quando
o mecanismo provavel pode ser o barotrauma do
circuito de perfus@o constante. Por outro lado, os
resultados obtidos na presente investigagao podem
levar a interpretagbes de que a solugdo UW nao
elesiva porque a hipotermia, antagonizando a
constricdo da musculatura lisa, previne a
vasoconstrigao causada pelo aumento da pressao
de infusdo (barotrauma). Esta interpretagao poderia,
errbneamente, levar a conclusao de que a solugéo
UW poderia ser téxica em coragdes normotérmicos
metabolicamente ativos. Como no estudo da solu-
cao cardioplégica cristaloide, os provaveis efeitos
da hipotermia foram, completamente, revertidos pelo
reaquecimento.

Em conclusao, a solugao UW nao afeta a pro-
ducao endotelial de EDRF/NO e nem a fungao da
musculatura lisa vascular de artérias coronarianas
epicardicas. A hipotermia, por si s, também nao
causa comprometimento irreversivel destas fungoes.
Estes achados sao compativeis com estudos prévi-
os que suportam a conclusao de que a solugao UW
é segura para a preservagao cardiaca. Futuros
estudos que venham a estudar os efeitos de solu-
¢Oes para preservagao de 6rgaos devem considerar
os confusos efeitos da vasoconstrigdo induzida pelo
potassio durante a infusdo de solugdes hiper-
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calémicas e os efeitos resultantes do “shear stress”
e da pressao de infusdo no endotélio vascular.

Fun¢do endotelial, protamina e protamina/heparina

Por mais de 50 anos, o sulfato de protamina
tem-se reconhecido que o sulfato de protamina induz
uma profunda hipotensao transitoria quando infun-
dida em animais de experimentagao (JAQUES'9).
Entretanto, até o desenvolvimento da cirurgia car-
diaca, a hipotensao induzida pela protamina foi um
fendmeno experimental de pequena relevancia cli-
nica. Com pratica usual, o sulfato de protamina é
amplamente utilizado para reverter o efeito anticoa-
gulante da heparina apos circulagao extracorpdrea
e hemodidlise, sendo que reagdes ao seu uso po-
sem levar a hipotensao sistémica, hipertensao pul-
monar e choque. Algumas destas reagoes adversas
sao, especialmente, perigosas no periodo imedia-
tamente apdés a circulagao extracorpérea quando
volumes intravasculares e a fungao cardiaca podem
estar comprometidos.

O sulfato de protamina pode, também, causar
alteragdoes hemodinamicas devido a reagoes
anafilaticas (LOWENSTEIN & ZAPOL?7; WHITMAN
et alii *8). A conhecida classificagdo de Horrow
(HORROW??) classifica as reagdes a protamina em
tres separadas e distintas entidades: 1) Hipotensao
sistémica como uma reagao comum; 2) reagoes
anafilactéides; 3) vasoconstricao pulmonar catastré-
fica. O efeito hipotensor da protamina tem sido
demonstrado em muitos animais (MARIN-NETO et
alii 3%; WAKEFIELD et alii *7) e em estudos huma-
nos (KIRKLIN et alii 22, PROCACCINI et alii 5;
WAKEFIELD et alii 46). Entretanto o mecanismo
preciso desta hipotensao é desconhecido, parecen-
do que a protamina diminui a resisténcia vascular
periférica (KIRKLIN et alii 22) mais do que deprime
a fungao miocardica (HINES & BARASH'),

Dados recentes sugerem que a protamina cau-
sa vasodilatagao coronariana (WAKEFIELD et alif*).
Nestes estudos, a protamina (250 ug/ml) causou um
significante aumento no fluxo coronariano durante
perfusao em coragao isolado de coelho. Este au-
mento foi transitério quando a protamina foi infun-
dida juntamente com heparina, e, mantida quando
infundiu-se apenas protamina.

No presente estudo, concluiu-se que a protamina
causa uma diminuigao da resisténcia vascular pelo
estimulo da liberagao de EDRF/NO. A prostaciclina
nao pode ser implicada como mediadora da dilata-
¢ao endotélio-dependente causada pela protamina
nao foi afetado pela presenga de indometacina.

A protamina pode estimular a produgao de
EDRF/NO pelo aumento do substrato L-arginina e/
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ou liberagao por estimulagao receptor-mediada.
Hipotizou-se, inicialmente, que o sulfato de pro-
tamina, o qual é rico em L-arginina (ANDO et alii 1),
estimula a produgao de EDRF/NO por fornecer L-
arginina exégena como substrato. Entretanto, dois
achados deste experimento argumentam contra esta
hipétese. Primeiro, a adigao de altas concentragoes
de L-arginina ao banho organico dos anéis vascula-
res nao produziu relaxamento endotélio-dependen-
te. Por outro lado, observa-se este tipo de relaxa-
mento pela agao da poli-L-arginina (um polipeptideo
de alto peso molecular contendo L-arginina), sendo
que este efeito ndao é bloqueado pelo LNMMA e,
parece ser mediado por um EDRF independente do
é6xido nitrico (PEARSON et alii 34).

Segundo, a protamina induz relaxamento
endotélio-independente na presenga de excessivas
quantidades de heparina. O sulfato de heparina, o
qual é polianionico, forma forte ligagdes com a
policationica protamina. No presente experimento, a
formagao de complexos heparina-protamina foi
caracterizada oela turvagéo do banho organico, ini-
cialmente claro, das “organ chambers” (O’'REILLY33),
Mesmo na presenga de heparina e, com a formagao
de complexos heparina-protamina, a protamina pro-
duziu relaxamentos endotélio-dependentes,
comparaveis com os relaxamentos induzidos sem a
presenga da heparina. Isto argumenta contra a hi-
pétese da L-arginina como precursor da liberagao
de EDRF/NO pela protamina, pois espera-se que o
grande complexo heparina-protamina nao entre na
célula endotelial.

Com base nestes argumentos, hipotizou-se que
a protamina, livre ou ligada a heparina, atua em
receptores endoteliais para estimular a produgao de
EDRF/NO, que pode constituir-se no mecanismo da
hipotensao sistémica apés infusdao de protamina.
Acresga-se que compostos como o L-NMMA podem
ser infundidos concomitantemente com a protamina
para inibir-se a vasodilatagdo endotélio-dependen-
te, causada pela heparina, como tem sido feito com
outros vasodilatadores endotélio-dependentes no
homem (VALLANCE et alii 45).

A sequela idiosincratica da infusao de protamina
na circulagao pulmonar tem levado muitos investi-
gadores a considerar a protamina como um
vasoconstritor pulmonar. Entretanto, o presente
estudo sugere que os efeitos vasoconstritores da
protamina possam ser secundarios, porque o efeito
direto da protamina é o de vasodilatagdo devida a
liberagao de EDRF/NO.

No presente experimento, a vasodilatagao
mediada pela protamina em segmentos isolados de
artéria pulmonar é, claramente, devida a liberagao
estimulada de EDRF/NO. Confirmou-se este fato
pela inibicao da vasodilatagéo pelo ng-monometil-L-

arginina (L-NMMA), o qual & um inibidor competitivo
da sintese de o6xido nitrico a partir do aminoacido
basico L-arginina (REES et alii 38). Acresca-se que
se demonstrou a especificidade do L-NMMA para o
metabolismo da L-arginina pela reversibilidade da
inibigao competitiva pela adigao de L-arginina
exégena mas nao de D-arginina.

O mecanismo pelo qual a protamina induz a
liberagao de EDRF/NO permanece um enigma. A
protamina é rica no aminoacido L-arginina (Ando et
alii 1), o precursor fisiolégico do dxido nitrico; entre-
tanto a adicao exdgena de L-arginina nao induz
relaxamento endotélio-dependente in vitro. Isto
sugere que a célula endotelial tem precursor sufi-
ciente ou uma via preservadora de L-arginina, de tal
forma que a avaliabilidade do substrato ndo é um
fator limitante da produgao de oxido nitrico. Esta
hipotese é suportada pelo achado de que a prota-
mina nao péde induzir a liberagdo de EDRF/NO
quando sob a forma de complexo protamina-
heparina. Este complexo altera, presumivelmente, a
ligagao da protamina a célula endotelial por compe-
ticao esterasica ou alteragao de carga elétrica. Neste
aspecto a reatividade da circulagédo pulmonar foi
diferente das respostas obtidas nas circulagbes
coronariana renal e femoral, onde a heparina nao
interferiu nos relaxamentos endotélio-dependentes
causados pela protamina.

A estimulagao de EDRF/NO pela protamina pode
ser um efeito compensador da vasoconstrigao pul-
monar mediada por tromboxane, a qual é caracte-
ristica da vasoconstricdo pulmonar catastréfica que
se segue a infusdao de protamina. E possivel que
certos individuos percam a habilidade de liberar
EDRF/NO na circulagao pulmonar por lesdes secun-
darias pré-existentes ou por lesao de reperfusao do
endotélio pulmonar. Se a produgao de EDRF/NO na
circulagao pulmonar encontra-se prejudicada, os
efeitos constritores de autacdides endogenos po-
dem, em oposi¢ao, expressar-se. E possivel, tam-
bém, que a lesao do endotélio vascular possa mudar
o efeito vasodilatador da protamina para um efeito
vasoconstritor sdbre a musculatura lisa vascular.

Em conclusao, o sulfato de protamina estimula
a liberagao de EDRF/NO pelo endotélio arterial
pulmonar. Este efeito pode ser inibido por concentra-
¢des comparaveis de heparina. Espera-se que a
liberagao de EDRF/NO pelo sulfato de protamina
diminua a resisténcia vascular pulmonar e, possa
contrapor os efeitos vasoconstritores de autacéides
enddégenos na circulagdo pulmonar.

Ensaio biolégico das artérias mamarias direita e
esquerda

A maior liberagao de EDRF/NO pelos vasos
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arteriais pode explicar, em parte, a sua superior
paténcia quando comparadas com veias utilizadas
para revascularizagdo do miocardio (LUSCHER et
alii 28), O endotélio da artéria mamaria interna (AMI)
produz, também, prostaciclina (AARNIO et alii?;
JOHNS et alii 2°). Entretanto, a quantidade de
prostaciclina produzida pelo endotélio da AMI sob
condi¢des basais nao é significante o suficiente para
induzir relaxamento da musculatura lisa de artérias
coronarianas epicardicas. Acresc¢a-se o fato de que
a prostaciclina, quando comparada com o EDRF/
NO, é, relativamente, um fraco vasodilatador
coronariano (SHIMOKAWA et alii 41)

Uma evidéncia adicional de que o EDRF/NO
liberado pela AMI é é6xido nitrico reside no fato de
que a oxihemoglobina bloqueia a vasodilatagao
endotélio-dependente. A oxihemoglobina “scaven-
ges” o radical NO e & um inibidor seletivo da
vasodilatagao devida ao 6xido nitrico (RUBANYI et
alii 3%; MARTIN et alii 3'). Além disso, o presente
estudo mostrou que todo o 6xido nitrico é gerado
pela intima vascular, pois a remogao do endotélio
inibiu, completamente, a vasodilatagdao endotélio-
dependente tanto nos estudos em “organ chambers”,
como nos ensaios biolégicos. Como os prostandides,
o EDRF/NO é liberado, bidirecionalmente, pelo
endotélio. O EDRF/NO extraluminal atua na muscu-
latura lisa vascular subjacente, e a o EDRF/NO
intraluminal é liberado para o sangue. A liberagao
extraluminal de EDRF/NO, precocemente, causa
vasodilatagao da ponte de AMI. Pelo fato de que o
éxido nitrico inibe a mitogénese e a proliferagao de
musculo liso (GARG & HASSID'®), a produgdo
extraluminal pode, a longo prazo, prevenir a
ateroesclerose. Prévios estudos in vitro da fungao
de pontes de AMIs, utilizando “organ chambers”
que, primariamente, medem o efeito do EDRF/NO
extraluminal durante a estimulagdo com varios
agonistas (LUSCHER et alii 28). O sistema de en-
saio biolégico usado neste estudo documentou, pela
primeira vez, a liberagdo de EDRF/NO de AMI
perfundida sob condigbes basais (nao estimulada).
No periodo precoce ap6s a revascularizagao do
miocardio, a produgéo intraluminal de EDRF/NO pode
ter varias agoes importantes. A liberagao intraluminal
de EDRF/NO previne a adesividade plaquetaria a
parede vascular (RADOMSKI et alii 37). Como o
vasoespasmo é diretamente relacionado com a
deposigao plaquetaria (LAM et ali 2%), esta agdo
pode, secundariamente, diminuir o tono vascular.
Acresga-se que esta liberagao intraluminal inibe a
agregacéo e promove a desagregacao plaquetaria
(RADOMSKI et ali 37) através de um mecanismo
dependente do GMP-ciclico. Finalmente, a libera-
¢do intraluminal de EDRF/NO pode causar vasodila-
tagdo anterégrada de leitos arteriais (KELM &
SCHRADER 2'). No presente experimento demons-
trou-se esta atividade vasodilatadora pelo acentua-
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do relaxamento no anel coronariano bioensaiado
pelo efluente dos segmentos de AMIs perfundidas.
Porque o aumento do fluxo sanguineo aumenta a
liberagao luminal de EDRF/NO, espera-se que esta
agao seja mais acentuada nas condigées de alto
fluxo in vivo (RUBANYI et alii 39).

Um resultado inesperado deste experimento foi
a demonstragao de que a AMI esquerda libera mais
EDRF/NO intraluminal do que a AMI direita. Este
fato nao pode ser atribuido a diferentes tamanhos
das artérias, porque as medidas de sua areas de
superficie foram iguais. Pode-se especular que as
diferentes origens embriolégicas das AMIs possa
ter importancia nesta diferenga de comportamento
fisiolégico na liberagdo do EDRF/NO. A AMI direita
tem sua origem embriol6égica no quarto arco aértico,
ao passo que a AMI esquerda origina-se da sétima
artéria intersegmentar. Na pratica clinica, a produ-
¢ao intraluminal aumentada de EDRF/NO pela AMI
esquerda pode ser um fator, que somada a consi-
deragdes técnico-cirlrgicas, possa explicar a sua
maior paténcia a longo prazo, em revascularizagoes
miocardicas, quando comparadas com os resultados
obtidos com a AMI direita (HUDLESTON et alii 18).

Ensaio biolégico de artérias mamdrias e veias
safenas

Este é o primeiro estudo a demonstrar a libe-
ragéo luminal de EDRF/NO plos enxértos de veia
safena. A produgao de vasodilatador pelos dois ti-
pos de vasos foi em quantidades suficientes para
induzir a relaxagdo da musculatura lisa da artéria
coronaria utilizada como detector tissular. Eviden-
ciou-se esta produgao endotelial de vasodilatador
pela auséncia de relaxamento induzido pelo efluente
de vasos os quais tiveram o seu endotélio removido.
Observou-se, nos vasos com endotélio, uma ativi-
dade vasodilatadora constante sem a necessidade
da admnistragdao de um antagonista para a promo-
¢ao de sua liberagao. Logo, mesmo na auséncia de
uma interagao droga-receptor, as AMIs e as veias
safenas exibiram uma significante liberagao basal
de EDRF/NO.

Na AMI perfundida, a atividade vasodilatadora
do efluente nao foi inibida pelo bloqueio da ciclo-
oxigenase. Isto suporta a hipétese de que a vasodila-
tagao produzida pela AMI nao é pela liberagao de
prostaciclina. Entretanto, a admnistragao de L-NMMA
ou NO-ARG, os dois inibidores competitivos da
sintese de oxido nitrico, inibiu, completamente, o
relaxamento endotélio-dependente causado pelo
efluente da AMI perfundida. Com base nestas
obsevacgdes, concluiu-se que o vasodilatador libera-
do pelo endotélio na luz da AMI perfundida é o éxido
nitrico (“endothelium-derived nitric oxide” - EDNO).
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Confirmou-se a especificidade do L-NMMA e do NO-
ARG para o endotélio da AMI e a auséncia de efeito
no tecido detector (“coronary bioassay ring”), pelo
fato de que estes compostos nao antagonizaram a
vasodilatagao causada pelo nitroprussiato de sédio
na musculatura lisa vascular.

O bloqueio da ciclo-oxigenase inibiu, signifi-
cantemente, a produgédo de vasodilatado pela veia
safena. Uma vez que a prostaciclina & o prostandide
vasodilatador primario produzido pelo endotélio
(SHIMOKAWA et alii 4'), isto indica que a prosta-
ciclina tem uma contribuicao sugnificante para a
atividade vasodilatadora do efluente da veia safena.
Entretanto, o 6xido nitrico também tem o seu papel,
uma vez que seus inibidores inibiram, comple-
tamente, a atividade vasodilatadora do efluente da
veia safena.

Pode-se explicar o dado, aparentemente para-
doxal, de que o L-NMMA ou do NO-ARG em as-
sociagdo ou nao com a indometacina bloqueia a
atividade vasodilatadora da veia safena perfundida
(em oposigao a um bloqueio parcial que seria de se
esperar se a prostaciclina fosse responsavel, em
parte, pela vasodilatagao) por, pelo menos, dois
mecanismos. Primeiro, por um sinergismo entre a
prostaciclina e o EDRF/NO, além do fato de que a
prostaciclina quando comparada com o EDRF/NO
€, relativamente, um fraco vasodilatador da muscu-
latura lisa de artérias coronarias epicardicas, tendo
o seu efeito exacerbado por este (SHIMOKAWA et
alii ). Acresca-se que concentragdes subliminares
de odxido nitrico também exacerbam a atividade
inibidora da prostaciclina na agregacgao plaquetaria.
Logo, é possivel que este sinergismo seja importan-
te para a atividade vasodilatadora do endotélio de
veias safenas. Segundo, é possivel, também, que
a prostaciclina derivada localmente pelo endotélio
venoso possa estimular a liberagao de EDRF/NO.
Em artérias epicardicas porcinas tem-se demons-
trado que a prostaciclina promove vasodilatagcéo pela
estimulagdao da Iliberagao de EDRF/NO
(SHIMOKAWA et alii #1). Logo, bloqueando-se a
ciclooxigenase em veias safenas, pode-se diminuir
a produgao de EDRF/NO.

Tanto na AMI, como na veia safena, a hipéxia
aumentou a quantidade de vasodilatador liberada
pelos vasos perfundidos. Este aumento foi bloque-
ado pela indometacina mas nao pelo L-NMMA ou

NO-ARG, sugerindo que a hipoxia estimula a pro-
dugao de um prostanéide pelo endotélio que, muito
provavelmente, possa ser a prostaciclina. Condi-
zentes com esta hipétese sdo os dados de que a
hipoxia estimula a produgao de prostaciclina em
artérias femorais caninas perfundidas (BUSSE et
a'®) e pelo tecido pulmonar canino in vitro
(HAMASAKI et alii 4).

No presente experimento, mostrou-se que o
efluente de AMIs e veias safenas perfundidas pro-
duziram relaxamentos comparaveis. Este dado di-
verge de estudos prévios os quais demonstraram
um maior relaxamento de AMIs quando comparadas
com veias safenas (LUSCHER et alii 28; YANG et
alii 49). Entretanto, examinou-se, nestes experimen-
tos, a produgao estimulada por drogas, nao se re-
alizando ensaios biolégicos da liberagao basal de
EDRF/NO. Acresga-se que a liberagao basal é, pro-
vavelmente, mais importante como un determinante
do tono vascular e do calibre do vaso sanguineo
(BENYO et alii %). Além disso, diferente do presente
experimento em que os vasos foram, dissecados
com cuidado e, imediatamente, utilizados para
experimentos no laboratério, os experimentos usan-
do tecido humano foram obtidos na sala cirtdrgica e
estocados en solugao fisioldgica salina até o inicio
do estudo. Os efeitos deste tipo de manipulagao na
reatividade vascular normal e produgao de
prostandides pode ser subestimada.

Concordando com prévios estudos, encontrou-
se que a AMI, aparentemente, libera uma maior
quantidade de o6xido nitrico do que a veia safena.
Logo, enquanto o efluente da AMI e veia safena
produziram relaxamentos compardveis, a atividade
vasodilatadora da AMI, como um todo, pode ser
atribuida ao EDRF/NO. Como o EDRF/NO previne
a adesao plaquetaria a parede vascular em adigao
clerose (GARG & HASSID'3) (duas propriedades
nao divididas com a prostaciclina) isto pode estar
ter relagao com a relativa refratariedade das pontes
de AMI a trombose e aterosclerose (LOOP et alii 25).
Uma vez que o EDRF/NO é, relativamente, um
vasodilatador mais potente do que a prostaciclina
(SHIMOKAWA et alii 4?). pode-se pensar na possibili-
dade de usar a revascularizagao do miocardio como
fonte de nitrovasodilatador endégeno em casos de
angina instavel resistente a tratamento clinico.
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ABSTRACT: This study shows some aspects of endothelial function closely related with cardiac surgery:
1) Following global myocardial ischemia and reperfusion, the coronary endothelium has an impaired ability to
express endothelium-dependent vasodilation to the receptor-dependent agonists while endothelium-depend-
entrelaxation to the receptor-independent A23187 and phospholipase C is unaltered. The relaxation to sodium
fluoride, which acts on a pertussis toxin-sensitive G-protein is impaired. These experiments indicate that
impaired receptor-mediated production of EDRF/NO following reperfusion injury could be due to G-protein
dysfunction in the pathway which links endothelial cell receptors to the pathway of EDRF/NO synthesis; 2)
Forty-five minutes of cardioplegic arrest of the canine heart does not alter the production EDRF/NO in the
epicardial coronary artery. Similar experiments support the concept that UW solution is safe for cardiac
preservation during heart transplantation; 3) In coronary, renal, femoral and pulmonary arterial segments,
protamine induced endothelium-dependent vasodilation mediated by the stimulated release of EDRF/NO. In
the pulmonary circulation, differently of the coronary, renal and femoral arteries, protamine-induced endothelium-
dependent vasodilation could be inhibited by comparable amounts of heparin, and this effect was overcome
by adding additional protamine; 4)In 83% of the superfusion experiments, effluent from the left IMA induced
greater relaxation of the bioassay ring than did the right IMA due to the basal release of EDRF/NO. Because
EDRF/NO induces vasodilation and also inhibits platelet adhesion, platelet aggregation, and atherogenesis,
luminal release of EDRF/NO by the IMA could contribute to superior results when the artery is used in bypass
grafting. Upon exposure of the grafts to hypoxia, the vasodilator activity of effluent from both IMA and
saphenous vein grafts was augmented.This hypoxic augmentation could be inhibited by indomethacin
treatment and the relaxation was quickly reversed with return to normoxia.

DESCRIPTORS: vascular endothelium, cardiac surgery; nitric oxide, endothelium-derived relaxing
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