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ESTUDO DA ULTRA-ESTRUTURA HEPATICA EM CIRURGIA
CARDEfACA COM TECNICAS DE HIPOTERMIA PROFUNDA GE-
RAL .

(ESTUDO EXPERIMENTAL EM CXES)

I. INTRODUGCAO:

A hipotermia € o estado no gqual a temperatu-—
ra corporea ¢ malis baixa que o considerado normal, para DS seres

homeotermicos.

A +tinalidade da utilizaglo da hipotermia na
cirurgia cardiaca e, atraves do esfriamento dos tecidos, reduzir
a atividade metabolica, diminuindo com issc a necessidade de oxi-
génio do organismo, permitindo a diminuig3o do fluxo sanguineo
sistémico na utilizag¢3o da circulaclo extracorporea ou quando do
emprégo da parada circulatdria total, permitindo um periodo de

tempo superior ao que seria possivel em estado de normotermia.

Existem, entretanto, diferengas fisioldgicas
entre os graus de hipotermia, que podem ser classificados, segun-
do MOHRI & MERENDINDO (19271} em: ligeira (330 a 280(); moderada
(270 a P21oC); profunda (20° a 159C) e profundissima (abaixo de

19°9C) .



Autores trabalhando na 3area experimental, tem
estudado os efeitvs do frio sobre o organismo animal homeotermo e

sobre o organismo humano.

SMITH & SANO (1949) foram os primeiros a
aplicar seus conhecimentos de hipotermia no tratamento das pa-
cientes. Através dos experimentps em crescimento de células em-
briondrias, observaram que a hipotermia reduz o metabolismo das

celulas "in vitro'.

Essas investigagdes estimularam outros auto-
rec a examinarem os efeitos da hipotermia em animais de laborato-

rioc DILL & FORHER (1941), FUHRMAN e CRISBMON (1948), ALTMANN
(19249) e BIGELOW e col. (1930).

BIGELOW e col. (1950) demostraram experimen-
talmente, em c3es, a possibilidade de realizagdo da cirurgia
cardiaca com parada circulatodria total de 45 minutos sob hipo—
termia geral (259 e 209C) de induclo externa. Este trabalho esti-
mulou oOs cirurgides a investigararem a fisiologia da hipotermia e
suUas aﬁlicacﬁes clinicas difundindg assim o seu wuso (GOLLAN,

1959 .

Na mesma decada BOEREMA e col. (1951) e DE-
LORME (1952) realizaram experimentos com hipotermia de indugdo

interna, desviando sangue da arteria femoral para a veia safens



magna,passando por um tubo em espiral imerso em recipiente con-
tendo agua fria. O fluxo sanguieno dentro do permutador dependia

exclusivamente do débito cardiaco do animal de experimentasao.

A tecnica de utilizac3o0 da hipotermia profun-
da geral de indugdo interna foi preconizada por GOLLAN (1939?)

apos o desenvolvimento dos sistemas de circulaglo extracorporea.

0 empregp da circulagdo extracorporea com hi-
potermia profunda ou moderada foi usado clinicamente por SEALY

e col (1958), DUBOST = col (196@).

A frequéncia de ocorréncia de fibrilac8o ven-
tricular & temperaturas ao redor de 289C limitou o useo clinico da
hipotermia profunda geral de indug3o externa; e as complica¢oes
decorrentes da circulacSo extracorpdrea (hipotermia profunda ge-
ral de induc3o interna) com mortalidade excessivamente alta em
criangas, limitaram o seu uso, € a hipotermia profunda geral foi

gradualmente abandonada.

Em 1946, a hipotermia profunda geral de indu-
c30 externa voltou a ser praticada sem risco de fibrilacSo ven-—

tricular por MOHRI e col. (49466) e DILLARD e col. (1967).

Técnicas de hipotermia profunda geral de in-
dugSo externa associada a indugdo interna (circulagdo extracorpo-

rea), com parada circulatgria total ou periodo de baixo Fluxo



sanguineo sistémico foram introduzidas por BARRAT-BOYES e col.,

(1971) e KIRKLIN e col. (1%973) respectivamente.

Procedimentos outros, nas teécnicas de hipo-
lermia profunda geral foram introduridos em diferentes servicos

de cirurgia tardiaca (RITTENHOUSE e col. 1974),

Uma das complicacdOes no pos operatdrio de ci-
rurgilas cardiacas realizadas com auxilio da circulaclo extracor-
porea, em condi¢®es de normotermia ou hipotermia nos seus dife-
rentes graus, @ a ictericia pos circulagio extracopdrea, que
ocorre por alteragdo da conjugagSo e excreg3o das bilirrubinas

pelo figado submetido 3s essas técnicas COLLINS e col.(1983).

TALBOT e col. (1941) descrevem um caso cli-
nicoe, no gqual o paciente havia sido submetido a redu¢sdoc da tempe-
ratura com fins terapéuticos, falecendo durante o processoc e cre-
ditam o O6bito ao resultado de alteragdes hepaticas funcionais e

nap a altera¢cdes de ordem anatOmica.

SARAJAS e col .(1954) descreveram alteracdes
degenerativas na porci8c central dos 10bulos hepaticos em cles

submetidos a hipotermia profunda.

BERNHARD e col. (19953) examinaram figados de
c3es, submetidos a oclus3o da artéria hepatica durante a hipoter-

mia, por meio de biopsias feitas com auxilio de agulha, ¢ obser-



varam edema sem alteragdes da arquitetura hepatica. Fstudos sub-
sequentes nio foram sufitientes para demostrar alteragdes do gli-

cogénioc hepatico apds o emprego da hipotermia.

Experimentalmente, KNOCKER e col. (1955) ob-
servaram deple¢io do glicogénio hepatico e aumento da deposi¢io
de lipides no figado acrescentando que 0s sinusdides apresenta-
vam-se dilatados e congestos, atribuindo essas alteragSes a ano-

Xia.

FALKMER & KJELLGREN (1955) e DUNLOP e col.
{1942), relataram o carater reversivel dessas alteracdes gque fo-

ram atribuidas a hipotermia e a hipdxia.

FISEHER e col. (1937) demostraram alteragbes
de deposito de lipides € diminuig3o do glicogénio hepatico e res-
ponsabilizaram a anoxia mais do que 3 hipotermia como fator de-

sencadeante.

Utilizando modélo experimental proprio, AN-
DERSEN e col. (1957) mostraram alteragbes funcionais durante
circulagdo extracorpdrea com baixo fluxo, resultantes da diminui-
¢80 do fluxo sanguineo hepatico.

Experimentalmente, em caes, utilizando hipo-
termia profundissima de indu¢3o interna (100C) durante 30 minutos
com parada circulatoria total, TREDE e col., (19461} referem dis-

cretas alteracoes congestivas em dolis caes.



Trabalho experimental realizado por KHEDROD e
col. (1964) utilizando circulagio extracorporea e normotermia em
c3es, mostraram a nivel de microscopia optica, redu¢ldo do glico-
genio intracelular, n3o apresentando alterag3o quantitativa ou

qualitativa em relaglio a estrutura hepatica.

Em 736 cirurgias realizadas em "ANIMA NOBI-
LE", SANDERSON e col. (19&44) encontraram 63 casos de ictericia
pOs cirurgia cardiaca com circulagdo extracorpdrea € hipotermia
moderada. No grupo tom ictericia precoce a causa descrita foi a
tolestase intra-hepdatica, e no grupo com ictericia tardia, onde
ocorreram dois obitos, o achado anatomo-patoldgico foi necrose
centrolobular. Atribuiram aoc estado de chogue ¢ a agdo de subs-
tincias vasoativas no fluxo sanguineo hepdtico, como responsidveis

pela lesio.

KINGSLEY (19662 em 19 pacientes submetidos a
cirurgia cardiaca sob hipotermia profunda geral de indu¢3o inter-
na, usando a teécnica de DREW com a modificagdo de HURT, com pe-
ricdos de parada cardiaca variando de 27 a 71 minutos, apresentou
dez casos com ictericia clinica. Nos trés dbitos da serie, o
achado anatomo-patoldgico revelou necrose centrolobular. Esse au-
tor responsabiliza a idade dos pacientes como fator contribuinte,

assim como o grau de insufici@éncia cardiaca direita.



Qutros autores como LOCKEY e col. (1947} de-
mostraram usando circulacido extracorpdrea e normotermia, 13% de
incidéncia de ictericia pds cirurgia cardiaca. Os achados angto-
mo-patologicos mostraram apenas congest3o centrolobular com co-
lestase intra-hepatica. Esse guadro seria consequente 3 disfunclo
hepatica previa e a hemdlise provocada pela circulag3o extracor—
porea alem da insuficiéncia cardiaca. O tipo de patologia apre-~
sentada pelo pauciente também € importante, sendo mais frequente
nas lesdes mitrais que adrticas. Concomitantemente ROBINSON e
col. (19567) usando hipotermia moderada e circulag¢3o extracorpdrea
confirmaram atraves de dosagens enzimaticas que hd les3o hepati-
ta e correlacionam essas alteragdes s idade do paciente, gravi-
dade da lesdo prévia, (sendo mais comum em mitrais) e ao tempo de
perfusdo. A anoxia hepatica seria a causa basica. A necrose cen-—
trolobular foi o achado anatomo-patoldgico camum nos obitos ocor-

ridos.

Ictericia pos cirurgia cardiaca com uso de
circulagdo extracorpdrea algumas vezes pode ser fatal como refere
GAUTAM (1969) em uma paciente de 17 anos submetida & correglo to-
tal de tetralogia de Fallot, onde houve um blogueio das veias he-
paticas consequente aoc diametro avantajado da canula da veia rava
inferior, levando a necrose hepatica. 0 achado andtomo-patoldgico
mostrou necrose centrolobular, congestio da veia central e dos

sinusoides adjacentes.



Alguns autores como MUNDTH e cal. (1947) des-
crevem a insuficiéncia hepatica progressiva apos a cirurgia
cardiaca com circulagdo extracorpdrea e hipotermia moderada. Le-
sbes preévias como a hipertens3o pulmonar ou insuficiéncia ventri-
cular biltateral, levaram a um baixo débito csrdiaco no preriodo
pos-operatdrio o que provocaria lesBes por mecanismo de hipdxia
tecidual. 0O exame histoldgico revela congest3o centrolobular e
estase biliar centrolobular. A contribuicdo da hemdlise, acidose,
congest3o hepatica e circulacdo extracorpdrea seria poucg signi-

ficante.

Em nosso meio, PEREIRA e col.{1972) mostraram
em 23 pacientes estudados, uma incidéncia de 39,4% de ictericias
que se seguiram a cirurgia cardiaca com uso de circulacdo extra-
corporea. 0s achados anatomo-patoldgicos revelam apenas congestiop
hepatica. A causa apresentada pelos autores seria a sobrecarga do
coracdo direito que levaria a estase venosa e congestio dos si-
nusoides. Segundo esses autores a circulag¢3o extracorporea pro-
longada levaria a hemdlise e ao excesso de bilirrubina indireta
acarretando pPreJuizZo na conjugagao e excregcao da bilirrubina con-
jugada. LARMI e col. (1973), OLSON e col.(1984) e BOHMER e col.
(1987}, vrelatam a incidéncia da ictericia que ocarre no pos—ope-
ratorioc de cirurgia cardiaca, mostrando que ¢ papel da hipotermia

nado e claro. O tempo de perfusiio decempenharia papel importante.
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Submetendo 192 pacientes a cirurgia cardiaca
Para troca de valvas cardiacas sob hipotermia moderada, SINGH e
BAKER (1974) mostram correlagdo da ictericia que surge no periodo
pos-operatdrio com o tempo de perfusio, tempo de isquemia do mio-

cardic e a idade do paciente.

0 trabalho de COLLINS e col. (1983) mostrou
uma incidéncia de 20% de ictericia pds-circulagio extracorpdrea
em 248 paclentes estudados. A alta mortalidade nesse grupo de pa-
cientes e digno de nota, chegando a 25%. Os autores afirmam que
fatores como hipoxia, hipotensiio, hipotermia, hemdlise e insufi-
ciéncia cardiaca previa n30 est3o associados a ictericia pds-ex-
tracorpdrea. A morbidade ¢ a mortalidade est8oc relacionadas com
trocas valvares multiplas, principalmente envolvendo a valvula
tricdispide, necessidade de grandes transfusdes e tempo de perfu-
%30 prolongado.

0 estudo experimental feito em c3es por LARMI
(1973) com normotermia e hipotermia moderada, demonstra atraves
de estudo enzimatico graus de disfun¢3o refrataria, pds cirurgis
cardiacq com circulagc3o extracorporea. Responsabiliza a hipdxia,
hipotermia, hemodiluigc3o e hemdlise, como causas para essas alte-
ragdes. Em um estudo subsequente, referindo-se a fungdo hepdtica
apos trés horas de perfusio, em 20 c3es submetidos & cirurgia
cardiaca com hipotermia moderada e normotermia, refere apenas
evidéncias indiretas atribuldas 3 hipdxia nas alteracdes da fun-

[ d 4 . r . N r
ga0 hepatica pos circulagiao extracorpdrea.
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Em publicac3o posterior LARMI (1973) refere
que a circulagio extracorporea por si pode provocar ictericia
precoce; gquantg mais prolongada a perfusao malor a probabilidade

de ictericia.

BIERNAT e col. (1974) relata que a hemodi-
lui¢30, com alteragdes da pressiio oncotica e osmolaridade sangui-
nea, diminuindo a quantidade de eritrocitos por milimetro cubico,

leva a hipdxkia e consequentes lesdo do figado.

Em nosso meio OLIVEIRA e col. (i?8BS) expe-
rimentalmente em c3es, estudaram o comportamento da circulacio
hepatica, com utilizagB3o de hipotermia moderada de indu¢d3o inter-
na, demostrando aumento do fluxp sanguineo na veia porta e arte-

rias hepaticas.

Experimentalmente, BACCARIN (i19Bé) demonstra
a auséncia de alteragfies da ultra-estrutura do parénquima hepati-
co em cdes submetidos a hipotermia profunda geral.de indugio in-
terna e externa com periodo de baixo fluxo sanguinec (@,3 1/m/mc
de superficie corporea) sistémico, de 50 minutos e hemodiluig3o

totatl.

ESCALDA e col. (1985) e ESCALDA e col . (1988,
atraves de micro-angiografia do figado de cies submetidos & hipo-

termia, demonstra gque o contraste injetado na veia porta ndo
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perfunde adequadamente a estrutura sinuscidal, provavelmente con-

sequente 3 contragcdo dos esfincteres pré e pds capilares.

LAGUDIE e col. (1999) em material humano con-
clue que a ictericia reflete defeito do polo excretor do hepatod-

cito com a auséncia de obstrugio de vias biliares.

Embora o numero de fatores etioldgicos suge-
ridos na literatura seja grande, o mecanismo exatoc da lesio heps-
tica permanece obscuro 2 pobremente ententido (LAMONT & ISSELBA-

CHER, 19835).

Estes estudos se revestem de particular im-
portdncia no que se concerne a0 esclarecimento das alteragBes
que possam ocorrer a nivel de ultra-estrutura hepatica, onde a
visualizagcldo dos ductos e canaliculos biliares, assim como dos
sinusdides hepaticos permitem fornecer subsidios para averigua
¢fies quanto 3 estase biliar ¢ congestloc dos sinusdides. A morfo-
logia das mitocOdndrias com seu arranjo em forma de lamelas, for-
nece informacﬁu a respeito do grau de hipdxia gque possa ter ocor-
rido em consequéncia a uma perfusio tecidual n3o satisfatoria, ou
alteragles conseguentes a hipotermia profunda bem como da circu-

lugao extracorpdrea,

Do exposto, o presente trabalho tem como ob-

Jetivo, o estudo experimental, em c3es, a micreescepia eletréni-
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ca, das estruturas do parénquima hepdtico, observadas em bidpsias
perifericas retiradas do lobo esquerdo do figado, utilizando as
técnicas de hipotermia profunda geral de inducio externa e inter-
na em sequéncia a diferentes niveis de temperatura; com periodo
de parada circulatoria total por periodo de 5@ minutos e com pe-
riodo de baixo fluxo (0,5 1/min/m de superficie corpdrea) san-
guineo sistémico, de 50 minutos, utilizando-se bomba de roletes,

oxigenador de bolhas e hemodiluigio total.
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II. MATERIAL £ METODO

IT.1. MATERIAL

I¥.1.1. ANIMAL DE EXPERIENCIA

Foram wutilizados 12 c3es mestigos, aparente-
mente sadios, fornecidos pelo Bioteério do Ndcleo de Medicina e
Cirurgia Experimental da Faculdade de Cieéncias Meédicas da Univer-
sidade Estadual de Campinas, sendo as intervenc¢des cirdrgicas
realizadas nho Laboratorio de Teécnica Operatoria e Cirurgia Expe-
rimental do Nicleo de Medicina e Cirurgia Experimental da Facul-

dade de Ciéncias Medicas da UNICAMP.

0 pess doe animals variou entre 13 e 13 Kg

com um valor medio de 13,810 + ©,530 Kg (tabela I).

a superficie corpdorea dos animais variou en-

tre 0,63 e 9,71 m& com valor médio de 9,67 + 0,02 mZ (tabela I).



TABELA I
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ITI.2. M&T0DOo

Com o objetivo de avaliar as possiveis alte-
racgoes, em nivel de ultra—-estrutura dos componentes do parénquima
hepal ico provocadas por tecnicas diferentes de hipotermia profun-—

da geral, dividimos os aniwmais de experiéncia em dois grupos:

GRUPO I - Hipotermia profunda geral de indugdoc externa
e 1interna com parada circulatdria total por

peripdo de 59 minutos (seis ciaes?.

GRUPT II - Hipotermia profunda geral de induc3o externa
e interna com periodo de baixo fluxo sangui-
neo (0,5 1/min._/mf) sistémico de 50 minutos
(seis caes).

Foram realizadas bidpsias do lobo esgquerdo do
figado. As bidpsias foram retiradas na fase de esfriamentog, nas
temperaturas esofidgicas de 379C, 289C, 206°9C, 20°9C; apds periodo
de parada circulatoria total ou de baixe fluxo sanguineo sistémi-
co de 50 minutos e inicio de aquecimento, e a seguir nas tempera-—

turas crescentes de e8°C e 37°C.

0 controle da ultra-estrutura hepatica em ca-
da c3o0, foi realtizada antes da induc3c da hipotermia profunda ge-
ral pela retirada de um fragmento de figado 3 temperatura esofa-

gica de 379¢.
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Fsta bidpsia f0i realizada sob anestesia ge-
ral atraves de laparotomis mediana de aproximadamente cinco cen-
timetros de extens3o. A biodpsia retirada A& temperatura esofagica
de 379C permite o contrble para cada c3o e/ou grupo de c3es, nas

temperaturas estudadas.

I1.2.1. CIRURGIA

I1.2.4.1. PRE-OPERATORIOD

0 prepargo pré-pperatorio consistiu apenas no
jejum dos animais durante um periodo de 12 a 15 horas antes da

cirurgia.

IT1.2.1.2. ANESTESIA

IT.2.1.3. INDUCAO DA ANESTESIA

Ap6s rapagem e antissepsia COm timerosal a

1-190.9000 (MERTHIOLATE) da pata dianteira direita e/ou esquerda,
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realizou-se a pung¢do da veia cefdlica. A induc¢ie anesteésica

foi feita com tiopental sodice a 2,5% (THIONEMBUTAL) até a perda
do reflexo palpebral. £m seguida realizou-se a tubagem orotra-
gueal sob visao direta. Obteve-se o relaxamento muscular com o
emprego de brometo de pancurdneo (PAVULON) na dose de 0,2 mg/KG
de peso corporeo e estabeleceu-se a respiragio mecinica controla-

da com respirador de TAKAOKA {(mod.&s90) .

II1.2.1.4. VENTILACAD PULMONAR

Todos ©s cdes foram ventilados com oxigénio a
190% em um sistema sem re-~inalag3o0, com um volume corrente de 29
mi/kg de peso corporeoc e uma frequéncia respiratoria de 2@ movi-

mentos respiratorios eor minuto.

II.2.1.5. PREPARD DO ANIMAL DE

EXPERIENCIA

Realizou-se em todos os cdes rapagem ampla
das regifes lateral-direita do torax, xifoideia, paracondriaca
direita, lombar direita e iliacas.

A seguir, os cies foram levados a uma mesa
cirurgica especialmente construida nas oficinas do Centro de Tec-
nologia da Universidade Estadual de Campinas, que passara a sSer

chamado, agqui, de UNIDADE DE ESFRIAMENTO E AQUECIMENTO.
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A Unidade de Esfriamento e Aquecimento, cons-
ta de um reservatdrio com capacidade para 490 litros de sgua e co-
nectada a tubos e torneiras dispostos de maneira a permitir a
circulag80 de agua fria e/ou aquecida. Apresenta, tambeém, uma
bandeja movel, que, ao se elevar ou abaixar-se no interior do re-
servatorio, provoca, respectivamente, a emersdo ou imersa3o do cdo

durante a cirurgia.

s ci3es foram colotados entre dois cobertores
de plastico e adequadamente fixados, por meio de cordas finas
apropriadas, a bandeja mdvel da Hnidade de Esfriamento e Aqueci-

mento.

A seguir, realizou—-se a antissepsia das re-
gides rapadas com timerosal a 1:19.009 empregando-se todos as

preceitos de teécnica asseptica.

Dissecaram-se as arteérias e as veias femorais
direita e esquerda. Introduziram-se cateteres de polietileno nos
vasos femorais 3 direita. O cateter colocado na veia femoral foi
ligado a um mandmetro de dgua para a medida de press3o venosa com
0 zero ao nivel do atrio direito. O cateter colocado na artéeria
femoral direita foi conectado a um manOmetro de mercurio pa-

ra verifica¢3o da pressio arterial média. 0Os cateteres serviam,

ainda, para colheita das amostras de sangue, com as quals fo-—
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ram realizadas as dosagens laboratoriais. Introduziu-se tambem
cateier de polietileno na veia femoral esquerda para administra-

¢30 de drogas e de solugdes gletroliticas durante a cirurgia.

A arteéria femoral esquerda foi preparada para

a via arterial da circula¢do extracorpdrea.

Em todos os c3es foi realizada a sondagem ve-

sical, com sonda apropriada, para controle da diurese.

A temperatura do c3o, medida no esffago, e da
3gua contida na Unidade de Egfriamento e Aquecimento foram veri-

firadas constantemente, por meio de um tele-termometro modelo 43

T D (YELLOW SPRINGS INSTRUMENT CO.,INC.?

II.2.1.6&6. MANUTENCAO DA ANESTESIA

A anestesia foi mantida com citvato de fenta-
nil (FENTANIL) intravenoso, na dose inicial de 2 ml/kg de peéso
corporeo seguida de doses repetidas correspondentes a 1/3 da dose
inicial. Desta maneira, ©s caes permaneceram entre o primeiro e o
segundo planos do terceiro periodo anestésico. Doses repetidas,
intravenosas, de bromento de pancurdneo também foram necessarias
a cada 30 minutos para evitar a recuperacao do tonus muscular do

cao.



II1.2.14.7. VIA DE ACESSOD

Em todos os cies foi realizada, por plangs
anatomicos e com cuidadosa hemostasia, a toracotomia lateral di-
reita atraves do guarto espago intercostal, e a laparotomia me-

diana.

A laparotomia mediana foi realizada a tempe-
ratura esofsdgica de 379C numa extensido de aproximadamente <cinco
centimetros, senda wutilizada para retirada da bidpsia hepatica
que serviu para o controle de cada c3oc efou grupo de cies. Apods
a retirada da biopsia hepdatica de controle, a pele, tecido celu-
lar subcutaneo e aponevrose foram aproximados com fios de algod3o
00 . A temperatura esofdgica de 289C, os pontos da laparotomia
mediana foram retirados, expondc o lobo esquerdo do figado, para
a bidpsia e realizada a toracotomia em uma extensdo suficiente
para uma adequada exposigao do campo operatorio, para a instala-

¢80 da circulagio extracorporea.

IT.2.12.8. BISPSIAS DO FIGADO

Em cada animal foram realizadas seis bidpsias
na periferia do lobo esquerdo do figado. As bidpsias foram reti-
radas proximas umas das outras, de aproximadamente @,5 com. de
largura por 6,8 cm. de comprimento, com bisturi 13mina 15 e pinga

vascular “LOe Bakey'.
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A primeira bidepsia foi retirada a temperatura
esofagica de 379C; a segunda a 289C; a terceira a 20°C; a quarta
a 20°C, apods periodo de parada circulatoria total ou de baixo
fluxo sanguineo sistémico de 5@ minutos e inicio do aquecimento;
a quinta =3 28B9C de aguecimento e a sexta bidpsia a temperatura

esofagica de 370C.

Os fragmentos foram fixados em solucido de al-
deido glutarico a 2,9% em tamp3o de cacodilato de sddio (ph 7,4),

para exame a microscopia eletrdnica.

Os locais de retirada dos fragmentos {foram

suturados com pontos em "“U" separados utilizando-se fio de cate~

gute 4-@ cromado.

II.2.1.9. CIRCULACAD EXTRACOR-

POREA

Apos a abertura do torax, a veia azigos foi
laqueada e as velas cava foram dissecadas e reparadas com cadar-
¢os finos de algoddo em seus segmentos extrapericardicos. Os ca—
dargos das veias cava foram passados atraves de tubos de latex,
de modo a permitir a oclusdio das mesmas em torno das c3nulas de

drenagem venosa.



A seguir, seccionou-se o pericirdio longitu-
dinalmente, 2 as bordas do mesmo fixadas aos planos externos da

incisao.

A aorta ascendente foli i1solada e reparada com
cadargo fino de algaddo. A seguir, foram feitas duas suturas em
bolea com fio "ethibond” 3-0, uma na auricula direita e outra na
parede do atrio direito proxima a veia cava inferior. 0s fios
dus suturas em bolsas foram passados atraves de tubos de latex
com a finalidade de garantirem a hemostasia ao redor das c3nulas
VvENOSas. Ag caAnulas foram introduzidas em ambas as veias cava,
apds a atriotomia e a auriculotomia, em cada espaco delimitado

pelas bolsas.

A arteria femoral esquerds, previamente dis-
csecada e reparada com cadarcos finos de algod3o, foei utilizada

para a via arterial da circulacio extracorporea.

A incoagulabilidade do sangue foi obtida pela
administracio de heparina na dose inicial de 3 me/kg. de péso
corporeo por via intra-atrial direita e complementada, quando ne-
cessario, a cada 6@ minutos de perfusdoc na dose de 1 me/kg. de

peso coOrporeo.

A canulac¢cdo das veias cava foi realizada com

tubos de polietilenoc com 1/4 de polegada de diametro interno., Na
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artéria femoral esquerda foli introduzida uma canula de polietile-
no, previamente conectada a uma canula metalica de diametro in-
terno de & mm., que foi ligada a linha arterial do conjunto cora-—

c3o0~pulmio artaificial.

Quando necessario, durante a circulagdo ex-
tracorporea, foram administradas drogas para corregao dos desvios

do estado dcido-basico do sangue.

Iniciada a circulaglo extracorpdrea, foram
apertados os torniquetes das veias cava, interrompida a ventila-
¢330 pulmonar e mantides gs pulmbes insuflados com uma pressio me-

dia de 15 cm de agua.

Nos casos em que ocorreu a fibrilagi3o ventri-
cular, foram os c3es tratados com choque elétrico de ate 3oW/s

cam correnlte continus por melio de um desfibrilador marca SIEMENS.

Durante as fases de uso da circulagdo extra-
corpdrea colocou-se um cateter de polietileno no atric esquerdo,
que' foi conectado a um manometro de dgua para medida de pressio,
mantendo-a entre 1@ a 15 centimetros de agua e ndo a deixando ul-
trapassar de 12 centimetros de agua alem dos valores acima men-

cionados na fase final do experimento.

Terminado o experimento os animals foram sacrifi-

cados.
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II.2.4.1@. CONJUNTO CORACAO-PULMED ARTI-

FICIAL

Utilizou-se para a movimenta¢3o0 do sangue a
bomba de roletes tipo”De Bakey" fabricada nas oficinas do Insti-

tup de Cardiologia do Fstado de S3o Paulo.

Obteve-se a oxigenagio do sangue com um oxi-
genador de bolhas modelo proposto por MAGALHEES & JATENE, tamanho
pediatrico, contendo um termopermutador incorporado integralmente
a0 oOxigenador, fabricado nas oficinas do Centro de Tecnologia da

Universidade Estadual de Campinas.

Na camars de desborbulhamento foram utiliza-

das esponjas de ac¢o siliconizadas.

A tubulacio empregada foi de polietileno com
{\4 de polegada de didmetro interno para o circuito artério-veno-
s0 e para os aspiradores, com excecao das partes submetidas aos
roletes da bomba arterial e dos aspiradores "intracardiacos” nas
quais utilizaram-se tubos de latex de 3/B de polegada de diametro

interno.



I1.2.1.11. PERFUSATO

0 perfusato foi constituido de uma solugdo de
Ringer no volume de 500 mi. a qual acrescentou-se sulfato de mag-
neésio 3 10% S mi., e 25 mg. de heparina. N3o foi utlizado sangue
durante a perfusio.
Em todos os casos, utilizou-se oxigénioc a
190% no oxigenador, durante a perfusdo, com um fluxo de quatro
litros de ox19énio por metro guadrado de superficie corporea (4
1/0p/mE) .
0 +luxo sanguineo variou conforme a tecnica
de hipotermia profunda geral de indugdc externa e interna utali-

zada .

I1.2.1.12. CARDIOPLEGIA

Nas duas tecnicas de hipotermia profunda, a
parada cardiaca foi induzida por solucio de cardioplegia hiperpo-
tassica, hiperosmdotica e hipotérmica (a temperatura de 49C) con-
tendo: solucio de Ringer Lactato 300 ml; solugdoc de cloreto de
potassio a 19,1i%, 4 ml.; soluc3o de bicarbonato de stdio a 10¥%,

8 ml.;solucdo de glicose a S50%, 15 ml e insulina simples 10 U.I..
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A infusio de solu¢l8o de cardioplegia foi fei-
ta, 1imediatamente apds o pingamento da porgdo ascendente da aor-
ta, pOr puncio direta da sua porg3o proximal com um cateter des-—
cartavel no espaco delimitado por uma sutura em bolsa com fio
"Ethibond” 5-9 guarnecido com um torniquete plastico para contro-
le da hemostasia. A solucio de cardioplegia foi retirada do cir-
cuito extracorporeoc atraves de um aspirador colocado no interior

do atrio direito.

0 frasco contendo a solu¢3do de cardioplegia
foi colocado a2 1,346 m. acima do coragdo, gerando assim uma pres—
sio intra-aortica aproximada de 160mm.Hg. para garantir a perfu-
530 das arteérias coronarias.

Em media 1060 a iSoml. de solucdo foram inje-
tados, rapidamente, produzindo o cessamento da atividade mecanica

e/ou eletrica do coracdo. A mesma foli repetida quando necessario.

II.2.1.13. TECNICA DE HIPOTERMIA PROFUNDA
GERAL DE INDUCXD EXTERNA E IN-
TERNA COM PARADA CIRCULATORIA
TOTAL POR PER:iODD DE 5@ MINUTOS

{GRUPO I).

Os c8es, envolvidos em dois cobertores de
plastico, foram fixados adequadamente, por meioc de cordas finas
apropriadas, sobre a bandeja mdvel da Unidade de Ecsfriamento e

Aquecimento.
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No reservatorio da Unidade de Esfriamento e
Aquecimento havia agua a temperatura entre 2° a 4°C. Colocou-se
sobre o0s caes sacos de plastico contendo gelo. A seguir, proce-
deu-se a imersio parcial dos cdes deixando para fora o5 membros e
a cabega. Procurou-se, com 1sso, evitar acidentes necrotizantes
das extremidades. Iniciou-se o gotejamento lento por via intra-
venosa de dextran de peso malecular 4@.000 na dose de 1@ ml. /Kg
de peso corporeo ate a temperatura esofiagica atingir 28YC, quan-
do, fo1 interrompirdo o esfriamento por condugdo pela emersio da
bandeja movel da Unidade de Esfriamento e Aquecimento, retirado o
cobertor de pldstico superior, os sacos de plastico com geéle, re-
petida a antissepsia com timerosal a 1:1¢.90@ e realizada a tora-
cotomia direta, no gquarto espago i1ntercostal. A veia azigos foi
lagueada e as veias cava dissecadas em seus segmentos extraperi-
cardico e reparadas com cadargos finos de algodi3o. Os cadarcos
das veras cava foram passados atraves de tubos de l3atex de modo a
permitir a oclusdo das mesmas. A segulr, foi seccionado o
pericardio longitudinalmente, sendo as bordas da Serosa fixadas
aos planos externos da incis8o. A aorta ascendente foi isplada e
reparada com cadar¢co fino de algodi3o. Fez-se uma sutura em bolsa
na ralz da aorta ascedente com fio "Ethibond” 5-¢ para a realiza-
¢ao da cardioplegia, conforme ja exposto. Introduziu-se um cate-
ter de polietileno no atrio esquerdo, que fol conectado a um ma-
nometro de agua para medida da pressio. A incoagulabilidade do
sangue fo1 ohtida pela administragic de heparina na dose inicial

de 3 mg/Kg de peso corporeo por via intra-atrial direita e repe-
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tida a cada 69 minutos, quando necessdario, 1 mg/Kg de peso corpo-
reo. Iniciada @& circula¢8o extracorporea, foram apertados os
torntquetes das veias cava, i1nterrompida a ventilac8o0 pulmonar e
mantidos os pulmdes insuflados com uma pressio meédia de 15 cm de

agua.

Em todos os casos, utilizou-se ox1génio a
100% no oxigenador durante a perfusdo, com um fluxo de 4 1/0p/m®
de superficie corporea e um fluxo sanguineo calculado de 2,5
1/min./mf de superficie corpdrea. A temperatura do perfusato foi

mantida a 129C abaixo da temperatura esofagica.

0 esfriamento interno foi interrompido a tem-
peratura esofagica de 22°C pela parada da circula¢3o extracorpd-
rea. 0 esfriamento prossegiu espontineamente por um fendmenc de
inercia teérmica ate a temperatura esofagica variavel de 20° a
ierC.

A linha arterial! foi pincada e depois de dre-
nado lavremente © sangue do c3o para o oxigenador, pela linha ve-

nosa, a mesma foir a segulir Pilngada.

Conectou-se a linha arterial a linhza venosa e

1niciou-se a recirculacdo lenta do perfusato, mantendo-o a tempe-

ratura de 239C.
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&4 aorta ascedente, previamente i1sglada e re-
parada ctom cadarco fino de algod3o, foi pingada e 1niciada a 1in-
fus3o de solugdo de cardioplegia, conforme ja exposto anterior-

mente.

Fforam feitas pequenas atrictomias; direita,
para a aspiracao da solucdo de cardioplegia, e esquerda, para a
aspiragio das camaras cardiacas esquerdas por meic de uma sonda
Foley, posiclonada em ventriculo esquerdo e conectada a um aspi-
rador “intracardiaco’.

Apos 9@ minutos de parada circulatoria total
foi mantida a sonda Foley em ventriculo esquerdo canectada a um
aspirador ‘“intracardiaco” para a aspiracio das camaras cardiacas
esquerdas quando o coragdo distendia. Restabeleceu-se o circuito
extracorporesc e reinicigu-se a circulagdo extracorporea com um
fluxo sanguineo sistémico de 1,0 1/min./m® de superficie corpo-
rea, apos retirada do ar da aorta ascendente, das camaras cardia-
cas e do pingcamento adrtico. Apds a retirada do pingamento da
iinha venosa, fol1 aumentado o fluxo sanguineo sistémico para 2,9

| /min./mE de superficie corporea.

A temperatura do perfusato foi mantida a ni-
vels n3o superiores a 39,59C com um gradiente de temperatura de
170C entre as temperaturas esofagicas e a do perfusato. Durante

a fase de aquecimento interno, os pulm8es foram reinsuflados



periodicamente para a retirada de possiveis residuos de ar, e a
sonda F+oley mantida até obter~se uma contratilidade miocardica
efetiva, quando foi retirada. Manteve-se o cateter de polietile-
no em dlrio esquerdo para medida de pressdo que foi mantida entre

i a 15 cm. de agua.

U aquecimento internoc foi mantido ateé a tem-
peratura esofagica de 34°C, quando foi restabelecida a ventilagao
pulmonar nos parametros pre-circulagaoc extracorporea. Interrom-
peu~se gradativamente a circulacdo extracorporea, ao mesmo tempo
que se fazia o aquecimento por indug3o externa, isto e, imers3o
parcial da bandeja movel no reservatdrio da Unidade de £sfriamen-
to e Agquecimento que continha agua a temperatura de 45°C. Mante-

ve-se esta situagio ate a temperatura esofagica atingir 370C.

Foram realizadas 1infusoOes por via intra-
atrial de cloreto de calcioc a 1% na dose de 2,5 a 5 ml. repeti-

das gquando necessarias.

Um fio eletrodo de marca—passc €p1M1OCardio
fo1 suturado em parede anterior do ventriculeo direito, conectade
a4 um gerador de pulso externo e ligado sempre que havia bradicar-

dia.



3

Quando ocorred fibrilagd3o wventricular ou
atrial, a mesma fo1 eletricamente convertidas com choque de

2¢ W/Seg.

Quando necessario, drogas e volume foram ad-
ministrados por via intravenosa conforme os desvios do estado
acido-basico do sangue e os nivels de pressio tHo dtrio esquerdo,

respectivamente.

1I1.2.1.44. TECNICA DE HIPOTERMIA PROFUN-
DA GERAL DE INDUGXD EXTERNA E
INTERNA COM PERIODO DE BAIXO
FLUXO SANGUINEC <(©,5 1/min/mE)
SISTEMICO DE 5@ MINUTOS

. (GRUPD II).

U0s cdes envolvidos em dois cobertores de
plastico foram fixados adequadamente por meio de cordas finas
apropriadas sobre a bandej)a modvel da Unidade de Esfriamento e
Aquecimento. A seguir, procedeu-se conferme 33 exposto para a

tecnica de hipotermia profunda geral de indug3o externa e interna



com parada circulatoria total (grupo I) ate a temperatura esofi-
gica de 22°9C, quando foi1 interrompido o esfriamento interno, es-
tabilizada a temperatura do perfusato em 23°C e reduzido o fluxo
sanguineo sistémico para ¢,5 1/min./mc de superficie corporea,

durante o periodo de 59 minutos.

U esfriamento prosseguiu expontaneamente por
um fenomeno de 1nercis termica ate a temperatura esofagica varia-

vel de 200C a 180¢C.

A aorta ascendente, préviamente i1soclada e re-
parada com cadar¢o fino de algoddo, foi pingada e iniciou-se a
infusio de solugdc de cardioplegia, conforme ja exposto anterio-
mente, para o grupo I.

Foram Feitas pequenas atriotomias; direaita
para a aspiracdo da solu¢do de cardioplegia, e esquerda para as-—
piracac das camaras cardiacas esquerdas por meio de uma sonda Fo-
ley posicionada em ventricule esquerdo e conectada a um aspirador
“intracardiaco". Apos 59 minutos de fluxo sanguineo sistémico
reduzido (©,9 I1/mim/mF}, +Foi1 mantido a sonda Foley come acima
eXposto para aspiragdo das camaras cardiacas esquerdas, quando o
coracio distendia. Aumentou-se o fluxo sanguineo sistémico para
1,0 1/mi1n./m* de superficie corporea, apos retirada do ar da aor-—
ta ascendente e das camaras cardilacas. Apos a retirada do pinga-—
mento da aorta ascendente, fol1 aumentado o fluxo sanguineo sisté-

mico para 2,9 1/min./m2 de superficile corpodrea.



A temperatura do perfusato foi mantida a ni-
Vels nao superiores a 39,%9C com um gradiente de temperatura de

120¢ entre as temperaturas esofagicz e do perfusato.

urante o aquecimento_internn, os pulmdes fo-
ram reinsuflados periodicamente para retirada de possivels resi-
dugs de ar, e a sonda Foley mantida ate obter—-se uma contratili-
dade miocdrdica efetiva, guando foi retirada. Conservou-se o ca-
teter de polietileno em atrio esquerdo para medida de pressdo gue
fol1 mantida entre 1¢ a 15 cm. de agua. O aquecimento interno foi
mantido ateé a temperatura esofagica de 340C quando foi restabele-
cida a ventilag3o pulmonar nos parametros pre—-circulagaoc extra-
corpodrea. Interrompeu-se gradativamente a circula¢do extracorpo-
rea, ao mesmo tempo que se fazia 0 aquecimentoc por i1nducdao exter-
na, 1sto €, imers3o parc:ial da bandeja movel no reservatodorio da
Unidade de t£sfriamento e Aquecimento, que continha agua a tempe-
ratura de 459C. Manteve-se esta situagio ate a temperatura eso-

tagica atingir &70C.

Foram realizadas infusdes por via intra-
atrial de cloreto de calcio a 10¥% na dose de 2,5 a 5 ml., repeti-

das quando necessarilas.

Um {10 eletrodo de marca—-passo epaimiocardio
tol1 suturado em parede anterior do ventriculo direito, conectado
a um gerador de pulso externo e ligado sempre que hawvia bradicar-

dgia.



39

Guando ocorreu fibrilaglo wventricular ou

atrial, s mesma fo1 eletricamente convertida com um choque de

30 W/s.

Quando necessario, drogss e volume foram ad- -
ministrados, via intravenosa, conforme os desvios do estado aci-
do-basico do sangue e 05 nivels de pressao no atrio esquerdo res-

pectivamente.

I1.2.1.15. MICROSCOPIA ELETRONICA

I1.2.1.15.1 EQUIPA-
MENTOD

A microscopila eletronica foi feita utilizando
um microscoplo eletronico modelo EM$S5-2 Marca Zeiss da Microsco-
pia Eletronica do Instituto de Biologia da Universidade Estadual

de LCampinas - UNICAMF.
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II.2.1.19.2. TECNICA

UTILIZADA.

A. FIXACAOD

Imediatamente apos a colheita do fragmento de
figado, o mesmo foi colocado em fixador composto de solucio de
atdetdo glutsirico a £,0% em tampao cacodilato de sodio, com PpH
7,4, permanecendo nesta salugdo pelo periodo minimo de trés ho-

r4s, a4 temperatura ambiente.

t.ogo apos, foir cortado em fragmentos menores,
de aproximadamente 1 mm3, sob lupa, e colocado no fixador pelo

perigdo de uma hora.

B. POS-FIXACAOD

Apos quatro horas de fixacdo os fragmentos
passaram por trés banhos, repetidos a intervalos de 1@ minutos,
em solucio tamp3o de cacodilato de sodio com pH 7,4. Em seguida,
o fragmento de figado fol fixado em solugdo de tetroxido de osmio
a 1,0% em tampaoc de cacodilato de sodio, durante 43 minutos, a

temperatura ambiente.
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C. IMPREGNACXO POR SAL DE URANIO

Apos fixagao dsmica, os fragmentos foram la-
vados com tamp3o cacodilato, em banhos repetidos de 1@ minutos de
duracao pelo periodo de 3@ minutos. A seguir, os fragmentos fo-
ram submetidos ao processo de i1mpregnacdo por acetato de uranila

a 2,0% por tempo variavel de 2 a 12 horas.

D. DESIDRATACAOD

Us fragmentos de figado foram desidratados em
bateria de etanol, com concentragoes crescentes, € a ultima etapa

da desidratagido foi1 em acetona.

E. INFILTRACEO E INCLUSAO

OUs Fragmentos foram infiltrados com soclugdes
progressivamente mais concentradas de acetona e POLYLITE Bee1l e
depors 1ncluidos com POLYLITE 86€1 puro, mantido durante dois

dias em estufa a &Q°9C.
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¥. MICROTOMIA

Us cortes obtidps no microtomo foram orienta-
dos, com o auxilio da microscopia Optica apds coloragdo com azul
de metileno ¢ azur [I, permitindo uma vis3o panoramica do mate-

rial que seria estudado a microscopia eletronica.

Com esta finalidade escolheram—-se cortes com
1,8 micrometro de espessura. f}s cortes escolhidos para microsco-
pla eletronica ndo apresentaram €spessura Superior a, aproximada-
mente, 8¢ nandmetro.

Us cortes para microscopla eletronica foram
colhidos em grades de cobre de 4@0¢ malhas.

6. IMPREGNAGCAO POR CHUMBO

Us cortes ultrafinos foram submetidos a 1im-—-
pregnacio com ciltrato de chumbo por sete minutos.

H. MICROSCORIA

Us cortes foram examinados ao M1Croscopilo

eletrdonico Modelo 95-2 — Zeiss.
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I. ELETROMICROGRAFIAS

fs eletromicrografias, em negativo, feram ob-
tidas utilizando no apareiho, pelicula kodatith ortocromatica ti-

PO 3.



III. RESULTADUS

4

Us dados referentes ao tempo de durag¢do da

perfusdo para as tecnicas de hipotermia profunda geral empregadas

encontram-se na tabela II.

TABELA I1

valores medios do tempo total de

A ————— T ek ke e S ——

BRUPOU NO DE CRAES
I V6
L Q&

(s dados referentes

perfusio

PR S A A e A A T et e ——

TEMPO TOTAL DE PERFUSZD

vAaLOR MEDIO (MINUTD)

e i, — i A e vl AN A T ey e e S s —

38,67 + 2,58

3%, 67 + 1,97 (50)

n

a0 tempo de esfriamento ate

200 € a 189 C e de aquecimento ate a temperatura final de 379 C

encontram—-se na TABELA III.



TaBeLAa IIIX

A1

valores médios dos tempos de esfriamento e aguecimento

grupo tecnicas de

Tempo de esfriamento

hipotermia profunda {valor medio-minutos)

tempo de aguecimento

{valor medio-minutos)

interna 21,27 * 1,47

-

I hipoteraia profunda geral sxterna 44,67 + 6,06
de 1nducio externa e interna 1nterna 17,5 % 1,38 externa (34-370C
com parada circulator:a 2,50 % 1,03
total por geriodo de
39 minutos.

Il  hipoterma profunda geral externa 98,47

de indugdo externa @ interna * 3,13
com periodo de baixo fluxo 1nterna 17,83
sanguineo (9,5 L/mm/ac) + 1,47

s1stémico de 5¢ mnutos

interna 21,83 +
+ 1,17
externa (34-37)

2e,s7 + 1,21



Foram estudados a microscopla eletrdnica
fragmentos de figado de todos os c3es submetidos as teécnicas de

hipotermia profunda geral utilizadas.

Us resuitados demostraram, a ultra-estrutura,
auséncia de alteragdes morfologicas dos elementos que compdem o
parequima hepatico, nas varias temperaturas e em ambos os grupos

estudados.

Us hepatocitos em ambos os grupos, apresen-
tam-se morf+ologicamente normails, onde se notam nucieos com posi-—
¢30 central e sua cromatina regularmente distraibuida com conden-

sac8o ao longo da membrana nuclear. (FIG.1J.

As organelas do citoplasma dos hepatocitos
mostram mitocondrias presentes com sua matriz homogeneamente ele—
trodensa; ll1sossomas, e reticulo endoplasmatico rugoso, formando
uma rede, com cisternas paralelas e fazendo continuidade com a

membrana nucliear.

Us canaliculos biliares apresentam-se inte-
gros, livres da presenca de elementos que caracterizam sua obs-

trucdo (FIG.E2).

0 espago de Disse, em ambas as tecnicas em-

pregadas, também nao apresentam sSinais de desorganizacao, estando



presentes as suas estruturas componentes usuais desta regiao;
(FIG.3) revestimento endotelial dos capilares s1nusoides nao
apresenta alteracfies morfologicas ou de topografica (FIG.3 e 4).
Nec interior dos capilares sinusgides foram encontrados, alem das
celulas sanguineas normalmente encontradas nessa regilo, organe-

tas e restos celuiares no seu interior (FIG.4 e FIG.S) nos caes

submetidos a tecnica de parada circulataoria total.
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F I G URA i

MICROGRAFIA ELETRAGNICA DO HEPATOCITO DO ANIMAL

DO GRUPO I - 370C

Hp= Hepatdcito N= Ndcleo
—» = Canaliculo biliar = Espaco de
Disse
Cs= Capilar Sinusodide — = Celula Endo-—
telial

AUMENTO DE . 9536 X



n
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F I G UR A 2

MICROGRAFIA ELETRONICA APRESENTANDO DETaALHES DO
ASPECTO ULTRA-ESTRUTURAL DO HEPATSCITO DO ANIMAL

DO GRUPO I -~ pgOC
N= Ndcleo M= Mitocéndria
smlp-- (Canaliculo Biliar o= Juncoes In-

ter celulares

tipo oclusivo

AUMENTO DE i4e80 X
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F I G UR A 3

MICRUGRAFIA ELETRONICA MOSTRANDO EM DETALHES A

REGIACU DO ESPACO DE DISSE. GRUPO I - 2e°cC

Hy= Hepatodcito N= Nucleo
ﬂ:n tEspaco de Uisse com fibrilas colagenas
== Revestimento descontinuo do capilar sinu-
soide pelas ceélulas endotelials
= Ceélula de Kupfer

L= Lisossoma M= Mitocdndria

AUMENTO DE i4e80e X



A
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F I G UR A 4

MICROGRAFIA ELETR6NICA DO ESPACO DE DISSE.
GRUPO I - g2e°cC

POS PARADA CIRCULATORIA TOTAL DE S5 MINUTOS

Hp= Hepatodcito —e= Revestimento
Endotelial do
sinuscoide .
Er= Eraitrocato = Espaco de
Disse
¥ = Urganelas e Restos Celulares no interior
do capilar sinusdide

M= MitocOndraia

AUMENTO DE 14080 X






F I G UR A S

MICROGRAFIA ELETRONICA DO CAPILAR SINUSGSIDE.
GRUPO I - 28°C.

Hp= Hepatocaito

ak= Urganelas e Restos Celulares no interior
do capilar sinusoide

N= Nucleo —-—ppp-= Revestimento

endotelial.

AUMENTO DE 14080 X






F I 6 UR A &

MICRUGRAFIA ELETRONICA MOSTRANDO ASPECTO GERAL

DO PARENQUIMA HEPATICO. GRUPO I — 37°C.

Hp= Hepatdcito

= Ceélula endotelial
Er= Eratrocito
% = Espaco de Disse

N= Nlucleo

AUMENTO DE 6055 X






F I G URA d

MICROGRAFIA ELETRA6NICA MOSTRANDO HEPATSCITO EM

DETALHE . GRUPO II - 37°C.

= plicleo
Nu= Nucleéeolo
M= Mitocdndria

L= Lisossoma

AUMENTO DE 15840 X

i






F I G UR A 8

MICROGRAFIA ELETRONICA APRESENTANDO DETALHE DO
CANALFCULO BILIAR ENTRE TRES HEPATOCITOS.

GRUPO II - 28°C.

Hp= Hepatdcito
=ip-z= Microvilosidade

L= Lisossoma

AUMENTO DE 21516 X






F I G UR A ?

MICROGRAFIA ELETRANICA MOSTRANDO DETALHE DA IN-—
TEGRIDADE DO REVESTIMENTO ENDOTELIAL DE VAasSo DO
PARENQUIMA HEPATICO. GRUPO II - 20°C.
GRUPD II - 28°C.

NOTAR AUSENCIA DE FRAGMENTOS NO INTERIOR DO VA-

sS0.

Ev= Espaco Vascular
—e= Cé&lula Endotelial
¥ = Espaco de Disse

Ho= Hepatocito

N= Ndcleo M= Mitocodndria

AUMENTO DE 13200 X






F I G UR A io

MICROGRAFIA ELETRONICA MOSTRANDO DETALHES DO ES-
PACO DE DISSE - GRUPO II - 20°C PSS— BAIXO FLUXO
SANGUINEDO SISTEMICO DE 2o MINUTOS.

NOTAR A AUSENCIA DE FRAGMENTOS OU RESiDUOS CE-

LULARES NO INTERIOR DO ESPACO vasCuLaAaR .

#km Espaco de Disse
—e= Revestimento célula endotelial
Er= Evitrdcito

M= Mitocondyia

AUMENTO DE 13640 X
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F I 6 URA i1

MICROGRAFIA ELETRONICA DE UM DUCTO BILIAR - GRU~-

PO II - 28°C

= JuncBes do tipo “Adherens’” e “Ocludens”
na superficie latevral da regifio apical
das celulas.
= Microvilosidades N = Ndcleo
.ﬂ Membrana basal da celula epitelial do

ducto.

AUMENTO DE 15840 X
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F I G URA i

MICROGRAFIA ELETROGNICA DE VASO SANGUINEO DE PE-—
QUENO CALIBRE MOSTRANDO INTEGRIDADE DE SEU RE-

VESTIMENTO - GRUPO 1II - 37°9C.

—t2 Dglula Endotelial
Ey= Espaco Vascular

*ﬂ# Fibras Coldgenas da Tdnica Meédia.

AUMENTO DE 13640 X
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IV. DISCUSS&D

Embora a ictericia seja frequente (10 a 25%)
no pos-operatorioc de cirurgias cardiacas com circulag3o extra-
corporea, segundo OLSON e col. (1984), poucos s3o os trabalhos
na Jliteratura a este respeito a nivel de ultra-estrutura do pa-
rénquima bepatico. A analise das alteragdes morfoldgicas descri-
tas na literatura, sio comentadas 3 luz da microscopia Optica, em
estudos experimentails, onde autores como KNOCKER e col. {1755)
negam que a hipotermia possa trazer alteragdes da estrutura hepa-

tica.

As lestes bhepaticas seriam provocadas pela
hipotermia segundo a experiéncia de SARAJAS (1956), demastrando a
nivel de miscrocopla optilca, alterag3do degenerativa da porgao
central do ldbulo hepatico, alteragdo essa que foi semelhante aos

resultados de FISHER e col. (1957).

RITTENHOUSE e ccl. (19274), experimentalmente
em c3es, a nivel de miscroscopia optica, observaram apenas va-
cuolizacOes citoplasmaticas dos hepatocitos, quando esses animais
eram submetidos a 90 minutos de parada circulatodria total a tem-
peraturas que oscilaram de 189C a 200C, nNOs resultados encontra-

dos por nos em nivel de ultra-estrutura, n3o foram observadas al_

teractes degenerativas na porgio central do hepatocito.
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FALKMER & KJELLGREN notam que vacuolos peque-
nos, provavelmente de acidos graxos livres sdo frequentemente en-
contrados no citoplasma dos hepatocitos durante a hipotermia, nas
bidpsias retiradas desses figados, entre oito e vinte quatro ho-
rags apops a hipotermia; sende interpretados como normais do ponto
de wvista da microscopla optica. ALTMANN (194%9) acreditava que Os
vacuolos dos hepatocitos continkham proteinas, que entrariam na
célula em consequencia ao aumento da permeabilidade da membrana
celular durante a hipoxia. Comparativamente no nosso material, a
nivel de ultra-estrutura, nap foram observadas essas vacuoliza-

coOes.

DUNLOP e col. (1962) nido encontraram diferen-
¢as no conteludo de transaminase glutdmico-pirdvica em c3es opera-
dos sob hipotermia (159C) ou normoterm:ia,com O auxilio da circu-
lag3o extracorporea durante um periodo de 435 minutos, mostrando
decsa manelira auséncila de alteracgles do aspecto funcional do fi-
gado. Estudos clinicos recentes de COLLINS e col. (1983) concluem
que, como 0S autores anteriores, a hipotermia n3o leva a alte-
ragoes funcionais.

A compatibilidade da hipotermia profunda com
a sobrevida ja foi sobejamente demostrada em animais ndo hiber-
nantes & no homem. 0Os estudos de TREDE & col. (19461) confirmam
essa afirmativa. Repetindo GOLLAN (1959), a condi¢3o fundamental
e decisiva para se ter sobrevida, com auséncia de lesdo organica

estrutural ou funcional, & a adequada perfusdo dos Org3os vitais.
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Em nosso material sob hipotermia profunda ge-
ral de 1indu¢zo interna e externa, ndo foram observadas altera-
¢0es, ao nivel de ultra-estrutura, em ambos os grupos. @Os cana-
liculos biliares achavam-se livres, os sinusdides hepaticos
apresentavam sua organizagdo conservada sem lesSo de endotélio ou
conteddo de elementos estranhos no seu interior e o parénquima

hepatico mantendo sua arquitetura naormal.

Os estudos manometricos de ESCALDA e col.
(1988) realizados em c3es, a 249C, mostraram gque existe uma dimi-
nui¢io do deébito da veia porta sem alterac3o significativa da
pressi3o, e um aumento marcante da resisténcia vascular portal,
devido a contrac8o das estruturas esfincterianas pre-sinusoidais,
reafirmando os resultados de trabalho anterior dos mesmos autores
realizado em 1985 gquando utilizaram a técnica de wmicroangiogra-
fia, onde a visualizaci3o das capilares intralobulares n3o foi
possivel, sendo esse fato interpretado como uma contragdo das es-
truturas esfincterianas pre-sinusoldails provocadas pela hipoter-
ml& .

Em nosso meio, experimentalmente, OLIVEIRA e
col. (198B), atraves de fluxometria e manometria durante circula-
¢do0 extracorporea em hipotermia e normotermia, concluem que 3
tempertura e um fator que influéncia o fluxo hepatico; assim no
estado de hipotermia (27°9) o fluxo da veia portal e o fluxo hepa-
tico total estio significativamente mails altos em comparaglo com
os cdes submetidos a normotermia, contrariando os autores ante-

riores,
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Autores como MUNDTH e col. (1967), PEREIRA e
col. (1972), ROBINSON e col. (1975) e COLLINS e «col. (1983),
correlacionaram o aparecimento de ictericia no periocdo pds opera-—
torio com ¢ tempo de perfusdo, principalmente acima de 18@ minu-
tos, em paciente submetidos a cirurgia cardiaca com circulacio
extracorporea para multiplas trocas valvares. No nosso material,
0 tempo de perfusdoc e menor do que o assinalado pelos autores,

periodo em que n30 ha alteragbes ao nivel de uvltra-estrutura.

Por outro lado, BOHMER e col. (1987), demons-—
tram que a incidéncia de ictericia €@ mals frequente em pacientes
que apresentam no pre-operatorioc uma deterioracioc significativa

da fungiao cardiaca.

A hemolise €& apontada por LDCKEY e col.
{(1947) e LARMI (1973), como causa de ictericia no periodo pos-—
gperatorio de cirurgia cardiaca com cairculatdo extracorporea com
diferentes nivels de hipotermia. O excesse de bilirrubina indi-
reta ultrapassa a capacidade excretora do figado lesado pela cir-
culagio extracorporea, e haveria como consequéncia regurgitagao
da bilirrubina conjugada para os capilares sanguineos, resultando
indices altos de bilirrubina conjugsada em relagdc a naoc conjuga-
da.

0 perfil e o nivel de ictericia observados
apds circula¢do extracorporea, nao se assemelham aos dos proces—

sos hemoliticos, porque no primeiro a bilirrubina direta consti-
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tul 9% ou mais do total das hilirrubinas, o que ndo ocorre no
segundo caso; ha 3inda o aparecimento da bilirrubinuria na circu-

lac3o0 extracorporea, segundo SINGH & BAKER (1974).

COLLINS e col. (1983), tendo encontrado au-
mento de acido colico conjugado no soro, em 24 dos 49 pacientes
estudados, afirmam que a insuficiéncia da excre¢do do canaliculo
biliar e a causa mals 1mportante para explicar o aparecimento da
ictericia pos-operatdria. Em nosso meio LAGUDIS e col.  (1970),
em materzal humano conclul que a lctericia progressiva por hiper-—
bilirrubinemia direta, pode ocorrer como complicagdo de cirurgia
cardiaca, e refletir defeito no polo excretor do hepatocito, em
ausencia de obstrugSo das vias biliares. Tal condig¢3o clinica,
os autores agrupam em uma sindrome denominada 1ictericia colesta-
t1ca pos-operatdria, ctuja causa, segundo os autores, permanece
indeterminada na mailoria dos pacientes, ja que nesse estudo niao
houve evidéncia clinica de hepatopatia previa, irritabilidade he-
modinamica, hipoxia, infecgdo ou outras anormalidades transopera-

torias.

Embora o numero de fatores etioldgicos suge-
rigdos fossem em grande numero, o mecanismo exato da lesioc hepati-
ca, hno paciente submetido & carculacdo extracorporea e hipoter-
mi1a, permanece obscuro, complexo e pobremente entendido (LA MONT

E ISSELBACHER, 19837,
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No material gpor nds examinado, nio foram en-
contrados nos cansaliculos biliares, nem tampouco nos sinusoides
adjacentes indicios de colestase intra-hepatica, consequente a
hemolise devido a agao da circulagioc extracorpdrea, nos diferen-
tes graus de temperatura a que foram submetidos os animais de ex-
perimentacao, em ambas as tecnicas empregadas, embora os tempos
utilizados tanto de parada circulatdria total ou de baixo fluxo
sanguineo sistémico tenha sido de 50 minutos, e de circulacdo ex-
tracorporea de 38,67 + 2,58 {(Grupo I) e de B%,67 + 1,97 (Grupo

IIy.

A hipOxia como causa basica das lesPes hepa-
ticas na circulacgio extracorporea e hipotermia nos seus diferen-

tes graus, tem base nos trabalhos de KNOCKER e col. (1985).

0 choque, segundo SANDERSON e col. {19664),
levando a congestdo hepatica e & anoxia, Jjustificam a ictericia
no periode pos—operatdrio da cirurgia cardiaca com circulacdo ex-—

tracorporea e utilizag3o das técnicas de hipptermia.

ROBINSON e col. (1967), clinicamente, respon-—
sabilizam a anoxia hepatica pelos obitos ocorridos, provavelmente
pela necrose centrolobular em sua serie, e MUNDTH e col. (1987)
caracterizam a hipdxia consequente ao balxo debito cardiaco como

causa de insuficieéncia hepatica no periodo pods-operatdrio.
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Segundo L.ARMI (1973}, pode ocorrer ictericia
pos-circulagdo extracorporea devido a hipoxia, se ha queda da
pressao arterial sistémica, ou qualquer distdrbioc circulatorio

rom desestabilizagdo hemodinamica consequente.

Comparado com grupos controles onde foi uti-
lizado +luxos normais durante a perfusao, ANDERSEN e col. (1957}
afirmam que com os fluxos reduzidos utilizados em sua série, hou-
ve pequena diminuicao de fluxo sanguineo hepatico, sem alteraces

estruturais.

Qutros autores como LOCKEY e col. (i9467), PE-
REIRA e col. (1972) relacionam o grau de ictericia no periodo
pos—operatorio, na cairurgla cardiaca com circulacio extracorpo-

rea, a pressio venosa central elevada.

COLLINS e col. (1983, OLSON e col. (1284)
ndo referem em sua serie a hipdxia como causa de ictericia pds
extracorporea, embora BOHMERT e col. (19B7) sugiram essa ideia.
Na nussa)série, tanto na parada circulatodria total ou baixo fluxo
sanguinec sistémico de @,5 1/m/mE por perindo de 50 minutos, na
indugdo externa e i1nterna, nao foram observadas alteragdes a ni-
vel de ultra-estrutura, pols, como observamos anterigrmente, as
mitocondrias apresentam—se com sua matriz homogeneamente eletro-
densa, com sua membrana intacta e suas cristas lamelares conser-

vadas.



Os fendOmenos desfavordveis que acompa-
nham a hemodiluigcSo, com alteragdes na pressao oncotica e osmola-
ridade sanguinea, diminuindo a guantidade de eritrdcitos por mi-
limetro cubico, levando a hipoxia e consequente lesido do figado,
tambem s30 citados por BIERNAT e col. (1974) em estudo feito em
caes. No nosso material onde o hematdecrito fol mantido em torno
de 2@-25% nio ocorreram dilatagOes nos capilares sinusodides e ho
espaco de Disse como descrito por BIERNAT e col. (19274), embora
os autores citados utilizaram-se de duas horas de hemodiluigc3o e
normolermia enquanto na nossa experiéncia o tempo foi menor (me-
dia de 9@ minutos) e foi utilizada a hipotermia, gue provavelmen-

te ¢ fator de protegio as estruturas celulares do parénquima he-

patico.

s resultadeos obtidos em trabalho expe-
rimental, BACCARIN (1986} em cZes submetidos a hipotermia PYro-—
funda de inducSo externa e interna com periodo de baixo fluxo
sanguineo sisteémico (8,5 1/min/m2) s30 1dénticos aos resultados a
nivel de ultra-estrutura agquil encontrados com a utilizacdo de am-—
bas as tecnicas, comparativamente.

Embora n3o tenham sido encontradas diferencas
quanto ao aspecto geral do parénquima hepatico, no aspecto ultra-
ectrutural dos hepatdcitos ou dos canaliculns biliares em ambos
os 9grupos estudados, da mesma forma ni3o foi identificadn o com-

prometimento do revestimento dos capilares sinusdides ou do espa-
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¢a de Disse. 0 fato de ter sido encontrado restos e fragmentos
celulares dentro dos cap:ilareg sinusoides, pode estar relacionado
com a estagnagdo que ocorre durante a parada circulatoria total;
n3o significando com 1ssoc que a parada circulatoria total seja
mais lesiva que o baixo fluxo sanguineo sistémicp, ja que nao fo-—
ram encontradas, para sua comprovagcao, diferengas quanto 230 esta-
do de preservacio e de higidez dos elementos do parénquima hepa-—

tico.

s resultados obtidos neste material exper:i-
mental permitem i1nferir morfologicamente, fase a microscopia ele-
trénica, a auséncia de alteragfes funcionals ao nivel de sinusoi-
des, espaco de Disse, assim como canaliculos e ductos biliares,
porque ha preservacio dos mesmos em ambas as tecnicas empregadas,
mantendg ainda o hepatdcito a sua estrutura intacta com nudcleo

bem diferenciado e organelas citoplasmaticas normais.
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V. CONCLUSSES

1) 0 estudo experimental, em c3es, das es-
truturas componentes do parénguima hepatico com as teécnicas de
hipotermia profunda geral de indugido externa e interna, com para-
da circulatodria total por periodo de 5@ minutos, epermite con-
cluir que n3o ocorrem alteragGes morfologicas, evidenciadas a mi-
croscopla eletrdnica, nos diferentes niveis de temperatura estu-

dadas.

2 A teécnica de baixo fluxe sanguineo siste-
mico (0,5 1/min/m&) por periodo de 50 minutos, permite concluir
que ndoc ocorre observacBes morfologicas, evidenciadas A4 micros-

copia eletrénica, nos diferentes niveis de temperatura estudadas.



78

VI. RESUMO

Foram estudados experimentalmente as altera-
¢Oes da ultra-estrutura hepatica em doze cdes submetidos a cir-
culac3o extracorporea com uso de hipotermia profunda de 1indugdo
externa e interna, sendo o grupo I composto por seis cdes, subme-
tidos 3 parada circulatoria total de 5@ minutos e no grupo II,
tambem composto por seis c3es utilizando-se baixo fluxo sanguineo

"sistemico (9,5 1/mim/mE) por periodo tambem de S@ minutos.

Foram colhidas bidpsias regularmente nos dois
grupos na fase de esfriamento a 370C, 2BoC g 200C. Apds 5@ minu-
tos de parada circulatoria total ou de haixo fluxo sanguineo Sis—
témico (0,5 1/min/m2) foram colhidas mais tré&s biopsias na fase

de aguecimento as mesmas temperaturas.

NSo foram observadas alteragbes a nivel de
ultra-estrutura do paré@nquima hepdtico nas temperaturas estudadas

em ambas =s lecnicas empregadas.
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VII - SUMMARY

Ultrastructural effects in the liver were
studied on 12 dogs submitted to profound hypothermia and extra-
corporeal circulation. The animals were divided 1nto two groups.
Group I the dogs were mantained on cardiac arrest for a period of
50 minutes. Group II the dogs were.mantanend on low flow rate for

a period of 50 minutes.

Three biopsies were taken at 37, 28 and 2@
degrees centigrades. The dogs of group I were mantained on car-
diac arrest for a period of 50 minutes. The dogs of group II were
mantained on by-pass at 20°C on low flow rate (0,5 1/mim/mE) for
a period of 3@ minutes. Rewarming was then started and three more

biropsies were taken at the same temperatures i1n two groups.

No rchanges were noted on the ultrastructure
of the liver at the studied temperatures i1n two groups with no

difference between the groups.
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