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A MICROCIRCULACAO CORONARIA NA REPERFUSAO MIOCARDICA. O
FENOMENO DA NAO REPERFUSAO

PAULO AFONSQO RIBEIRO JORGE, HERALDO V CURTI, KONRANDIN METZE

Campinas, SP

Objetivo - Estudo da ultraestrutura dos ca-
pilares do coragdo, na reperfusdo que sucede
ao infarto do miocdardio.

Material e Métodos - Cinco cdes de ambos
os sexos, pesando de 12 a 17,5 kg, anestesiados
com pentobarbital, na dose de 30 mg/kg, de peso
e ventilados com ar atmosférico, tiveram aberto
o torax e a artéria descendente anterior (DA) iso-
lada, antes da emergéncia dos ramos septais.
As pressoes de aorta e datrio direito,
eletrocardiograma e o fluxo coronario foram
medidos para andlise da relagdo pressao fluxo,
objetivo de outro estudo. A DA foi ocluida por
90 min. apos o que, procedeu-se a reperfusdo
por 20 min. Imediatamente, a DA foi canulada,
injetou-se Nankin, o coragdo retirado, colocado
em salina gelada, e em seguida fatiado,
retirando-se fragmentos para estudo a
microscopia eletrénica, na area marcada pelo
nankin, desde o endocardio até o epicardio. Foi
retirado um fragmento da regido dorsal do cora-
¢do, para estudo controle. As fatias do coragdo
foram incubadas com TTC a 1%, a 37°C, durante
10 min.

Resultados - Na drea infartada
observaram-se alteragoes dos capilares, com
edema da célula endotelial e desaparecimento
das vesiculas de pinocitose. Verificou-se a pre-
sen¢a de blebs , hemdcias e neutrofilos no vo-
lume vascular. Os midcitos apresentavam desar-
ranjo e ruptura dos miofilamentos, critdlise e
ruptura da membrana mitocondrial com intenso
edema celular. No mesocardio, proximo a drea
de ndo reperfusdo, observaram-se capilares, com
grau de lesdo semelhante aos da darea infartada.
Os midcitos, entretanto, mostraram-se pouco al-
terados.

Conclusao - O comprometimento da
microcirculagdo durante reperfusdo representa o
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THE CORONARY MICROVESSELS IN
MYOCARDIAL REPERFUSION. THE NOW REFLOW
PHENOMENON

Purpose - The study of the ultrastructural
features of the coronary microvessels in
postischemic reperfusion.

Material and Methods - Five mongrel dogs
of either sex, weighing 2 to 17 kg were studied
Each dog was anesthesiated with 30 mg. of
pentobarbital and ventilated with room air. A
thoracotomy was done and the left descendent
coronary artery was isolated. Aorta and right
atria pressures, eletrocardiogram and coronary
blood flow was measured. After 90 minutes of
coronary occlusion and 20 minutes of
reperfusion carbon black was injected into the
anterior descending coronary artery to identify
the area of impaired perfusion. The heart was
excised and placed in a ice-cold saline. The left
ventricle was curt transversely in six slices of 1
cm thickness parallel to the atrioventricular
sulcus. Tissue specimens were taken from the
subendocardial, mid-myocardial (in the non
reperfused area) subepicardial and control
layers for electron microscopic examination.
Each slice was then incubated in a 1% solution
of triphenyltetrazolium chloride (TTC) at 37°C for
10 minutes.

Results - The infarcted areas showed
widespread tissue damage with relazed myofibrils
cellular edema, swollen mitocondria with
fractured cristae and nuclear changes. The
vascular endothelium demonstrated severe injury
with edema, cytoplasmic clearing, loss of
pinocytotic vesicles, nuclear changes, forma-
tion of blebs into the vascular lumen and
intravascular neutrophil. In the mid-myocardial
layer, near the non reperfused vessels, a striking
contrast was observed beetween the vessel and
myocardium cells patterns. The usual picture was
a severe vascular damage without myocyte
injury.

Conclusion - This study showed that
prominent capillarv damage with coagulation
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substrato andtomo-patologico da redugdo da re-
serva circulatoria coronaria, observada nas mes-
mas condi¢oes de estudo. Salienta-se a existéncia
de areas de ndo reperfusdo, na presencga de
miocitos viaveis.

Palavras-chave - lesdo capilar, fenémeno de
ndo reperfusdo, infarto do miocdrdio.
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necrosis was the morphologic pattern observed
in areas of myocardial infarction. In the
mid-myocardium, near the non reperfused vessel,
severe capilary damage was found in areas of
preserved myocytes. Obstruction of flow at the
capillary level, correlates well with the decrease
of the coronary flow reserve observed during the
post-ischemic reperfusion.

Key words capillary damage, no-reflow
phenomenon.myocardial infarction.
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O estudo da hemodinamica corondria, durante
areperfusdo que sucede ao infarto do miocéardio, re-
veladiminui¢do dareservacirculatoria e aumento da
resisténeia ao fluxo sanguliineo local. A diminuicéo da
reserva circulatoria coronériateriainicio aos 15-29
min de reperfusdo, progredindo até 4 h, quando per-
maneceria estével 2.

Discutem-se a causa e 0S mecani Smaos respon-
saveis pelo comprometimento da circulagéo
corondria, durante a reperfusdo. Aparentemente, a
resisténcia ao fluxo sangtiineo coronério, estaria si-
tuado namicrocirculacdo. As células endoteliais ca-
pilares, sofreriam graves alteragtes morfol ogicas e
funcionais durante o processo de reperfuséo, o que
limitaria o fluxo sanguiineo local*®. De outro lado,
discute-se se as lesdes da microcirculagéo seriam
restritas a area de necrose, ou se ocorreriam tam-
bém, na area peri-infarto, de misculo viavel. Nesta
ultima hipétese, aintervencdo farmacol 6gica, preser-
vando os capilares sangliineos, permitiria a perfusdo
de tecido miocérdico ainda viavel, aumentando a ex-
tensdo de muscul o salvo pelareperfusdo.

Estudamos a morfologia dos pequenos vasos e
capilares intra-miocérdicos, através da microscopia
eetrénica, na reperfusdo que sucede ao infarto do
miocardio, com dois objetivos principais: 1. caracte-
rizar um substrato morfol égico paraareducéo de flu-
X0 coronario durante a reperfusdo; 2. comparar a
magnitude das lesdes capilares com as alteracbes
das células contréteis, na transi¢do do tecido néo
reperfundido.

MATERIAL E METODOS

Foram estudados 5 caes, com peso entre 12,0
e 17,5 kg, anestesiados com pentobarbital na dose de
30 mg/kg de peso e mantidos sob respiracdo contro-
lada.

Através dos vasos femorais, foram introduzidos
cateteres pare registro das pressdes de aorta e étrio
direito, utilizando-se transdutores de presséo,
Siemens-ElemaAB e poligrafo da Mingograf, modelo
804.

Aberto o térax, foi rebatido o pericéardio e
dissecada a artéria descendente anterior (D A) , onde
foi posicionado um probe para medida do fluxo
coronariano, antes da emergéncia dos ramos
perfurantes. O fluxo, puls&til, foi medido através de
fluxébmetro Caroline Medica Eletronics, modelos
501D. Logo abaixo do probe, foi passado um fio que
permitia a oclusdo do vaso. Apos estabilizacdo dos
parémetros hemodinamicos o vaso foi ocluido por 90
min. Em seguida, procedeu-se a reperfusdo por 20
min.

Imediatamente apos o estudo funcional, que re-
presentou motivo de outra publicacdo, foi canuladaa
DA, logo abaixo do ponto de oclusio inicia einjetada
tinha nankin, manual mente, a uma pressao que per-
mitisse a visualizagdo dos pequenos vasos, sem pro-
vocar estravasamento, com o objetivo de destacar os
vasos reperfundidos. Em seguida, o coragdo foi re-
tirado, mergulhado em solugéo de salinagelada, e o
ventriculo esquerdo fatiado, revelando os vasos
reperfurados. Orientado pela distribuicdo do corante,
foram retirados fragmentos pare estudo a
microscopia eletronica, desde o endocérdio até o
epicardio, assim como, um fragmento da regiéo
dorsal do ventriculo esquerdo, que serviu como con-
trole. O processamento dos fragmentos para
microscopia el etronica seguiu arotinado laboratorio,
fixando-se os fragmentos em Kanowsky e tetréxido
de 6smio a 1%. Apos, foram desidratados em solu-
¢cOes de acetona e embebidas em analocite. As
secgOes foram coradas em uranila examinadas em
microscopio eletronico.
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Em seguida as fatias de miocérdio foram incu-
badas com cloreto de trifenil tetrazélio (TTC) a 1%,
durante 10 min a temperatura de 37°C. Foram exa-
minados fragmentos de cinco coragoes.

RESULTADOS

Em todos os casos, foi constatada a presenca
de infarto do miocardio, através da coloracéo pelo
TTC. Atendendo aos objetivos do trabalho, foram
estudados fragmentos de miocardio das seguintes
areas. 1—area controle; 2—area infartada; 3—
mesocardio (limite de transi¢do da zona néo penetra-
da pelo nankin; na areas controle (fig. 1)
observaram-se nos midcitos: preservacdo das mem-
branas celulares e dos tubulos do reticulo,
mitocdndrias com membrana externa e cristas
mitocondriais preservadas, com discreto edema
sarcdmeros de forma e aparéncia normais, com pre-
servacdo dos miofilamentos; espaco intersticial nor-
mal; membranas da célula endotelial dos capilares
preservadas, nuicleo de aspecto normal; presenca de
vesiculas de pinocitose.

Na érea de infarto (figs, 2, 3, 4) os midcitos
apresentavam presenca de bandas de contragéo;

Fig. 1—Fotomicrografia (x8660) do miocéardio controle. Capilar sem ateractes
ultraestruturais. Edema discreto nos mitotocdndrios dos cardiomiécitos adjacentes.
C—vaso capilar.
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ruptura da membrana mitocondrial com desapareci-
mento das cristas e presenca de corpusculos
eletron-densos; ruptura de miofilamentos; edema

Fig. 2—Fotomicrografia (x14100) do miocérdio, na &rea infartada. Capilar
acentuadamente dilatado, preenchido por hemécias e neutréfilos. Observa-se
extravasamento de uma hemécia (*), indicando ruptura capilar em outro lugar. H—
hemécia; N—neutrdfilo.

. | :
Fig. 3—Fotomicrografia (x3650) do miocérdio, na &ea infartada. Presenca de
granulécito com pseuddpode, nos capilar central, indicando movimentacéo ativa.
Cardiomiécitos com organelas intensamente lesadas e acentuado edema
subsarcolemal. N—nentrdfilo; E - edema.

Fig. 4—Fotomicrografia (x7650) do miocérdio, nadarea infartada. Observa-se
destruigdo das organelas dos cardiomidcitos. Note bolhas de edema intra-celular,
comprimindo um vaso capilar. C—capilar.
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intersticial; os capilares mostravam acentuado edema
dacélulaendotelia capilar; areas com rarefagcdo das
vesiculas de pinocitose: lesdes mitocondriais com de-
saparecimento das cristas e ruptura de membrana;
presenca de granulécitos e “blebs” intravasculares,
em é&reas observa-se extravasamento de hemécias e
compressao extrinsica do capilar pelo edema
tecidual.

Na &rea de mesocérdio, na transi¢do da néo
reperfusdo (fig. 5) os midcitos apresentavam areas
com preservacao das estruturas da célula muscular,
membrana celular integra, mitocdndrias com discreto
edema; miofilamentos alinhados e de aspecto normd;
os capilares tinham intenso edema da célula
endotdial capilar, com sub-oclusdo do lume vascular.
A aparéncia das lesbes observadas nesta area, per-
mite concluir que os miécitos apresentam-se preser-
vados. As lesBes capilares, contudo, s8o intensas,
desproporcionais ao acometimento dos miécitos.

DISCUSSAO

A isguemiamiocardica se ndo reversivel levaa
morte das células miocardicas através da necrose
coagulative, 0 que caracteriza o infarto do miocérdio.
E importante ter em mente que o infarto do
miocérdio apresenta uma evolugdo temporal, com-
prometendo, inicialmente, aregido subendocardicae
progredindo através do mesocérdio ao epicérdio,
pare se tornar transmural. Esta progressao tem sido
comparada a uma “wave front” que progride do
subendocardio para o epicardio’. A extensédo do
infarto depende da duracéo e da magnitude da
isquemia que genericamente se relaciona a severida
de da oclusdo vascular (circulago anterégrada), cir-

LB L al™ e # W i
Fig. 5—Fotomicrografia (x3625) do miocérdio, na regido de transicdo entre o
mesocérdio e a Area infartada. Observe o edema macico da parede capilar, com
oclusdo sub-total do lume vascular. Em comparac@o com as outras ilustragdes o
grau de alteragdes das organel as dos cardiomiécitos adjacentes é significantemente
menor C—- capilar
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culacdo colateral (fluxo retrégrado) e ao consumo de
oxigénio local®. Dentro desta visdo, € possivel carac-
terizar no infarto do miocéardio, uma éarea
subendocardica de necrose celular, portanto
irrecuperavel e uma érea do mesocérdio e
subepicardio com células ainda viaveis, mas com
graus variaveis de reversibilidade, a medida que se
distanciam da &rea do infarto. Esta érea de tecido
miocardico viavel é o objeto dos procedimentos
terapéuticos que buscam limitar ou reduzir a érea
infartada. Esta &rea de células recuperaveis é hete-
rogénea e o estadio de comprometimento celular de-
pende da magnitude e do tempo de isquemia. E pre-
ciso distinguir as ateractes teciduais localizadas en-
tre 0 subendocérdio e subepicérdio, daquelas locali-
zadas na chamada lateral “border zone”. Admite-se
que esta borda lateral do infarto do miocéardio é cla
ramente definida e a gravidade das lesbes dos
midcitos i squémicos nesta borda é semelhante a dos
contidos no centro do infarto’°. Para estes autores,
esta borda lateral do infarto ndo se beneficiaria da
reperfusao.

S80 numerosos os trabalhos que estudam a evo-
lucdo da area infartada. Com a intencéo de organi-
zar adiscussdo do assunto, seria pertinente, inicial-
mente, distinguir as alteraces que ocorrem a nivel
das células musculares contrétei s daquel as que ocor-
rem na microcirculagdo, especialmente na célula
endotdial.

A isquemiatecidual pode ser entendida como
um inadequado suprimento de substrato, particular-
mente oxigénio e glicose, e uma inadequada remo-
¢do de produtos do metabolismo, especialmente
lactato, H* e K*¥°, Em conseguéncia, as alteractes
bioquimicas que aparecem nos primeiros 10 min de
isquemia, referem-se principalmente a reducéo do
ATPedo “pool” de adenosinanucledtide intracelular.
Do ponto de vista morfol 6gico, ndo se observam al-
teracOes expressivas nas células contréteis, e nas
endoteliais vasculares®. |mediatamente a reducéo de
ATP no mioplasma, ocorre reducdo da funcéo
contrétil na area isquémica. Com a manutencéo da
isquemia e a continuada diminuigdo do ATP
intracelular, compromete-se a bomba de sddio e po-
tassio, energia dependente, com retencéo de sodio no
interior da célula e consequiente acimulo de agua. O
potéssio intracelular diminui e aumenta a sua concen-
tracdo extracelular.

Aos 20 min de isquemia, aproximadamente, co-
megaacair o pH intracelular, em decorrénciado me-
tabolismo anaerdbico. Nesta fase evolutiva,
compromete-se a bomba de célcio, e 0 ion comeca
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a aumentar sua concentragdo no citosol. Do ponto
de vista morfol 6gico ocorre diminuicéo dos granulos
de glicogénio, margindizacdo da cromatinanuclear e
desorganizagdo das cristas mitocondriais. Até este
ponto de isquemia, as alteragbes celulares séo con-
Sideradasreversiveis’. Nao hainformagdo precisana
literatura sobre a situacéo das células endoteliais
vasculares. Aparentemente, estas células estariam
preservadas. E possivel deduzir que amaior preser-
vagdo das células endoteliais aisquemia, deve-se ao
consumo menor do que o das células contrateis
miocardicas. Neste tempo de isguemia os vasos da
microcirculagdo estariam dilatados, pela agdo, den-
tre outros fatores, da adenosina, decorrente do me-
tabolismo daAMP.

Entre 0s 40 e 60 min de isquemia, verificam-se
aumento da concentracdo da Ca** intracelular e di-
latacdo dos tubulos do reticulo sarcoplasmético. A
bomba de Ca™* ao nivel do reticulo é que retira este
fon do mioplasma, levando ao desacoplamento dos
miofilamentos e a diastole*. A funcdo contrétil
compromete-se mais acentuadamente. Observam-se
ruptura da membrana mitocondrial e presenca de
corpuscul os el etron-densos dentro das mitocondrias,
interpretados como acumulo de Ca**. Estas altera-
¢Bes morfol 0gicas exprimem a irreversibilidade da
vida celular. Nesta etapa, o tecido contratil
encontra-se em estado de “rigor”. As células dos
capilares apresentam-se tumefeitas. De acordo com
Arminger e col*? entre 10 a 60 min de isquemia,
observa-se progressivo edema da célula endotelial
gue resulta em diferentes graus de obstru¢éo do
lume vascular. Apds 120 min de isquemia,
observam-se sinais de degeneragdo da célula
endotelial, com ateragdes estruturais das organelas
destas células. Em trabalho prévio*® observamos
edemadacélulaendotelia capilar, muitas vezes com
presenca de microtromboses, sugerindo expressivo
comprometimento deste vasos, na &rea peri-infarto.

Na reperfusdo miocérdica é preciso distinguir o
efeito sobre as células isquémicas com alteraces
morfol 6gicas consideradas reversiveis, do sobre as
em situacdo irreversivel. Estudos concluiram que a
reperfusdo acelera a morte das células com lesdes
consideradas irreversiveis, provavel mente através do
aumento do Ca™ e edema celular, desde que a mag-
nitude das alteracGes das membranas ndo permitaa
célula regular o seu volume e o contetdo i6nico™.
Mas qual seria a agdo da reperfuso sobre as célu-
las consideradas reversiveis? Admite-se aumento da
concentracdo do célcio intracelular em situacéo re-
versivel, mais que nasisquemias néo reperfundidas®.
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A reperfusdo também acentua o edema das células
musculares, e o contelido de dgua aumenta 21%.

Em relagéo as células endoteliais vasculares, na
reperfusdo ha um consenso de que se apresentam
tumefeitas®®. Para alguns autores este edema celu-
lar, com microtromboses, poderia comprometer ou
limitar a perfusdo tecidual, caracterizando o fenme-
no da ndo reperfusdo’. Entretanto, as células capila-
res comprometidas, estariam situadas dentro da area
necrosada e, consegiientemente, ndo teriam maior
influéncia na recuperacdo do miocérdio**¢, Desta for-
ma a morte dos miécitos, ocorreria antes das atera-
¢bes microvasculares. Fishbein e col?” estudando as
lesBes vasculares no infarto do miocéardio, apos
reperfusdo, também concluiram que as alteractes
dos capilares, mais graves, encontram-se dentro da
area infartada.

Nossos resultados mostram graves lesoes dos
vasos capilares, na éreainfartada. Elas parecem pro-
porcionais em intensi dade as alteracfes dos midcitos.
Deve-seressdltar a presenca de neutrdofilos, no inte-
rior dos capilares, 0 que reforca a hipétese que eles
devem ter influéncia no agravamento das lesbes
vasculares, possivelmente pela agéo de radicais li-
vrests, Estas achados estdo em acordo com alitera-
turats2°,

Achado inédito do presente trabalho, que care-
ce de mais ampla confirmacdo, refere-se a
constatacdo de lesdes capilares, em tecido
miocéardico viavel no limite da area de nao
reperfusdo. De fato, cerca da &rea ndo penetrada
pelo nankin, ohservamos acentuado comprometimen-
to das células endoteliais capilares, ao lado de
mi citos suficientemente conservados. Nossos acha-
dos sugerem ser possivel ampliar a recuperacdo de
células miocéardicas contratels, durante a reperfusdo,
se de algumaforma, se conseguir preservar a estru-
tura dos vasos capilares.

Quando se analisa 0 comportamento da relacéo
pressdo/fluxo, durante a reperfusdo que sucede ao
infarto do miocéardio, conclui-se que ha aumento da
resisténcia coronaria e diminuicao da reserve circu-
lat6ria, que seinicia e que progride com o processo
de reperfusdo®®. Esta constatacdo € extremamente
importante, pois demonstra a existéncia de mecanis-
mos deletérios a célula endotelial capilar, vinculados
a proépria reperfusdo tecidual. Mais recentemente,
Ambrosio e cord® demonstraram a existénciade le-
sOes ultraestruturais da microcirculagdo, em curso
com o processo de reperfusdo, confirmando o com-
portamento da hemodinamica circul atéria coronéria,
avaliada pela relagdo pressdo/fluxo. De outro lado,
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existem claras evidéncias, que radicaislivres, produ-
zidos em conseqliéncia da reperfusdo, seriam os prin-
Cipais responsaveis pelas lesdes capilares'®.

Em concluséo, entendemos que durante a
reperfusdo que sucede ao infarto do miocéardio, ocor-
rem lesBes da microcirculagcdo, em curso com o pro-
cesso de reperfusdo, e responsaveis pelareducdo do
fluxo e da reserva circulatéria coronérias. Cremos
gue lesdes da microcirculacgo impedem areperfusdo
em tecido miocardico viavel, dando suporte as pro-
postas de intervencdo farmacol6gica pare evitar a
injUria de reperfusdo, buscando ampliar o salvamento
do musculo cardiaco.
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