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“O segredo de estar na frente é
comecar. O segredo de comecar é
quebrar complexas tarefas em
pequenas e administraveis, e entao
dar o primeiro passo.”

Mark Twain



RESUMO

E consensual que as caracterizacdes fisicas de equipamentos médicos de
desfibrilacdo, em especial aguelas obtidas por meio de ensaios mecanicos e testes
de seguranca elétrica, constituem uma etapa critica na transformagao de conceitos
inovadores em produtos confidveis para o uso em seres humanos. Entretanto,
considerando que a desfibrilagdo ventricular aplicada no peito por meio de um
choque elétrico ndo necessariamente € um procedimento inécuo, uma vez que
estudos tém demonstrado tanto dano morfolégico quanto deficiéncia funcional do
coracdo causado por sucessivos choques, as informagdes obtidas por meio de
testes pré-clinicos permitem relacionar a seguranca e eficacia do choque elétrico em
animais experimentais de modo a determinar quaisquer efeitos secundarios
indesejaveis em condi¢des normais de utilizagcao e avaliar se estes constituem riscos
em funcao do funcionamento previsivel do dispositivo. Investigactes sobre a eficacia
da cardioversdo em resposta a fibrilacdo ventricular induzida e mudancgas
macroscopicas e bioguimicas que ocorrem nos coragdes de suinos foram realizadas
apos choque de descarga capacitiva exponencial truncada aplicado de um protétipo
de desfibrilador produzido nacionalmente e outro referéncia “padrdao ouro” lider de
mercado internacional. Concluiu-se que o desfibrilador protétipo quando aplicado
com energia 100J demonstrou melhor eficacia na rescisédo da fibrilacao ventricular e
apresentou menor injaria que o desfibrilador de referéncia com a mesma energia,
tornando-do apto para a inser¢do do mercado nacional e internacional. Este estudo
ajudara a elevar o padrdao tecnolégico e a ampliar a oferta qualificada de
equipamentos para a saude produzidos no Brasil, substituindo e/ou diminuindo

importacdes e oferecendo um dispositivo seguro de ultima geracao.

Palavras-chave: Desfibrilador externo. Suinos. Investigagdo pré-clinica.
Equipamentos médicos.



ABSTRACT

There is consensus that the physical characterizations of medical devices
defibrillation, especially those obtained by mechanical testing and electrical safety
tests, are a critical step in transforming innovative concepts into reliable products for
use in humans. However, considering that the chest ventricular defibrillation applied
by an electric shock is not necessarily an innocuous procedure, since studies have
shown as much damage as morphological functional impairment of the heart caused
by successive shocks, the information obtained by testing pre -clinical tests allow to
relate the safety and efficacy of electric shock in experimental animals to determine
any undesirable side effects in normal use and assess whether they are at risk due to
the intended device’s performance. Investigations into the cardioversion efficacy in
response to induced ventricular fibrillation and macroscopic changes and
biochemical changes that occur in porcine hearts were performed after capacitive
discharge truncated exponential shock applied defibrillator produced nationally and
another reference "golden standard" international market leader . . It was concluded
that the defibrillator prototype when applied with energy 100J demonstrated better
efficacy in terminating ventricular fibrillation and had less injury than the defibrillator
reference with the same energy, making it suitable for the insertion of the national
and international market. This study will help to raise the standard of technology and
increase the supply of qualified health equipment produced in Brazil, replacing and /

or decreasing imports and providing a secure next generation equipment.

Key-words: External defibrillator. Swines. Pre-clinical research. Medical devices.
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1. INTRODUCAO

A tecnologia aplicada a saude melhorou substancialmente os cuidados em
todas as especialidades médicas e reduziu a morbidade e mortalidade de pacientes
criticos. No entanto, o aumento da complexidade dos dispositivos médicos e da sua
utilizagdo em procedimentos resultam em cerca de 10.000 lesbes relacionadas ao
uso desses dispositivos nos Estados Unidos cada ano (OLSON, 2008).

Com a globalizacao dos mercados, torna-se imprescindivel que os paises
procurem, cada vez mais, alcancgar a suficiéncia tecnolégica e industrial, garantindo
assim sua permanéncia/insergdo no mercado internacional, através do
desenvolvimento de niveis de qualidade e competitividade. Para o desenvolvimento
de tais niveis, torna-se necessario o processo de avaliacao de conformidade, o qual
nao deve ser tratado somente como uma barreira técnica a ser superada, mas
também como um mecanismo de melhoria qualitativa e quantitativa do comércio
interno de um pais, inserindo-o, de forma eficiente e estruturada, na nova ordem
econdmica mundial (IBEC, 2012).

No que tange aos desfibriladores, estudos com objetivo de desenvolver e
aprimorar esses equipamentos sao necessarios, dada a sua importancia para a
medicina contemporanea. A area de desenvolvimento de equipamentos biomédicos
no Brasil estd em estagio embrionario, porém crescendo com apoio de programas
governamentais e da iniciativa privada, pois ha uma percepg¢ao pelo mercado e
pelos 6rgaos governamentais da necessidade de nacionalizagao de tecnologias e de
investimentos em inovacao.

E consensual que as caracterizacdes fisicas de dispositivos médicos de
desfibrilacdo, em especial aquelas obtidas por meio de ensaios mecanicos e testes
de segurancga elétrica, constituem uma etapa critica na transformacao de conceitos
inovadores em produtos confidveis para o uso em seres humanos. Entretanto,
considerando que a desfibrilagdo ventricular aplicada no peito por meio de um
choque elétrico ndo necessariamente € um procedimento indécuo, uma vez que
estudos tém demonstrado tanto dano morfolégico quanto deficiéncia funcional do
coracao causado por sucessivos choques (BABBS et. al, 1980), as informacdes
obtidas por meio de testes pré-clinicos permitem relacionar segurancga e eficacia do
choque elétrico em animais experimentais de modo a determinar quaisquer efeitos

secundarios indesejaveis em situacdes clinicas de utilizagdo e avaliar se esses
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constituem riscos em fungdo do funcionamento previsivel do dispositivo. O
conhecimento destas informacdes é fundamental para que a qualidade do produto
seja assegurada e reconhecida internacionalmente.

Atualmente, existem poucas instituicbes que possuem o0 conhecimento
necessario para projetar, testar e avaliar clinicamente dispositivos, identificar as
causas de eventos adversos e mau funcionamento do equipamento, desenvolver
projetos de dispositivos iterativos e avaliar o processo de regulamentacdo. Para
facilitar a ampla disponibilidade de programas educativos em desenvolvimento de
dispositivos médicos e avaliagdo para treinar a préxima geracao de inovagdao em
equipamentos, ha necessidade de trabalhar com academia, industria e comunidade
de saude para desenvolver uma equipe multidisciplinar disponivel, cobrindo as areas
de projeto de dispositivos e de engenharia, testes pré-clinicos, avaliagao clinica, os
processos de regulagdo e monitoramento pds-comercializagao.

Neste trabalho, fruto de um projeto maior numa parceira PUCRS, Toth
Tecnologia e Lifemed Industria de Equipamentos e Artigos Médico-Hospitalares S.A
financiado com o apoio da FINEP, foram realizados estudos em modelo animal de
comparacao de choques de onda bifasica exponencial truncada num espectro de
energia entre um protétipo de desfibrilador e outro referéncia “padrao ouro” lider de
mercado internacional para avaliar a eficacia e seguranga do desfibrilador em
desenvolvimento inovador, de tecnologia nacional, com modulo de marca-passo,
dotado de monitoragdo multiparamétrica e de um sistema de comunicacédo de dados
wireless.

Assim, investigacbes sobre a eficacia da cardioversdo em resposta a
fibrilacdo ventricular induzida e mudancas macroscopicas e bioquimicas que
ocorreram nos coragdes de suinos foram analisadas apés o choque aplicado pelos
desfibriladores. Este estudo ajudard a elevar o padrdo tecnolégico e a ampliar a
oferta qualificada de equipamentos para a saude produzidos no Brasil, substituindo
e/ou diminuindo importagdes e oferecendo um dispositivo seguro de ultima geracao.

Nesta introducao, o primeiro item apresenta a estrutura do musculo cardiaco,
seu comportamento elétrico e as caracteristicas das disfun¢des cardiacas dos ritmos
chocaveis. No segundo item, sdo abordados o funcionamento dos desfibriladores
externos e os efeitos fisiolégicos causados no corpo humano em fungdo do choque
elétrico, apresentando estudos cientificos que comparam leséo e disfung¢ao cardiaca
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causada pelo choque. Neste contexto, o item 3 detalha a importancia da seguranca
elétrica nos dispositivos médicos e 0s principais requisitos de avaliacdo da
seguranca elétrica em normas brasileira e americana. Por fim, o dltimo item define
0s ensaios pré-clinicos em dispositivos meédicos, a sua importancia no
desenvolvimento de novas tecnologias e propée um plano de investigacdo pré-

clinica especifica para desfibriladores externos.

1.1.Musculo Cardiaco

Com tamanho em torno do punho fechado da pessoa em que ele reside, um
o6rgdo muscular oco, invertido, de forma cdnica, medindo 12 a 13 cm da base
(superior) para o apice (inferior), 7 a 8 cm no seu ponto mais largo e pesagem de
325 g (cerca de 0,474% do peso do corpo do individuo), o coracado humano ocupa
uma pequena regido entre a terceira e sexta costela na porgédo central da cavidade
toracica do corpo. Repousa-se no diafragma, entre a parte inferior dos dois pulmdes,
com seu eixo-base para o apice inclinado na direcao do lado esquerdo do corpo e
um pouco para a frente, envolvido em uma membrana especial, o pericardio
(PALSSON et al, 2003).

O coracao € o érgao muscular que promove a circulagcdo do sangue pelo
corpo. E composto por duas partes distintas, as quais agem como bombas pulsateis
independentes: o coracao direito, responsavel pelo bombeamento do sangue venoso
para o pulmao, e o coracao esquerdo, que bombeia o sangue arterial para os 6rgaos
periféricos (GUYTON; HALL, 2006).

A Figura 1 permite observar a estrutura do coracdo. O lado esquerdo do
coragao leva sangue rico em oxigénio através da valvula de saida semilunar aértica
para a circulacao sistémica, que leva o fluido para cada célula do corpo - a partir do
qual ele volta para o lado direito do coragéo pobre em oxigénio e rico em di6xido de
carbono. O lado direito do coragdo assim, impulsiona 0 sangue pobre em oxigénio
através da valvula de saida semilunar pulmonar para a circulagcao pulmonar, que
leva o fluido para os pulmdes - onde o fornecimento de oxigénio € alimentado e o
seu teor de di6xido de carbono é removido antes que retorne para o lado esquerdo
do coragéo, para iniciar o ciclo novamente (PALSSON et al, 2003).
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Cada um dos lados do coracao € subdividido em duas camaras internas: o
atrio e o ventriculo, as quais sao ligadas entre si por valvulas cardiacas que tém a
funcao de reter o sangue, produzir pressao e evitar o seu refluxo. Enquanto os atrios
podem ser considerados bombas fracas de escorva, responsaveis por bombear para
os ventriculos 0 sangue que chega ao corag¢ao, sao os ventriculos que imprimem a
forca principal de bombeamento (GUYTON; HALL, 2006).

Arteria caretida
comum

Tronce
braguioce filico Artéria

:‘subclavia

Veia cava
superior T
Arteria
- pulmonar
esguerda

o, Vv
pulmonar mitral
—\aha
da aorta

Valva de
tronce .-
pulmonar

tricuspide

Vein cava inferior

Figura 1: Estrutura do coracéao
Fonte: Google imagens, 2012.

A parede do coracao é composta de trés camadas: epicardio (externa, reveste
superficialmente), miocardio (média) e endocardio (interna). As superficies externas
do atrio e do ventriculo sdo cobertas pelo epicardio, caracterizado por uma camada
de célula escamosa e uma rede de tecido conjuntivo fibroelastico. O endocardio
reveste as camaras do coracdo e é composto por células escamosas sob uma
malha de colageno, fibras elasticas e uma camada de musculo liso rudimentar. O
miocardio compreende a vasta maioria da espessura do coracdo, contém midcitos e
tecido conjuntivo, sendo a maioria dos midcitos dos atrios e ventriculos responsaveis
pela contragcdo (KATZ, 2006). Na Figura 2 pode-se obervar por microfotografia de
elétrons dois miécitos normais humanos do ventriculo esquerdo (acima e abaixo),

separados por uma banda fina de fluido extracelular.
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Figura 2: Miécitos normais humanos do ventriculo esquerdo
Fonte: Modificado de KATZ, 2006.

1.1.1. Caracteristicas elétricas do musculo cardiaco

Para investigar o comportamento elétrico das células cardiacas
individualmente, insere-se um microeletrodo no interior da célula. O microeletrodo é
conectado a um equipamento que mede a diferenca de potencial elétrico. Quando
um dos eletrodos é inserido no interior de uma fibra cardiaca, o voltimetro
imediatamente registra uma diferenca de potencial através da membrana celular
(BERNE et al, 2004).

O potencial de agao registrado na fibra ventricular cardiaca tem, em média,
105 milivolts, o que significa que o potencial intracelular passa por um valor muito
negativo, por volta de -85 milivolts entre o batimento, para um valor ligeiramente
positivo, em torno de +20 milivolts durante cada batimento. Ap6s o potencial em
ponta (spike) inicial, a membrana permanece despolarizada durante cerca de 0,2
segundo, exibindo um platd, ao qual se segue repolarizagao repentina. A presenca
deste platé no potencial de acdo faz a contragcdo muscular ventricular durar até 15
vezes mais que as contragcdes observadas no musculo esquelético
(GUYTON, HALL, 2006), como pode ser observado na Figura 3.

A diferenga de concentragao de ions entre o exterior e o interior das células
musculares — concentragdes reguladas pelos canais seletivos, resulta geralmente
nesta diferenca de potencial elétrico transmembrana celular (ANVISA, 2011), no qual

as varias fases do potencial de acdo cardiaco estdo associadas a alteracdes na
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permeabilidade da membrana celular, principalmente aos ions soédio, potassio e
calcio (BERNE et al, 2004). Em situacbes normais de repouso e para uma célula
cardiaca tipica, esta diferenca de potencial € de cerca de -70 milivolts a -90 milivolts
(potencial de repouso da membrana). Nesta condicdo, a célula se encontra em um
estado polarizado — o interior da célula possui maior concentragdo de cargas

negativas do que o ambiente externo (ANVISA, 2011).
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Figura 3: Potenciais de acao ritmicos (em milivolts) registrados por meio de microeletrodos
Fonte: GUYTON, HALL, 2006.

A Figura 4 ilustra as fases do potencial de acao cardiaco. A fase 0 do
potencial de acdo corresponde a fase de repouso. Em repouso, o potassio € 30
vezes mais concentrado no meio intracelular que no extracelular e, por sua vez, o
sodio € 30 vezes mais concentrado no meio extracelular que no intracelular
(GUYTON, HALL, 2006). Com a excitacao da membrana celular, ocorrem alteracoes
na sua permeabilidade e abertura dos canais rapidos de Na*, onde ocorre um
grande influxo deste ion e o potencial de acao chega a +45mV, que torna o interior
positivo em relacdo ao exterior, caracterizando a fase 1. Entretanto, na célula
cardiaca ndo ocorre a repolarizacdo total imediata da membrana apéds a
despolarizacdo da mesma pelo ion Na®, mas somente uma pequena e rapida
repolarizacdo precoce. E uma fase de curta duracdo que representa fase 2 e o inicio
da repolarizacado da célula cardiaca. Na fase 3, o potencial de acdo permanece em
um platé por algum tempo. Durante este platd ocorre a entrada dos ions calcio
(essenciais para o desencadeamento do processo contratil), por canais distintos,
que, lentos e prolongados, provocam um aumento no tempo de despolarizacao,
aumentando assim o tempo de contragdo do musculo cardiaco. Durante a fase 4,
abertos os canais lentos de K*, ocorre um influxo progressivo para fora da célula
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deste ion, de forma que, ao final da curva, estabelece-se novamente o potencial de
membrana de -90 milivolts. Por fim, a fase 5 € a fase de acao da bomba
Na*/K*/ATPase, quando ocorre os mecanismos ativos das bombas idnicas capazes
de remover sédio e célcio do interior da célula e permitir a entrada de potassio
(OLIVEIRA, 2002).

my
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Figura 4: Despolarizacao da célula cardiaca e suas fases
Fonte: OLIVEIRA et al, 2002.

Assim, o ciclo cardiaco consiste na combinacdo destes periodos de
despolarizacao e repolarizacédo cardiacas. Fisiologicamente, ele representa a sistole
auricular, a sistole ventricular e a diastole (fase de repouso entre os batimentos),
fendmenos que se realizam sucessiva e continuamente, em ritmo e frequéncias
(batimento por minuto) regulares (GONCALVES, 2005). No eletrocardiograma
(ECG), exame no qual é feito o registro da variacdo dos potenciais elétricos gerados
pela atividade elétrica do coragdo, o ciclo cardiaco é representado pela onda P,
complexo QRS e pela onda T, conforme Figura 5:

ONDA P = CONTRAGAO AURICULAR
COMPLEXO QSR = CONTRAGAQO VENTRICULAR
ONDA T = REPOLARIZACAQ VENTRICULAR

Figura 5: Ciclo cardiaco no ECG
Fonte: GONCALVES, 1995.
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A eletrocardiografia é capaz de identificar os macro-fenédmenos elétricos
decorrentes da despolarizacdo e da repolarizacdo dos atrios e dos ventriculos
(BARBOSA, 2004) e auxilia tanto no diagnostico de alteragdes estruturais e
funcionais deste 6rgao, quanto na avaliagdo prognostica dos riscos decorrentes da
cardiopatia e associados a sobrevida.

O primeiro passo em aplicagdes que envolvam anélise de ECG é a detecgéao
do complexo QRS correspondente a desfibrilagdo ventricular, pois é a caracteristica
mais proeminente do ciclo de ECG, representando os componentes de maior
amplitude e frequéncia (SILVA, CALDERA, PASSARIELLO, 1995) (Figura 6).

OMNDA P ! QRS
SEGMENTO ST
INTERWVALO! PO i QT

Figura 6: Morfologia do sinal de ECG e o complexo QRS
Fonte: Schwarz, 2009.

Esta capacidade de detectar as alterac6es funcionais do coracédo foi
parcialmente responsavel pela reducao da mortalidade ocorrida no final dos anos 60
em conjunto com desfibriladores cardiacos e marcapassos (JACOME, 2010). Os
desfibriladores externos automaticos e semiautomaticos diferem-se dos
desfibriladores convencionais exatamente porque podem analisar o ritmo cardiaco e
determinar se a desfibrilagdo sera necessaria, eliminando a necessidade do
operador ao interpretar o sinal de ECG antes da desfibrilacdo na tomada de decisao
para a liberagdo do choque terapéutico (ANVISA, 2011).

1.1.2. Efeitos fisiolégicos das arritmias cardiacas

A morte subita de origem cardiaca € consequéncia de uma parada abrupta da
funcdo do coracdo, fazendo com que ele cesse seu funcionamento. Ao bloquear
agudamente o suprimento de sangue para o musculo cardiaco pela oclusdo de uma
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coronaria, pode surgir instabilidade nos batimentos cardiacos (arritmias). Esses
podem se tornar muito rapidos (taquicardia ventricular) e/ou caodticos (fibrilacao
ventricular) (ZIPES el al, 1998).

Arritmia € o termo usado para designar todos os disturbios na frequéncia, no
ritmo e na conducédo, ou propagacao dos impulos elétricos cardiacos. As arritmias
podem ser classificadas em varias categorias ou grupos, ou em funcao da gravidade
do prognéstico, segundo diversos autores. A classificacdo mais simples, que permite
uma interpretacdo mais rapida dos disturbios de acordo com a sua manifestacéo é a
proposta pelo Dr. Dale Dubim, o qual classifica as arritmias em 4 grandes grupos,
em fungéo dos seus aspectos: Ritmo variavel, Extra-sistoles e pausas, Ritmo rapido
e Bloqueios cardiacos (GONCALVES, 1995).

Neste trabalho, somente os ritmos rapidos considerados chocéaveis foram
objeto de estudo, os quais sao ritmos letais que terminam em morte do paciente, a
menos que a desfibrilagdo seja entregue muito rapidamente. Estes ritmos incluem
fibrilacdo ventricular (FV) e taquicardia ventricular (TV) com instabilidade
hemodinamica, ou seja, quando associado a um paciente sem pulso, sem resposta
consciente (KERBER et al, 1997).

» Taquicardia Ventricular

A taquicardia ventricular € uma arrimia cujo o ritmo é regular e com frequéncia
cardiaca bastante elevada. E resultante de irritabilidade do miocardio proveniente de
isquemia. Esta arritmia é bastante perigosa, pois pode muitas vezes levar o paciente
a fibrilagdo ventricular que, sem tratamento imediato, € quase sempre fatal. No
eletrocardiograma, a frequéncia ventricular € em torno de 140 a 240 bpm. Nao se
evidenciam ondas P associadas. O complexo QRS tem aspecto bizarro e dura mais
de 0,12 seg (BRAUNWALD, ZIPES, LIBBY, 2003) (Figura 7).

Figura 7: Taquicardia ventricular
Fonte: GONCALVES, 1995.
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» Fibrilacao Ventricular

A fibrilacao ventricular é o resultado de varias contracées de pequenos grupos
de fibras cardiacas desorganizadamente. Com isso ndo ha uma concentracao
miocardica efetiva. No eletrocardiograma nota-se que a linha de base estd toda
ondulada, de uma forma aberrante. Nao é possivel definir onda P, QRS ou T. Nao
existe arritmia similar a esta, porém €& possivel haver confusdo no diagndstico
quando o monitor do eletrocardiograma estiver com algum defeito (interferéncia
elétrica). E uma condicdo na qual ha propagacdo elétrica descoordenada no
musculo cardiaco dos ventriculos (BRAUNWALD, ZIPES, LIBBY, 2003). Esta
atividade elétrica cadtica leva a contracao ineficiente do coracdo e uma perda de
fluxo sanguineo para o cérebro e o resto do corpo. Devido a falta de fluxo sanguineo
no cérebro, pode ocorrer lesdo cerebral irreversivel e morte em apenas 5 minutos
(UMBERGER, 2011) (Figura 8).

Figura 8: Fibrilacao ventricular
Fonte: GONCALVES, 1995.

A fibrilagdo ventricular é considerada a mais grave de todas as arritmias
cardiacas, quase que invariavelmente fatal quando nao tratada no inicio do evento
(GUYTON, HALL, 2006) e acrescida a taquicardia ventricular sem pulso
correspondem ao ritmo cardiaco observado em 85% dos casos atendidos de morte
subita em ambiente pré-hospitalar, para os quais o Unico tratamento efetivo é a
desfibrilacédo elétrica e a rapida implementacdo das manobras de suporte basico de
vida (WHITE et al, 2005), pois a taxa de sobrevida nestes casos reduz-se de 7% a
10% por minuto (LINK et al, 2010).
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1.2.Choque Elétrico

1.2.1. Desfibriladores Externos

Desfibriladores sao dispositivos utilizados para o fornecimento de um forte
choque elétrico em um paciente, num esforgo para converter perturbacées do ritmo
do coracado excessivamente rapido e ineficaz aos ritmos mais lentos que permitem o
coracdo bombear mais sangue. Os desfibriladores externos tém sido de uso comum
ha muitas décadas para o tratamento de emergéncia de ritmos cardiacos com risco
de vida (DAVID, 2003).

Durante uma atividade elétrica irregular, a desfibrilacdo despolariza todas as
células cardiacas, permitindo o reinicio do ciclo cardiaco normal, de forma
organizada em todo o miocéardio (SOC BRAS CARD, 1996). Se uma certa massa
critica (75% a 90%) das fibras responderem simultaneamente a esta contragao
forcada, quando retornarem ao estado de repouso estardo em condigbes de
responder ao marcapasso natural do corpo e, com o sincronismo, 0 bombeamento é
restabelecido (ANVISA, 2011).

O choque da desfibrilagdo faz passar um grande fluxo de elétrons através do
coragéo, por um breve periodo. Esse fluxo de elétrons € chamado de corrente, que é
medida em amperes. O gradiente que empurra esse fluxo de elétrons é chamado de
potencial elétrico, medido em volts. Sempre ha uma resisténcia ao fluxo de elétrons,
camada de impedancia, que é medida em ohms. Apesar de o desfibrilador
selecionar a energia em joules, € o fluxo da corrente em amperes que permite a
desfibrilacdo. Com uma quantidade constante de energia armazenada no capacitor,
a corrente liberada depende da impedancia presente entre os eletrodos do
desfibrilador (OVALLE, 2006).

Sendo a pele um fraco condutor elétrico, € necessario um material condutivo
para reduzir a impedancia transtoracica. Os eletrodos devem ser preparados com
suficiente quantidade de gel condutor, posicionados corretamente sobre o térax e o
operador deve aplicar uma certa pressao contra o0 mesmo (TRUONG & ROSEN,
1997). A desfibrilacdo requer eletrodos corretamente posicionados e de grande
superficie para produzir a mesma densidade de corrente que o marcapasso cardiaco
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natural, os quais circulam correntes de dezenas de ampéres, sendo que grande
parte dessas correntes acabam passando ao redor e nao através do coracao (Figura
9).
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Figura 9: Posicionamento adequado dos eletrodos
Fonte: ANVISA, 2011.

Os desfibriladores externos convencionais utilizam o sistema de pa e cabo
para a entrega da energia ao paciente. Os desfibriladores externos automaticos
(DEASs) sao conectados ao térax por eletrodos na forma de pas flexiveis e adesivas,
o que confere melhor fixacdo e posicionamento do eletrodo (SOC BRAS CARD,
1996), reduz a impedancia transtoracica e aumenta as chances de cardioversao
(LINK et al, 2010; Jacobs et al, 2010) (Figura 10).

Figura 10: Modelos de desfibrilador convencional e automatico
Fonte: Google imagens, 2012.

A vantagem dos DEAs é a capacidade de monitorar constantemente o ritmo
cardiaco do paciente (SOC BRAS CARD, 1996) com o uso de sofisticados
microprocessadores, onde os resultados sdo interpretados através da analise do
eletrocardiograma de superficie (TAKATA, 2001). Durante esse monitoramento, um
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algoritmo programado identifica um ritmo passivel de desfibrilagdo e emite um alerta
visual ou sonoro para guiar o usuario. O equipamento libera o choque na deteccao
desse ritmo, assegurando que sera dado somente quando necessario (GUYTON,
HALL, 2006), eliminando a necessidade do operador ao interpretar o sinal de ECG
antes da desfibrilacdo na tomada de decisédo para a liberacdo do choque terapéutico
(ANVISA, 2011).

Pelos motivos mencionados e pela simplicidade de seu manuseio, o DEA é
capaz de identificar e tratar algumas arritmias, sinalizando ao operador o inicio de
um choque no paciente, pressionando um ou mais botdes (UMBERGER, 2011) e
habilita os profissionais e até a populacdo minimamente treinada a realizarem uma
desfibrilagdo precoce e eficaz (THYGERSON, 2011), viabilizando a idéia da
“desfibrilacdo de acesso publico” ou de ampla distribuicdo por quem nao €
profissional da area da saude (KERBER et al, 1997).

Os DEAs podem ser classificados em automaticos ou semi-automéaticos. Os
modelos automaticos exigem apenas que o operador posicione os eletrodos de
desfibrilacéo e ative a unidade que vai analisar o ECG do paciente a determinar a
necessidade de aplicacdo do pulso elétrico e; caso necessario, 0 equipamento
automaticamente efetua a descarga. Entretanto, a maioria dos DEAs séao
semiautomaticos. Estes equipamentos analisam o ECG do paciente e notificam o
operador se a desfibrilagdo é indicada, desta forma, é o operador quem efetua a
descarga (ANVISA, 2011).

Os DEAs tem alta sensibilidade e especificidade para a identificagcdo de
fibrilagdo ventricular e, além disso, varios componentes s&do medidos, como a
amplitude, frequéncia, inclinacdo e integracdo da morfologia da onda. Estes
dispositivos também filtram sinais estranhos que possam interferir com a
interpretagdo adequada, como artefatos de movimento, eletrodos soltos e
transmissdo de radio nas proximidades (TAKATA, 2001).

Para produzir uma corrente de desfibrilacdo adequada, ha uma relacao
denominada relagao forga-duracdo, demonstrada na Figura 11, na qual choques de
forca e duragdo acima e a direita da curva de corrente (ou acima da curva de
energia) tem resisténcia suficiente para desfibrilar, enquanto os choques abaixo e
para a esquerda, nao (DAVID, 2003).
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Figura 11: Curva forca-duracao para corrente, carga e energia
Fonte: Adaptada de DAVID, 2003.

Assim, para a maioria das ondas elétricas, ha uma energia minima para
desfibrilacdo num pulso aproximado de duracéo entre 3-8 ms. A curva forca-duracao
também demostra que a carga minima para a desfibrilacdo ocorre no periodo mais
curto do pulso testado. Entretanto, pulsos de duracdo muito curta ndo sao utilizados,
uma vez que a corrente de alta tensdo necessaria é prejudicial para o miocardio.
Também € importante notar que os choques excessivamente fortes ou prolongados
podem causar refibrilacdo imediata, falhando na restauracdo da funcao cardiaca
(DAVID, 2003).

A eficacia da terapia de desfibrilagdo elétrica, desta forma, € altamente
dependente da forma de onda utilizada. Existem dois tipos de formas de onda nos
equipamentos atuais: monofasicos e bifasicos (NICHOL et al, 1998). Os
desfibriladores tradicionais utilizam onda monofésica, na qual a energia elétrica é
entregue em uma Unica polaridade, a corrente viaja em uma unica diregdo. Em
contraste, as recentes formas de onda bifasica envolvem uma reversédo da corrente
em um momento especifico no choque de energia (TAKATA, 2001), fazendo com
que o impulso tenha duas fases distintas (Figura 12).

Por 30 anos, o tipo de onda de desfibrilacdo transtoracica monofasica teria
sido a principal forma de tratamento para pacientes com morte subita cardiaca
(CLARCK et al, 2002). Mais recentemente, formas de onda bifasica provaram ser
superior na eficacia de desfibrilacdo do primeiro choque (HIGGINS et al, 2000), na
rescisdo de fibrilacdo ventricular (MITTAL et al, 1999) com menor risco de disfuncao
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miocardica e queimaduras na pele (SCHWARZ et al, 2003) que as formas de onda
monofasica, resultando em mais pacientes que obtiveram um retorno da circulacao
espontanea (SHNEIDER et al, 2000).

Corrente monofisica Corrente hifisica

Figura 12: Tipos de onda monofasica e bifasica
Fonte: Nichol et al, 1998.

Sua caracteristica principal € o chaveamento da carga representada pelo
paciente com relacdo ao circuito utilizando semicondutores, que invertem o sentido
da corrente durante a aplicacdo do choque. Os desfibriladores bifasicos também
incorporam um medidor de impedancia, que adéqua a duracdo do choque em
funcdo da impedancia transtoracica do paciente (ANVISA, 2011). A Figura 13
representa as formas de onda monofasica (senoidal amortecida) e bifasicas
(exponencial truncada e retilinea).

As formas de onda bifasicas sdo portanto utilizadas em quase todos os DEAs
vendidos atualmente (LINK et al, 2010), e sdo os mais produzidos pela industria de
equipamentos médicos (ANVISA, 2011), entretanto ha dificuldades de se obter um
consenso da melhor forma de onda bifasica (exponencial truncada, retilinea,
pulsada, etc). Existem diversas publicacdes patrocinadas por empresas fabricantes
(WALKER et al, 2003; MISCHKE et al, 2008, LI et al, 2009) e mesmo entre os
estudos nao favorecidos, ndao ha evidéncias de superioridades entre eles
(ZELINKAA et al, 2007; NEAL et al, 2003; KIM et al, 2004), mas sim uma falta de
capacidade de toda onda bifasica lidar com diferentes impedancias do ponto de vista
elétrico (ZELINKAA et al, 2007).
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Figura 13: Formas de onda monofasica e bifasicas
Fonte adaptada: TAKATA, 2001.

Segundo a American Heart Association (AHA) a dose de energia inicial
recomendada para a cardioversdao estd entre 150 e 200 Joules (J) utilizando
equipamentos de onda bifasica exponencial truncada, por ser segura e eficaz na
rescisao da fibrilagao ventricular. Ja os DEAs, por serem automaticos, entregam uma
energia fixa, recomendada e estabelecida pelo proprio fabricante. Dentre os
diferentes equipamentos existentes no mercado, a energia € fixada em 150J ou 200J
(LINK et al, 2010).
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1.2.2. Efeitos fisiologicos da eletricidade

Os principais efeitos fisioldgicos que uma corrente elétrica produz no corpo
humano sao tetanizacdo, fibrilacdo ventricular, parada cardiorrespiratétia e
queimaduras (CAMINHA, 1977).

Quando a corrente elétrica flui através de tecidos bioldgico, trés fenébmenos
podem ocorrer: (1) a estimulagéo elétrica de tecidos excitaveis (nervo e musculo), (2)
aquecimento resistivo do tecido, e (3) queimaduras eletroquimicas e danos nos
tecidos, para voltagens de corrente direta e muito alta. A Figura 14 mostra o
intervalo aproximado de correntes necessario para produzir cada efeito quando
estes sao aplicados numa frequéncia de 60 Hz através de fios de cobre agarrados
pela m&ao em homem de 70 kg.

Os disturbios do ritmo pode ser produzidos com exposicdo a correntes
relativamente baixas. A corrente de mais de 50-100 mA (o que € menos do que a
metade da corrente maxima que pode ser gerada) com transmissao mao a mao ou

mao e pé podem provocar fibrilagcdo ventricular (KOUMBOURLIS, 2002).
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Figura 14: Efeitos fisiologicos da eletricidade
Fonte: Adaptada de OLSON, 2008.
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Ressalta-se que a corrente necesséria para produzir cada efeito depende de
algumas condicoes como limite e variabilidade do inicio da contracdo muscular (que
pode variar entre homens e mulheres), frequéncia e duracdo da corrente, peso
corporal e pontos de entrada da corrente (OLSON, 2008).

1.2.3. Lesao e disfuncao cardiaca causada pelo choque

Os pacientes sao particularmente vulneraveis a choques elétricos quando os
dispositivos sdo colocados em contato com o musculo cardiaco. Choques de
desfibrilacdo fracos ndao causam qualquer dano ao coracdo, mas também néo
desfibrilam; em contraponto, choques suficientemente fortes para desfibrilar
causardo dano permanente ou temporario ao coracdo. Uma questdo pratica e
relevante é saber qual é o nivel de energia de choque com maior probabilidade de
ser eficaz na desfibrilacdo sem causar dano cardiaco (WALCOTT et al, 2003).

A leséo elétrica pode afetar o coracdo de duas formas: por causar necrose
direta do miocardio e por causar arritmias cardiacas. Até certo ponto, o grau de
lesdo do miocardio depende da tensédo e do tipo de corrente, sendo mais extensa
com uma tensdo mais elevada. A lesdo pode ser focal ou difusa e usualmente
consiste em uma discreta e generalizada necrose na faixa de contragcao envolvendo
o miocardio, tecido nodal, vias de conducdo e as artérias coronarias
(KOUMBOURLIS, 2002).

As lesdes miocardicas vao desde depressdao miocardica reversivel com
hipotensédo arterial e bloqueio cardiaco intermitente até danos irreversiveis como
necrose miocardica (OSSWALD et al,1994). Taquicardia, arritmias e disturbios de
conducao sao complicacdes cardiacas bem conhecidas em pacientes sobreviventes
de lesdes que sao causadas por corrente elétrica (KU et al, 1979).

Charles et al (1974) cita possiveis efeitos adversos sobre o miocardio o
aparecimento de arritmias, elevacdo do segmento ST do eletrocardiograma,
elevagcdo de enzimas séricas, o desenvolvimento de edema pulmonar e
descompensacao aguda do ventriculo esquerdo apds a cardioversdo. Ha também
registros de diferentes manifestacées clinicas que podem ocorrer apés as descargas
elétricas, como alteracbes na epiderme (local de contato do eletrodo), nas

caracteristicas dos tecidos que compde o térax, como a coloracdo, os contornos, o
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turgor e a presenca de liquidos em quantidade anormal por extravasamento para os
espacos intersticiais ou até sangramento (MANOHARAN et al., 2004).

Babbs et al. (1980) mediu a extensao dos danos histolégicos e probabilidade
de morte de uma série de caes que receberam choques de desfibrilacdo
monofasicos e obteve resultado da incidéncia de desfibrilagcdo, danos morfoldgicos e
morte em fungdes de pico de corrente entregues em amperes/kg e em joules/kg
conforme mostra a Figura 15.
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Figura 15: Curvas dose-resposta para desfibrilaciao, danos morfoldgicos e morte
Fonte: Adaptada de BABBS et al, 1980.

Ha de se considerar que existem fatores que abrandam o efeito de um
choque transtoracico sobre o coracdo como a corrente fornecida por um choque
externo, no qual a maior parte é desviada em torno do coragdo nos musculos da
parede do térax (WALCOTT et al, 2003). No estudo de Lerman e Deale (1990), a
tensdo transtoracica e a tenséo transcardiaca entre dois eletrodos implantados no
epicardio foram medidos simultdneamente e constatou-se que somente
aproximadamente 4% da corrente transtoracica atravessa o coracao.

Estudos realizados por Yamaguchi et al (2002), em analise da disfuncdo do
miocardio apos desfibrilagao elétrica, afirmaram que os choques elétricos produzem
lesdo miocardica apenas quando a perfusao do miocardio é reduzida.
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1.3.Seguranca Elétrica

1.3.1. Avaliacao da seguranca elétrica de desfibriladores externos no
Brasil e no exterior

Devido a crescente complexidade tecnolégica dos produtos para saude, os
métodos de determinagao e controle de risco vém sendo aprimorados para garantir
a seguranca na utilizacdo desses produtos (FLORENCE, CALIL, 2005). Testes de
seguranca elétrica sdo de grande importancia para todos os dispositivos médicos,
especialmente aqueles que estao localizados em areas criticas do hospital e aqueles
que sao usados para fins de diagnéstico e tratamento para levar energia ao paciente
ou gravar os sinais vitais (INBIT, 2012).

Além do risco inerente ao monitoramento que normalmente esta
relacionado a exibicao de leituras incorretas, um dos fatores de maior impacto que
pode comprometer drasticamente a salde do paciente é a utilizacdo de
equipamentos que se baseiam na aplicacado de sinais elétricos por meio de conexao
fisica com o paciente. A utilizagdo de correntes elétricas por meio do corpo do
paciente deve ser realizada de forma precisa e controlada, pois caso contrario,
diversos tecidos e érgaos poderao ser danificados e comprometidos (BRUNO et al,
2010).

Assim, a fim de determinar a dose mais segura e mais eficaz para a
desfibrilacao elétrica, o conhecimento da margem de segurancga para os choques de
desfibrilacdo é necessario (BABBS et. al, 1980). A avaliacido de desempenho dos
desfibriladores € determinada por normas emitidas pela American Nacional
Standards Institute/Association for the Advancement of Medical Instrumentation,
ANSI/AAMI e por normas internacionais equivalentes (ANVISA, 2011).

A |IEC (Comissao Internacional Eletrotécnica) € uma organizacdao mundial
para padroniza¢dao com o objetivo de promover a cooperacao internacional em todas
as questdes relacionadas com a normalizacdo nos campos elétricos e eletronicos
(ANSI/AAMI, 2003). A norma IEC 60601 € a norma internacional que exige a
conformidade dos fabricantes de produtos médicos e adocdo de praticas de
seguranca rigorosas. Ela foi projetada para enfrentar os riscos que sdo comumente
relacionadas a equipamentos eletromédicos e aborda todos os possiveis perigos
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relacionados a utilizacdo de eletricidade, produzindo orientagées para controlar o
desenvolvimento desses aparelhos a fim de evitar qualquer perigo para o publico em
geral.

Em muitos casos a norma IEC 60601 tem sido adaptada para os padrdes
locais para uso em paises ao redor do mundo. Alguns exemplos sao a EN 60601
(CE), CSA C22.2 (Canada) , AS / NZ 3200-1 (Australia / Nova Zelandia) e NBR IEC
60601 (Brasil) (BRUNO et al, 2010).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) € o érgéo
responsavel pela regulamentacdo dos produtos médicos. Ela prevé a adogédo do
Sistema Brasileiro de Certificacdo - SBC, para garantir a seguranca e qualidade
destes equipamentos, que adota conforme a Resolugdo n°444/99 a norma técnica
brasileira ABNT NBR- IEC 60601-1 e ABNT NBR- IEC 60601-2. O termo ABNT
NBR IEC é utilizado para identificar as normas brasileiras que possuem
compatibilidade com as diretrizes criadas pela Comissdo Eletrotécnica
Internacional (IEC).

Para a avaliacdo de desfibriladores e cardioversores, tanto nas fases de
projeto e desenvolvimento como nas fases de manutengdo preventiva e corretiva,
esta pode ser realizada por equipamentos denominados analisadores de
desfibriladores e cardioversores de forma experimental, de forma que ha previsao
em normas para que estes estejam aptos a executar os ensaios (OLIVEIRA,
MORAES, 2012).

A determinacdo das especificacbes basicas de um analisador de
desfibriladores e cardioversores é obtida a partir dos requisitos para desfibriladores e
cardioversores determinados pelas normas brasileira NBR IEC 60601-2-4:2005 e
americana ANSI/AAMI DF80:2003, no qual sdo listados seus principais itens no
Quadro 1.

Quadro 1: Prescricoes para desfibriladores e cardioversores determinadas pelas normas ABNT
NBR IEC 60601-2-4:2005 e ANSI/ AAMI DF80:2003

ABNT NBR IEC

Norma 60601-2-4:2005 ANSI/AAMI DF80:2003
Temperatura 0 & 40°C (para uso 0a40°C
Condicses em salas médicas)
¢ Umidade relativa do 30 a 95% (sem

de operacao 30 a 95% (sem

condensacao) (para -
¢ao) (p condensacéao

ar
uso em salas




médicas)
Maxima Desfibrilagao externa 360 J 360 J
energia S
selecionavel Desfibrilagdo interna 50J 50 J

Exatiddo da energia fornecida

+/- 15% da energia
selecionavel ou +/-3J
(o que for maior entre

+/- 15% da energia
selecionavel ou +/-3J
(o que for maior entre

os dois). os dois).
Tempo de Sinal ECG 60ms 60ms
sincronismo | Sinal de sincronismo 25ms 25ms

Tensao de pico maxima

5000 V (resisténcia de
carga=175Q)

5000 V (resisténcia de
carga=175Q)

Tempo de
carga

Desfibriladores
manuais
(uso frequente)

15s

15s

Desfibriladores
manuais (uso nao

20s
25 s (bateria
depreciada por 15

20s
25 s (bateria
depreciada por 15

frequente) descargas de energia | descargas de energia
maxima) maxima)
DEA 30s 30s

(uso frequente)

40s (ao ligar o
desfibrilador)

40s (ao ligar o
desfibrilador)

DEA
(uso nao frequente)

35s

40s (bateria
depreciada por 15
descargas de energia
maxima)
45s (ao ligar o
desfibrilador
50s (ao ligar o
desfibrilador ap6s a
bateria ser depreciada
por 15 descargas de
energia maxima)

35s

40s (bateria depreciada

por 15 descargas de
energia maxima)
45s (ao ligar o
desfibrilador
50s (ao ligar o
desfibrilador ap6s a
bateria ser depreciada
por 15 descargas de
energia maxima)

Fonte modificada: OLIVEIRA, MORAES, 2012.
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Para a realizacdo dos ensaios, observa-se que condicbes ambientais

adequadas, como temperatura entre 0° a 40° e umidade do ar maxima de 95% séao

exigidas. Ambas as normas estabelecem carga maxima de 360 Joules, sendo que a

energia entregue ndo deve variar +15J ou *3J. Por exemplo, se a energia

selecionada for 150J, o desfibrilador estara em conformidade com as normas

entregando uma energia de 172,5J ou 127,5J. Assim, para cobrir os casos dos

desfibriladores que estejam operando fora das suas especificacbes o analisador

deve medir desvios de até 50% na maxima energia entregue (OLIVEIRA, MORAES,

2012).
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O analisador deve medir o tempo de sincronismo, ou seja, o tempo de atraso
decorrente desde a ultima onda R do sinal de ECG gerado pelo analisador até o pico
do pulso desfibrilatorio (OLIVEIRA, MORAES, 2012). Para que a aplicagéo do pulso
desfibrilatorio se dé no instante adequado, o monitor capta o sinal de ECG através
das pas e o sincronizador detecta a onda R do ECG (momento de contragdo dos
ventriculos ou sistole) e libera a descarga desfibrilatoria logo apos esta deteccéo,
em um intervalo de até 60 ms ap6s a onda R. Esta precaucao tem por objetivo evitar
que o pulso seja aplicado no momento em que a maioria das fibras esta se
repolarizando (relaxando), pois um estimulo a contracao neste instante poderia
induzir a perda do sincronismo entre as fibras e levar a uma fibrilagdo ventricular
(MS, 2002). Para o caso da descarga sincronizada utilizar um sinal de sincronismo
externo, como por exemplo, a saida de sincronismo de um monitor cardiaco, estas
normas determinam que o pico do pulso desfibrilatério deva ocorrer dentro de um
intervalo de 25 ms da aplicacdo do ultimo sinal de sincronismo (OLIVEIRA,
MORAES, 2012).

E, para uma analise mais completa do desempenho de desfibriladores e
cardioversores sob ensaio € desejavel que o analisador também seja capaz de
determinar os tempos de carga de um desfibrilador. Para desfibriladores externos
automaticos de utilizacdo nao frequente, alimentado por uma bateria depreciada por
15 descargas de maxima energia, por exemplo, as normas estabelecem um tempo
maximo de 50s, considerando que neste intervalo ja estdo inclusos os intervalos de
tempo relativos ao auto-teste, analise do ECG e carga (OLIVEIRA, MORAES, 2012).

1.4.Investigacao Pré-Clinica

1.4.1. Importancia da investigacao pré-clinica

No desenvolvimento de novas tecnologias, no que concerne a dispositivos
médicos que possam contribuir para a melhoria da saude humana, as descobertas
cientificas e as tecnologias precisam ser colocadas em pratica, além dos testes de
“bancada” para a avaliacdo da seguranca elétrica. Se um material é destinado a
interagir com o tecido, a avaliacao biolégica também deve ser abordada, pois a
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interacao do tecido com o material constituinte por si s6 ndo pode ser considerada
separadamente da concepcao geral do dispositivo (ANSI/AAMI, 2009), uma vez que
a gama de riscos biolégicos € ampla e complexa.

Assim, no desenvolvimento de novas tecnologias, o papel de ensaios pré-
clinicos utilizando modelos animais, especialmente grandes modelos animais, tais
como suinos, coelhos, e ovinos, é de relevancia na regulamentacao do processo
que € usado para determinar a seguranca de dispositivos (SUZUKI, 2009). Os
ensaios pré-clinicos englobam testes de todos os materiais e/ou protétipos de
dispositivos antes do teste ou utilizagdo em seres humanos. Estes ensaios séo
geralmente conduzidos de modo a fornecer uma seguranca razoavel do dispositivo
antes da realizagao dos ensaios clinicos (MCCARTHY, 1997).

Para dispositivos médicos, o foco de ensaios em animais é a capacidade do
dispositivo de funcionar com o tecido vivo, sem prejudicar o tecido
(biocompatibilidade) (FDA, 2012). E possivel compreender os mecanismos
terapéuticos desses equipamentos uma vez introduzidos na esfera clinica,
comparando-se os achados das pesquisas realizadas com modelos animais com
amostras de exames anatomopatolégicos (SUZUKI, 2009).

A avaliacdo da seguranca destes dispositivos médicos, incluindo produtos
como marca-passos, desfibriladores implantaveis, lasers e bombas de infusdo, é
necessaria para proteger os usuarios finais dos riscos a saude desconhecidos e
desnecessarios, pois servem a um propésito direto e Gtil em melhorar a longevidade
e qualidade de vida para as pessoas e animais.

Portanto, a garantia de segurancga para os dispositivos médicos é tanto uma
obrigagdo moral do fabricante quanto legal sob uma variedade de estatutos federais
internacionais, e um dos melhores métodos para o teste de dispositivos médicos

incluem o uso de animais (MSMR, 1999).

1.4.2. Plano de investigacao pré-clinica para desfibriladores externos

Considerando que até o momento ndo se observa nenhum fabricante
brasileiro que produza um desfibrilador de reconhecida qualidade, de maneira a

participar competitivamente dos mercados nacional e internacional, ensaios pré-
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clinicos e clinicos sdo imprescindiveis para validar e garantir a segurangca do
equipamento de desfibrilacao.

E preciso implementar uma estratégia de acdo inovadora que estimule a
interacdo e cooperacdo entre pesquisadores basicos, clinicos, profissionais de
laboratério e fabricantes de dispositivos (SUZUKI, 2008).

A seguir sera proposto um passo-a-passo para a elaboracao de um plano de
investigagao pré clinica para desfibriladores externos. Esta andlise apresenta uma
visdo geral do papel emergente dos estudos pré-clinicos, bem como dos resultados,

do desenvolvimento e da avaliagdo da investigacdo em modelos animais.

1.4.2.1. Modelo animal para o estudo

Embora nenhum modelo animal reproduza exatamente as condicbes das
doencas cardiacas humanas, é possivel alcancar a semelhanca desejada através da
selecdo da espécie e de condigdes experimentais apropriadas (BHATT,
NANDAKUMAR, BODHANKAR, 2005). Assim, para a investigagdo clinica em
desfibriladores externos, sdo necessarias similaridades do sistema cardiovascular,
tamanho e morfologia do coragdo, com a finalidade de mimetizar a resisténcia
corporal e cardiaca ao choque e as alteracdes patoldgicas presentes na fibrilacdo
ventricular.

Dentre os animais passiveis de uso em estudos pré-clinicos, 0s suinos
possuem um coragdo com morfologia e dimensdes similares ao humano (GOMES,
CUESTA, 2005) e o ventriculo miocardio dos mesmos possui um intervalo diastolico
mais semelhante ao do ventriculo humano, quando comparado com outras espécies
(BHATT, NANDAKUMAR, BODHANKAR, 2005). Além disso, a distribuicdo da
circulacao coronaria arterial do porco e a colateralizacao do fornecimento de sangue
apds o infarto é muito semelhante ao do homem (MCCARTHY,1997).

Assim como nos humanos, a aorta dos porcos possui um “vasa vasorum”
verdadeiro (pequenos vasos que fornecem sangue as paredes da aorta). O sangue
fornecido pela artéria coronaria domina o lado direito do coracdo e nao contém
circulacdo colateral preexistente, o que faz que a situacdo do fluxo sanguineo
coronariano seja 90% similar ao da populagdo humana. Ja em outras espécies de
animais, como por exemplo nos caes, essa caracteristica ndo ocorre (LABER et al,
2002).
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Em pesquisas que envolvem o sistema cardiovascular, os suinos tém sido
utilizados pela sua anatomia e fisiologia Unicas, muito similares as dos humanos.
Como exemplo, citam-se os experimentos de Walker et al (2003), Li et al (2009),
Huang et al (2000).

Além de experimentos para investigar doencgas cardiovasculares e possiveis
tratamentos, esses animais sao muito utilizados em experimentos envolvendo
eletrofisiologia e em testes de enxertos, stents e dispositivos de intervengédo (LABER
et al, 2002).

Desta forma, levando-se em consideragédo a literatura cientifica existente, o
modelo suino deve ser o escolhido para efetuar os procedimentos propostos neste
trabalho, por melhor traduzir a anatomia coronaria e sistema de condugdo em

relacdo ao homem.
1.4.2.2. Métodos de avaliacao de lesao por acao do desfibrilador

Apesar de a cardioversdo elétrica ser indicada para o tratamento de
cardiopatias, ha controvérsias se esta terapia pode causar lesdo no miocardio, tanto
que, na literatura cientifica atual, a quantidade de estudos que avaliam o grau de
lesdo miocardica ao testar a eficacia de desfibriladores é crescente. Estudos como
os de Berg et al.(2005), Manoharan et al.(2004) e Santos et al.(2006) investigam
possiveis danos teciduais apds desfibrilacao.

A descarga elétrica pode causar danos visiveis macroscopicamente, como
alteracées na epiderme (local de contato do eletrodo), nas caracteristicas dos
tecidos que compde o térax, como a coloracdo, os contornos e o turgor (miocardio,
musculos esqueléticos, tecido conjuntivo, vasos, membranas e até outros 6rgaos), a
presenca de liquidos em quantidade anormal por extravasamento para 0s espacgos
intersticiais ou até sangramento (MANOHARAN, 2004).

A injuria cardiaca também ¢é avaliada em estudos que determinam a elevacao
dos niveis sanguineos de marcadores enzimaticos, como mostram os trabalhos de
Santos et al.(2006) e Kavsak et al.(2007), e em estudos histolégicos através de
possiveis alteragdes morfolégicas nos padrdes normais do tecido cardiaco e dos
vasos que o circundam, por exemplo os estudos de Manoharan et al.(2004) e
Oliveira (2011).
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O aumento de atividade da enzima creatina fosfoquinase (CPK), tem sido
observado ap6s o choque elétrico em pacientes (EHSANI, 1976). Gheno et al (1996)
efetuou a medicdo de série de creatina quinase total no soro e creatina quinase
isoenzima MB e observou que estas atingiram um pico em 16h apds o choque.

1.4.2.2.1. Avaliacao de danos macroscopicos

A corrente elétrica ao atravessar o corpo elétrico pode produzir queimadura
por efeito Joule. A situacao torna-se mais critica nos pontos de entrada e saida da
corrente, isto porque a pele tem uma alta resisténcia elétrica enquanto os tecidos
internos sao bons condutores (JUNIOR, SILVA, 2004). Para a analise macroscoépica
causada pelo choque elétrico na epiderme, o sistema de classificacao utilizado para
descrever a gravidade das queimaduras baseia-se no nimero de camadas de tecido
envolvidas.

Queimaduras de primeiro grau causa algum avermelhamento da pele, séo
bem caracterizadas clinicamente pela dor e pelo eritema local — reacbes da derme
subjacente. Embora as camadas superficiais da epiderme possam descascar em 1
a 3 dias, nao ocorre a formacao de bolhas. A queimadura de segundo grau atinge as
camadas profundas da pele e sempre envolve lesdo das camadas superficiais da
derme. Bolhas, dor intensa, edema e perda de liquido caracterizam este tipo de
queimadura. Ja as queimaduras de terceiro grau caracterizam-se pela destruicdo
completa da epiderme e da derme. Frequentemente as queimaduras de terceiro
grau envolvem musculos e até mesmo o0ssos subjacentes (THIBODEAU, PATTON,
2002).

1.4.2.2.2. Ensaios bioquimicos

Os marcadores de lesdo miocardica sao proteinas intracelulares que sao
liberadas quando ocorre lesdo do tecido miocardico. Apos a lesdo da membrana do
sarcolema dos midcitos, existe um periodo durante o qual é possivel detectar a
elevagédo das proteinas liberadas. Clinicamente, s&o utilizados na investigagdo do
infarto agudo do miocardio, onde os de maior aplicagao sao a creatina quinase MB
(CK-MB), as troponinas cardiacas | (cTnl) e T (cTnT) e a mioglobina (MOTTA, 2009).
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Esses marcadores sao especificos para o miocardio e sdo sensiveis, pois
permanecem dentro dos valores de referéncia na auséncia de lesdo. A velocidade
de aparecimento dessas proteinas na circulacao periférica depende de varios
fatores, incluindo a localizagéo intracelular, o peso molecular, os fluxos sanguineo e
linfatico locais e a taxa de eliminacao no sangue (MOTTA, 2009).

Segundo revisado de Kemp et al, o perfil sérico dessas proteinas
normalmente observado, apds ocorréncia de injaria cardiaca em humanos, ocorre
como mostra a

Tabela 1.

Tabela 1: Perfil sérico dos marcadores bioquimicos de injuria cardiaca

MARCADOR LATENCIA PICO DURACAO
CK 4-6 h 12-36 h 3-4 dias
CK-MB 4-6 h 12-24 h 2-3 dias
Mioglobina 2-3 h 6-12 h 24-48 h
cTnT 4-6 h 12-24 h 7-10 dias
cTnl 4-6 h 12-24 h 6-8 dias

Fonte: Adaptado de Kemp et al, 2004.

Os marcadores de escolhidos para o presente estudo foram a CK-MB e a cTn
| por serem sensiveis, especificas e por fazerem parte dos ensaios de rotina do

laboratério onde as analises serao realizadas.

= A creatina quinase (CK) e a creatina quinase MB (CK-MB)

A creatina quinase (CK), também conhecida como creatina fosfoquinase, é
uma enzima celular com uma ampla distribuicdo nos tecidos. A CK é encontrada
principalmente nos musculos esquelético e cardiaco. O papel fisiolégico da CK esta
associado a producado de ATP para os sistema contracteis ou de transporte. A CK
sérica eleva-se quase sempre apés um enfarte agudo do miocéardio ou de lesdo no
musculo esquelético. A enzima apresenta-se habitualmente elevada em casos de
miocardite causada por qualquer causa, acidentes cerebrovasculares, rabdomidlise,
polimiosite e esforgo fisico agudo. A CK encontra-se também aumentada em casos

de distrofias musculares, de distrofia muscular de Duschenne, sendo frequentes
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elevagbes de CK de 20 a 200 vezes os niveis normais. Um nivel de CK baixo pode
refletir uma reducdo da massa muscular ou perda muscular (TIETZ, 1987).

A creatina quinase MB (CK-MB), uma das isoenzimas da creatina quinase
(CK), encontra-se no musculo estriado, quase que exclusivamente no miocardio,
tendo, por isso, uma especificidade superior a CK, que encontra-se igualmente em
grande quantidade no musculo esquelético (WALKER, 2006). Apds a lesao, a
isoenzima MB da cretina quinase eleva-se rapidamente no soro, chega ao seu
maximo em 24 horas e decai rapidamente (KAPLAN et al, 1995).

= A Troponina | cardiaca (cTnl)

Recentemente, as troponinas tém recebido crescente atengdo como
marcadores altamente especificos de injaria celular miocardica. Clinicamente, elas
sdo consideradas o marcador sérico mais confiavel para realizar o diagnéstico de
infarto agudo do miocardio e tém se mostrado util em muitas outras condi¢des
agudas deste musculo (WALKER, 2006).

As troponinas formam um complexo que regula a interacao célcio-dependente
da miosina com a actina. Sao constituidas de trés diferentes proteinas (troponina I,
C e T) existentes tanto no musculo esquelético quanto cardiaco e codificadas por
diferentes genes (DE GODOY, BRAILE, PURIN). A Troponina | (subunidade
inibitéria), quando ligada a actina, age em conjunto com a tropomiosina, criando um
obstaculo espacial e inibindo a interagdo da actina com a miosina (YONEZAWA et
al, 2009).

A alta especificidade dos ensaios para deteccdo de cTnl é devida a
especificidade do reagente por regides ndo homoélogas entre troponinas expressas
em outros tecidos (WALKER, 2006). A forma cardiaca da troponina | tem outros 31
residuos de aminiacidos no seu N-terminal, ndo presentes nas formas esqueléticas,
0 que permite o desenvolvimento de anticorpos policlonais e monoclonais
especificos (BODO et al, 1992).

As sequéncias de aminoacidos das troponinas cardiacas possuem uma alta
taxa de conservacao entre as espécies e 0s ensaios tém mostrado especificidade
cardiaca comparavel entre as espécies de animais de laboratério e os seres

humanos. Provavelmente por esse motivo, atualmente, as troponinas sao
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consideradas como os biomarcadores de referéncia para determinacdo de injuria
cardiaca em mamiferos (WALKER, 2006).

Os imunoensaios atuais podem mensurar elevadas concentragées de cTnl no
sangue periférico, reflexo de lesées minimas no miocardio, mesmo na auséncia de
niveis aumentados de CK ou CK-MB (KIERNAN, 1999).

1.4.2.2.3. Ensaios histolégicos

A histologia é uma das técnicas mais utilizada para avaliacdo patoldgica, pois
evidencia as condicoes do tecido e das células através de técnicas usuais de
preparacao e coloragcdo do material biolégico coletado, utilizando a microscopia
Optica.

Na coloracdo de hematoxilina eosina (HE), o aumento da eosinofilia
citoplasmatica € um sinal precoce de lesao celular, parcialmente resultante do
aumento da ligacao da eosina pelas proteinas citoplasmaticas. Esta € a técnica mais
comumente utilizada em histologia animal e na rotina da patologia. O corante basico,
a hematoxilina, cora as estruturas acidicas em azul (nucleo, ribossomos e reticulo
endoplasmatico rugoso) enquanto a eosina, um corante acido, cora as estruturas
basicas em rosa - avermelhado. Como a maioria das proteinas citoplasmaticas é
basica, em uma coloracdo com HE o citoplasma usualmente se cora em rosa -

avermelhado e os nucleos em azul (OLIVEIRA, 2011).

1.4.2.2.4. Ensaios imunohistoquimicos

A imunohistoquimica utiliza anticorpos como reagentes de grande
especificidade para a deteccdo de antigenos que marcam estruturas teciduais e
celulares (anticorpos primarios). Apds a ligacao desses anticorpos, utiliza-se um
anticorpo secundario que reconheca o anticorpo primario. O anticorpo secundario é
0 que possibilita a identificacdo ou detecgdo por possuir algum tipo de marcacao
(colorimétrica ou fluorescente). O exame imunohistoquimico tem permitido a
identificacdo de diferentes tipos de marcadores (enzimas, receptores e produtos de
genes) nos preparados histolégicos (KIERNAN, 1999).
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» |nvestigacao de apoptose por técnica de TUNEL

Nos tecidos, a apoptose tem sido frequentemente identificada através da
técnica de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP Nick-end
labeling) que detecta fragmentos do DNA.

A fragmentacao do DNA também pode ocorrer em situagbes como a necrose,
autolise e, por isso, os resultados devem ser associados com o aspecto morfolégico
e expressao de marcadores da apoptose (BAIMA, STICHERLING, 2002).

» Investigacao de apoptose por deteccao de caspase-3 e Fas (CD95)

Os ensaios imunohistoquimicos podem ser usados para detectar células do
tecido que entraram em apoptose (morte celular programada). O processo de
apoptose das células pode ocorrer tanto por via extrinseca quanto intrinseca e
ambas resultam na ativacdo da cascata das caspases, que sao enzimas proteases
que atuam em uma série de proteinas celulares e, portanto, responsaveis pelas
alterac6es morfologicas caracteristicas da apoptose. A caspase executora de maior
relevancia clinica é a caspase-3 (CHOWDHURY, THARAKAN, BHAT, 2006; GOWN,
WILLINGHAM, 2002).

A Fas é uma glicoproteina transmembranar de 48 kD membro da superfamilia
do fator de necrose de tumor. Esta molécula de superficie celular medeia a apoptose
desencadeada por receptor. A via intrinseca da apoptose é desencadeada por sinais
que surgem de receptores localizados na membrana celular, os quais sdo ativados
por ligantes externos, tais como o fator de necrose tumoral (TNF) e FasL (Fas
Ligand). A apoptose mediada pelo receptor Fas e pelo seu ligante FasL é uma das
vias de sinalizacao mais exploradas para investigacao de apoptose (VAN PARIJS et
al, 1998).

A investigacdo de apoptose em cortes histolégicos por imunohistoquimica,
através dos marcadores Fas e caspase-3 é amplamente utilizada, como exemplo
pode-se citar os estudos de Gown (2002) e de Strater et al (2001). Sendo assim, a
técnica de imunohistoquimica é altamente eficaz para determinar a incidéncia de
células em apoptose do tecido a ser investigado por sua especificidade (atribuida a
afinidade do anticorpo) e por permitir resultados quantitativos.
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Geral

Realizar a investigacdo pré-clinica em modelo suino de um desfibrilador
prototipo operante, comparando-o a um desfibrilador “padréo ouro” lider de mercado
internacional através da avaliagdo da eficacia na cardioversdo em resposta a
fibrilacao ventricular induzida e da seguranca por meio de alteracdes macroscopicas

e bioquimicas p6s-desfibrilacao.

2.2.Objetivos Especificos

» Induzir fibrilagdo e posterior desfibrilagdo nos suinos com o equipamento
protétipo operante do LifeshockPRO e com o desfibrilador externo
automatico atualmente considerado “padrao ouro”, separadamente;

= Verificar o reconhecimento da fibrilacao ventricular no monitor;

= Determinar o percentual de sucesso na cardioversao;

» Avaliar e classificar qualitativamente a existéncia de danos
macroscopicos externos aparentes causados pela desfibrilacao;

= Avaliar qualitativamente a existéncia de danos macroscoépicos internos
aparentes causados pela desfibrilacao;

» Determinar quantitativamente marcadores de injuria do miocardio
presentes em amostras sanguineas do animal (avaliacdo bioquimica);

» Comparar dados de eficacia e seguranca entre os desfibriladores

protétipo operante LifeshockPRO e equipamento “padrao ouro”.
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3. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi apreciado e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da PUCRS através do registro de numero CEUA 11/0023.

3.1.Local do Estudo

O estudo foi ralizado no Laboratério de Habilidades Médicas da PUCRS, que
encontra-se inserido na Faculdade de Medicina/PUCRS, em um recinto de
dependéncias anexas, porém independentes, do Hospital Sdo Lucas da PUCRS
(HSL), com uma estrutura atual em torno de 500 m?, dividida em muiltiplas salas.

O laboratério foi estabelecido em 2004 e € constituido desde seu inicio por um
vivario de animais de experimentacao proprio mantendo ratos isogénicos da raca
Wistar linhagem Kyoto, os quais sdo mantidos em sistemas de controle de ar,
temperatura e umidade, com gaiolas equipadas com sistemas de isolamento
acustico, respeitando o ciclo claro-escuro. O laboratério também possui
dependéncias para manter animais de médio e grande porte, com 8 baias.

3.2.Equipe de Trabalho

A equipe de trabalho para a realizagdo deste estudo foi composta de um
médico veterinario responsavel pela técnica anestésica, manutencdo dos animais e
procedimento de eutanasia, um engenheiro biomédico com experiéncia no
desenvolvimento de desfibriladores responsavel pela aquisicdo dos dados de ritmo
cardiaco, frequéncia respiratéria, saturacdo do oxigénio no sangue arterial, pressao
arterial e frequéncia cardiaca nos defibriladores e assisténcia técnica, e trés
pesquisadoras na area da saude, responsaveis pela identificacdo das arritmias,
cronometragem do tempo, entrega das amostras sanguineas e do coracao,
preenchimento das planilhas de avaliacbes e registro de todo o experimento,

incluindo sinais vitais, condi¢cdes dos suinos e observacoes relevantes.
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3.3. Desfibriladores Externos

Ambos os desfibriladores externos utilizados nesta investigacao sao de onda

bifasica exponencial truncada. Segue especificacdes técnicas entre o protoétipo de

equipamento em teste e outro referéncia “padrdo ouro” lider de mercado

internacional com ilustracdes obtidas durante a investigacao (Figura 16).

Figura 16: Desfibriladores utilizados na investigacao pré-clinica
(A: LifeschockPRO; B: Philips HeartStart MRx)

= |ifeshockPRO

Consiste de um Desfibrilador/Cardioversor bifasico desenvolvido pelas

empresas Toth Tecnologia e Lifemed Industria de Equipamentos e Artigos Médico-

Hospitalares S.A com monitoracdo multiparamétrica configuravel e funcdo DEA —

LifeShockPRO, utilizado para cardioversdo e monitorizacdo dos sinais vitais de

paciente adultos, pediatricos e neonatais. O LifeshockPRO dispde das seguintes

funcionalidades:
>
>

YV V. V VYV V

Desfibrilagdo/Cardioversao Bifasica;

Eletrocardiograma (ECG) com Frequéncia Cardiaca (FC), andlise
de segmento ST e deteccao de arritmias;

Sincronismo para Cardioversao Bifasica;

Marcapasso Externo;

Oximetria de Pulso por saturacao funcional;

DEA — Desfibrilador Externo Semi-Automatico;

Pressao arterial ndo invasiva oscilométrica (sistolica, diastélica e

média) ;
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Capnografia por analise de diéxido de fim de expiragdo (EtCO2).

O uso do LifeshockPRO ¢ indicado para:

>

>

>
>

Desfibrilagdo assincrona, para reverter paradas cardiacas, em
pacientes que apresentem a combinacdo das seguintes
condicoes:

o Inconsciente;

o Sem respiragao espontanea;

o Sem pulso palpavel.
Desfibrilagdo sincronizada (cardioversdo) para reverter fibrilacao
atrial.
Monitorizagdo multiparamétrica de sinais vitais.
Marcapasso externo para casos de emergéncia de bradiarritmias e

bradiarritmias iminentes.

» Philips HeartStart MRx

O Monitor/Desfibrilador HeartStart MRx combina as tecnologias de

monitoramento lideres do setor da Philips com as medigdes superiores dos

diagnésticos e forma de onda de reanimacdao SMART bifasica patenteada em um

Unico dispositivo, leve e projetado minuciosamente.

Oferece diversas vantagens excelentes e importantes para o servico médico

de emergéncia e para os prestadores de servicos hospitalares:

>

>
>
>

Tempo de operacao por bateria mais longo;

Tela colorida maior;

Tempo mais rapido para choque de qualquer monitor/desfibrilador;
Pode obter e enviar laudos de ECG de 12 vias de varias maneiras,
a fim de atender a preferéncia do usuario: pela internet, por linha
fixa e por radio bidirecional;

Deteccdo de arritmia STAR Basic™ para 10 disturbios e
irregularidades de ritmo FAST- SpO2 (Fourier Artifact Suppression
Technology);

Capnografia Microstream® (etCO2);
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» Monitoramento de temperatura continua (central e pele) para
protocolos de hipotermia p6s-reanimacao;
Pressdes invasivas (2 canais);

Pressdo sanguinea nio-invasiva (NBP);

vV V V

Tendéncias dos sinais vitais;
> Gravacao de audio.
O HeartStart MRx é usado para a terminacao de taquicardia ventricular e
fibrilacdo ventricular e uso por pessoal médico qualificado treinados na operacao do
dispositivo e qualificado por treinamento em suporte basico de vida, ou suporte

avancado de vida em cardiologia (PHILIPS, 2012).

3.4. Animais e sua distribuicao no estudo

Foram utilizados 20 porcos fémeas pesando entre 20-30kg (24,4Kg + 3,54)
mesticos das racas Landrace e Large White, procedentes da granja Balduino de
Irmaos Johner em Cruzeiro do Sul, RS, certificada pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento sob nimero 102/2012.

O numero de animais escolhido para o estudo baseou-se em estudos ja
publicados que envolvem o sistema cardiovascular, como o0s experimentos de
Walker et al (2003) que avaliaram a eficacia de 6 formas de onda em episédio de
fibrilacdo ventricular comparando choques monofasicos de 200 J e bifasicos de 150
J em grupos de 6 e 8 suinos, de Li et al (2009), onde foi estudado a eficacia das
formas de ondas bifasicas pulsada e retilinea utilizando 6 porcos domésticos, e o de
Huang et al (2000), que compararam os limiares de desfibrilagcdo das formas de
onda trifasica e bifasica em grupos de 8 porcos. Assim, 0 niumero de suinos nesta
pesquisa foi distribuido em 3 grupos: primeiro, para utilizacdo do equipamento em
teste, o prototipo operante (PO-DEA) (LifeshockPRO), segundo para o equipamento
com caracteristicas similares ja existente e de referéncia no mercado (R-DEA)
(Philips), e terceiro o grupo controle (sem fibrilagdo e desfibrilagédo), totalizando uma
amostragem de vinte animais, sendo oito para cada desfibrilador utilizado e quatro
para o grupo de controle.

Evidentemente, um maior nimero amostral teria melhores resultados,

entretanto, o orcamento destinado a pesquisa ndo pdde ultrapassar este limite de
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animais. Desta forma, com este nimero e considerando um nivel de confianca de
90%, encontra-se o valor critico (Za/2)= 1,29 da tabela da Distribuicdo Normal
Padrao P(Z<z), onde considerando p e q desconhecidos chega-se um erro maximo
de estimativa de 14,4%.

As taxas de carga utilizadas na desfibrilacdo foram estipuladas conforme as
preconizadas pelas diretrizes da American Heart Association para uso pediatrico, a
qual relata uma dose inicial aceitavel de 2 a 4J/kg com niveis de energia
subsequentes de pelo menos 4J/kg, ndo excedendo 10J/Kg (LINK et al, 2010).
Neste sentido, a variagdo de carga dar-se-ia entre 40-120J. Entretanto, para a
adequada posicdo das pas nos animais, tornou-se necessario o uso de pas
pediatricas, as quais possuem uma entrega de energia maxima limitada por
seguranca, que variam de acordo com o fabricante.

As pas pediatricas do desfibrilador R-DEA limita a energia em 100J e do
desfibrilador PO-DEA em 130J. Desta forma, para que ndao houvesse vieses nos
resultados, a carga maxima estipulada foi de 100J. Como carga minima, optou-se
por 50J em funcdo do peso médio dos porcos serem de aproximadamente 25Kg. A
distribuicdo dos suinos no estudo pode ser visualizada no Quadro 2.

A ordem dos animais para a realizacdo dos experimentos foi de forma
randomizada para os grupos e de forma cega para os laboratérios de analise. As
amostras foram identificadas de forma sequencial, sem que houvesse informacdes

que poderiam ser tendenciosas para os analistas, conforme consta no Apéndice 1.

Quadro 2: Distribuicdo dos suinos no estudo

CARGAS Grupo PO-DEA Grupo R-DEA
50 Joules 4 porcos 4 porcos
100 Joules 4 porcos 4 porcos

Grupo controle

4 porcos sem fibrilacao/desfibrilacdo
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O estudo decorreu entre os meses de novembro e dezembro de 2012 e toda
a investigacao foi registrada de acordo com o Apéndice 2, onde foi descrito os
horarios e sequéncia de acbes desde a chegada do animal, realizagdao da anestesia,
sedacgdo, intubacdo, acessos venoso e arterial, coletas sanguineas, inducao da
fibrilacdo e desfibrilacdo, retirada do coracdo, até observacbes de complicacbes e
condigdes fisicas do suino. Realizou-se também a transcricdo dos sinais vitais e
ritmos cardiaco inicial e final conforme Apéndice 3. A Figura 17 resume a sequéncia
de eventos da investigacao para cada animal.
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Figura 17: Sequéncia de eventos da investigacao para cada animal

3.5.Cuidados gerais com os animais e anestesia

Durante o experimento 0s animais permaneceram no Biotério do Laboratério
de Habilidades Médicas da PUCRS. A técnica anestésica empregada pelo
veterinario, constou de uma medicagdo pré-anestésica com quetamina S(+) (5
mg.kg-1 - Ketamin®), midazolam 0,3 mg.kg-1 (Dormonid®) e sulfato de morfina (0,5
mg.kg-1 - Dolomorf®) via intramuscular, como forma de sedar/ tranquilizar para que
0 acesso venoso, transporte a mesa, tricotomia entre outros ocorresse com a
permissividade do individuo.

Com os animais sedados, realizou-se 0 acesso venoso na veia marginal da
orelha e sua manutengcao com solugcéao de cloreto de sodio 0,9% (Baxter) a 5 ml.kg"
' h™'. Utilizando a mesma via, os animais foram submetidos a anestesia geral com
propofol (5 mg.kg” - Propovan®), colocados na posi¢do esternal-ventral e intubados.
Um acesso arterial foi realizado, buscando sempre a regido mais periférica para a
realizacdo das coletas sanguineas. A manuteng¢ao anestésica foi feita com propofol
(10 mg.kg'.h™") e fentanil (5 mcg.kg'.h" - Fentanest®), sempre na presenca e
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acompanhamento do médico veterinario. A ventilacdo foi espontdnea com os
individuos recebendo oxigénio 100%. O fentanil (2 mcg.kg'.h-' - Fentanest®) foi
utilizado quando necessaria uma suplementacao analgésica, ou seja, quando se

identificava alguma alteragéo relacionada a dor e sofrimento.

3.6.Procedimento de inducao da fibrilacao ventricular e desfibrilacao

Variagdes das concentragdes de K*, especialmente no espaco extracelular,
podem levar a importantes perturbagdes funcionais das células cardiacas, dando
origem a arritmias potencialmente fatais. O ion potassio € conhecido por ser um dos
mediadores quimicos possiveis de arritmias sendo que, tanto um aumento quanto
uma diminuicdo de K" externo podem ser arritmogénica. Tribulova et al, 2001
mostraram que coracoes isolados de suinos, submetido a baixa perfusdo K* por um
periodo relativamente curto, exibem atividade ectdpica, episédios de batimentos
prematuros, bigeminismo e taquicardia seguida de fibrilagdo ventricular sustentada.

Logo, para inducdo da fibrilacdo ventricular foi administrado lentamente
solucao de cloreto de potassio (KCl 10%) via intravenosa até que o equipamento
detectasse inicio da fibrilacdo ventricular. Apds a deteccédo da arritmia, realizou-se
lavagem com solucao de cloreto de sédio (NaCl 20%) com a finalidade de eliminar a
hipercalemia no organismo.

Apbs a producao da fibrilacao ventricular, foi aplicado a desfibrilagdo pelo
equipamento teste PO-DEA ou pelo equipamento R-DEA para o restabelecimento
do ritmo cardiaco normal na energia selecionada. Como visto na introducao, os
desfibriladores automaticos entregam uma energia fixa, recomendada e
estabelecida pelo préprio fabricante, geralmente entre 150J ou 200J. Nesta
investigacao, para que fosse fixado 2 cargas diferentes de acordo com o grupo —
50J ou 100J- tornou-se necessario realizar a selecdo da carga antes da sua
aplicagéo.

3.7.Avaliacao das lesdes causadas nos tecidos pelo uso do DEA
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Para este estudo, realizaram-se avaliagdes macroscopicas externas (pele) e
internas (coracao) dos suinos, bioquimicas com os marcadores de injuria cardiaca
CK total, fracdo MB e Troponina | e histolégicas e imunohistoquimicas de amostras
miocardicas dos ventriculos, atrios e nodos sinoatriais. Entretanto estas ultimas nao
foram anexadas neste, pois se encontram em periodo de andlise até a presente

data.

3.7.1. Avaliacao Macroscopica

Os animais foram avaliados externamente (pele) para averiguar a presenca
de queimaduras (epiderme, endoderme) e macroscopicamente por analise visual de
presenca de lesdes cutdneas, classificando a presenca de queimadura em seus
diferentes Graus (I, IlI, 1ll) conforme o Apéndice 4. A presenca de vermelhidao e
inchago sinalizou-se queimadura de Grau I; uma vez verificado presenca de tecido
esbranquicado e de bolhas classificou-se em Grau I, e, quanto ao Grau Ill, somente
quando se observou presenca de tecido carbonizado, visulizacdo de tecido
muscular e tecido 6sseo (THIBODEAU, PATTON, 2002).

Os coracdes dos animais também foram avaliados qualitativamente quanto a
anatomia, presenca de fluido extra-pericardio e injurias teciduais aparentes que
possam ter sido causadas pela descarga elétrica dos aparelhos (MANOHARAN et
al, 2004) (CRICK et al, 1998), como presenca de tecido carbonizado, edema,
bolhas e/ eritema conforme descrito no Apéndice 5.

3.7.2. Avaliacao Bioquimica

A atividade das enzimas CK total, fracdo MB e troponina cardiaca | foram
avaliadas no soro e plasma dos animais em estudo quantitativo através de uma
parceria com o Laboratorio

Para a coleta de sangue arterial, foram retirados aproximadamente 4 mL do
fluido biol6gico em tubos herméticos ndao heparinizados e com gel separador, em
trés momentos distintos. A primeira coleta realizou-se 20 minutos apos
estabilizacao do animal - momento em que todos os eletrodos estdo posicionados e
o sistema de aquisicao instalado, com inicio de coleta dos dados no computador. A
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segunda coleta deu-se logo apds a aplicagdo da defibrilacdo. Quando na situacao
de sucesso na cardioversao, a terceira coleta foi realizada apés 2 horas de repouso.
A cada coleta, os tubos foram imediatamente levados ao Laboratério de Patologia
Clinica do HSL da PUCRS para conservacao da amostra a 4 °C até a realizacao da
avaliagéao.

Para a analise de CK e CK-MB, foram utilizadas as laminas do kit VITROS no
equipamento FS 5.1 Fusion, da marca Ortho-Clinical Diagnostics Inc (Johnson &
Johnson), preparando a amostra como determina o fabricante. A Troponina | (cTnl)
foi determinada através do kit Tnl-Ultra™ no sistema ADVIA Centaur CP (Siemens
Healthcare Diagnostics Inc.) seguindo as instru¢des contidas nos manuais.

Mesmo sabendo que de acordo com a literatura os marcadores bioquimicos
atingem o pico de concentracdo em torno de 24h ap6s a ocorréncia da injuria
cardiaca, a terceira coleta realizou-se 2 horas apds aplicacdo do choque com o
objetivo de estimar as diferencas de concentracao destas enzimas séricas em curto
prazo e devido a universidade ndo possuir condi¢cées de infraestrutura para manter
animais de médio porte por longo tempo de permanéncia.

A avaliacdo dos dados efetuou-se da confrontagdo dos resultados obtidos
nos suinos controles com aqueles que sofreram a sequéncia fibrilacao-
desfibrilacdo, uma vez que nao ha valores de referéncia destes marcadores em
animais. Além disso, a progressao da injuria cardiaca foi avaliada comparando as
dosagens resultantes das trés coletas sanguineas de troponina cardiaca | em cada
suino, considerando-se como evolucao para injuria aquelas que obtiveram elevacao
no nivel de cTnl igual ou superior a 20% em comparag¢ao dos valores da terceira em
relagéo a primeira coleta (KELLER et al., 2011).

3.8.Eutanasia

A eutanasia dos animais foi realizada seguindo as condutas regulamentadas
em leis estaduais e federais de ética na experimentagdo animal, sem proporcionar
qualquer tipo de sofrimento, desconforto ou mesmo estresse aos animais seguindo a
seguindo a Resolugdo N° 1000, de 11 de maio de 2012 do Conselho Federal de
Medicina Veterinaria.
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A sedacéo inicial foi executada com propofol (dose aproximada de 15 mg.Kg-

1) até atingir um efeito anestésico desejado — perda da consciéncia e planificacdo
em anestesia geral e insensibilidade — para entdo provocar a parada
cardiorrespiratéria com cloreto de potassio 10% injetado ao efeito.

Apés eutanasia, a retirada do coracao foi realizada por uma incisdo na linha
do esterno que, apds a dissociacdo da laringe na via aérea superior, um corte
padrdao na linha do esterno (rebate gradio-costal) e uma entrada por baixo do
diafragma com corte na juncéo esofagica-gastrica, foi permitido a retirada em bloco
coracao-pulmao. O bloco foi dissecado, com separacdo do coragdo isolando os
vasos da base (artéria pulmonar e aorta) e da cava superior e inferior separando o
coracao pelo saco pericardio (cavas amarradas e perfusao com soro fisiolégico para
retirada de coagulos) para avaliagcdo macroscépica do coragao.

Os cadaveres foram encaminhados para camara de refrigeracdo os quais

foram recolhidos pela empresa contratada pela realizacdo do tratamento e destino

adequado destes.
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O Quadro 3 apresenta um sumario comparativo dos dados de peso do suino,

grupo pertencente (controle, PO-DEA ou R-DEA), taxa de carga utilizada, volume de

KCl necessério para inducdo da fibrilagdo ventricular e se houve sucesso na

cardioversao.

Quadro 3: Sumario comparativo de peso, grupo, carga, volume de KCI e sucesso na
cardioversao de cada suino

IDENTIFICAGCAO
ANIMAL

© 00 N OO O A WON =

O S O G Gy
© 00 N o g »~, W N = O

20
Média (+ DP)

PESO

28Kg
28Kg
24,5Kg
25,5Kg
24,5Kg
30Kg
26Kg
29Kg
25Kg
20,3Kg
20Kg
20Kg
20Kg
25Kg
27Kg
27Kg
20Kg
20,5Kg
20Kg
20,5Kg

24,4Kg + 3,54

DESFIBRILADOR

CONTROLE
PO-DEA
R-DEA
PO-DEA
R-DEA
CONTROLE
PO-DEA
R-DEA
PO-DA
CONTROLE
PO-DEA
R-DEA
PO-DEA
R-DEA
PO-DEA
CONTROLE
R-DEA
PO-DEA
R-DEA
R-DEA

CARGA

50J

50J
100J
100J

50J
100J
100J

50J
50J
100J
100J
50J

50J
100J
50J
100J

VOL. KCI

OmL
15mL
14mL
15mL
12mL

OmL
18mL
11mL
15mL

OmL

6mL
8mL
9mL
20mL
11mL

OmL
10mL
10mL
10mL
10mL

10mL(+5,98)

CARDIOVERSAO

Legenda: mm Prot6tipo 50J mmm Protétipo 100J mmm Referéncia 5S0J mmm Referéncia 100J

Com relagdo a inducao da fibrilagao ventricular, todos os suinos apés 1

minuto desenvolveram taquicardia progredindo a fibrilagdo ventricular posterior a
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injecdo de cloreto de potassio (KCl) a 10%. Observou-se, todavia, grande variacao
no volume de KCI necessario para induzir a fibrilagdo de acordo com o peso de
cada animal (Figura 18), que ficou compreendido entre 6-20 mL, com uma média de
10mL (£5,98mL).

Isto demonstra as diferentes sensibilidades a acdo do potassio no organismo,
que podem ter sido influenciadas por diversos fatores como stress, doencas
associadas, peso do animal, predisposicoes genéticas etc. Acredita-se que a
hipercalemia produzida durante a inducao da fibrilacdo ventricular pode ter sido um
fator contribuinte para a nao reversdo da arritmia pela desfibrilagdo em alguns
casos. Dessa forma, optou-se por se infundir cloreto de sédio, na tentativa de
auxiliar na restauracao do equilibrio ibnico celular pela remocao do excesso de
potassio.

19
17
15
13
11

L 4

Dose KCI (mL)
L

Peso suino (Kg)

Figura 18: Relacado dose KCI versus peso suino necessario para desencadear
fibrilacao ventricular

Ressalta-se que a fibrilagdo ventricular foi detectada em todos os eventos,
comprovando a eficacia dos algoritmos de deteccao de taquiarritmias empregados
em ambos os desfibriladores. As figuras abaixo ilustram e exemplificam o registro de
ECG de fibrilacao ventricular e ritmo detectado apds a aplicacdo do choque nos
equipamentos PO-DEA e R-DEA em situacdes de sucesso na cardioversdao (com
restabelecimento do ritmo sinusal) e insucesso na cardioversdo (sem

restabelecimento do ritmo sinusal).
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Figura 19: Registro suino 13- PO 100J (exemplo de aplicacdo de choque do desfibrilador PO-DEA
com restabelecimento do ritmo sinusal)
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Figura 20: Registro suino 15- PO 50J (exemplo de aplicagdo de choque do desfibrilador PO-DEA
sem restabelecimento do ritmo sinusal)
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Figura 21: Registro suino 17-R-DEA 50J (exemplo de aplicagdo de choque do desfibrilador R-DEA
com restabelecimento do ritmo sinusal)
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Figura 22: Registro suino 12- R 50J (aplicacdo do choque sem restabelecimento do ritmo sinusal)

Quanto ao sucesso na cardioversao, o equipamento referéncia mostou-se mais
eficaz na rescisdo da fibrilacdo ventricular quando utilizada baixa energia (50J), o
qual obteve sucesso na cardioversdo em dois suinos (50%) (Figura 24), enquanto o
equipamento prototipo obteve 25% da cardioversao, correspondendo a somente um
suino dos quatro deste grupo (Figura 23). Contudo, com energia selecionada a 100J,
0 equipamento protétipo obteve 75% dos suinos cardiovertidos (Figura 23), ou seja,
trés dos quatro, a medida que o equipamento “padrdo ouro” realizou somente uma
cardioversao (Figura 24). No plano geral, constatou-se que o protétipo de
desfibrilador obteve um percentual de sucesso na cardiversdo maior que o de

referéncia.

Cardioversao PO-DEA

100

[
o

0 25 50 75 100
Percentual de cardioversio (%)

Taxa de carga de desfibrilagdo (J)

Figura 23: Percentual de cardioversdao PO-DEA nas taxas de carga 50J e 100J
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Cardioversao R-DEA

100

50

0 25 50 75 100

Percentual de cardioversao (%)

Taxa de carga de desfibrilagdo (J)

Figura 24: Percentual de cardioversao R-DEA nas taxas de carga 50J e 100J

De certo modo, observou-se uma alta taxa de mortalidade dos suinos, o que
torna oportuno considerar a importancia das manobras de ressuscitacdo
cardiopulmonar (RCP) e do uso de repetidos choques eletricos, o que nao constituiu
um objetivo deste estudo. Apesar da RCP por si s6 ser pouco provavel de findar
uma fibrilacdo ventricular e restaurar um ritmo de perfusao, ela pode dobrar (CHAN
et al, 2008) ou triplicar (HERLITZ, HOLMBERG, 2000) a sobrevivéncia de uma
parada cardiaca na maioria dos intervalos para a desfibrilacdo. Quando a RCP é
fornecida em conjunto com o desfibrilador, a queda nas taxas de sobrevivéncia é
mais gradual, com médias de 3% a 4% por minuto a partir do colapso até a
desfibrilacdo, visto que para cada minuto que passa entre o0 colapso e a
desfibrilagédo, as taxas de sobrevivéncia sdo de 7% a 10% se a RCP nao é fornecida
(LINK et al, 2010).

De acordo com as diretrizes da American Heart Association de 2010, para dar a
vitima a melhor chance de sobrevivéncia, trés acbes devem ocorrer dentro dos
primeiros momentos de uma parada cardiaca: ativacao dos servicos de emergéncia
médica, prestacao de RCP, e operacdo de uma DEA. Entretanto, cabe destacar que
0 objeto desta investigacao foi avaliar especificamente a eficacia e seguranca dos
desfibriladores e, portanto, o uso das manobras de ressuscitacao poderia conduzir a
resultados de valores enganosos e incertos de acordo com a finalidade deste
estudo.

Quanto a existéncia de danos macroscopicos externos aparentes causados

pela desfibrilacdo, contatou-se que 12 (75%) suinos apresentaram eritema e
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vermelhiddo no local das pas apds aplicagdo do desfibrilador, como pode ser
visualizado na Figura 25.

Figura 25: Lesao pos choque externa observada nos suinos
(A: suino 15 pré-choque; B: vermelhiddo e eritema observado
pbds-choque no suino 15; C: eritema e vermelhiddao no suino
observado no local das pas; D: visualizagao das pas pediatricas)

Devido a isso, a maioria dos suinos obtiveram classificacao de lesdao Grau |
(12 suinos, 75%) e alguns, originarios da agdo majoritaria do desfibrilador R-DEA
com aplicacdo de energia 100J, apresentaram Grau Il de queimadura (5 suinos,
3,1%). A Tabela 2 apresenta o resultado da analise macroscopica de lesdo pos-
choque externa com o numero de animais que sofreram cada tipo de injaria.

Com relacdo as taxas de carga e equipamento utilizado, pdde-se observar
que todos os animais do grupo R-DEA 50J (100%) desenvolveram eritema e
vermelhiddo pds-choque enquanto o uso equipamento PO-DEA 50J resultou eritema
e vermelhidao em 2 suinos (50%) e bolhas e tecido esbranquicado em 1 animal do
grupo (25%). Assim, quando na aplicacao de carga 50J, o equipamento protétipo se
mostrou menos seguro, pelo fato de 1 suino apresentar grau Il de queimadura
(bolhas e tecido esbranquigado).

Em 25% dos animais observou-se presencga de inchago na pele, estando esta
caracteristica presente em 1 suino de cada grupo. Ambos equipamentos com taxa
de carga 100J causaram eritema e vermelhiddo em 75% do suinos e presenca de
inchagco em 25% deles, sendo a disparidade na segurangca destes equipamentos
com esta energia se deu pela presenca de tecido esbranquicado em 75% dos suinos
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R-DEA 100J, em contraponto com somente 25% dos suinos PO-DEA 100J. Assim, o
equipamento protétipo apresentou-se com uma maior seguranca que o referéncia
quando aplicado em maior energia.

Nenhum suino desenvolveu grau lll de queimadura.

Tabela 2: Resultado da analise macroscopica de lesdo poés-choque externa

PO-DEA50) R-DEA 50J P?(')BEA R-DEA 100J  TOTAL
n=4 n=4 n=4 n=4 n=16
Eritema 2(50%)  4(100%) 3 (75%) 3(75%) 12 (75%)
Vermelhidéo 2(50%)  4(100%) 3 (75%) 3(75%) 12 (75%)
Inchago 1 (25%) 1 (25%) 1 (25%) 1 (25%) 4 (25%)
Bolhas 1 (25%) 0 (0%) 0 (0%) 1(25%) 2 (12,5%)
Tecido o o o o o
osbranauiaado 1 (25%) 0 (0%) 1 (25%) 3 (75%) 5 (3,1%)
Tecido carbonizado 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Visualizacéo de o o o o o
Vieualizagao de 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Visualizagao de 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

tecido 6sseo

Quanto a existéncia de lesao pds-choque interna, é importante ressaltar que a
avaliacao foi realizada de forma subjetiva por ndo experts em anatomopatologia,
exercida somente por avaliacdo visual com auxilio do médico veterinario. Os

resultados obtidos estdo descrito na Tabela 3.

Tabela 3: Resultado da analise macroscoépica de lesdo pos-choque interna

PO-DEA 50J R-DEA50J PO-DEA 100J R-DEA 100J TOTAL

n=4 n=4 n=4 n=4 n=16
Fg‘;ﬂ‘g e 3 (75%) 3 (75%) 4 (100%) 4(100%) 14 (87,5%)
Tecido carbonizado 0 (0%) 0 (0%) 1 (25%) 0 (0%) 1 (0,62%)
Edema 4 (100%) 3 (75%) 4 (100%) 3 (75%) 14 (87,5%)
Bolhas 3 (75%) 3 (75%) 3 (75%) 4(100%) 13 (8,12%)

Eritema 2 (50%) 3 (75%) 3 (75%) 4 (100%) 12 (75%)
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A presenga de fluido extra-pericardio e edema foi visualizada na maioria dos
coracoes dos animais, correspondendo a 87,5% (14 suinos) do total (16 suinos).

A manifestacdo de fluido extra-pericardio nos coracdes resultou de forma
igualitaria em ambos os equipamentos nas cargas de 50J (75% dos suinos) e 100J
(100% dos suinos), na qual foi observado maior dano quando aplicado carga de
100J, pois todos os coracdes do grupo apresentaram esta caracteristica. Ja a
presenca de edema esteve presente de forma igualitaria nos equipamentos,
independentemente da carga. A utilizagdo do desfibrilador PO-DEA com aplicacao
de 50J e de 100J resultou edema em 100% dos coragbes, em contraponto ao
equipamento referéncia (R-DEA), que revelou edema em 75% dos coracdes nas
cargas 50J e 100J.

Bolhas e eritema também foram observados na grande maioria dos coragdes
dos animais (12 suinos) de forma homogénea entre 0s grupos, porém com maior
incidéncia no equipamento R-DEA. O coragao 09H (PO-DEA 100J) foi o Unico que
apresentou na regidao do atrio presenca de tecido carbonizado, sendo inclusive, o
Unico animal que nao cardioverteu neste grupo, sinalizando desta forma uma
possivel comorbidade associada.

Observou-se que alguns coracoes retirados dos suinos que sofreram choque
de energia de 100J apresentaram maior rigidez e entumecimento (coracées 12H e
08H) e alguns continham coagulos sanguineos no seu interior (coragées 12H, 09H,
19H e 20H), conforme ilustrado na Figura 26. Todos esses coragdes citados foram
de suinos que nao reverteram e foram ao 6bito. Os Quadro 4 eQuadro 5 revelam a
imagem de cada coracéo retirado agrupados conforme taxas de carga dos diferentes
desfibriladores, com identificacdo do coracdo conforme Apéndice 1 e de

cardioversao e nao cardioversao.

Figura 26: Coagulos retidos no coracao dos suinos que foram observados apds lavagem
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Quadro 4: Analise de danos macroscopicos no coracao dos suinos para a taxa de carga de 50J comparando Grupos Controle, PO-DEA e R-DEA
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Quadro 5: Analise de danos macroscopicos no coracao dos suinos para a taxa de carga de 100J comparando Grupos Controle, PO-DEA e R-DEA
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Atentou-se também as alterac6es no coracdo 2H que se apresentou mais
edemaciado que os outros, 15H que possuia aderéncias, 13H, extravasamento de
sangue e 04H, presenca de liquido intra-pericardio. Isto demonstra as variabilidades
individuais observadas nas respostas de diferentes intensidades a aplicacao do
choque elétrico. E devido a esta grande complexidade dos organismos vivos que se
torna essencial a inclusdo da investigagcdo pré clinica para a certificacdo de
equipamentos médicos, pois permite verificar os possiveis efeitos nocivos em seres
humanos através da avaliacdo das respostas biolégicas de cada animal, facilitando o
desenvolvimento de ferramentas diagnésticas e terapéuticas que podem melhorar os
resultados de saude.

No que concerne aos marcadores de injuria do miocardio presentes nas
amostras sanguineas dos animais, o Apéndice 6 apresenta os resultados obtidos
nas 3 coletas sanguineas realizadas para os 3 marcardores bioquimicos — CK, CK-
MB e Troponina | — de acordo com a sequéncia de distribuicdo dos suinos
apresentada no Apéndice 1.

Nenhuma amostra apresentou hemdlise, fato este que impossibilitaria a
analise e, desta forma, ndao houve perdas. Entretanto, todas as amostras mostraram-
se bem lipémicas, com aspecto leitoso, ultrapassando a faixa de linearidade do
equipamento, as quais tiveram de ser diluidas de 3,5 até 10x para atingir a
linearidade. Apesar da metodologia nao citar a lipemia como interferente, € uma
fator que deve ser levado em consideracdo, uma vez que os resultados revelaram
outro nivel de valores dos animais comparado aos humanos, que possuem valores
de referéncia de CK: 55-170U/L (homens), 30-235U/L (mulheres); CK-MB: até 16
U/L (homens e mulheres) e troponina I: 0,78 ng/mL (homens e mulheres) de acordo
com o fabricante.

Para colaborar na intepretacdao dos dados e possibilitar a correlacao do grupo
controle com os grupos que sofreram o choque elétrico, os resultados obtidos na 12,
22 e 32 coleta foram agrupados em CONTROLE, PO-DEA 50J, R-DEA 504, PO-
DEA 100J e R-DEA 100J, e a média aritmética e desvio padrdo destes foram
calculadas para cada marcador bioquimico separadamente, como segue nas
tabelas 4, 5 e 6:



66

Tabela 4: Dosagem individuais, médias e desvios padrao de CK (U/L) obtida nas 3 coletas
sanguineas associadas por grupo

sUo  CKI(UL)  1ecoleta ('\f'_reg;,a) 22coleta ('\f'_reg;,a) i?%ﬁt)a Média ?f';g;f;
1 7069 7058 5884
6 842 3978+ 777 3826+ 767 3301+ 3701
10 CONTROLE  _..o 3706  gga2 3608 5805 2948 + 355
16 665 628 728
2 6716 5095
7 PO-DEA 4349 4999+ 3213 3865+ 3570 4147
11 50J 5085 1326 4118 947 + 751
15 3647 3035 3579
3 820 693 1203
12 4064 1899+ 2720 1491+ 1870+ 1753
17 R-DEA 50J 1531 1471 1082 878 2538 943 + 227
19 1183 1471
4 6482 4448 6014
9 PO-DEA 2724 6379 1340 4612+ 7662+ 6217
13 100J 15233 +6321 11780 5034 15542 7198 + 1531
18 1077 881 1430
5 2812 1439 3645
8 43652 12666+ 28719 8076+ 8129
14 DEAT00J oo o064 159 13768 3645 L 4511
20 848 560

Tabela 5: Dosagem individuais, médias e desvios padrao de CK-MB (U/L) obtida nas 3 coletas
sanguineas associadas por grupo

ID CKMB ., . Média .,  Média . Méda  Média
SUINO  (UL) (+ DP) (+ DP) (+DP)  (+DP)

1 4151 3823 3375

6 1212 2673 1056 2465 718 1990 2376

10 CONTROLE o0 11824 4055 +1704 291  +1350 350

16 982 929 953

2 3888 2961

7 PO-DEA 2176 3168 1561 2373 2057 3166

11 50J 2828 +815 2006 + 705 + 791

15 3781 2967 3957

3 890 771 1074

12 2293 2061 1634 1601 1728 1796

17 RDEASO  ong 1987 1795  £604 2382  +2258  +237

19 1802 2207

4 2924 2300 2998

9 PO-DEA 1978 3642 1248 2721 4528 3630

13 1004 7874 +2864  5g52  +2000 7190 +2258  +903

18 1794 1687 3464

5 1497 1175 1965

8 20240 7251 14806 4827 4681

14 RDEAT00J oo 11278 ogop  £6700 1965, o646

20 1213 727
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Tabela 6: Dosagem individuais, médias e desvios padrao de Troponina | (ng/mL) obtida nas 3
coletas sanguineas associadas por grupo

ID Troponina | 12coleta Média 2acoleta Média 33coleta Média Média
SUINO  (ng/mL) (+ DP) (+ DP) (+ DP) (+ DP)

1 0,177 0,19 0,162

6 0,249 0,203 0,247 0,235 0,327 0,288 0,242

10 CONTROLE 0,296 +0,09 0,416 +0,14 0,563 +0,21 +0,04

16 0,09 0,09 0,103

2 0,19 0,184

7 PO-DEA 0,262 0,413 0,188 0,360 035 0,374

11 50J 1,133  t049 1012 044 ’ +0,29

15 0,067 0,056 0,351

3 0,023 0,025 0,469

12 0,239 0,096 0,184 0,094 0,443 0,211

17 R-DEA 50 0,055 +0,1 0,046 +0,07 0,417 + 0,04 +0,20

19 0,07 0,124

4 0,124 0,111 0,289

9 PO-DEA 0,122 0,392 0,087 0,352 0,512 0,419

13 100J 1,244 + 0,57 1,143 +0,53 1,204 + 0,61 +0,08

18 0,079 0,069 0,0438

5 0,055 0,073 1,126

8 2,282 0,643 1,734 0,502 0,757

14 DEAT00S ee 1109 o166  +082 .. 126 o33

20 0,04 0,036

Inicialmente, em analise aos marcadores creatino quinase e sua fracao MB,
contatou-se que o grupo controle, grupo de referéncia neste estudo, foi bastante
heterogéneo, pois houve diferencas consideraveis nas dosagens de CK e CK-MB
entre os suinos 6 e 16 e 1 e 10, este utlimos inclusive com resultados semelhantes
aos grupos que sofreram a sequéncia fibrilacao-desfibrilagdo. Apesar deste fato
prejudicar a interpretacdo dos resultados, cabe ressaltar que o estudo foi conduzido
de forma randomizada, sendo os suinos escolhidos aleatoriamente sem qualquer
avaliagdo prévia de condi¢des de saude. Para estudos futuros, é recomendavel que
seja realizado critérios de selecdo do grupo controle para garantir a homogeneidade
e padronizacao destes.

Contatou-se também que muitas amostras apresentaram dosagem da fracao
MB superior a CK total, inclusive nos suinos controle (6 e 16). Em humanos, esta
situacdo ocorre normalmente devido a ligacdo de imunoglobulinas formando
macromoléculas, na qual é considerada adicionalmente a fragdo no método de
deteccao. E indicado nestes casos a dosagem de MB-massa, contudo o laboratério

nao possui este equipamento e, portanto, esta dosagem nao foi quantificada. Em
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casos como estes, quando ocorridos em seres humanos, o resultado €
desconsiderado e a confirmacédo se baseia somente no resutado das amostras de
troponina |.

Observou-se que 87,5% das amostras de CK e CK-MB expressaram na
segunda coleta (logo apdés sequéncia fibrilagdo-desfibrilacdo) valores
significativamente inferiores aos registrados na primeira coleta (20 minutos apds
estabilizacao do suino), por razao ainda desconhecida.

Sendo o grupo controle a referéncia para comparacao da lesao, verificou-se
que as médias obtidas do grupo PO-DEA 50J foram as que mais se aproximaram da
média do grupo controle para dosagem de CK e CK-MB respectivamente, revelando
que houve baixa lesdo miocardica comparado aos demais grupos. Entretanto, o
equipamento R-DEA aplicado em energia 50J em ambos marcadores CK e CK-MB
apresentou médias de dosagens bem inferiores em relagdo ao grupo controle, o que
teoricamente demostra ser 0 equipamento que, nesta carga, causou menor leséao.
Em contraponto, o mesmo equipamento na energia de 100J alcancou valores muito
superiores, onde destaca-se o suino 8, responsavel pela grande discrepancia dos
resultados e o que revela a possibilidade de um animal com comorbidades
associadas. Assim, para a carga de 50J o equipamento referéncia obteve melhor
desempenho e a 100J, o protétipo. Nesta situagao resultante, cabe lembrar que os
equipamentos R-DEA a 50J e PO-DEA 100J foram os que obtiveram maior
sucesso de cardioverao.

Mesmo sendo a atividade de CK-MB elevada um indicador sensivel e
especifico do miocardio, o diagnostico ndo deve basear-se exclusivamente nestes
resultados, mas devera ser apoiado em outros parametros clinicos e laboratoriais.
Portando, a andlise dos valores obtidos na troponina |, em razdo das fracbes de
macromoléculas verificadas nas dosagens de CK-MB, é que estabeleceram a
confirmagéao das lesdes.

Comparando as médias de troponina | dos grupos dos desfibriladores em
relacdo ao controle, todos os grupos com exce¢do ao R-DEA 50J, que novamente
resultou valores menores que o proprio controle, apresentaram médias
significativamente superiores. Entretanto, observa-se infimo acréscimo (12%) nas
médias entre as diferentes cargas do equipamento protoétipo, comprovando menor
dano deste equipamento quando usado em altas energias.
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Sob outra perpectiva, em razdo do grupo controle revelar-se bastante
heterogéneo, € possivel realizar uma avaliacdo comparando a progressao da
expressao deste marcador nas 3 dosagens em cada suino. Contudo, considerando
que estas proteinas s6 alcangam a corrente sanguinea horas apés a lesao cardica, a
confirmacéo foi constatada somente naqueles em que a terceira coleta sanguinea foi
realizada, na qual a injuria cardiaca se confirmou quando a dosagem de cTnl
desenvolveu evolugdo de =220% entre a primeira e a terceira coleta (KELLER et al.,
2011).

Assim, comparando a progressdo dos valores de cTnl dos suinos
sobreviventes, contatou-se confirmacdo de injuria cardiaca nos suinos 15 (PO-DEA
50J), 3 (R-DEA 50J), 17 (R-DEA 50J), 4 (PO-DEA 100J) e 5 (R-DEA 100J) (Tabela
7) revelando que o equipamento protétipo quando utilizado a 100J se mostra o mais
eficaz, com 75% de sucesso na reversao e mais seguro, pois somente 1 suino dos 3

revertidos manifestou injuria cardiaca.

Tabela 7: Confrontacao das 3 dosagens de Troponina | (ng/mL) obtidas nos suinos
sobreviventes para avaliacao da evolucao de injuria cardiaca

ID MARCADOR a a a Evolucéo
SUINO GRUPO (ng/mL) 12coleta 2%coleta 38coleta injaria

15 PO-DEA 50J Troponina | 0,067 0,056 0,351 Evoluiu

3 R-DEA 50J Troponina | 0,023 0,025 0,469 Evoluiu

17 R-DEA50J  Troponina | 0,055 0,046 0,417 Evoluiu

4 PO-DEA Troponina | 0,124 0,111 0,289 Evoluiu
100J

13 PO-DEA Troponina | 1,244 1,143 1,204 N&o evoluiu
100J

18 PO-DEA Troponina | 0,079 0,069 0,0438 Nao evoluiu
100J

5 R-DEA 100J  Troponina | 0,055 0,073 1,126 Evoluiu

Ressalta-se que devido a inexisténcia de marcadores bioquimicos especificos
para o0 modelo suino e a auséncia de alguns dados gerados pela impossibillidade de
realizar a terceira coleta sanguinea, esta avaliacao pode ter alterado ou prejudicado
alguns resultados, e que o ideal seria examinar ainda 3 dosagens sucessivas de 3
em 3 horas para assegurar o desenvolvimento de dano cardiaco.
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5. CONCLUSAO

Comparando os dados de eficacia na cardioversdao em resposta a fibrilacao
ventricular induzida e da seguranca entre os desfibriladores prot6tipo operante
LifeshockPRO e de referéncia “padrdao ouro” por meio de alteracdes macroscépicas
e bioquimicas po6s-desfibrilacdo, concluiu-se que o desfibrilador protétipo quando
aplicado com energia 100J demonstrou melhor eficacia na rescisdo da fibrilacao
ventricular e apresentou menor injuria que o desfibrilador de referéncia com a
mesma energia, tornando-o apto para a insercdo no mercado nacional e
internacional.

Os resultados observados neste estudo revelam a importancia da inclusao da
investigacao pré-clinica para equipamentos que possam colocar em risco a vida do
ser humano, pois mesmo a tecnologia mais sofisticada, nos dias de hoje, nao
consegue imitar a complexidade das interacdes entre as células, tecidos e érgaos
gue ocorrem nos seres humanos. Desta forma, com o objetivo de entender essas
interacbes e facilitar o desenvolvimento de novos dispositivos médicos, a

metodologia cientifica elege os animais como modelo experimental do homem.
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Apéndice 1: Protocolo de Distribuicao dos Grupos

pia | GRUPOE IDENTIFICACAO IDENTIFICACAO DATA
CARGA ANIMAL AMOSTRAS
SANGUE | CORAGAO

1 | CONTROLE 01 0“(\);1%15; o1y | 1011112
PO-DEA 02A. 02B: 10/11/12

504 02 02C 02H
> | RDEA 504 03 03‘(\);3%35; oaq | 171112
PO-DEA 04A: 04B: 1771112

100J 04 04C 04H
R-DEA 05A: 058 1771112

1004 05 05C 05H
3 | CONTROLE 06 06‘(\)%%65? oeH | 241112
PO-DEA 07A: 07B: 24112

504 07 07C 07H
R-DEA 08A: 08B 241112

100J 08 08C 08H
PO-DEA 09A: 09B: 241212

1004 09 09C 09H
4 | CONTROLE 10 10‘1\;02305; jon | 0112112
PO-DEA 1A 11B: 0171212

504 11 11C 11H
R-DEA 504 12 128 25 1on | 0112112
PO-DEA 13A: 13B: 0171212

1004 13 13C 13H
R-DEA 12A: 14B. 14112712

5 1004 14 14C 14H
PO-DEA 15A: 15B: 14712712

504 15 15C 15H
CONTROLE 16 1 6’1\;62365; 164 | 1412112
6 | R-DEA 50 17 17 T8 f7n | 191212
PO-DEA 18A. 18B: 15/12/12

1004 18 18C 18H
R-DEA 504 19 198 P jon | 191212
R-DEA 50A: 20B° 15/12/12

1004 20 20C 20H
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Apéndice 2: Registro da Investigacao Pré-Clinica

Data: / /2012  Equipamento utilizado: ( ) Padrdo ouro R-DEA () LifeshockPRO () Controle
Identificacdo do suino: Peso do suino:

Condigdes iniciais do suino (observacoes relevantes):

1) Preparacao do animal e experimento:

Informacao Horario Observacao

Recebimento do animal

Banho

Anestesia inicial

Acesso Venoso

Posicionado na maca

Inducéo sedacéao

Intubacao

Acesso arterial

Eletrodos posicionados e sistema
de aquisicdo instalado (inicio de : - 20 minutos de estabilizacao
coleta dos dados no computador)

- Volume de amostra (mL):

a ,
1% coleta de sangue arterial - 30 minutos para inducgéao, desfibrilagcdo e 22 coleta de sangue

Entrega 12 amostra Lab. Pat.
Clinica

Inducéo da fibrilagdo com KClI : - Tempo para indugao:
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- Volume (mL) de KCI:
- ApOs 1 minuto, efetuar desfibrilagéo

Desfibrilacao - Animal cardiovertido ( ) SIM ( ) NAO
b2 coleta de sangue - Volume amostra (mL):
- Se cardiovertido, efetuar 3° coleta de sangue apos 2 horas
Entrega 22 amostra Lab. Pat.
Clinica
32 coleta de sangue
Entrega 32 amostra Lab. Pat.
Clinica
Retirada do coragao
Condigdes finais do suino (observacoes relevantes):
2) Reconhecimento do algoritmo
Carga (J): Identificagdo do suino:
Legenda ritmos: S - sinusal FV - fibrilacdo ventricular P - parada TA -taq. atrial TV -taq. ventricular ~ AC - arritmia ES -

extrasistole

Ritmo detectado apé6s
inducao fibrilacao
(interpretagao propria do ECG)

Horario

Observacao

()sS ()FV ()P ()
TA
()TV ()AC ( )ES




Apéndice 3: Registro de Ressuscitacado durante a Investigacao Pré-Clinica

GRUPO: ( ) Prototipo operante OP-DEA ( ) Padrao ouro R-DEA
Data: / /
ID# SUINO: CARGA: Joules

PARADA CONFIRMADA:_ :
RCPINICIADA:__ :
DESFIBRILACAO:  :

RCP TERMINADA:_ :

RITMO INICIAL

RITMO FINAL
FV:__ :  (duragéo)
FV:__ :  (duragéo)
v, .
SINUSAL._ :
AESP. .
BRADICARDICA: .
ASSISTOLIA__

RITMO COM PERFUSAO__ :
RECONHECEUAFV: ( )SIM ( )NAO

CHOQUE NO MOMENTO CORRETO ( )

SIM ( )NAO

SINAIS VITAIS:

FR: irpm inicial PA: mmHg inicial

FR: irpm pos-choque PA: mmHg pés-choque
FR: irom final PA: mmHg final
FR:____ irpm ap6s 2 horas PA:__ mmHg apés 2 horas
SAT: % inicial FC: bpm inicial

SAT: % pos-choque FC: bpm po6s-choque
SAT: % final FC: bpm final

SAT: % apos 2 horas FC: bpm apos 2 horas
Condicao final:Ressuscitacao () Nao-

ressuscitacao( )

TEMPO TOTAL DO EXPERIMENTO:
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Apéndice 4: Anadlise e Classificacao Macroscopica de Lesao Pés-Choque Externa

GRUPO: ( )Protétipo operante OP-DEA ( )Padrao ouro R-DEA

Data: / /

ID# SUINO: CARGA: Joules
PRESENCA DE LESAO SUBCUTANEA (Eritema) |NAO( ) SIM( )
Se sim:

PRESENCA DE VERMELIDAO NAO( ) SIM( )
PRESENCA DE INCHACO NAO( ) SIM( )
PRESENCA DE BOLHAS NAO( ) SIM( )
PRESENCA DE TECIDO ESBRANQUICADO NAO( ) SIM( )
PRESENCA DE TECIDO CARBONIZADO NAO( ) SIM( )
VISUALIZACAO DE TECIDO MUSCULAR NAO( ) SIM( )
VISUALIZACAO DE TECIDO OSSEO NAO( ) SIM( )

CLASSIFICACAO DA LESAO:

GRAUI ( ) GRAUII ( ) GRAU Il ()




87

Apéndice 5: Analise Macroscopica de Lesao Pés-Choque Interna
(coracao do suino)

GRUPO: ( )Protétipo operante OP-DEA ( )Padréo ouro R-DEA
Data: / /

ID# SUINO: CARGA: Joules
Presenca de fluido extra-pericardio NAO( ) SIM( )
Presenca de tecido carbonizado NAO( ) SIM( )
Presenca de edema NAO( ) SIM( )
Presenca de bolhas NAO( ) SIM( )
Presenca de eritema NAO( ) SIM( )

Aparécia geral (descrever)

Outras observacgdes relevantes

(descrever)
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Apéndice 6: Resultados obtidos nas 3 coletas sanguineas realizadas para os 3
marcadores bioquimicos (CK, CK-MB e Troponinal)

IDENTIFICAGCAO
ANIMAL

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

20

12 coleta 22 coleta 32 coleta
CK CK-MB cTnl CK CK-MB cTnl CK CK-MB cTnl
7069 4151 0,177 7058 3823 0,19 5884 3375 0,162
6716 3888 0,19 5095 2961 0,184
820 890 0,023 693 771 0,025 1203 1074 0,469
6482 2924 0,124 4448 2300 0,111 6014 2998 0,289
2812 1497 0,055 1439 1175 0,073 3645 1965 1,126
842 1212 0,249 777 1056 0,247
4349 2176 0,262 3213 1561 0,188
43652 2240 2,282 28719 14806 1,734
2724 1978 0,122 1340 1248 0,087
7338 4350 0,296 6842 4055 0,416 5825 2916 0,563
5285 2828 1,133 4118 2006 1,012
4064 2293 0,239 2720 1634 0,184
15233 7874 1,244 11780 5652 1,143 15542 7122 1,204
3355 4055 0,196 1589 2602 0,166 _
3647 3781 0,067 3035 2967 0,056 3579 3957 0,351
665 982 0,09 6228 929 0,09 728 953 0,103
1531 3259 0,055 1082 1795 0,046 2538 2382 0,417
1077 1794 0,079 881 1687 0,069 0,0438
1183 1802 0,07 1471 2207 0,124
848 1213 0,04 560 727 0,036

Legenda: CONTROLE PO-DEA 504 PO-DEA 100J R-DEA 50J R-DEA 100J [ef:]}[e




