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Resumo

Introducio: As solugdes que provocam parada cardiaca eletiva estdo em constante
evolugdo, porém o composto ideal ainda ndo foi encontrado. Os autores comparam uma
nova solucdo cardioplégica com histidina-triptofano-glutamato (HTG) com histidina-
triptofano-acetoglutarato (HTK) em modelo de coragdo isolado de rato. Objetivo: Avaliar
comparativamente as solugdoes HTK e HTG no que se refere a atividade de caspase, KI-67,
IL-8, entropia de Shannon e dimensao fractal. Materiais e Métodos: Vinte ratos machos
de ragca Wistar foram anestesiados e heparinizados. O torax foi aberto, realizada
cardiectomia e infundido 40 mL/Kg de solugdo cardioplégica apropriada. Os coragdes
foram mantidos por 2 horas na mesma solucdo a 4°C e, ap0s esse periodo, colocados em
aparato de Langendorff por 30 minutos com solucdo de Ringer Locke. Foram feitas
analises imuno-histoquimicas para caspase, IL-8, KI-67, entropia de Shannon e dimensao
fractal. Resultados: A concentracdo de caspase estava menor no grupo 2, ¢ da KI-67
estava mais elevada no grupo 2, ambos com P<0,05. Nao houve diferenca estatistica entre
os valores de IL-8 entre os grupos. Tanto a entropia de Shannon quanto a dimensao fractal
nao foram diferentes nos dois grupos. Conclusdes: A solu¢do com HTG foi mais eficaz
que a com HTK, pois reduziu a caspase (apoptose), aumentou o KI-67 (proliferacao
celular); ndo apresentou valores diferentes de IL-8 (inflamagdo e necrose) que no grupo 1 e
nao apresentou alteracdo da quantidade ou distribui¢do das informacdes (observadas pela

entropia de Shannon e dimensao fractal) nas laminas histoldgicas.
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Abstract

Introduction: Solutions that cause elective cardiac arrest are often evolving, but the ideal
compound has not yet been found. The authors compare a new cardioplegic solution with
histidine-tryptophan-glutamate (HTG) with histidine-tryptophan-acetoglutarato (HTK) in a
model of isolated rat heart. Objective: Benchmarking HTK and HTG solutions regarding
the activity of caspase, KI -67, IL - 8, Shannon entropy and fractal dimension. Materials
and Methods: Twenty male rats, Wistar race, were analyzed and heparinized. The chest
was opened, held and cardiectomia infused 40 mL/kg of appropriate cardioplegia. The
hearts were kept for 2 hours at 4°C in the same solution, and afterwards placed in the
Langendorftf apparatus for 30 min with Ringer-Locke solution. The immunohistochemical
analyses were performed for caspase, IL-8, KI-67, Shannon entropy and fractal dimension.
Results: The concentration of caspase was lower in group 2, and KI-67 was higher in
group 2, both P<0.05. There was no statistical difference between the values of IL-8
between the groups. Both the Shannon entropy and the fractal dimension were not different
in the two groups. Conclusions: The HTG solution was better than with HTK because they
had reduced caspase (apoptosis) increased KI-67 (cell proliferation), they did not show
different values of IL-8 (inflammation, necrosis). Additionally they did not show change in
amount or distribution of the information (observed by the Shannon entropy and fractal

dimension) in histological slices.
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1. INTRODUGAO

Durante a cirurgia cardiaca é usual a parada temporaria do coragéo,
permitindo ao cirurgido realizar a operagdo tanto no intimo das cavidades
cardiacas quanto em sua superficie em um ambiente isento de sangue e
movimento, tipicos do musculo cardiaco. Essa parada cardiaca eletiva foi
primeiro induzida com clampeamento da aorta, quando associado com
hipotermia, permitiu periodos breves de isquemia, tornando possivel a
realizacdo da primeira cirurgia cardiaca a céu aberto, em 1953.(12)

O desenvolvimento da circulacdo extracorpérea, em 1953, possibilitou
aos cirurgides paradas cardiacas por periodos mais longos sem maleficios ao
cérebro, mas com o risco da lesdo de reperfusdo, como resultado do periodo
prolongado de isquemia, necessario para reparar doencas mais complicadas.
O fendbmeno “stone heart”, resultado de contratura irreversivel, foi o exemplo
extremo desse problema em 2 a 10% dos pacientes submetidos a cirurgia
cardiaca, sendo invariavelmente letal. Assim, ha a necessidade de proteger o
coracgao durante essa isquemia eletiva para reduzir a lesao de reperfuséo.(1'3’4)

Em 1955, Melrose introduziu o conceito de parada quimica usando
solugédo contendo 2,5% de citrato de potéssio(5) que despolariza a membrana
celular e para a conducdo do potencial de acdo. Entretanto, a elevada
concentracdo de potassio causou necrose miocardica focal e morte em muitos
pacientes, resultando em abandono da cardioplegia hipercalémica como
solugao protetora por quase 20 anos. No meio dos anos 70, cardioplegias

alternativas contendo menos potassio do que a de Melrose foram introduzidas



na pratica clinica com sucesso, como a solucdgo de St. Thomas (ST),"
cardioplegia sanguinea de baixo volume®” e solucdo de histidina-triptofano-

cetoglutarato (HTK).®

Mecanismo de agao das solugées cardioplégicas

O valor do potencial transmembrana da célula muscular cardiaca é de -
96,4 mV quando as concentracdes extracelular e intracelular de potassio sio 4
mEgq/l e 150mEq/l, respectivamente.®

Essas solugdes cardioplégicas praticamente aboliram o problema do
“stone heart” e a cardioplegia por hipercalemia foi estabelecida como padréo

ouro(49)

para protecdo do miocardio a partir de entdo. A elevada concentragao
extracelular de potassio (10-30mM) altera o potencial de membrana dos
miocitos de cerca de - 85 mV para algo entre - 65 e - 40 mV, o que inativa os
canais rapidos de sédio e bloqueia a conducao do potencial de agao, levando a
uma parada cardiaca despolarizada."

Entretanto, a parada cardiaca despolarizada pode causar dano ao
miocito. Com seu estado despolarizado descrito no paragrafo anterior, os
canais rapidos de sédio sao inativados (com limiar de - 65 a - 70 mV),
resultando em parada diastélica. O potencial de ativacdo da bomba Na-Ca
ocorre somente em - 50 mV, portanto ndo é esperado nenhum movimento de
sodio ou calcio por essa via. Entretanto, como mesmo assim o sodio continua
entrando na célula, o calcio aumentara concomitantemente, causando

contratura miocardica mesmo em parada cardiaca.!"?



Concentragdes maiores de potassio, que despolarizam a membrana
para cerca de — 40mV, tenderiam ativar os canais lentos de calcio (cujo limiar €
de - 40 mV), aumentando o influxo de calcio intracelular. Nesse potencial, a
bomba de Na-Ca pode ser revertida, fazendo com que o calcio adentre a
mesma, particularmente se a concentracdo de sodio intracelular é elevada
como resultado da inibicdo da bomba de sdédio, hipotermia e isquemia. Todo
esse mecanismo vai resultar na contratura muscular, sobrecarga de calcio e
lesdo miocardica subsequente, particularmente durante a reperfusdo. Outros
mecanismos ibnicos durante a isquemia e pela hipotermia podem levar ao
mecanismo de sobrecarga de calcio durante a reperfus&o.('?

Uma alternativa para os métodos utilizando potassio em altas
concentragbes € induzir a dissociagcdo eletromecanica pela cardioplegia
“polarizada”, tornando o potencial de repouso transmembrana mais negativo do
que seu valor habitual. Esse mecanismo tem varias vantagens teoricas. Os
gradientes iGnicos transmembrana sdo os mesmos de seu estado em repouso,
prevenindo desbalangco durante a isquemia. Como consequéncia, poucas
bombas ou canais estdo ativados e a demanda metabdlica € minima,
mantendo as reservas energéticas celulares (ATP’s). E de suma importancia,
entretanto, que o influxo de sédio e célcio sejam abolidos ou minimizados,
sabendo-se que tanto os canais de so6dio como os de calcio estdo ligados a
esse potencial de repouso.'®"™
E possivel produzir a parada cardiaca polarizada com varias

substancias. Esmolol, lidocaina, tetradotoxina, butanediona monoxima,

antagonistas do calcio, hipermagnesemia, hipocalcemia sao exemplos de



agentes que produzem a parada cardiaca polarizada. Cada uma delas age de
maneira diferente; discorreremos apenas sobre a solugdo pobre em calcio (a
solugdo HTK, ou comercialmente conhecida como Custodiol®), que é o objetivo
deste trabalho.!"%"?)

Como exemplo de uma solucdo que produz a parada cardiaca por
hiperpolarizacdo de membrana pela hipocalcemia temos a solucédo de HTK.(?
Ela foi inicialmente desenvolvida por Bretschneider®, na Alemanha, nos anos
60. Consistia em uma solugdo sem calcio e com pouco soédio. Foi uma das
primeiras solug¢des cardioplégicas sem a necessidade de sangue utilizadas na
pratica clinica e atualmente ainda é muito requisitada. Seu mecanismo de acao
vem da auséncia de calcio, que impossibilita seu influxo para o interior das
células pelos canais de calcio tipo “L” na fase de platé do potencial de acao.
Dessa forma, inibe a liberagao de mais calcio do reticulo sarcoplasmatico e tem
como consequéncia final auséncia da ativacdo dos miofilamentos. Apesar das
solucdes livres de calcio serem eficazes na inducdo da parada cardiaca, elas
sao limitadas pelo paradoxo do calcio, o qual discutiremos adiante. Porém,
especificamente na solucdo de HTK, o paradoxo é evitado pela baixa
concentracdo de sédio da solugdo, fazendo com que pouco calcio adentre na

célula utilizando a bomba antiporte Na-Ca.(""'?

Definigao de cardioplegia ideal

14,15

A solucao de cardioplegia ideal ainda nao foi estabelecida.'*'® Os itens

que devem ser considerados para definicdo da cardioplegia ideal sao:"



Rapidez: indugcdao de parada cardiaca rapida e efetiva no periodo
diastdlico para manter o miocardio relaxado e minimizar a deplecao do
ATP.

Protecao miocardica: efeitos protetores para retardar o inicio da lesao
irreversivel causada pela isquemia global e limitar a extensao da leséo
de reperfuséo.

Reversibilidade: efeitos cardioplégicos prontamente reversiveis assim
que a solugao é descontinuada, permitindo o retorno rapido ao ritmo
sinusal.

Baixa toxicidade: um produto com meia-vida curta e sem efeitos toxicos
em outros 6rgaos apos a descontinuagao da circulagao extracorpérea. A
toxicidade do agente cardioplégico é especialmente importante se altas
concentracbes do farmaco sdo necessarias para alcancar parada

cardiaca.

Solugébes utilizadas

Utilizamos a solugao de HTK comercialmente disponivel com o nome de

Custodiol® e a solugdo de histidina-triptofano-glutamato (HTG). Seus

constituintes estio relacionados na tabela 1 e, abaixo, descrevemos os mais

relevantes.



Tabela 1 - Composicao das solugdes utilizadas.

Substancia HTK (g/L) HTG (g/L)
Cloreto de sddio 0,8766 0,8766
Cloreto de potassio 0,671 0,671
Cloreto de magnésio 0,8132 0,8132
Cloreto de calcio 0,0022 0,0022
Glutamato - 0,1842
Histidina 27,9289 27,9289
Cloreto de histidina, H20 3,7733 3,7733
Triptofano 0,4085 0,4085
Manitol 5,4651 5,4651
Agua para injecao a 1000 ml a 1000 ml

Todas as quantidades estéo representadas em gramas. HTK:
histidina-triptofano-cetoglutarato; HTG: histidina-triptofano-

glutamato

Histidina

A histidina atua como um sistema tampdo na solucdo de modo

dependente da temperatura. Isso significa que necessita da temperatura
"trabalho" (0-4 °C) para estabelecer e manter o valor de pH fisiolégico
necessario de solugado (pH = 7,40), enquanto que a temperatura ambiente
(22 °C) na faixa de 7,02-7,20.("®)

Os efeitos secundarios de histidina na solugao sao importantes. Assim, a
histidina atua como um inibidor das metaloproteinases de matriz (MMP), que
sao responsaveis pelo desenvolvimento da lesdo tecidual durante a
preservacgao a frio. Além disso, ela age impermeabilizando a membrana celular,

aumentando ainda mais o efeito osmético do manitol.'®



Triptofano

Triptofano impacta positivamente na manutengcdo da integridade das
membranas celulares.'® Hachida et al. relataram que auséncia do triptofano na
solugdo provocou decréscimo significante na pressdo maxima desenvolvida e

do fluxo sanguineo coronariano."”

Cetoglutarato

Hachida et al. também avaliaram auséncia do cetoglutarato na solugao,
0 que resultou em decréscimo da pressao maxima desenvolvida e a fracdo MB
da creatina fosfoquinase encontrava-se aumentada, ambas de maneira

significativa.”

Manitol
O manitol na solugdo HTK impermeabiliza a membrana celular do

midcito e também neutraliza radicais reativos de oxigénio.!"®)

Outros componentes

Os outros componentes que constituem a solucdo de HTK sao os ions
Na+, K+, Ca++, Mg++ e Cl-. Todos esses ions estdo normalmente presentes
na composig¢ao de fluidos fisiolégicos (exceto manitol) e até o momento nao
provocaram toxicidade. As outras vantagens da solu¢gdo HTK incluem: liquidos
de baixa viscosidade, que resultam em facil difusdo nos 6érgaos e,
consequentemente, o seu resfriamento mais rapido, bem como o baixo teor de

potassio, que permite a aplicagao in situ dessa solugdo. Seu uso nao exige pré-



lavagem do 6rgao antes do transplante e permite o uso imediato, sem a adi¢ao

de aditivos e pré-filtragem.!'®

Glutamato

O alfacetoglutarato nédo consegue adentrar a mitocéndria quando
administrado por via exdégena. Tem que ser convertido em glutamato e, uma
vez no interior da mitocdndria, volta para alfacetoglutarato novamente.!'®

Ja4 o glutamato administrado exogenamente entra inalterado na
mitocondria, estando disponivel de maneira mais rapida para sua unica
conversado para alfacetoglutarato pela enzima glutamato desidrogenase para
poder participar do ciclo de Krebs. Dessa maneira, o glutamato torna-se
rapidamente disponivel para o ciclo de Krebs."®

Segundo Pisarenko et al. o glutamato auxilia na redugao da contratura
do miécito enquanto parado (levando a menos acidose e menos gasto
energético), reducdo da queda do ATP, restaura conteudo de glutamato e
aspartato, aumenta formagéao de succinato e fumarato (dois participantes do
ciclo de Krebs) e reduz de lactato e piruvato mesmo em ambiente anaerdébico,

evitando a acidose celular.(®

Adjuvantes

Varios componentes ja foram testados para incluir a solugédo de HTK. A

seguir, relacionamos os principais:
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Uretano melhora o padrao de recuperagao cardiaca e reduz a apoptose.
A reserva energética (ATP), niveis de LDH e a ultraestrutura também foram
melhores no grupo teste.!"®

Custodiol-N (solugcéo pobre em ions cloreto e histidina, enriquecida por
LK614 e deferoxamina) melhora a pressdo ventricular esquerda, primeira
derivada da pressao ventricular esquerda, contratilidade, fluxo coronariano em
presenca de bradicinina e conteudo intracelular de ATP.?%

Deferoxamina, LK616 ou Trolox melhora o padrao de reatividade
vascular, analisado pela vasodilatacdo induzida pela bradicinina e ATP
mediada.®"

Oxigenagao da solugao € benéfico para figados coletados de doadores
com parada cardiaca prévia, mantendo-os viaveis até o momento do

transplante hepatico em humanos.??

Posologia

Foi descrito por Holper et al. 1000 mL da solugdo HTK a 2 °C na
velocidade de infusdo de 80 a 120 mL/min de 8 a 10 minutos em adultos, e 40
mL/kg para criancas." A aspiracéo do seio coronario é recomendavel. A altura
da garrafa de infusdo deve estar inicialmente de 140 a 150 cm acima do
coragao (100 a 110 mmHg) ou com uma bomba com volume constante de
infusdo nas artérias coronarias. Apdés a parada cardiaca (dentro do primeiro
minuto apos iniciada a perfuséo) o frasco deve ser disposto 50 a 70 cm acima

do nivel do corac&o (40 - 50 mmHg).*®
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Utilizagcao em territorio nacional

Em territério nacional, a solucdo de HTK foi utilizada principalmente em
cirurgias video-assistidas®>?? e transplante cardiaco em criangas.?® Essa
cardioplegia ainda nao foi difundida no Brasil devido ao seu alto custo, ainda
nao estando liberada para uso no SUS e também pela propria preferéncia

pessoal dos cirurgides cardiacos, que ja tém suas rotinas estabelecidas.

1.1. Objetivo

O presente estudo tem como objetivo avaliar apoptose, inflamagéo,
entropia de Shannon e dimensao fractal da nova solugao cardioplégica com

histidina-triptofano-glutamato (HTG) em modelo de coragéao isolado de ratos.
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2. ARTIGOS CIENTIFICOS
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2.1. Modalidades de parada cardiaca:
hipercalemia e hipocalcemia — revisao de

literatura




SPECIAL ARTICLE Rev Bras Cir Cardiovasc 2014,29(3):432-6

Modes of induced cardiac arrest: hyperkalemia
and hypocalcemia - Literature review

Modalidades de parada cardiaca induzida: hipercalemia e hipocalcemia - revisdo de literatura

Marcos Aurélio Barboza de Oliveira!, MD, MsC; Antonio Carlos Brandi?, MD; Carlos Alberto dos
Santos?, MD; Paulo Henrique Husseini Botelho?, MD; José Luis Lasso Cortez’, MD; Domingo
Marcolino Braile*, MsC, PhD

| DOI: 10.5935/1678-9741.20140074 | RBCCV 44205-1572
Abstract Resumo
The entry of sodium and calcium play a key effect on myocyte A entrada de sédio e calcio desempenham efeito chave no mi6cito
subjected to cardiac arrest by hyperkalemia. They cause cell submetido a parada cardiaca por hiperpotassemia. Eles provocam
swelling, acidosis, consumption of adenosine triphosphate and edema celular, acidose, consumo de trifosfato de adenosina e desen-
trigger programmed cell death. Cardiac arrest caused by hypo- cadeiam processo de morte celular programada. A parada cardiaca
calcemia maintains intracellular adenosine triphosphate levels, provocada por hipocalcemia mantém os niveis intracelulares de
improves diastolic performance and reduces oxygen consumption, trifosfato de adenosina, melhora o rendimento diastélico e reduz o
which can be translated into better protection to myocyte injury consumo de oxigénio, o que pode ser traduzido em melhor protecio
induced by cardiac arrest. do midcito as lesdes provocadas pela parada cardiaca induzida.
Descriptors: Heart Arrest, Induced. Myocardial Ischemia. Descritores: Parada Cardiaca Induzida. Isquemia Miocardi-
Hyperkalemia. Hypocalcemia. ca. Hiperpotassemia. Hipocalcemia.
INTRODUCAO Diversos métodos de protecao miocardica apresentam re-
sultados satisfatorios, mas, apesar disso, nenhum deles pode
As primeiras operagoes cardiacas eram realizadas com o co- ser considerado ideal. O agente cardioplégico ideal necessita
ragdo batendo, limitando-se a correcdo de enfermidades mais cumprir os seguintes requisitos’:
simples como sutura de ferimentos cardiacos, drenagem peri- 1. Parada cardiaca: inducdo rapida e eficaz da parada car-
cardica e fechamento de canal arterial. Nessa época, as compli- diaca com o miocardio relaxado e com o minimo de consumo
cagdes eram relacionadas a depressdo miocardica?. Em 1953, de ATP;
John Gibbon realizou a primeira cirurgia cardiaca a céu aberto, 2. Prote¢do miocardica: efeitos protetores para retardar
tornando possivel a abordagem de doengas intracardiacas®® com a les@o celular irreversivel causada pela isquemia global e
a utilizagdo de substancias que produziam parada cardiaca con- limitar a extensdo da lesdo de reperfusao;
trolada, chamadas genericamente agentes cardioplégicos*. 3. Reversibilidade: reversdao imediata da parada cardiaca
'Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto (FAMERP), Sdo José Nao houve suporte financeiro.
do Rio Preto, SP, Brasil; Centro Universitario de Votuporanga (UNIFEV),
Santa Casa Votuporanga, Votuporanga, SP, Brasil. Enderego para correspondéncia:
*Hospital de Base Sdo José do Rio Preto. Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil. Marcos Aurélio Barboza de Oliveira
3Santa Casa Votuporanga, Votuporanga, SP, Brasil. Avenida Republica do Libano, 2700, casa 80 - Sao José¢ do Rio Preto,
“Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto (FAMERP), Sao José SP,Brasil - CEP: 15092-440
do Rio Preto, SP, Brasil. E-mail: m_aurelio@sbccv.org.br
Trabalho realizado na Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto Artigo recebido em 15 de dezembro de 2013
(FAMERP), Séo José do Rio Preto, SP, Brasil. Artigo aprovado em 26 de maio de 2014
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Abreviaturas, acronimos & simbolos

ATP Trifosfato de adenosina

CEC Circulagdo extracorporea

HTK Histidina-triptofano-cetoglutarato
Em Potencial de repouso

CPK Creatinofosfoquinase

com frequéncia cardiaca e forga de contragdo, possibilitando
“desmame” precoce da circulacdo extracorpdrea (CEC);

4. Baixa toxicidade: meia-vida curta sem efeitos toxicos em
outros sistemas ou aparelhos apos a descontinuidade da CEC,;

5. Permitir boa visualizagdo do campo operatdrio.

Diante desse contexto, o objetivo do presente trabalho
¢ tecer algumas consideragdes bioquimicas e fisiologicas a
respeito das modalidades de cardioplegia hipercalémica e hi-
pocalcémica.

Cardioplegia hipercalémica

Em 1955, Melrose et al.[¥ introduziram a perfusdo mio-
cardica com solugdo cardioplégica cristaloide hipotérmica
com citrato de potassio a 2,5%, mas logo abandonaram essa
técnica devido a necrose miocardica ¢ morte de diversos pa-
cientes. Gay & Ebert!”, reintroduzindo essa mesma técnica,
porém com concentragdes menores de potassio, consegui-
ram beneficios metabdlicos e funcionais para o miocardio,
sem qualquer alteragdo estrutural aparente. A partir desses
resultados, comegou o uso generalizado da solugdo rica em
potassio, cristaloide e hipotérmica para prote¢do miocardica.
Em 1975, a solugdo St. Thomas foi introduzida por Hearse et
al.¥, usando cloreto de potassio com concentragdes de 10-30
mM. Essas solug¢des aboliram o problema do “stone heart” e
solugdes com potassio em concentragdo adequada para para-
da cardiaca foram consideradas o gold standard na protegao
miocardical®!%,

Entretanto, posteriormente o seu uso foi correlacionado
por Cohen et al.'l com disfungdo miocardica pos-operatdria
devido a falha em proteger completamente o miocardio da is-
quemia e lesdo de reperfusdo, levando diversos autores a pes-
quisar solugdes alternativas mais seguras para os pacientes.

Vias metabolicas da cardioplegia hipercalémica

O potassio extracelular elevado (10-40mM) altera o po-
tencial de repouso (Em) dos midcitos de -85mV para uma
faixa entre -65mV e -40mV, inativando os canais rapidos de
sodio. Esse novo “Em” bloqueia a condugdo do potencial de
acgdo miocardico, induzindo assim a parada cardiaca despo-
larizada. Entretanto, ela ndo inativa completamente os canais
lentos de sddio (janela do s6dio), aumentando sua concentra-
¢do intracelular de maneira lenta (Figura 1)51012],

Associado a isso, o canal de calcio tipo L (dihidropiridini-
c0), que ¢ ativado com “Em” entre -20mV a -30mV, faz com

que o calcio adentre o citosol!'?], fendmeno esse chamado de
janela do calciol”). A seguir, a bomba antiporte Na*/Ca," é ati-
vada ao contrario, retirando sodio do intracelular e internali-
zando o ion calcio. fons H* (decorrentes de isquemia) sairdo
da célula pela bomba antiporte Na”/H*, contribuindo para a
entrada de ainda mais ions sodio (Figura 1)19,

A bomba Na*/K* serd inibida pela concentragdo elevada
do potéssio extracelular, acidose e hipotermia, permitindo
com que o nivel de Na intracelular permaneca elevado, per-
petuando a agdo da bomba antiporte Na*/Ca,” funcionando
ao contrario. Esse panorama intracelular de calcio elevado
leva a contratura do mi6cito mesmo sem deflagrar potencial
de acdo, com gasto energético. O sddio elevado produz ede-
ma celular e citdlise no momento da reperfusaol™. Assim, a
cardioplegia hipercalémica ndo consegue inibir a entrada de
calcio na célula miocardica e nem evitar seus efeitos negati-
vos (Figura 1)01213],

Canal calcio
tipoL

Contratura miocardica

glicdlise anaerébica — H*

Edema celular — H,0

MIOCITO

Fig. 1 - Desenho esquemdatico das vias metabodlicas da cardioplegia
hipercalémica lesiva ao midcito.

Fisiologia do calcio na fibra cardiaca

O calcio age como efetor na fibra cardiaca, conectando
a fase de contracdo ventricular com a de excitagdo pelo po-
tencial de ac@o. Tal mecanismo ¢ chamado de acoplamento
excitagdo-contragdol'”l. A célula muscular estriada esqueléti-
ca também possui esse mecanismo, porém na fibra cardiaca
ha algumas diferencas que tém efeitos importantes sobre as
caracteristicas de sua contragaol".

Como no musculo esquelético, quando um potencial de
acao passa sobre a membrana do miocardio, também se es-
palha para o interior da fibra muscular cardiaca ao longo das
membranas dos tibulos T. Os potenciais dos tiibulos T, por
sua vez, causam a liberag@o instantanea de ions calcio das
cisternas do reticulo sarcoplasmatico para o interior do sar-
coplasma muscular. Os ions célcio entdo se difundem, em
alguns milésimos de segundo, para as miofibrilas, onde ca-
talisam as reagdes quimicas que promovem o deslizamento
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dos filamentos de actina e miosina entre si; isso, por sua vez,
produz a contracdo muscular. Até aqui, esse mecanismo de
acoplamento excitacdo-contracdo ¢ o mesmo que o do mus-
culo esquelético, mas nesse momento comega a surgir uma
diferenca fundamental. Além dos ions calcio liberados no
sarcoplasma a partir das cisternas do reticulo sarcoplasma-
tico, grandes quantidades de célcio também se difundem du-
rante o potencial de agdo dos tibulos T para o sarcoplasmal'™,

De fato, sem esse calcio extra dos tubulos T, é provavel
que a forca de contragdo do musculo cardiaco fosse consi-
deravelmente reduzida, uma vez que as cisternas do mus-
culo cardiaco sdo menos desenvolvidas que as do musculo
esquelético e nao armazenam calcio suficiente para produzir
contracao efetiva. Por outro lado, os tabulos T do muscu-
lo cardiaco t€ém didmetro cinco vezes maior que os do es-
quelético; no interior do tubulo T h4 quantidade grande de
mucopolissacarideos carregados eletronegativamente e que
fixam depdsito abundante de ions calcio, mantendo-o sempre
disponivel para difusdo no interior da fibra muscular cardiaca
quando ocorre potencial de acdo no tabulo T. Esse suprimen-
to extra de calcio a partir dos tibulos € pelo menos um dos
fatores que prolongam o potencial de acdo do musculo cardi-
aco e mantem sua contracdo durante 1/3 de segundo, em vez
de 1/10 desse tempo, como ocorre no musculo esquelético'™.

No final do platé do potencial de agdo, o suprimento de
novos ions calcio para o interior da fibra muscular ¢ subi-
tamente interrompida e os ions no sarcoplasma sdo rapida-
mente bombeados de volta para o reticulo sarcoplasmatico e
tubulos T, finalizando assim a contragdo até que ocorra novo
potencial de agdo!'.

E de especial interesse o fato de que a forga de contragio
do musculo cardiaco dependa da concentracao de ions calcio
nos liquidos extracelulares, o que normalmente ndo é o que
ocorre com o musculo estriado. A provavel razao disso € que
a quantidade de ions calcio nos tibulos T ¢ diretamente pro-
porcional a sua concentragdo no liquido extracelular. Con-
sequentemente, a disponibilidade de ions célcio para causar
contragdo do musculo cardiaco depende diretamente da pre-
senga desses ions no liquido extracelular!’).

Cardioplegia hipocalcémica

O meio extracelular sem calcio impede a sua internalizacao
tanto por via membrana celular como via reticulo sarcoplasma-
tico, evitando que haja contragdo dos miofilamentos. Mesmo
havendo potencial de a¢do, ndao ha contragdo do miocardio!.

Investigando o efeito da solugdo de cardioplegia hipocalcé-
mica em coracgdes imaturos de ovelhas submetidos a isquemia
e hipotermia, Aoki et al.'® verificaram que com concentragdo
fisioldgica de célcio houve piora da func¢do ventricular esquer-
da e da fungdo diastélica, aumento do consumo de oxigénio
e da resisténcia vascular coronariana quando comparado com
hipocalcemia, indicando que niveis baixos de célcio protege-
ram o coragdo dos efeitos deletérios da hipotermia e isquemia.

Baker et al.l'”!, comparando efeitos de diversas concentra-
¢oes de calcio na solugdo de St. Thomas em coragdes imatu-
ros de coelho, constataram que quanto menor a concentragdo
de célcio menor foi a concentragdo de creatinafosfoquinase
(CPK), mas a recuperacao do fluxo adrtico ndo teve a mesma
distribuicdo. Seu comportamento foi parabolico com zénite
em 0,3 mmol/L, quando o coracdo obteve seus maiores valo-
res de fluxo adrtico.

Na comparagdo entre solugdes hipocalcémica e normo-
calcémica na cardioplegia sanguinea em coragdes imaturos
isquémicos ou ndo de porcos em CEC, Bolling et al.'®! ob-
servaram que o grupo sem isquemia foi beneficiado indepen-
dentemente do tipo de cardioplegia; no grupo isquémico hou-
ve piora da fun¢do miocardica, dos niveis de ATP e aumento
da resisténcia vascular coronariana naqueles tratados com
cardioplegia normocalcémica, enquanto na hipocalcémica
foram obtidos os mesmos valores do grupo sem isquemia, in-
dicando que a hipocalcemia protegeu o cora¢do da isquemia.

Avaliando o consumo de oxigénio em coracdes de ratos
submetidos a cardioplegia hipocalcémica ou hipercalémica,
Burkhoff et al.'! averiguaram que o grupo hipocalcémico
apresentou consumo menor de oxigénio quando comparado
ao que utilizou solugdo rica em potassio.

Kronon et al.?”! concluiram que solucdo cardioplégica
com concentracado fisioldgica de calcio ¢ deletéria para cora-
¢des imaturos de porcos, exceto quando magnésio foi inclui-
do na soluc¢do (10 mEq/L), sendo o miocardio protegido dos
efeitos deletérios do calcio. Em outro trabalho, os mesmos
autores verificaram que quando o magnésio (tanto 5-6 mE-
g/L quanto 10-12 mEq/L) foi adicionado a solug@o hipocal-
cémica houve melhora significativa na contragdo miocardica
e reducdo da rigidez diastolical?!.

Mori et al.l??! relataram melhor recuperagdo da primeira
derivada da pressao desenvolvida do ventriculo esquerdo
(dP/dt), fluxo corondrio, valores menores de CPK e menor
edema celular em coracoes de coelho submetidos a cardio-
plegia com baixo teor de calcio (0,5 mmol/L) quando com-
parado com solucao sem calcio.

Robinson et al.?), utilizando concentragdo de calcio da
solucdo de St. Thomas (0,6 mmol/L), constataram melhora
da recuperacdo do fluxo aortico em 64%, CPK reduzida em
84% e arritmias de reperfusdo pds-isquémica também redu-
zidas, com retorno ao ritmo sinusal mais rdpido que no grupo
com a solu¢do habitual.

Em coragdes imaturos de coelhos com concentragdes de
célcio entre 0,6 ¢ 1,2 mmol/L submetidos a 1h de isquemia
normotérmica, Zweng et al.? relataram melhor recuperagio
do fluxo adrtico, pressao desenvolvida e dP/dt.

Diversos autores apontam que a cardioplegia sem célcio
esta associada a recuperagdo pior da fungdo cardiaca?>?42¢ ¢
dos fluxos coronario® e adrtico®l, ao aumento da creatino-
fosfoquinase?>?! e edema celular??). Tais alteragdes ocorrem
devido ao fenomeno denominado “paradoxo do calcio”, o
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que ndo ocorre quando adicionamos quantidade pequena de
calcio a solugdol'+7],

Um exemplo de solucdo hipocalcémica ¢ a solu¢ao de
Bretschneider. Além de adicionar tragos de calcio, também
incorpora beneficios da histidina, triptofano, cetoglutarato e
manitol.

A histidina (aminoacido) atua como sistema tampao na
solu¢do de modo dependente da temperatura. Quando colo-
cada a temperatura de 22°C, a histidina mantém o pH entre
7,02-7,20, ao passo que quando a temperatura é de 4°C, o pH
fica em torno de 7,40. Isso significa que a temperatura ideal
da solugdo ¢ de 4°C, pois mantém o pH em nivel fisiologi-
co. Esse aminodcido também inibe as metaloproteinases de
matriz, responsaveis pelo desenvolvimento da lesdo tecidual
durante a preservacao a frio. Além disso, a histidina também
age como impermeante de membrana celular, potencializan-
do o efeito osmético do manitol®!,

O triptofano contribui para manutencdo da integridade
das membranas celulares?®!. Hachida et al.*! relataram que a
auséncia do triptofano na solugdo provocou decréscimo sig-
nificativo na pressao maxima desenvolvida e do fluxo san-
guineo coronariano.

Hachida et al.*”) também avaliaram a auséncia do ceto-
glutarato na solugdo, o que resultou em decréscimo da pres-
s30 maxima desenvolvida e aumento da fragdo MB da creati-
nofosfoquinase, ambos de maneira significativa.

CONCLUSAO

A cardioplegia hipocalcémica ¢ segura na protecdo ao
midcito tanto em coragdes imaturos como em mais velhos,
pois evita deplecdo do ATP e acidose, e estd associada a boa
recuperacao da fung@o ventricular. Solugdes cardioplégicas
hipocalcémicas como a histidina-triptofano-cetoglutarato

10.
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2.2. O paradoxo do calcio — O que temos a
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Abstract

The calcium paradox was first mentioned in 1966 by
Zimmerman et al. Thereafter gained great interest from the
scientific community due to the fact of the absence of calcium
ions in heart muscle cells produce damage similar to ischemia-
reperfusion. Although not all known mechanisms involved in
cellular injury in the calcium paradox intercellular connection
maintained only by nexus seems to have a key role in cellular
fragmentation. The addition of small concentrations of calcium,
calcium channel blockers, and hyponatraemia hypothermia are
important to prevent any cellular damage during reperfusion
solutions with physiological concentration of calcium.

Descriptors: Heart Arrest, induced. Myocardial Ischemia.
Calcium.

INTRODUCAO

Na década de 1960 Zimmerman et al.'? descreveram lise
macica de cardiomidcitos ap6s administragdo de cardioplegia
com solugdo sem calcio seguido por reperfusdo com solugéo
com concentragdo fisioldgica de calcio em coragdo isolado
de ratos. A esse evento foi chamado “paradoxo do calcio”.

Diferentemente do que seria esperado, a auséncia com-
pleta do célcio ndo provocou somente a parada cardiaca, mas
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Resumo

O paradoxo do cilcio foi pela primeira vez citado em 1966 por
Zimmerman et al. A partir dai, ganhou grande interesse por parte
da comunidade cientifica internacional devido ao fato da auséncia
do ion calcio produzir na célula muscular cardiaca dano semelhante
a lesdo de isquemia-reperfusio. Apesar de ndo serem conhecidos
todos os mecanismos envolvidos no processo da lesdo celular no
paradoxo do célcio, a conexio intercelular mantida somente pelo
nexus parece ter papel chave na fragmentacio celular. A adi¢io
de pequenas concentragdes de calcio, bloqueadores de canal de
calcio, hiponatremia ou hipotermia sio importantes para evitar
que haja lesio celular no momento da reperfusio com solu¢des com
concentracio fisiologica de calcio.

Descritores: Parada Cardiaca Induzida. Isquemia Miocardica.
Cilcio.

também alterou as membranas celulares dos miocitos cardia-
cos, culminando na fase de reperfusdo com necrose dos mes-
mos, explicando o termo “paradoxo”!l.

Nos anos seguintes diversos pesquisadores estudaram
possiveis mecanismos fisioldgicos do paradoxo, culminan-
do com expressiva quantidade de trabalhos sobre o assun-
to, sendo muitos apresentados em 1983, no IX Congresso
Mundial da Sociedade de Pesquisa do Coragdo, realizado
em LondresBl.
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Abreviaturas, acronimos & simbolos

DNP Dinitrofenol

ADP Difosfato de adenosina
ATP Trifosfato de adenosina
VE Ventriculo esquerdo

Nesse evento foi compilado muito do que se sabia na épo-
ca a respeito da auséncia do célcio na solugdo cardioplégica,
da lesdo miocardica extensa a que essa solu¢do provoca e
formas alternativas para a elaboragdo de uma cardioplegia
hipocalcémica segural**l.

Apos quase 50 anos da descoberta desse paradoxo, este
trabalho objetiva discutir alguns efeitos lesivos do paradoxo
do calcio no coragdo, considerando-se sua importancia, me-
canismos moleculares, alteracdes celulares ultraestruturais,
acdo lesiva aditiva ou protetora quando colocado em associa-
¢do com outras solucdes e algumas formas de evita-lo.

Importincia do paradoxo do cilcio

Na década de 1980, o metabolismo do calcio no coragéo
foi bastante estudado. Nessa época, havia consenso sobre as
consequéncias da sucessao de um meio sem célcio seguido
por outro repleto dele para a célula muscular cardiaca, que
internaliza rapidamente esse ion, levando a mesma a citélise
e o coragdo a insuficiéncia cardiaca. Esse fenomeno ¢ seme-
lhante a lesdo de reperfusiol”.

Outro aspecto fundamental ¢ o conhecimento sobre me-
canismos envolvidos, pois solu¢des cardioplégicas ndo de-
vem causar dano celular. Solugdes cardioplégicas hipocalcé-
micas sdo efetivas para induzir parada cardiaca®. Entretanto,
substancias que interrompam ou amenizem efeitos colaterais
indesejaveis devem estar presentes para evitar disfungao ven-
tricular apds circulagdo extracorporeal’..

Estudos sobre vias metabodlicas que promovem ou inter-
rompem o seu processot'%, assim como suas relagdes com
insuficiéncia cardiacal''?tém sido publicados, aos quais dis-
correremos brevemente a seguir.

Mecanismo causal

Diversas hipoteses foram formuladas para explicar o pa-
radoxo do célcio como aumento da permeabilidade do célcio
no sarcolema!'’], no glicocalix!'*! e separagao dos discos inter-
calarest'>!'’), porém nenhuma ainda esclareceu todo o meca-
nismo do paradoxo do calcio.

E possivel também que a hipercalcemia intracelular ndo
seja causa primaria do paradoxo do célcio. Seu aumento pode
ocorrer como consequéncia de dano no sarcolema acompa-
nhado da entrada de quantidade moderada de calcio para cé-
lulas estruturalmente alteradas!!”.

A auséncia isolada de calcio pode provocar lesao celular,
mas seu efeito deletério ¢ potencializado em meios com ano-
xia, cafeina, 2,4-dinitrofenol (DNF), baldo ventricular (dis-

tensdo mecanica), etc. Todas essas condigdes causam lesdes
ao miocardio mesmo na auséncia de célcio extracelular!!®-22],
Outro mecanismo aceito € que o calcio adentre a célula de
maneira massiva, provocando lesdo e morte celular?’l.

Alteracoes celulares estruturais

A primeira descri¢do de mudangas estruturais no mioci-
to perfundido em meio livre de célcio foi realizada por Muir
et al.l', que verificaram alteragdes em discos intercalares e
glicocalix de midcitos em coragdes isolados de ratos. Discos
intercalares sdo estruturas complexas divididas em varias regi-
oOes, sendo a maior delas ocupada pela fascia adherens. Esses
530 os locais de maior tensdo entre as células no momento da
contragdo miocardica. Jungdes desmossomicas, chamadas de
macula adherens, estao presentes e servem para unir as células.
Nexus ou gap junctions sdo pontos focais de contato celular
intimo, sendo locais de sinalizac¢do elétrica entre as células®¥.

Muir et al.l' notaram que miocitos cardiacos subme-
tidos a perfusdo sem calcio apresentaram a partir de 30
minutos nitida separacdo nas regides da fascia adherens
e macula adherens, enquanto o nexus se mantinha intac-
to (Figura 1). Ashraf!'¥ ¢ Yates & Dhalla®! observaram
mudangcas similares em 10 a 15 minutos de exposi¢ao ao
mesmo meio. Periodos mais curtos, como 3 a 5 minutos.
geralmente ndo provocam separacao fisica na ultraestrutu-
ra dos discos intercalares!*.

3 ,_&4"”

Fig. 1 - Eletromicrografia de coragdo de rato apos 12 minutos em
perfusdo sem cdlcio em 37°C. Os discos intercalares estdo separados
nas regioes da fascia adherens (FA) mas ainda estdo interligadas
pelas jungées nexus (N). A ldmina externa do sarcolema (OL) ou
glicocalix esta destacado da membrana plasmatica dos miocitos.
Reproduzido de Ganote & Nayler, 1985/%/

O meio sem calcio aumenta a quantidade de sodio intra-
celular tanto em cultura de midcitos como no coragdo isola-
do. Passando para um meio rico em calcio, esse ion adentra
rapidamente as células via bomba antiporte Na*/Ca™, fun-
cionando ao contrario. As semelhangas terminam ai, pois ha
contragdo do midcito em cultura, mas nao citdlise, enquanto
que no coragdo isolado encontramos lise macica das células.
Esse fendmeno foi descrito como intolerancia ao calciol?6-28],
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A citdlise no momento que o miocito entra em contato
com solugao de reperfusdo rica em calcio ap6s sensibilizagdo
em meio sem esse ion ocorre porque essas células tém so-
mente discos intercalares conectando umas as outras, sendo
que durante a contracdo ha avulsdo dos mesmos com expo-
si¢do do meio intracelular de cada uma delas, explicando a
morte celular macica das mesmas!'®,

Outra mudanca que ocorre durante a perfusdo sem calcio
¢ o destacamento do glicocélix, que geralmente ¢ uma mu-
danga focal que ndo ¢ vista até 10 a 15 minutos apds a infusdo
da solugdo sem célcio. Frank et al.[?>3% mostraram que apesar
da lamina externa do glicocélix se destacar, h4 uma membra-
na mais interna que fica aderida na membrana celular.

Ashaf et al.l'¥ e Frank et al.*! observaram agregacao e re-
arranjo andmalos das moléculas constituintes da membrana
celular quando colocadas em meio sem calcio, fazendo com
que haja dano celular irreversivel devido a permeabilidade
alterada de membrana. Os mecanismos moleculares dessas
alteracdes ainda ndo sao conhecidos.

Fase de reentrada de calcio na célula

Ap6s 10-15 minutos em meio desprovido de célcio, o mi-
ocito estd sensibilizado, sendo estabelecida a separagdo dos
discos intercalares entre as células®!. Os sarcomeros de cada
célula condensam em uma unica banda de contragdo. As fas-
cia adherens permanecem conectadas aos sarcomeros, mas
estdo completamente separadas das membranas das células
adjacentes. Regides de discos intercalares, localizadas entre
as zonas de fascia adherens se tornam fragmentadas, per-
mitem que mitocOndrias adentrem o espago intercelular®',
Ganote et al.'”! mencionam que a hipotermia evita a lise da
fascia adherens e, por conseguinte, a citdlise.

A contragdo do sarcomero e a necrose celular sdo idénti-
cas aquelas observadas em outros tipos de lesdo como necro-
se por catecolamina e lesdo isquemia/reperfusdo. Entretanto,
deve ser enfatizado que a ultraestrutura celular quando em
meio sem célcio difere de todas as anteriores pela separagdo
dos discos intercalares e presenca de uma unica banda central
de contragdo®,

Tracos de calcio

Rebeyka et al.’? constataram em modelo de circulagdo
extracorporea que coragdes de caes perfundidos com solugdo
cardioplégica gelada sem cdlcio apresentaram pior recupe-
racdo da funcdo ventricular e maior area de necrose do que
aqueles em que a solugdo tinha apenas 70umol/L de célcio,
mostrando que mesmo concentragdes pequenas de calcio sdo
suficientes para proteger o coracdo do paradoxo do célcio.

Glicocalix

A separagdo da lamina externa do glicocélix da mem-
brana celular do midcito ocorre apos exposi¢do da célula ao
meio pobre em célcio®. Frank et al.'¥ cogitaram que essa

separagao seria responsavel pelo aumento da permeabilidade
do célcio na membrana. Entretanto, Nayler et al.l'”? utilizando
2 mM de célcio no lugar do magnésio no periodo privado
de célcio demonstrou que apesar de ainda haver destacamen-
to do glicocdlix, ndo havia aumento da permeabilidade de
membrana ao célcio e Slade et al.?* também ja observaram
que midcitos colocados em meio tampao sem célcio também
perdem o glicocalix, sem, contudo, haver alteragdo do influ-
xo do ion célcio.

Com a utilizacdo da neuramidase ha separagdo completa
do glicocalix dos midcitos com aumento da permeabilida-
de celular ao célcio. Para explicar esse fenomeno, Ganote et
al.”®! postulam que nesse caso as glicoproteinas de membra-
na também seriam danificadas, perdendo o controle do fluxo
de calcio.

ATP

Ruigrok et al.?* demonstraram que a liberagdo macica
de enzimas que ocorre na fase de reperfusdo com calcio ¢é
dependente de energia. Essa conclusdo é baseada em experi-
mentos que consumiam o ATP intracelular do miécito com
perfusdo anoxica ou na inclusdo dessa célula em meio sem
glicose. As células cardiacas ndo liberavam enzimas na fase
de calcio normal apds 5 minutos de perfusao sem célcio de-
vido a deplegdo do ATPBE*,

Bloqueadores dos canais de calcio

Baker & Hearsel*! observaram que o efeito dos bloquea-
dores dos canais de calcio sdo melhor demonstrados quando
ha baixa concentragdo de calcio no extracelular na reperfu-
sdo. Nessas condi¢des, a entrada do célcio acontece prefe-
rencialmente pelos canais lentos da membrana. A limitagao
dessa entrada permite a recuperacao da lesdo dos discos in-
tercalares e do sarcolema. Em solugdes com concentracao fi-
sioldgica de célcio na solucao de reperfusao, os bloqueadores
dos canais de calcio oferecem pouca protecdo para o para-
doxo, sugerindo que mais de uma via seja importante para a
entrada do célcio na célulal®®.

Sédio

Dhalla et al.?” mostraram que quando a concentragio de
sodio ¢ reduzida para 35mM na fase sem célcio, a magnitu-
de da injuria tecidual ¢ reduzida na fase de reperfusdo com
calcio. Isso ocorre devido a baixa concentracao do sddio, que
lentifica a entrada do calcio na membrana pela bomba anti-
porte Na*/Ca™, facilitando o reequilibrio idnico intracelular e
prevenindo a contratura que levaria a morte celular®”,

Durante o periodo sem célcio, a baixa concentracao de s6dio
reduz o gradiente transmembrana e retarda o efluxo de célcio e
o influxo de sodio. Isso retardaria tanto a retirada do célcio intra-
celular quanto a lesao celular provocada pela falta desse ion. No
periodo com calcio normal o sodio baixo também seria benéfi-
co, pois reduz o influxo de calcio via bomba antiporte Na*/Ca*,
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funcionando ao contrario. A eliminagao lenta de célcio quando
a célula esta sem ele e a internalizagdo mais lenta no periodo de
reperfusao da a célula condigdes de reestabelecer seu equilibrio
i6nico antes de qualquer lesdo estrutural®”.

Hipotermia

Hipotermia protege o midcito do paradoxo do calciol*33),
Ela previne a separagdo do disco intercalar e o destacamento
do glicocalix“. Além disso, reduz a troca Na*/Ca*?, podendo
diminuir a perda do ion Ca™? no momento da perfusio sem
calcio®!. A temperatura ideal encontrada para prote¢do mio-
cardica do paradoxo do calcio foi 22°CH2-44],

Lesao mecanica

Ganote et al.?” afirmam que quando coragdes isolados
de ratos sdo colocados em an6xia em meio com concentra-
cdo fisiologica de célcio, a distensdo do baldo volumétrico
em ventriculo esquerdo (VE) ocorre com pequeno aumento
enzimatico decorrente da lise celular, mas a distensdo de VE
¢ dificil. Quando o meio ¢ livre de célcio e normoxia, a dis-
tensdo € facil e também a liberacdo enzimatica é pequena.
Entretanto, quando temos anodxia e meio livre de calcio, ha
liberagdo macica de enzimas celulares.

Isso ocorre porque coragdes andxicos conseguem supor-
tar a tensdo de parede que o balao imprime devido aos dis-
cos intercalares estarem integros. A distensdo da cavidade
ocorre por meio de elongacdo dos sarcomeros, com lesao dos
mesmos. Em meio livre de calcio e normoxia, as fibras mus-
culares j& estdo relaxadas e a tensdo produzida pelo baldo
ndo ¢ suficiente para ocasionar avulsdo de disco intercalar
fragilizado. Mas, quando a andxia e meio sem calcio estdo
superpostos, a célula mantém a rigidez dos sarcomeros com
a fragilidade dos discos intercalares. A pressdo do baldo insu-
flado lesa diretamente essa regido, acarretando liberagdo de
enzimas intracelulares?”!.

Dinitrofenol

O dinitrofenol (DNP) ¢ um acido lipossoluvel fraco que
age como protondforo (translocador de préotons), entra na mi-
tocondria com carga positiva e sai com carga negativa, crian-
do transporte de elétrons para fora da mitocondria, evitando a
conversdo do ADP em ATP®], Também provoca contratura
ventricular rapida tanto em coracdes submetidos a meio livre
de calcio como naqueles com concentracdo normal desse ion.
No entanto, naqueles em meio sem calcio provoca lise celu-
lar maciga??(Figura 2).

Essa observagdo é consistente com a hipotese que con-

@
Fig. 2 - Eletromicrografia de coracdo de rato apos 5 minutos em
perfusdo sem cdlcio, seguido de 15 minutos com adi¢do de DNP ao
primeiro perfusato. Os sarcomeros aqui estdo contraidos, tracionando
a fascia adherens (FA) e provocando lesdo na membrana celular do
miocito na regido do nexus. O citosol esta exteriorizado na forma de
blebs (B) na regido intercelular. Reproduzido de Ganote & Nayler,
1985031

Cafeina

A cafeina provoca liberacao do célcio do sarcolema, mas
ndo na mitocondrial*®!. Assim, o calcio aumenta discretamen-
te no intracelular, porém, sem sobrecarga do mesmol!. A
contragdo persistente produzida pela cafeina ¢ dependente do
calcio, sendo que em sua auséncia hé sustentacao por apenas
20 a 30 segundos, seguida por relaxamento!!'®),

Coragdes perfundidos com solucdo com cafeina, mas
sem calcio a 22°C ndo manifestam aumento de enzimas, mas
aqueles que sdo mantidos a 37°C apresentam lesdo semelhan-
te a do paradoxo do calcio*®l.

Considerando que o aumento da concentracdo de calcio
no intracelular ndo é expressivo, porque nao houve reperfu-
sdo com calcio, ¢ improvavel que a lesdo seja originaria de
intoxicag¢do por calcio, mas sim por acao direta da contragdo
ventricular no sarcolemat'l.

CONCLUSAO

Devemos temer o fendmeno conhecido como “paradoxo
do célcio”, pois lesa irreversivelmente a membrana do mié-
cito, provocando extrusdo do conteudo celular. Entretanto,
apesar de seus mecanismos biomoleculares ainda nao se-
rem completamente conhecidos, medidas como hipotermia,
hiponatremia e presenca de tracos de célcio na solugdo de
perfusdo diminuem o risco dessa lesdo, possibilitando a recu-
peracao da funcao ventricular apds parada cardiaca induzida.

Papéis & responsabilidades dos autores

tratura separa fisicamente as células, causando a lise celu- MABO Autor principal n '
lar naquelas em meio sem célcio. O DNP por si sO causa a ACB Ajuda no levantamento bibliogréfico e tradugdo artigos

30 d Jul ~ d rio adici i CAS Ajuda no levantamento bibliografico e tradugao dos artigos
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Abreviaturas, acronimos & simbolos

ATP Trifosfato de adenosina

BSA Soro fetal bovino

DOM Densidade 6ptica média

HTG Histidina-triptofano-glutamato
HTK Histidina-triptofano-cetoglutarato
1L Interleucina

iy Intraperitoneal

UA Unidades arbitrarias

cardiaca é procedimento comum e permite que o cirurgiio
realize os procedimentos cirirgicos em ambiente isento de
sangue ¢ movimento. Os autores comparam, em modelo de
coracio isolado de rato, uma nova solucio cardioplégica com
histidina-triptofano-glutamato (grupo 2) com a histidina-
triptofano-alfacetoglutarato (grupo 1) ja utilizada de rotina por
alguns cirurgides cardiacos.

Objetivo: Avaliar por analise imuno-histoquimica a caspase,
a IL-8 e KI-67 em coracdes isolados de ratos.

Meétodos: 20 ratos machos de raca Wistar foram anestesiados

INTRODUCAO

A indu¢do da parada temporaria do coragdo durante a
cirurgia cardiaca ¢ um procedimento relativamente comum
que permite ao cirurgido realizar procedimentos em ambiente
isento de sangue e movimento [1-3]. Um dos agentes cardio-
plégicos utilizados € a solugdo histidina-triptofano-cetoglu-
tarato (HTK).

O HTK foi testado por Bretschneider et al. [4], na Alema-
nha, em 1975. Seu mecanismo de a¢do vem da auséncia do
calcio, que evita seu influxo para o interior da célula pelos
canais de calcio tipo “L” na fase de platd do potencial de
ac¢do, inibindo a libera¢do de mais calcio do reticulo sarco-
plasmatico do midcito, resultando na inativacdo dos miofi-
lamentos [5,6].

Esse mecanismo ¢ complementado pela protegao celular
dada pelos constituintes dessa solugdo, cujas fungdes prin-
cipais incluem: 1- histidina: sistema tampao dependente de
temperatura, inibidor de metaloproteinases de matriz e im-
permeante celular [7]; 2- triptofano: atua na manutencdo
da integridade da membrana celular [8] e, 3- cetoglutarato:
melhora pressdo maxima desenvolvida e evita aumento da
fracdo MB da creatinofosfoquinase [8].

Segundo Pisarenko et al. [9], a substituigdo do alface-

e heparinizados. O torax foi aberto, realizado cardiectomia e
infundido 40 ml/kg de solucio cardioplégica apropriada. Os
cora¢des foram mantidos por 2 horas na mesma soluciio a 4°C
e, apos esse periodo, colocados em aparato de Langendorff por
30 minutos com solu¢io de Ringer Locke. Foram feitas analises
imuno-histoquimicas para caspase, IL-8 e KI-67.

Resultados: A concentracdo de caspase estava menor no
grupo 2 e da KI-67 estava mais elevada no grupo 2, ambos com
P<0,05. Nao houve diferenca estatistica entre os valores de IL-8
entre os grupos.

Conclusdo: A solu¢do com histidina-triptofano-glutamato
foi melhor que a com histidina-triptofano-cetoglutarato, pois
reduziu a caspase (apoptose), aumentou o KI-67 (proliferacio
celular) e ndo apresentou valores diferentes de IL-8 (inflamacio
e necrose) que no grupo 1. Isso sugere que a solucio histidina-
triptofano-glutamato foi mais eficiente que a histidina-
triptofano-cetoglutarato na preservacao dos cardiomiécitos dos
coracdes de ratos.

Descritores: Parada Cardiaca Induzida. Isquemia Miocardica.
Coracio.

toglutarato pelo glutamato traria algumas vantagens para o
midcito: a diminuig¢do do lactato e a elevagdo do pH na ma-
triz mitocondrial, mesmo em isquemia, evitando a acidose
intracelular e o edema, contribuindo para a manutengdo do
trifosfato de adenosina (ATP) intracelular, protegendo o mid-
cito da les@o de isquemia-reperfusao.

Por sua vez, a redugdo da lesdo de reperfusdo provocaria
diminuicdo da caspase [10-12] e da IL-8, devido a reducéo da
apoptose e da necrose celular, respectivamente [13,14]. En-
tretanto, a diminuigdo da lesdo de reperfusdo pode ndo estar
atuando sozinha em beneficio ao midcito. Proteinas prolife-
rativas, como o KI-67, poderiam voltar a serem codificadas,
contribuindo para a redugdo da morte celular e mesmo for-
magcdo de novas fibras miocardicas [15,16].

Este trabalho objetiva avaliar solu¢do de HTG como
agente cardioplégico em coracgdo isolado de ratos, conside-
rando analise imuno-histoquimica dos marcadores caspase,
IL-8 e KI-67.

METODOS
Apbds aprovagdo do Comité de Etica em Experimentagdo

Animal da Faculdade de Medicina de Sao José¢ do Rio Pre-
to (autorizagdo nimero 015/2012), foram utilizados 20 ratos
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(10 para cada grupo), machos, raca Wistar, com peso médio
de 280429 gramas.

Todos os animais receberam cuidados conforme reco-
mendagdes do Committee on Care and Use of Laboratory
Animals - Institute of Laboratory Animal Resources (ILAR)
- National Research Council, Estados Unidos [17].

Protocolo Experimental

Os animais foram anestesiados com injecao de 65 mg/kg
intraperitoneal de pentobarbital sédico e receberam hepari-
nizagdo sistémica IP (500 Ul/kg). Apos a abertura do torax,
foi realizada cardiectomia. Os coracdes receberam solucao
de Ringer lactato para “lavar” a drvore coronariana e, em se-
guida, solucdo cardioplégica conforme seu grupo.

Os coragdes nessa fase do experimento foram divididos em
2 grupos. No grupo 1, foi utilizada solugdo de HTK a 4°C e,
no grupo 2, solucao de histidina-triptofano-glutamato (HTG) a
4°C. A Tabela 1 apresenta a composicao de cada uma das solu-
¢oes. Em todos os casos, a infusdo da cardioplegia foi feita em
dose tinica de 40 ml/kg na raiz da aorta, seguida por imersao
do 6rgdo na mesma solugdo por 2 horas a 4°C.

Apoés esse tempo, os coragdes foram colocados em sis-
tema de Langendorff e perfundidos com solugdo tampao de
Ringer Locke oxigenado, em normotermia e pressao cons-
tante de 100 cm H,O, por método gravitacional durante 30
minutos. A drenagem do ventriculo direito foi realizada pela
abertura da artéria pulmonar, sendo mantido intacto o atrio
direito no intuito de preservar o n6 sinusal [18].

Foram inseridos trés fios de marca-passo epicardico em
pontos equidistantes dos ventriculos para documentagao ele-
trocardiografica dos eventos cardiacos. Foi anotado o tem-
po de inicio da fibrilagdo ventricular e o primeiro batimento
cardiaco contado a partir do inicio da infusdo da solugdo de
Ringer Locke.

Tabela 1. Composi¢édo das solugdes utilizadas.

Substancia HTK (g/L) HTG (g/L)
Cloreto de sddio 0,8766 0,8766
Cloreto de potassio 0,671 0,671
Cloreto de magnésio 0,8132 0,8132
Cloreto de calcio 0,0022 0,0022
Potassio-hidrogénio-2-cetoglutarato 0,1842 -
Glutamato - 0,1842
Histidina 27,9289 27,9289
Cloreto de histidina, H,O 3,7733 3,7733
Triptofano 0,4085 0,4085
Manitol 5,4651 5,4651
Agua para injegio a 1000 ml a 1000 ml

HTK: histidina-triptofano-cetoglutarato; HTG: histidina-triptofano-
glutamato

Tabela 2. Relag@o dos anticorpos utilizados.

Anticorpo Especificidade Diluigdo ~ Tampdo Laboratério
anti-KI-67 Monoclonal 1:200  Citrato pH6 Biocare Medical
anti-Caspase 3 Policlonal 1:1000  Citrato pH6 Abcam
anti-IL-8 Monoclonal 1:50  Citrato pH6 Santa Cruz

Apds 30 minutos de infusdo de Ringer Locke, o expe-
rimento foi descontinuado. Os cora¢des foram retirados do
sistema de Langendorff, sendo coletados fragmentos de apice
cardiaco, que foram armazenados em tubos estéril tipo Fal-
con contendo formol 10%, para posterior preparagao histolo-
gica e imuno-histoquimica.

Preparacio histolégica e técnica imuno-histoquimica

Inicialmente, o material foi incluido em parafina, pro-
cedimento que oferece resisténcia permitindo seu corte em
espessura de 3 um e colocados em laminas silanizadas. A
silanizagdo das laminas consistiu na preparagdo destas com
um adesivo que fixa o fragmento as laminas, impedindo seu
descolamento durante o procedimento imuno-histoquimico.
Para tanto, estas foram imersas em acetona PA (2 minutos),
solugdo de silano 4% diluido com acetona (2 minutos) e no-
vamente em acetona PA (4 a 5 mergulhos). A secagem das
laminas foi realizada na estufa a 60°C.

O bloco foi preso ao micrétomo, a espessura do corte foi
regulada para 3 um e os cortes colocados em lamina silani-
zada identificada e deixados na estufa a 60°C por 24 horas.
As laminas passaram pelo processo de desparafinizagdo em
xilol, seguida por hidratagdo em alcool absoluto I, II e III,
finalizando com seis mergulhos em agua corrente, incubados
com 3% de perdxido de hidrogénio por 30 minutos para o
bloqueio da peroxidase enddgena.

A recuperagdo antigénica foi realizada na panela a vapor
com tampao especifico para cada anticorpo por 30 minutos
(Tabela 2). Em seguida, as laminas foram encobertas com
solug@o contendo soro fetal bovino (BSA) e incubadas com
0 anticorpo primario.

Apds essa etapa, as laminas foram lavadas em solugdo
PBS por 15 minutos ¢ incubadas com kit Starr Trek Uni-
versal HRP Detection (Biocare Medical®), que consistiu no
anticorpo secundario biotinilado por 1 hora e no complexo
estreptavidina-peroxidase por 30 minutos, seguidas de la-
vagem com PBS por 15 minutos. A revelagdo foi feita com
substrato cromégeno (Betazoidchromogen DAB) do kit Starr
Trek Universal HRP Detection (Biocare Medical®) de 2 a 5
minutos ¢ a contracoloragdo com hematoxilina de Harrys por
40 segundos. Os tecidos foram desidratados em alcool em
grau crescente e banhados no xilol antes da montagem das
laminas em meio ERV-MOUNT (Erviegas®).

Os controles negativos das reagdes foram obtidos pela
omissdo do anticorpo primario. Foram utilizados tecido de
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tonsila para reagdes de KI-67 e caspase 3 e como controle
positivo tecido de mama para reacao de IL-8.

Quantificacdo da marcaciao imuno-histoquimica

As laminas foram fotografadas e as enzimas quantifica-
das pelo sofiware AxioVision no aumento de 40X do micros-
copio Axioskop 2 Zeiss. Para cada amostra, foram selecio-
nadas trés regides do tecido cardiaco e 20 pontos das células
miocardicas foram marcados em cada regido. Assim, foram
analisados 60 pontos diferentes de cada amostra, obtendo a
média da intensidade relativa de imunorreatividade. Os valo-
res foram obtidos em unidades arbitrarias (UA). A densidade
optica média (DOM) foi obtida com a ajuda da férmula:

DOM =255 -UA

Essa formula demonstrou a intensidade da imunocolora-
¢a0 especificamente nas areas imunorreativas.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normali-
dade de Kolmogorov-Smirnov e, subsequentemente, a ana-
lise paramétrica pelo teste t de Student ndo pareado ou nao
paramétrica pelo teste de Mann-Whitney, quando adequado,
e teste exato de Fisher para dados categdricos. Os resultados
foram expressos somente em média + desvio padrao devido
ao fato de todas as variaveis se comportarem como quantita-
tivas continuas com distribuicao Gaussiana. Os valores de P
foram apresentados, sendo que aqueles que foram menores
que 0,05 foram considerados significantes. Utilizou-se o pro-
grama de célculos estatisticos GraphPad Instat e Prism 6.0,
ambos para Windows®.

RESULTADOS

O peso médio dos animais foi 277,4424,6 g (grupo 1) e
288+34,5 g (grupo 2), respectivamente, ndo havendo dife-
rencga significante entre os grupos (P=0,4396). Com relagdo
ao volume médio de Ringer Locke coletado de seio corona-
rio ao final de 30 minutos (363,1+177,3 ml e 277,4+33,7 ml,
respectivamente), ndo houve diferenga significante entre os
grupos (P=0,1923).

Achados durante perfusio com solu¢do cardioplégica
e Ringer Locke

Todos os coragdes apresentaram perfusdo adequada de
cardioplegia e Ringer Locke, evidenciada pela coloracao cla-
ra na parede ventricular. A frequéncia cardiaca média, apds
5 minutos de perfusdo (233+£36 e 188+53,4 batimentos por
minuto, respectivamente), apresentou diferenca significan-
te (P=0,0086). O tempo de inicio de fibrilacdo ventricular
(49+28,2 e 45+17 segundos, respectivamente) e o tempo
de primeiro batimento (153+78 e 117+96,8 segundos, res-
pectivamente) ndo demonstraram diferenca significante
(P=0,5869 e P=0,187, respectivamente).

Achados imuno-histoquimicos

Apds 2 horas de isquemia e 30 minutos de reperfusdo,
a atividade da caspase foi significativamente menor no gru-
po 2 (P<0,0001), a atividade de KI-67 foi maior no grupo
2 (P<0,0001) e a da IL-8 nao foi diferente entre os grupos
(Figura 1).
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Fig. 1 - Histogramas demonstrando densidades opticas médias
de: (A) caspase, (B) KI-67 e (C) IL-8. Grupo 1: solug¢do com
histidina-triptofano-acetoglutarato, Grupo 2: solu¢do com histidina-
triptofano-glutamato

DISCUSSAO

Isquemia miocardica causa diversos efeitos cardiacos,
tais como: diminui for¢a de contracdo; aumenta pressao dias-
tolica, indicando contratura das miofibrilas em condigdes
isovolumétricas; provoca queda na fosfocreatina e ATP; di-
minui a contratura, glutamato e aspartato e; aumenta lactato,
piruvato, alanina e succinato [9]. Segundo Pisarenko et al.
[9], a adicdo de glutamato no perfusato mantém o ATP in-
tracelular e diminui tanto o lactato quanto o piruvato, que
contribuiriam para acidose. Esses efeitos contribuem para
melhorar a fun¢do cardiaca na recuperagdo apos isquemia.
Nossos resultados demonstram comportamento semelhante
nas duas solugdes estudadas referentes ao tempo de fibrilagao
ventricular e tempo de primeiro batimento, entretanto foi me-
lhor para grupo 2 para frequéncia cardiaca, que se encontra-
va mais baixa, o que pode ser correlacionado provavelmente
com menor acidose do midcito.

Outro processo que esta intrinsecamente relacionado
com lesdo isquemia-reperfusdo ¢ a apoptose [10,11], carac-
terizada por alteragdes morfoldgicas, como condensacao da
cromatina, fragmentagdo do nucleo e formacgdo de “corpos
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apoptoticos”. Essas mudancas sdo feitas por uma familia de
proteases denominadas caspases [12]. O grau de ativacao das
caspases ¢ diretamente relacionado ao grau de apoptose, que
desempenha fator critico na recuperagao da fungdo cardia-
ca [13]. Nossos resultados demonstram atividade de caspase
menor no grupo 2, sugerindo um potencial protetor para fun-
¢a0 miocardica.

Em contraste com a apoptose, a necrose € um processo
irreversivel de morte celular em consequéncia a quebra na
homeostase celular. H4 ruptura da membrana celular, com
extravasamento do citosol ao meio extracelular, marginagao
leucocitaria e ativagdo da cascata inflamatoria [13,14]. An-
selmi et al. [14] descreveram pico da IL-8 em 35 minutos de
reperfusdo e da IL-6 em 75 minutos. Lee et al. [13] afirma-
ram que a solu¢do de HTK inibe aumento das interleucinas.
Assim, como nesta pesquisa nao houve diferenca significa-
tiva da IL-8 entre os grupos 1 e 2, podemos inferir que a
proteg¢do anti-inflamatoria dada pela solugdo HTG nao foi
diferente daquela dada pela solugao HTK.

Coragdes de mamiferos apresentam pequena capacidade
proliferativa ap6s o nascimento. Um dos marcadores utili-
zados para avaliar prolifera¢ao celular ¢ o KI-67 [15]. Com
esse marcador, Walsh et al. [16] demonstraram que 12% a
23% dos cardiomidcitos fetais de ratos apresentam atividade
proliferativa, passando a 1% a 8% até o 7° dia e praticamen-
te indetectavel a partir do 14° dia. Em nosso estudo, houve
aumento significativo do KI-67 no grupo 2, demonstrando
atividade proliferativa precoce da solu¢do HTG garantida ja
com 2 horas de isquemia. Associado a isso, Walsh et al. [16]
também chamam a atencdo da atividade do KI-67 também
ser inversamente proporcional a apoptose, o que também ¢
confirmado em nosso estudo, no qual a caspase ¢ menor no
grupo 2 que no 1. Entretanto, o aumento da atividade des-
se marcador ¢ preocupante, pois ja foi associado a mixomas
[19,20] e sarcomas cardiacos [21].

Apesar dos resultados aqui obtidos serem concordantes
com os da literatura, ainda ndo sdo definitivos em relacao
a substituicdo do alfacetoglutarato pelo glutamato. Analises
quantitativas com ATP e outros marcadores nucleares para
proliferacao celular devem ser utilizados visando a uma con-
clusdo mais abrangente e segura. Outro aspecto relevante ¢
a concentracdo do glutamato. Teria o mesmo efeito protetor
no corac¢ao se alterarmos sua concentragdao? Novos estudos
ainda sdo necessarios para responder essas questdes.

CONCLUSAO

A analise imuno-histoquimica da substituicdo do alface-
toglutarato pelo glutamato na cardioplegia com histidina e
triptofano demonstrou que as células musculares cardiacas
ndo apresentaram maior ocorréncia de necrose, visto pela
mensuracao da IL-8, apresentaram menor ocorréncia de
apoptose, confirmado pelos valores mais baixos da caspa-

se no grupo 1 e melhor atividade proliferativa, com valores
maiores da KI-67 em relagdo ao grupo 1. Isso sugere que a
solugdo HTG foi mais eficiente que a HTK na preservacao
dos cardiomiocitos dos coragoes de ratos.
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Abstract

Introduction: Solutions that cause elective cardiac arrest
are constantly evolving, but the ideal compound has not yet
been found. The authors compare a new cardioplegic solution
with histidine-tryptophan-glutamate (Group 2) and other one
with histidine-tryptophan-cetoglutarate (Group 1) in a model
of isolated rat heart.

Objective: To quantify the fractal dimension and Shannon
entropy in rat myocytes subjected to cardioplegia solution using
histidine-tryptophan with glutamate in an experimental model,
considering the caspase markers, IL-8 and KI-67.

Methods: Twenty male Wistar rats were anesthetized and
heparinized. The chest was opened, the heart was withdrawn and
40 ml/kg of cardioplegia (with histidine-tryptophan-cetoglutarate
or histidine-tryptophan-glutamate solution) was infused. The
hearts were kept for 2 hours at 4°C in the same solution, and
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thereafter placed in the Langendorff apparatus for 30 min with
Ringer-Locke solution. Analyzes were performed for immuno-
histochemical caspase, IL-8 and KI-67.

Results: The fractal dimension and Shannon entropy were
not different between groups histidine-tryptophan-glutamate
and histidine-tryptophan-acetoglutarate.

Conclusion: The amount of information measured by Shan-
non entropy and the distribution thereof (given by fractal dimen-
sion) of the slices treated with histidine-tryptophan-cetoglutarate
and histidine-tryptophan-glutamate were not different, showing
that the histidine-tryptophan-glutamate solution is as good as
histidine-tryptophan-acetoglutarate to preserve myocytes in
isolated rat heart.

Descriptors: Heart Arrest, induced. Apoptosis. Myocardial
Ischemia.

Enderego para correspondéncia:

Marcos Aurélio Barboza de Oliveira

Avenida Republica do Libano, 2700, casa 80 - Sdo José do Rio Preto, SP,
Brasil. CEP: 15092-440

E-mail: m_aurelio@sbccv.org.br

Trabalho realizado na Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto (FA-
MERP), Séo José do Rio Preto, SP, Brasil.

Nao houve suporte financeiro.

Artigo recebido em 19 de novembro de 2013
Artigo aprovado em 23 de fevereiro de 2014

156

Rev Bras Cir Cardiovasc | Braz J Cardiovasc Surg



Oliveira MAB, et al. - Comparison of fractal dimension and Shannon entropy
in myocytes from rats treated with histidine-tryptophan-glutamate and
histidine-tryptophan cetoglutarate

Rev Bras Cir Cardiovasc 2014;29(2):156-62

Abreviaturas, acronimos & simbolos

HTG Histidina-triptofano-glutamato
HTK Histidina-triptofano-cetoglutarato
iy Intraperitoneal

Resumo

Introducgdo: As solucdes que provocam parada cardiaca ele-
tiva estdo em constante evolucio, porém, o composto ideal ainda
nao foi encontrado. Os autores comparam uma nova soluciio
cardioplégica com histidina-triptofano-glutamato (Grupo 2)
com histidina-triptofano-cetoglutarato (Grupo 1) em modelo de
coracao isolado de rato.

Objetivo: Quantificar a dimensio fractal e entropia de Shan-
non em midcitos de rato submetidos a cardioplegia utilizando
solucio histidina-triptofano com glutamato em modelo experi-
mental, considerando-se os marcadores caspase, IL-8 e Ki-67.

Meétodos: Vinte ratos machos de raca Wistar foram anestesia-
dos e heparinizados. O térax foi aberto, realizado cardiectomia

INTRODUCAO

Durante a cirurgia cardiaca ¢ usual a parada temporaria
do coracdo, permitindo ao cirurgido realizar a operacdo no
interior das cavidades cardiacas em ambiente isento de san-
gue e movimento. Antes que houvesse qualquer solucao que
produzisse parada cardiaca segura, foi de Gibbon em 1953
o mérito de utilizar uma técnica descrita por Senning em fe-
chamento de comunicacdo interatrial experimental em caes
utilizando fibrila¢do ventricular!.

Em 1955, Melrose et al.”) introduziram o conceito de pa-
rada quimica usando solugdo contendo 2,5% de citrato de po-
tassio, que despolariza a membrana celular e para a condugao
do potencial de ac¢ao. Entretanto, a concentragdo elevada de
potassio causou necrose miocardica focal e morte em muitos
pacientes, resultando em abandono da cardioplegia hiperca-
lémica como solugdo protetora por quase 20 anos. Em mea-
dos dos anos 70, cardioplegias alternativas contendo menos
potassio que a de Melrose foram introduzidas com sucesso,
como a solug@o de St. ThomasP, cardioplegia sanguinea de
baixo volume!*! e solug¢@o de histidina-triptofano-cetogluta-
rato (HTK)!®l. Apesar desses avangos, a solugdo de cardiople-
gia ideal ainda néo foi desenvolvidal#],

A substituicdo do cetoglutarato por glutamato tem con-
sequéncias ainda incertas no comportamento do musculo
miocardico, porém sera um meio eficaz de avaliar indire-
tamente sua incorporagdo ao Ciclo de Krebs, retirando o
piruvato da mitocondria, evitando assim a acidose que ¢
conhecidamente danoso tanto a célula quanto a seus meca-
nismos enzimaticos®..

Solucdes cardioplégicas com baixa concentra¢ao de cal-
cio como o HTK podem provocar o chamado “paradoxo do

e infundido 40 ml/Kg de solucio cardioplégica apropriada. Os
coragdes foram mantidos por 2 horas na mesma soluciio a 4°C
e, apos esse periodo, colocados em aparato de Langendorff por
30 minutos com solu¢io de Ringer Locke. Foram feitas andlises
imunohistoquimicas para caspase, IL-8 e KI-67.

Resultados: A dimensio fractal e a entropia de Shannon dos
coracdes submetidos a parada cardiaca eletiva nos grupos 1 e 2
nio foram diferentes.

Conclusdo: A quantidade de informacdes avaliada pela
entropia de Shannon e a distribuicio das mesmas (dada pela
dimensdo fractal) nas lAminas de coracio de rato submetidas
a cardioplegia com solucfo histidina-triptofano-acetoglutarato
ou histidina-triptofano-glutamato nao foram diferentes, o que
mostra que a solugio de histidina-triptofano-glutamato é tao boa
quanto a histidina-triptofano-cetoglutarato na preservacio dos
miocitos em modelo de coragao isolado de rato.

Descritores: Parada Cardiaca Induzida. Apoptose. Isquemia
Miocardica.

calcio”, desestabilizando a membrana celular, o que culmina
com necrose, marginagéo leucocitaria e apoptose!'®’. Modifi-
cacdes histologicas provocadas por solucdes cardioplégicas
poderiam gerar alteracdo na quantidade e distribui¢do de in-
formacao contida na lamina. Ja ¢ fato conhecido que altera-
¢oOes estruturais teciduais podem ser quantificadas por meio
da dimensdo fractal e entropia de Shannon!'"I,

A anélise da dimensao fractal e entropia de Shannon fo-
ram recentemente usadas em varias areas da medicina como
cardiologia, neurologia, oftalmologia ¢ radiologial'’"3], sen-
do uteis na caracterizagdo de estruturas irregulares e com-
plexas!'-13141 Utilizando analise fractal, Arruda et al.l''l e
Douglas et al.l'?! correlacionaram grau de desdiferenciagdo e
invasividade tumoral em cancer de prostata e grau de rejei¢@o
em tumores cardiacos, respectivamente.

O presente trabalho objetiva avaliar se a solu¢do de es-
tudo histidina-triptofano-glutamato (HTG) ¢ melhor que a
HTK (solugdo padrao) por meio da dimensao fractal e entro-
pia de Shannon em midcitos de rato submetidos, consideran-
do-se os marcadores caspase, IL-8 e KI-67.

METODOS

Ap6s aprovagdo do Comité de Etica em Experimentagio
Animal da Faculdade de Medicina de Sao Jos¢ do Rio Pre-
to (autorizagao numero 015/2012), foram utilizados 20 ratos
(10 para cada grupo), machos, raga Wistar, com peso médio
de 280429 gramas.

Todos os animais receberam cuidados conforme reco-
mendagdes do Committee on Care and Use of Laboratory
Animals - Institute of Laboratory Animal Resources (ILAR)
- National Research Council, Estados Unidos!"l.
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Protocolo Experimental

Os animais foram anestesiados com inje¢do de 65 mg/
Kg intraperitoneal (IP) de pentobarbital sddico e receberam
heparinizagdo sistémica IP (500 Ul/kg). Apds a abertura do
torax, foi realizada cardiectomia. Os coragdes receberam so-
lucdo de Ringer lactato para “lavar” a arvore coronariana e,
em seguida, solucao cardioplégica conforme seu grupo.

Os coragdes nessa fase do experimento foram divididos
em dois grupos. No Grupo 1 foi utilizada solu¢do de HTK a
4°C e, no Grupo 2, solugdo de histidina-triptofano-glutamato
(HTG) a 4°C. A Tabela 1 mostra a composi¢ao de cada uma
das solugdes. Em todos os casos a infusdo da cardioplegia foi
feita em dose Unica de 40 ml/Kg na raiz da aorta, seguida por
imersdo do 6rgdo na mesma solugdo por 2 horas a 4°C.

Apbs esse tempo, os coragdes foram colocados em sis-
tema de Langendorff e perfundidos com solugdo tampao de
Ringer Locke oxigenado, em normotermia e pressao cons-
tante de 100 cm H,O, por método gravitacional durante 30
minutos. A drenagem do ventriculo direito foi realizada pela
abertura da artéria pulmonar, sendo mantido intacto o atrio
direito no intuito de preservar o nd sinusal'®!,

Foram inseridos trés fios de marca-passo epicardico em
pontos equidistantes dos ventriculos para documentagao ele-
trocardiografica dos eventos cardiacos. Foi anotado o tem-
po de inicio da fibrilagdo ventricular e o primeiro batimento
cardiaco contado a partir do inicio da infusdo da solugdo de
Ringer Locke.

Tabela 1. Composi¢do das solugdes utilizadas.

Substéancia HTK (g/L) HTG (g/L)
Cloreto de sddio 0,8766 0,8766
Cloreto de potassio 0,671 0,671
Cloreto de magnésio 0,8132 0,8132
Cloreto de calcio 0,0022 0,0022
Potassio-hidrogénio-2-cetoglutarato 0,1842 ---
Glutamato - 0,1842
Histidina 27,9289 27,9289
Cloreto de histidina, H,0 3,7733 3,7733
Triptofano 0,4085 0,4085
Manitol 5,4651 5,4651
Agua para injecio a 1000 ml a 1000 ml

HTK: histidina-triptofano-cetoglutarato; HTG: histidina-triptofano-
glutamato

Tabela 2. Relag@o dos anticorpos utilizados.

Apds 30 minutos de infusdo de Ringer Locke, o expe-
rimento foi descontinuado. Os corac¢des foram retirados do
sistema de Langendorff, sendo coletados fragmentos de api-
ce cardiaco, que foram armazenados em tubos estéreis como
Falcon contendo formol 10%, para posterior preparagdo his-
télogica e imunohistoquimica.

Preparacio histolégica e técnica imunohistoquimica

Inicialmente, o material foi incluido em parafina, pro-
cedimento que oferece resisténcia permitindo seu corte em
espessura de 3 um e colocados em laminas silanizadas. A
silanizacao das laminas consistiu na preparacdo destas com
um adesivo que fixa o fragmento as laminas impedindo seu
descolamento durante o procedimento imunohistoquimico.
Para tanto, estas foram imersas em acetona PA (2 minutos),
solucdo de silano 4% diluido com acetona (2 minutos) e no-
vamente em acetona PA (4 a 5 mergulhos). A secagem das
laminas foi realizada na estufa a 60°C.

O bloco foi preso ao micrétomo, a espessura do corte foi
regulada para 3 um e os cortes colocados em lamina silani-
zada identificada e deixados na estufa a 60°C por 24 horas.
As laminas passaram pelo processo de desparafinizagdo em
xilol, seguida por hidratacdo em alcool absoluto I, II e III,
finalizando com seis mergulhos em agua corrente, incubados
com 3% de peroxido de hidrogénio por 30 minutos para o
bloqueio da peroxidase enddgena.

A recuperacdo antigénica foi realizada na panela a vapor
com tampao especifico para cada anticorpo por 30 minutos
(Tabela 2). Em seguida, as laminas foram encobertas com
solugdo contendo soro fetal bovino (BSA) e incubadas com
0 anticorpo primario.

ApoOs essa etapa, as laminas foram lavadas em solucdo
PBS por 15 minutos e incubadas com kit Starr Trek Uni-
versal HRP Detection (Biocare Medical®), que consistiu no
anticorpo secundario biotinilado por 1 hora e no complexo
estreptavidina-peroxidase por 30 minutos, seguidas de la-
vagem com PBS por 15 minutos. A revelagdo foi feita com
substrato cromégeno (Betazoidchromogen DAB) do kit Starr
Trek Universal HRP Detection (Biocare Medical®) de 2 a 5
minutos e a contra-coloracdo com hematoxilina de Harrys
por 40 segundos. Os tecidos foram desidratados em alcool
em grau crescente ¢ banhados no xilol antes da montagem
das laminas em meio ERV-MOUNT (Erviegas®).

Anticorpo Especificidade Diluigéo Tampéo Laboratorio
anti-KI1-67 Monoclonal 1:200 Citrato pH6 Biocare Medical
anti-Caspase 3 Policlonal 1:1000 Citrato pH6 Abcam
anti-1L-8 Monoclonal 1:50 Citrato pH6 Santa Cruz

Rev Bras Cir Cardiovasc | Braz J Cardiovasc Surg



Oliveira MAB, et al. - Comparison of fractal dimension and Shannon entropy
in myocytes from rats treated with histidine-tryptophan-glutamate and
histidine-tryptophan cetoglutarate

Rev Bras Cir Cardiovasc 2014;29(2):156-62

Os controles negativos das reagdes foram obtidos pela
omissdo do anticorpo primdrio. Foram utilizados tecido de
tonsila para reagdes de KI-67 e caspase 3 e como controle
positivo tecido de mama para reacao de IL-8.

As laminas foram fotografadas e as enzimas quantificadas
pelo software AxioVision no aumento de 40X do microsco-
pio Axioskop 2 Zeiss. Para cada amostra, foram selecionadas
trés regides do tecido cardiaco.

Dimensao fractal e entropia de Shannon

As laminas fotografadas foram entdo binarizadas para lei-
tura da dimensao fractal e entropia de Shannon. Elas foram
estimada pelo método Box-counting, com auxilio do progra-
ma computacional ImageJ do Instituto Nacional de Satde
dos Estados Unidos (NIH), amplamente utilizado na literatu-
ra e disponivel gratuitamente na Internet (http://rsbweb.nih.
gov/ij/).

Esse programa considera o Box-counting em duas dimen-
soes, permitindo a quantificagdo da distribuicao de pixels
nesse espaco, nao considerando, portanto, a textura da ima-
gem. A influéncia disso ¢ que duas imagens com a mesma
distribui¢do dos pixels, uma binarizada e outra em niveis de
cinza, possuirdo a mesma DF. Com isso, a DF calculada com
o Image] ficara sempre entre 0 e 2, ndo distinguindo texturas
diferentes.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normali-
dade de Kolmogorov-Smirnov e, subsequentemente, a ana-
lises paramétrica pelo teste t de Student ndo pareado ou nao
paramétrica pelo teste de Mann-Whitney e exato de Fisher
para dados categoéricos. Os resultados foram expressos em
média + desvio padrdo, ou mediana (percentil 25,75), quan-
do necessario. Valor de P<0,05 foi considerado significante.
Utilizou-se o programa de calculos estatisticos GraphPad
Instat e Prism 6.0, ambos para Windows®.

RESULTADOS

O peso médio dos animais foi 277,4+24,6 (Grupo 1) e
288+34,5 ¢ (Grupo 2), respectivamente, ndo havendo dife-
renga significante entre os grupos (P=0,4396). Com relagdo
ao volume médio de Ringer Locke coletado de seio corona-
rio ao final de 30 minutos (363,1+177,3 e 277,4+33,7 ml,
respectivamente), ndo houve diferenga significante entre os
grupos (P=0,1923).

Achados durante perfusio com solu¢do cardioplégica
e Ringer Locke

Todos os coragdes apresentaram perfusdo adequada de
cardioplegia e Ringer Locke, demonstrada pela coloragdo
clara na parede ventricular. A frequéncia cardiaca média apds
5 minutos de perfusdo (233+£36 e 188+53,4 batimentos por

minuto, respectivamente) apresentou diferenca significan-
te (P=0,0086). O tempo de inicio de fibrilagao ventricular,
(49+28,2 e 45+17 segundos, respectivamente) e o tempo de
primeiro batimento (153+78 e 117+£96,8 segundos, respecti-
vamente) ndo mostraram diferenga significante (P=0,5869 e
P=0,187, respectivamente).

Analise da dimensao fractal e entropia de Shannon

A dimensao fractal com a utilizagdo do marcador caspase
foi 1,59+0,09 (sem unidade) para o grupo 1 e 1,55+0,13 para
o grupo 2, respectivamente (P=0,4400), do KI-67 1,53+0,13 ¢
1,54+0,18, respectivamente (P=0,9595) e daIL-8 de 1,524+0,15
e 1,51+0,12, respectivamente (P=0,9164) (Figura 1).

A entropia de Shannon com a caspase foi 0,4+0,07 bits
para o grupo 1 e 0,38+0,08 bits para o grupo 2 (P=0,5487),
do KI-67 0,36+0,1 bits e 0,37+0,13 bits, respectivamente
(P=0,9149), e da IL-8 0,35+0,11 bits e 0,35+0,08 bits, res-
pectivamente (P=0,9678) (Figura 2).

DISCUSSAO

Apesar de ainda ndo ser conhecido o efeito da subs-
tituicdo do cetoglutarato por glutamato na solugdo com
histidina e triptofano, o glutamato possui papel bem do-
cumentado quando colocado como constituinte de solucao
cardioplégica. A adi¢do de glutamato no perfusato man-
tém o ATP intracelular e diminui tanto o lactato quanto
o piruvato, que contribuiriam para acidose. O glutamato
exdgeno e seus produtos de transaminacao restauram seus
conteudos normalmente diminuidos no miocardio hipo-
xico, aumentam a concentragdo de succinato, que leva a
também aumento da formagdo de ATP por via anaerdbica
na mitocondria, aumentando assim a resisténcia do midci-
to a isquemial®,

Outro processo que esta intrinsecamente relacionado
com lesdo isquemia-reperfusdo é a apoptose!'”!®l. Essas
mudangcas sao feitas por uma familia de proteases denomi-
nadas caspases!'?l. O grau de ativacéo das caspases ¢é dire-
tamente relacionado ao grau de apoptose?”. Em contraste
com a apoptose, a necrose ¢ um processo irreversivel de
morte celular em que hé ruptura da membrana celular, com
extravasamento do citosol ao meio extracelular, margina-
¢do leucocitaria e ativagdo da cascata inflamatoria®2!l,
Em contraste com a morte celular os coracdes de mami-
feros apresentam pequena capacidade proliferativa apods
o nascimento. Um dos marcadores utilizados para avaliar
proliferacdo celular é o KI-67722. Com esse marcador,
Walsh et al.[*] mostram que 12-23% dos cardiomidcitos
fetais de ratos apresentam atividade proliferativa, passan-
do a 1-8% até o 7° dia e praticamente indetectavel a partir
do 14° dia. Assim, selecionamos a analise da caspase, IL-8
e KI-67 para avaliacdo da apoptose, necrose proliferacao
celular, respectivamente.
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Fig. 1 - Histogramas demonstrando distribui¢do da dimensdo Fig. 2 - Histogramas demonstrando distribui¢do da entropia em:
fractal em: (A) caspase, (B) IL-8 e (C) KI-67. Grupo 1: solu¢do com (A) caspase, (B) IL-8 e (C) KI-67. Grupo 1: solu¢do com histidina-
histidina-triptofano-cetoglutarato, Grupo 2. solu¢do com histidina- triptofano-cetoglutarato, Grupo 2: solu¢do com histidina-triptofano-
triptofano-glutamato glutamato
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A dimensao fractal é um parametro util para caracteri-
zacdo de estruturas complexas irregulares, mas que quando
observadas matematicamente, sua andlise denota figuras
regulares com caracteristica de autossimilaridade, ou seja,
assemelham-se a elas mesmas quando observadas em dife-
rentes escalas de tamanho!?*,

A dimensao fractal do objeto conta o numero efetivo de
graus de liberdade no sistema dindmico e, portanto, quanti-
fica a sua complexidade. Assim, infere-se que imagens evi-
denciando maior dimensao fractal sejam, consequentemente,
mais complexas. Nao se pode, porém, apenas pelo aspecto
visual, quantificar essa complexidade. A dimensdo fractal
viria entdo sanar essa dificuldade ao adicionar um valor nu-
méricol'?,

O tamanho das caixas para célculo da dimensao fractal
no método Box-counting foi padronizado em 4, 8, 16, 32 ¢
64 pixels. Sabe-se que o tamanho do pixel depende do grau
de resolugdo utilizado. Como comenta Tambasco et al.?¥, o
tamanho da caixa utilizado deve guardar uma certa relagdo
com a estrutura estudada, pois pode ser tdo pequeno que, na
verdade, esteja avaliando subcomponentes da estrutura ou
tao grande que, na verdade, estariam sendo incluidos na me-
dicdo componentes dos arredores da estrutura de interesse e
nao a estrutura em si. Esses valores, no entanto, sdo os valo-
res padrao utilizados na literatura e, portanto, provavelmente
ndo causaram interferéncia nos resultados!'?.

Em nosso estudo, ndo houve diferenca significativa da di-
mensao fractal entre os grupos. Dessa maneira, consideramos
que a distribui¢do das informagdes contidas nas laminas dos
coragdes tratados com as solugdoes HTK ou HTG nao foram
diferentes.

Uma contribuicdo importante na Teoria da Informacao
introduzida por CE Shannon em 1948 foi o conceito de En-
tropia como sendo a quantidade de informagao em um siste-
mal?*l, Vale ressaltar que ndo se deve confundir “entropia es-
tado” da Termodinamica com “entropia conceito” da Teoria
da Informagao!?!,

Segundo Shannon, se X ¢ o conjunto de todas as men-
sagens de x, e p (x) ¢ a probabilidade (variando de 0 a 1) de
uma mensagem X, entdo a entropia de X sera?!:

H (0 - ) p()logn(x)

x€X

A entropia de Shannon quantifica o grau de “incerteza”
ou grau de “complexidade” de uma informacao. Por essa for-
mulagdo fica facil entender que, se a probabilidade de ocor-
réncia de um determinado fato é de 100%, ou seja, se P=1
(auséncia de incerteza), entdo a entropia contida na mensa-
gem sera zero (log 1 = zero)P¢l,

Considerando que uma imagem ¢ o resultado de um pro-
cesso estocastico, no qual a probabilidade pi do calculo da
entropia de Shannon corresponderia a probabilidade de um

pixel apresentar uma determinada cor ou intensidade de cin-
za (variando de 0 a 255). Essa probabilidade de cada intensi-
dade de cinza pode ser obtida facilmente pela construgdo de
um histograma de frequéncias®.

Entropia zero de uma imagem ¢ obtida quando todos os pi-
xels se apresentam com a mesma cor ou mesma intensidade de
cinza (probabilidade 100%, ou seja 1; log 1=0). Por outro lado,
a maxima entropia ocorreria quando a imagem contivesse a
mesma quantidade de pixels para cada uma das intensidades
presentes. Assim, demonstramos que a entropia nao esta rela-
cionada com a disposi¢ao espacial da informacao. Duas ima-
gens podem possuir igual quantidade de pixels com a mesma
intensidade e, portanto a entropia total seria a mesma, porém,
distribuidos espacialmente de maneira diferente°,

Em nosso estudo, ndo houve diferenga significativa entre a
entropia de Shannon entre os grupos. Dessa maneira, conside-
ramos que as informagdes contidas nas laminas dos coragdes
tratados com as solu¢des HTK ou HTG néo foram diferentes.

A literatura mostra varios trabalhos em que ha diferen-
ca estatistica entre grupos avaliados com dimensdo fractal
ou entropia de Shannon, chamando a aten¢do do leitor do
seu carater imageologico discriminativo, mas ndo apresenta
qualquer relato da relevancia quando os resultados encontra-
dos ndo alcangam significancia estatistica, como o que ocor-
reu em nosso trabalho. A interpretacao dos resultados deste
estudo ¢ que o grupo HTG nao alterou a quantidade ou a dis-
tribuicdo da informacgdo imageologica dos coracdes de rato
quando comparados aos tratados com HTK.

A entropia de Shannon e a dimensao fractal quantificam
a distribuicdo e o grau de complexidade da imagem, res-
pectivamente. Assim, essa técnica ndo é comparavel com o
Western-Blot ou PCR, ja que essas quantificam o valor total
das proteinas estudadas e ndo sua distribuicdo ou seu grau de
complexidade no tecido.

CONCLUSAO

A quantidade e distribui¢do das informagodes avaliadas
pela entropia de Shannon e dimensdo fractal nas laminas
de coracdo de rato submetidas a cardioplegia com solucdes
HTK ou HTG nao foram diferentes, o que mostra que a so-
lucdo de HTG ¢ tao boa quanto a HTK na preservacao dos
miocitos em modelo de coragdo isolado de rato.
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3. DISCUSSAO

3.1. Cardioplegia hipercalémica versus hipocalcémica

Apesar da cardioplegia hipercalémica bloquear a condu¢ao do potencial
de acdo miocardico, ela n&o inativa completamente os canais lentos de sddio,
fazendo com que sua concentracao intracelular aumente, tornando o potencial

1,10

transmembrana menos negativo.( ) Quando esse potencial chega de -20 a -

30mV, o calcio entra na célula tanto pelos canais dihidropiridinicos®®® como

pela bomba antiporte Na+/Ca++ ativada ao contrario.""'?

A elevacdo do ion calcio intracelular provoca contracdo do midcito,
gerando gasto energético e consequente acidose intracelular.) Esse ion H+
saira da célula em troca da entrada de um ion Na+. O sddio elevado produz
edema celular e citélise no momento da reperfuséo.“)

A cardioplegia hipocalcémica evita que haja piora da fungao ventricular

27,28)

esquerda e melhora os niveis de ATP! , melhora o relaxamento diastdlico,

(729 e a resisténcia coronariana quando

reduz consumo de oxigénio
comparado com concentragcbes fisiolégicas de calcio.’”) Baker et al.
correlacionam a queda da concentragdo do calcio com concomitante queda nos
valores da creatinofosfoquinase (CPK) e melhora da recuperagado do fluxo
aortico, com valor maximo quando a concentragdao de calcio na cardioplegia

atinge 0,3mmol/L.%32

Talvez a solugdo hipocalcémica mais difundida atualmente seja a

solucao de HTK. Ela reduz a queda do ATP intracelular em um fator de 7-8 em
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comparagao com isquemia pura; leva a uma boa recuperagao miocardica com
base nos critérios metabdlico, morfolégico e funcional depois do estresse
isquémico de 300 minutos a 23 = 1°C, especialmente apos adigdo de quinina;
seu fator de protecdo é reduzido quando adicionado 50 mmol/L de calcio;
causa paradoxo do célcio quando infundido por 30 minutos a 35°C (isso nao
ocorre se infundido por 60 minutos a 25°C ou por 120 minutos a 15°C ou
adicionando 50 mmol/L de calcio a solugéo e injetando por 35 minutos a 35°C;
melhora consideravelmente a contragdo miocardica mesmo apés cardioplegia
intermitente se 50 mmol/L de calcio é adicionado ou magnésio é reduzido de 9

para 4 mmol/L.%¥

Entretanto, o uso de solugdes desprovidas de calcio apresenta diversos
problemas como diminuicdo do volume de ejecdo do ventriculo esquerdo,
aumento da CPK,®” reducdo na recuperagdo do fluxo adrtico,®® pior

recuperacao da funcao cardiaca® e desencadeamento da apoptose.

Foi do estudo mais aprofundado sobre mecanismo da parada cardiaca
sem calcio o mérito para esclarecer o efeito inicial benéfico no uso de solugdes
com concentracdes decrescentes de calcio até um valor nadir, além do qual o
comportamento da recuperacdo cardiaca assumia caminho paradoxal com
piora do mesmo, sendo acompanhado por elevagdo do consumo de oxigénio,
da CPK e apoptose. A esse efeito bimodal foi dado o nome de paradoxo do

calcio.®”

3.2. Paradoxo do calcio
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Na década de 1960 Zimmerman et al. descreveram artefato obtido apés

3839 Esse

administracao de solugdo sem calcio em coracgao isolado de ratos.'
artefato foi relevante na compreensido do chamado paradoxo do calcio. O
experimento consistiu na substituicdo da solucdo de Krebs-Henseleit por
solugcdo sem calcio para perfusdo em coragao isolado de ratos. Na reperfusao,
utilizando solugao com calcio, houve lise macica de midécitos, com perda de
constituintes intracelulares.®®

Diversas hipoteses foram formuladas para explicar o paradoxo do calcio
como aumento da permeabilidade do calcio no sarcolema,“® no glicocalix*" e

(42,43)

separacdo dos discos intercalares, porém nenhuma isoladamente

esclareceu todo o mecanismo do paradoxo do caélcio.

A partir de 10 minutos midcitos de ratos submetidos a um meio isento de
célcio apresentam separacao intercelular entre as regides de macula adherens

. : P (40,43,44) 4.
e fascia adherens, sendo que o nexus ainda se mantém intacto. Ha
também destacamento do glicocalix, sem contudo alterar a permeabilidade da
membrana ao calcio,*® mas contribui para o aumento da concentracido do ion
sodio.#648)

po : ‘= (40,43,44)
Os miécitos permanecem unidos somente na regidao do nexus. No
momento da reintrodugcdo dessas células em meio com concentracao
fisiolégica de calcio, ha entrada rapida desse ion via bomba antiporte

(46-48) Os sarcémeros de cada célula

Na+/Ca++ funcionando ao contrario.
condensam em uma Unica banda de contragdo, os quais ficam conectados a

fascia adherens.”®
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Entdo, no momento descrito acima, a membrana celular do miécito
estara submetida a duas forcas de sentidos opostos: uma por estar conectada
as outras células adjacentes somente na regido do nexus e outra pela
contragdo dos sarcdmeros, arrastando a fascia adherens para junto de si. A
membrana celular se fragmenta por ndo suportar essas duas forgas e provoca
a lise celular.“®)

A adicdo de pequenas concentracbes de calcio,®® bloqueadores de

canal de calcio,®" hiponatremia® ou hipotermia,®**9

sao importantes para
evitar que haja lesao celular no momento da reperfusdo com solugbes com
concentragéo fisiolégica de calcio.

Tanto na solucdo de HTK quanto na solugdo HTG encontramos

hipocalcemia, hiponatremia e a solugdo ¢ infundida a 4°C, garantindo sua

seguranga para o musculo miocardico.

3.3. Comparacgao das solugoes HTG e HTK

Isquemia miocardica causa diversos efeitos cardiacos tais como: diminui
forca de contracdo; aumenta pressado diastdlica, indicando contratura das
miofibrilas em condi¢des isovolumétricas; provoca queda na fosfocreatina e
ATP; diminui a contratura, glutamato e aspartato; aumenta lactato, piruvato,
alanina e succinato.!"® Segundo Pisarenko et al., a adigdo de glutamato no
perfusato mantém o ATP intracelular e diminui tanto o lactato quanto o piruvato,
que contribuiriam para acidose. Esses efeitos contribuem para melhorar a

(18)

funcdo cardiaca na recuperacdo apods isquemia. Nossos resultados
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demonstram comportamento semelhante nas duas solugcbes estudadas
referente ao tempo de fibrilacdo ventricular e tempo de primeiro batimento,
entretanto foi melhor para grupo 2 para frequéncia cardiaca, que encontrava-se
mais baixa, o que pode ser correlacionado provavelmente com menor acidose

do midcito (ndo dosado no presente estudo).

Outro processo que esta intrinsecamente relacionado com lesao

isquemia-reperfusdo é a apoptose,®®"

caracterizada por alteracdes
morfolégicas como condensacdo da cromatina, fragmentagcdo do nucleo e
formacao de “corpos apoptéticos”. Essas mudancas sao feitas por uma familia
de proteases denominadas caspases.(az) O grau de ativagao das caspases é
diretamente relacionado ao grau de apoptose, que desempenha fator critico na
recuperacao da funcao cardiaca.®® Nossos resultados mostram atividade de

caspase menor no grupo 2, sugerindo um potencial protetor para funcgéo

miocardica.

Em contraste com a apoptose, a necrose € um processo irreversivel de
morte celular em consequéncia a quebra na homeostase celular. Ha ruptura da
membrana celular, com extravasamento do citosol ao meio extracelular,
marginacdo leucocitaria e ativacdo da cascata inflamatoria.®*® Anselmi et al.
descreveram pico da IL-8 em 35 minutos de reperfusdo e da IL-6 em 75
minutos.® Lee et al. afirmaram que a solucdo de HTK inibe aumento das
interleucinas.®® Assim, como nesta pesquisa nao houve diferenga significativa
da IL-8 entre os grupos 1 e 2, podemos inferir que a protegcao anti-inflamatéria

dada pela solugcao HTG néao foi diferente daquela dada pela solugédo HTK.
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Coracbes de mamiferos apresentam pequena capacidade proliferativa
apoés o nascimento. Um dos marcadores utilizados para avaliar proliferacao
celular é o KI-67.%® Com esse marcador, Walsh et al. mostraram que 12-23%
dos cardiomidcitos fetais de ratos apresentam atividade proliferativa, passando
a 1-8% até o 7° dia e praticamente indetectavel a partir do 14° dia.®®® Em nosso
estudo, houve aumento significativo do KI-67 no grupo 2, mostrando atividade
proliferativa precoce da solugdo HTG garantida ja com 2 horas de isquemia.
Associado a isso, Walsh et al. também chamam a atencdo da atividade do
KI-67 também ser inversamente proporcional a apoptose,’®® o que também é
confirmado nesta pesquisa, na qual a caspase € menor no grupo 2 que no 1.
Entretanto, o aumento da atividade desse marcador é preocupante, pois ja foi

associado a mixomas®”%® e sarcomas cardiacos.®®

Apesar dos resultados aqui obtidos serem concordantes com os da
literatura, ainda nao sao definitivos em relagdo a substituicdo do
alfacetoglutarato pelo glutamato. Analises quantitativas com ATP e outros
marcadores nucleares para proliferagao celular devem ser utilizados visando
conclusdo mais abrangente e segura. Outro aspecto relevante é a
concentracdo do glutamato. Teria 0 mesmo efeito protetor no coragdo se
alterarmos sua concentracdo? Novos estudos ainda sdo necessarios para

responder essas questodes.

3.4. Anadlise dos dados histolégicos pela dimensao fractal e

entropia de Shannon
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A dimensao fractal € um parametro util para caracterizacédo de estruturas
complexas irregulares, mas que quando observadas matematicamente, sua
analise denota figuras regulares com caracteristica de autossimilaridade, ou
seja, assemelham-se a elas mesmas quando observadas em diferentes

escalas de tamanho.”

A dimensdo fractal do objeto conta o numero efetivo de graus de
liberdade no sistema dinamico e, portanto, quantifica a sua complexidade.
Assim, infere-se que imagens evidenciando maior dimensao fractal sejam,
consequentemente, mais complexas. Nao se pode, porém, apenas pelo
aspecto visual, quantificar essa complexidade. A dimensao fractal viria entao

sanar essa dificuldade ao adicionar um valor numérico.”"

O tamanho das caixas para calculo da dimenséo fractal no método Box-
counting foi padronizado em 4, 8, 16, 32 e 64 pixels. Sabe-se que o tamanho
do pixel depende do grau de resolugao utilizado. Como comenta Tambasco et
al."™®, o tamanho da caixa utilizado deve guardar uma certa relagcdo com a
estrutura estudada, pois pode ser tdo pequeno que, na verdade, esteja
avaliando subcomponentes da estrutura ou tdo grande que, na verdade,
estariam sendo incluidos na medicado componentes dos arredores da estrutura
de interesse e n&o a estrutura em si. Esses valores, no entanto, séo os valores
padrao utilizados na literatura e, portanto, provavelmente n&o causaram

interferéncia nos resultados."

Em nosso estudo, ndo houve diferenga significativa da dimensao fractal
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entre os grupos. Dessa maneira, consideramos que a distribuicdo das
informacdes contidas nas laminas dos coragdes tratados com as solugdes HTK

ou HTG nao foram diferentes.

Uma contribuicdo importante na Teoria da Informacgao introduzida por
CE Shannon em 1948 foi o conceito de Entropia como sendo a quantidade de
informacdo em um sistema.® Vale ressaltar que nao se deve confundir
“‘entropia estado” da Termodindmica com “entropia conceito” da Teoria da

Informagao.™

Segundo Shannon, se X é o conjunto de todas as mensagens de x, e p
(x) é a probabilidade (variando de 0 a 1) de uma mensagem x, entao a entropia

de X sera:(™

HX) =- Z p()logp(x)

xeX

A entropia de Shannon quantifica o grau de “incerteza” ou grau de
“‘complexidade” de uma informagao. Por essa formulagao fica facil entender
que, se a probabilidade de ocorréncia de um determinado fato é de 100%, ou
seja, se p =1 (auséncia de incerteza), entdo a entropia contida na mensagem

sera zero (log 1 = zero).®

Observa-se, por exemplo, que entropia de 0,447 € menor que 0,477 e a
interpretacédo € que este segundo conjunto tem maior complexidade que o
primeiro. Um outro fato conhecido é que se dois sistemas tiverem, cada um
deles, distribuicdes equitativas de probabilidades, o que tiver maior numero de

elementos tera também a maior entropia, ou seja, sera mais complexo.(73)



26

Considerando que uma imagem € o resultado de um processo
estocastico, no qual a probabilidade pi do calculo da entropia de Shannon
corresponderia a probabilidade de um pixel apresentar uma determinada cor ou
intensidade de cinza (variando de 0 a 255). Essa probabilidade de cada
intensidade de cinza pode ser obtida facilmente pela construcdo de um

histograma de frequéncias.™

Entropia zero de uma imagem é obtida quando todos os pixels se
apresentam com a mesma cor ou mesma intensidade de cinza (probabilidade
100% ou seja 1; log 1 = 0). Por outro lado, a maxima entropia ocorreria quando
a imagem contivesse a mesma quantidade de pixels para cada uma das
intensidades presentes. Assim, demonstramos que a entropia nao esta
relacionada com a disposi¢cdo espacial da informag¢do. Duas imagens podem
possuir igual quantidade de pixels com a mesma intensidade e, portanto a
entropia total seria a mesma, porém, distribuidos espacialmente de maneira

diferente.”

Em nosso estudo, ndo houve diferenga significativa entre a entropia de
Shannon entre os grupos. Dessa maneira, consideramos que as informagoes
contidas nas laminas dos coragdes tratados com as solugées HTK ou HTG néao
foram diferentes, lembrando que o método ndo se preocupa com a distribuicao

espacial das mesmas.

A literatura mostra varios trabalhos em que ha diferenca estatistica entre
grupos avaliados com dimensao fractal ou entropia de Shannon, chamando a

atengcdo do leitor do seu carater imageoldgico discriminativo, mas né&o
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apresenta qualquer relato da relevancia quando os resultados encontrados nao
alcangam significancia estatistica, como o que ocorreu em nosso trabalho. A
interpretacdo dos resultados deste estudo € que o grupo HTG n&o alterou a
quantidade ou a distribuicdo da informagao imageolégica dos coragdes de rato

quando comparados aos tratados com HTK.
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4. CONCLUSOES

Nenhum trabalho cientifico responde somente as perguntas feitas no inicio
do mesmo. Ele gera novas duvidas, novos pensamentos, novas hipéteses, que
serao investigadas em um novo ensaio. O presente trabalho ndo foi diferente.
Ainda ndo sabemos se o KI-67 é protetor ou desencadeia neoplasia e o papel da
concentragdo do glutamato na protecdo miocardica. Serdao motivo de novos

trabalhos na sequéncia.

As analises imuno-histoquimicas da substituicdo do alfacetoglutarato pelo
glutamato na cardioplegia com histidina e triptofano mostraram que as células
musculares cardiacas nao apresentaram maior ocorréncia de necrose, visto pela
mensuracdo da |L-8, apresentaram menor ocorréncia de apoptose, visto pela
caspase encontrar-se mais baixa que no grupo 1 e melhor atividade proliferativa,

com valores maiores da Kl-67 em relagao ao grupo 1.

No que concerne a avaliagdo pela entropia de Shannon, ndo houve
diferenca na quantidade de informacgéao, tanto no grupo 1 quanto no 2. O mesmo
ocorreu com a dimensdo fractal, que demonstrou que a distribuicdo das
informagdes nas Iaminas de coragao de rato submetidas a cardioplegia com HTK
ou HTG nao foram diferentes, o que mostra que a solugcdo de HTG é melhor que a

HTK na preservagao dos miécitos em modelo de coragao isolado de rato.
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1. Comité de ética

Comissio de Etica no
Uso de Animais

Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio

cE“n Comisséo de Etica no Uso de Animais - CEUA

FAMERP Autarquia Estadual, Av. Brig. Faria Lima 5416 CEP 15090.000 Tel. 3201-5700 S.J.Rio Preto/ SP
FAMERP : ;

DELIBERACAO CEUA N° 015/2012

A Comisséo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de Sao
José do Rio Preto — CEUA/FAMERP, em reunido desta data, analisou o projeto
intitulado “Avaliagao da substituicdo do alfacetoglutarato pelo acido glutdmico na
solugdo HTK utilizada como agente cardioplégico em modelo de coragao
isolado” (Protocolo FAMERP n° 001-007167/2012), sob responsabilidade do Prof.
Dr. Domingo Marcolino Braile, e deliberou que o mesmo esta de acordo com os
principios éticos estabelecidos na Lei n® 11.794/2008 e na Resolugdo n® 714/2002 e foi
aprovado por essa Comissao.

Atencao: Até 30 dias apos a finalizagdo do projeto, o pesquisador devera
preencher o Formulario do Relatério Final disponivel no site e enviar ao CEUA. O

descumprimento desta obrigagdo podera prejudicar o andamento de futuras
solicitagbes.

Sao José do Rio Preto, 21 de Dezembro de 2012.

e '{},‘zu(/"\"

Profa. Dra. Debora Ap. Pires de Campos Zuccari
Presidente da CEUA
FAMERP
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2. Desenvolvimento de software de estilo da FAMERP
http://endnote.com/downloads/style/famerp-postgraduate-style-faculdade-de-
medicina-de-sao-jose-do-rio-preto-brazil

3. Desenvolvimento de software de estilo da Revista Brasileira de Cirurgia
Cardiovascular
http://endnote.com/downloads/style/rbccv-brazilian-journal-cardiovascular-
surgery-revista-brasileira-de-cirurgia

4. Foto do Sistema de Langendorf utilizado
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5. Coracdo de rato com artéria aorta ascendente canulada em sistema de
Langendorf

6. A Formula de Nernst e o potencial de repouso transmembrana:

O potencial de repouso transmembrana da célula muscular cardiaca é
determinado predominantemente pelas concentragdes intra e extracelular do
ion potassio. A correlagdo entre as concentragdes obedece a equagédo de

Nernst:("?
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- / +“

E, = E -In K_a

k K+
i/ onde:

Ex=Potencial de agao transmembrana,;

R = constante dos gases;

T = temperatura absoluta;

F = constante de Faraday;

Ln = logaritmo neperiano;

Ke+ = concentragao extracelular de potassio;

Ki+ = concentragao intracelular de potassio

Substituindo os valores na féormula, temos:

E, = 26,6-In (4-°/150 o) = E,=—96,6mV
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