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Resumo 
!

Introdução: As soluções que provocam parada cardíaca eletiva estão em constante 

evolução, porém o composto ideal ainda não foi encontrado. Os autores comparam uma 

nova solução cardioplégica com histidina-triptofano-glutamato (HTG) com histidina-

triptofano-acetoglutarato (HTK) em modelo de coração isolado de rato. Objetivo: Avaliar 

comparativamente as soluções HTK e HTG no que se refere à atividade de caspase, KI-67, 

IL-8, entropia de Shannon e dimensão fractal. Materiais e Métodos: Vinte ratos machos 

de raça Wistar foram anestesiados e heparinizados. O tórax foi aberto, realizada 

cardiectomia e infundido 40 mL/Kg de solução cardioplégica apropriada. Os corações 

foram mantidos por 2 horas na mesma solução a 4oC e, após esse período, colocados em 

aparato de Langendorff por 30 minutos com solução de Ringer Locke. Foram feitas 

análises imuno-histoquímicas para caspase, IL-8, KI-67, entropia de Shannon e dimensão 

fractal. Resultados: A concentração de caspase estava menor no grupo 2, e da KI-67 

estava mais elevada no grupo 2, ambos com P<0,05. Não houve diferença estatística entre 

os valores de IL-8 entre os grupos. Tanto a entropia de Shannon quanto a dimensão fractal 

não foram diferentes nos dois grupos. Conclusões: A solução com HTG foi mais eficaz 

que a com HTK, pois reduziu a caspase (apoptose), aumentou o KI-67 (proliferação 

celular); não apresentou valores diferentes de IL-8 (inflamação e necrose) que no grupo 1 e 

não apresentou alteração da quantidade ou distribuição das informações (observadas pela 

entropia de Shannon e dimensão fractal) nas lâminas histológicas. 

!



xiii 

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 

Langendorff 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. INTRODUÇÃO 

 

Durante a cirurgia cardíaca é usual a parada temporária do coração, 

permitindo ao cirurgião realizar a operação tanto no íntimo das cavidades 

cardíacas quanto em sua superfície em um ambiente isento de sangue e 

movimento, típicos do músculo cardíaco. Essa parada cardíaca eletiva foi 

primeiro induzida com clampeamento da aorta, quando associado com 

hipotermia, permitiu períodos breves de isquemia, tornando possível a 

realização da primeira cirurgia cardíaca a céu aberto, em 1953.(1,2) 

O desenvolvimento da circulação extracorpórea, em 1953, possibilitou 

aos cirurgiões paradas cardíacas por períodos mais longos sem malefícios ao 

cérebro, mas com o risco da lesão de reperfusão, como resultado do período 

prolongado de isquemia, necessário para reparar doenças mais complicadas. 

O fenômeno “stone heart”, resultado de contratura irreversível, foi o exemplo 

extremo desse problema em 2 a 10% dos pacientes submetidos à cirurgia 

cardíaca, sendo invariavelmente letal. Assim, há a necessidade de proteger o 

coração durante essa isquemia eletiva para reduzir a lesão de reperfusão.(1,3,4) 

Em 1955, Melrose introduziu o conceito de parada química usando 

solução contendo 2,5% de citrato de potássio(5) que despolariza a membrana 

celular e pára a condução do potencial de ação. Entretanto, a elevada 

concentração de potássio causou necrose miocárdica focal e morte em muitos 

pacientes, resultando em abandono da cardioplegia hipercalêmica como 

solução protetora por quase 20 anos. No meio dos anos 70, cardioplegias 

alternativas contendo menos potássio do que a de Melrose foram introduzidas 
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na prática clínica com sucesso, como a solução de St. Thomas (ST),(1) 

cardioplegia sanguínea de baixo volume(6,7) e solução de histidina-triptofano-

cetoglutarato (HTK).(8) 

 

Mecanismo de ação das soluções cardioplégicas 

O valor do potencial transmembrana da célula muscular cardíaca é de -

96,4 mV quando as concentrações extracelular e intracelular de potássio são 4 

mEq/l e 150mEq/l, respectivamente.(6) 

Essas soluções cardioplégicas praticamente aboliram o problema do 

“stone heart” e a cardioplegia por hipercalemia foi estabelecida como padrão 

ouro(1,4,9) para proteção do miocárdio a partir de então. A elevada concentração 

extracelular de potássio (10-30mM) altera o potencial de membrana dos 

miócitos de cerca de - 85 mV para algo entre - 65 e - 40 mV, o que inativa os 

canais rápidos de sódio e bloqueia a condução do potencial de ação, levando a 

uma parada cardíaca despolarizada.(1) 

Entretanto, a parada cardíaca despolarizada pode causar dano ao 

miócito. Com seu estado despolarizado descrito no parágrafo anterior, os 

canais rápidos de sódio são inativados (com limiar de - 65  a - 70 mV), 

resultando em parada diastólica. O potencial de ativação da bomba Na-Ca 

ocorre somente em - 50 mV, portanto não é esperado nenhum movimento de 

sódio ou cálcio por essa via. Entretanto, como mesmo assim o sódio continua 

entrando na célula, o cálcio aumentará concomitantemente, causando 

contratura miocárdica mesmo em parada cardíaca.(10) 
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Concentrações maiores de potássio, que despolarizam a membrana 

para cerca de – 40mV, tenderiam ativar os canais lentos de cálcio (cujo limiar é 

de - 40 mV), aumentando o influxo de cálcio intracelular. Nesse potencial, a 

bomba de Na-Ca pode ser revertida, fazendo com que o cálcio adentre a 

mesma, particularmente se a concentração de sódio intracelular é elevada 

como resultado da inibição da bomba de sódio, hipotermia e isquemia. Todo 

esse mecanismo vai resultar na contratura muscular, sobrecarga de cálcio e 

lesão miocárdica subsequente, particularmente durante a reperfusão. Outros 

mecanismos iônicos durante a isquemia e pela hipotermia podem levar ao 

mecanismo de sobrecarga de cálcio durante a reperfusão.(10) 

Uma alternativa para os métodos utilizando potássio em altas 

concentrações é induzir a dissociação eletromecânica pela cardioplegia 

“polarizada”, tornando o potencial de repouso transmembrana mais negativo do 

que seu valor habitual. Esse mecanismo tem várias vantagens teóricas. Os 

gradientes iônicos transmembrana são os mesmos de seu estado em repouso, 

prevenindo desbalanço durante a isquemia. Como consequência, poucas 

bombas ou canais estão ativados e a demanda metabólica é mínima, 

mantendo as reservas energéticas celulares (ATP’s). É de suma importância, 

entretanto, que o influxo de sódio e cálcio sejam abolidos ou minimizados, 

sabendo-se que tanto os canais de sódio como os de cálcio estão ligados a 

esse potencial de repouso.(10-13) 

É possível produzir a parada cardíaca polarizada com várias 

substâncias. Esmolol, lidocaína, tetradotoxina, butanediona monoxima, 

antagonistas do cálcio, hipermagnesemia, hipocalcemia são exemplos de 
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agentes que produzem a parada cardíaca polarizada. Cada uma delas age de 

maneira diferente; discorreremos apenas sobre a solução pobre em cálcio (a 

solução HTK, ou comercialmente conhecida como Custodiol®), que é o objetivo 

deste trabalho.(10-13) 

Como exemplo de uma solução que produz a parada cardíaca por 

hiperpolarização de membrana pela hipocalcemia temos a solução de HTK.(10)  

Ela foi inicialmente desenvolvida por Bretschneider(8), na Alemanha, nos anos 

60. Consistia em uma solução sem cálcio e com pouco sódio. Foi uma das 

primeiras soluções cardioplégicas sem a necessidade de sangue utilizadas na 

prática clínica e atualmente ainda é muito requisitada. Seu mecanismo de ação 

vem da ausência de cálcio, que impossibilita seu influxo para o interior das 

células pelos canais de cálcio tipo “L” na fase de platô do potencial de ação. 

Dessa forma, inibe a liberação de mais cálcio do retículo sarcoplasmático e tem 

como consequência final ausência da ativação dos miofilamentos. Apesar das 

soluções livres de cálcio serem eficazes na indução da parada cardíaca, elas 

são limitadas pelo paradoxo do cálcio, o qual discutiremos adiante. Porém, 

especificamente na solução de HTK, o paradoxo é evitado pela baixa 

concentração de sódio da solução, fazendo com que pouco cálcio adentre na 

célula utilizando a bomba antiporte Na-Ca.(1,10) 

 

Definição de cardioplegia ideal 

A solução de cardioplegia ideal ainda não foi estabelecida.(14,15) Os itens 

que devem ser considerados para definição da cardioplegia ideal são:(1) 
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1. Rapidez: indução de parada cardíaca rápida e efetiva no período 

diastólico para manter o miocárdio relaxado e minimizar a depleção do 

ATP. 

2. Proteção miocárdica: efeitos protetores para retardar o início da lesão 

irreversível causada pela isquemia global e limitar a extensão da lesão 

de reperfusão. 

3. Reversibilidade: efeitos cardioplégicos prontamente reversíveis assim 

que a solução é descontinuada, permitindo o retorno rápido ao ritmo 

sinusal. 

4. Baixa toxicidade: um produto com meia-vida curta e sem efeitos tóxicos 

em outros órgãos após a descontinuação da circulação extracorpórea. A 

toxicidade do agente cardioplégico é especialmente importante se altas 

concentrações do fármaco são necessárias para alcançar parada 

cardíaca. 

 

Soluções utilizadas 

Utilizamos a solução de HTK comercialmente disponível com o nome de 

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

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

relevantes. 
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Tabela 1 - Composição das soluções utilizadas. 
 

Substância HTK (g/L) HTG (g/L) 
Cloreto de sódio 0,8766 0,8766 
Cloreto de potássio 0,671 0,671 
Cloreto de magnésio 0,8132 0,8132 
Cloreto de cálcio 0,0022 0,0022 
Potássio-hidrogênio-2-
cetoglutarato 0,1842 --- 

Glutamato --- 0,1842 
Histidina 27,9289 27,9289 
Cloreto de histidina, H2O 3,7733 3,7733 
Triptofano 0,4085 0,4085 
Manitol 5,4651 5,4651 
Água para injeção a 1000 ml a 1000 ml 
Todas as quantidades estão representadas em gramas. HTK: 
histidina-triptofano-cetoglutarato; HTG: histidina-triptofano-
glutamato 

 

 

Histidina 

A histidina atua como um sistema tampão na solução de modo 

dependente da temperatura. Isso significa que necessita da temperatura 

"trabalho" (0-4 °C) para estabelecer e manter o valor de pH fisiológico 

necessário de solução (pH = 7,40), enquanto que à temperatura ambiente              

(22 °C) na faixa de 7,02-7,20.(16) 

Os efeitos secundários de histidina na solução são importantes. Assim, a 

histidina atua como um inibidor das metaloproteinases de matriz (MMP), que 

são responsáveis pelo desenvolvimento da lesão tecidual durante a 

preservação a frio. Além disso, ela age impermeabilizando a membrana celular, 

aumentando ainda mais o efeito osmótico do manitol.(16) 
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Triptofano 

Triptofano impacta positivamente na manutenção da integridade das 

membranas celulares.(16) Hachida et al. relataram que ausência do triptofano na 

solução provocou decréscimo significante na pressão máxima desenvolvida e 

do fluxo sanguíneo coronariano.(17)  

 

Cetoglutarato 

Hachida et al. também avaliaram ausência do cetoglutarato na solução, 

o que resultou em decréscimo da pressão máxima desenvolvida e a fração MB 

da creatina fosfoquinase encontrava-se aumentada, ambas de maneira 

significativa.(17)  

 

Manitol 

O manitol na solução HTK impermeabiliza a membrana celular do 

miócito e também neutraliza radicais reativos de oxigênio.(16) 

 

Outros componentes 

Os outros componentes que constituem a solução de HTK são os íons 

Na+, K+, Ca++, Mg++ e Cl-. Todos esses íons estão normalmente presentes 

na composição de fluidos fisiológicos (exceto manitol) e até o momento não 

provocaram toxicidade. As outras vantagens da solução HTK incluem: líquidos 

de baixa viscosidade, que resultam em fácil difusão nos órgãos e, 

consequentemente, o seu resfriamento mais rápido, bem como o baixo teor de 

potássio, que permite a aplicação in situ dessa solução. Seu uso não exige pré-
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lavagem do órgão antes do transplante e permite o uso imediato, sem a adição 

de aditivos e pré-filtragem.(16) 

 

Glutamato 

O alfacetoglutarato não consegue adentrar a mitocôndria quando 

administrado por via exógena. Tem que ser convertido em glutamato e, uma 

vez no interior da mitocôndria, volta para alfacetoglutarato novamente.(18)  

Já o glutamato administrado exogenamente entra inalterado na 

mitocôndria, estando disponível de maneira mais rápida para sua única 

conversão para alfacetoglutarato pela enzima glutamato desidrogenase para 

poder participar do ciclo de Krebs. Dessa maneira, o glutamato torna-se 

rapidamente disponível para o ciclo de Krebs.(18) 

Segundo Pisarenko et al. o glutamato auxilia na redução da contratura 

do miócito enquanto parado (levando a menos acidose e menos gasto 

energético), redução da queda do ATP, restaura conteúdo de glutamato e 

aspartato, aumenta formação de succinato e fumarato (dois participantes do 

ciclo de Krebs) e reduz de lactato e piruvato mesmo em ambiente anaeróbico, 

evitando a acidose celular.(18) 

 

Adjuvantes 

Vários componentes já foram testados para incluir a solução de HTK. A 

seguir, relacionamos os principais: 



 
 

10 

Uretano melhora o padrão de recuperação cardíaca e reduz a apoptose. 

A reserva energética (ATP), níveis de LDH e a ultraestrutura também foram 

melhores no grupo teste.(19) 

Custodiol-N (solução pobre em íons cloreto e histidina, enriquecida por 

LK614 e deferoxamina) melhora a pressão ventricular esquerda, primeira 

derivada da pressão ventricular esquerda, contratilidade, fluxo coronariano em 

presença de bradicinina e conteúdo intracelular de ATP.(20) 

Deferoxamina, LK616 ou Trolox melhora o padrão de reatividade 

vascular, analisado pela vasodilatação induzida pela bradicinina e ATP 

mediada.(21) 

Oxigenação da solução é benéfico para fígados coletados de doadores 

com parada cardíaca prévia, mantendo-os viáveis até o momento do 

transplante hepático em humanos.(22) 

 

Posologia 

Foi descrito por Holper et al. 1000 mL da solução HTK a 2 oC na 

velocidade de infusão de 80 a 120 mL/min de 8 a 10 minutos em adultos, e 40 

mL/kg para crianças.(15) A aspiração do seio coronário é recomendável. A altura 

da garrafa de infusão deve estar inicialmente de 140 a 150 cm acima do 

coração (100 a 110 mmHg) ou com uma bomba com volume constante de 

infusão nas artérias coronárias. Após a parada cardíaca (dentro do primeiro 

minuto após iniciada a perfusão) o frasco deve ser disposto 50 a 70 cm acima 

do nível do coração (40 - 50 mmHg).(15) 
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Utilização em território nacional 

Em território nacional, a solução de HTK foi utilizada principalmente em 

cirurgias vídeo-assistidas(23,24) e transplante cardíaco em crianças.(25) Essa 

cardioplegia ainda não foi difundida no Brasil devido ao seu alto custo, ainda 

não estando liberada para uso no SUS e também pela própria preferência 

pessoal dos cirurgiões cardíacos, que já têm suas rotinas estabelecidas. 

 

1.1. Objetivo 

O presente estudo tem como objetivo avaliar apoptose, inflamação, 

entropia de Shannon e dimensão fractal da nova solução cardioplégica com 

histidina-triptofano-glutamato (HTG) em modelo de coração isolado de ratos. 
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hipercalemia e hipocalcemia – revisão de 
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SPECIAL ARTICLE

Abstract
The entry of sodium and calcium play a key effect on myocyte 

subjected to cardiac arrest by hyperkalemia. They cause cell 

swelling, acidosis, consumption of adenosine triphosphate and 

trigger programmed cell death. Cardiac arrest caused by hypo-

calcemia maintains intracellular adenosine triphosphate levels, 

improves diastolic performance and reduces oxygen consumption, 

which can be translated into better protection to myocyte injury 

induced by cardiac arrest.

Descriptors: Heart Arrest, Induced. Myocardial Ischemia. 

Hyperkalemia. Hypocalcemia.

Resumo
A entrada de sódio e cálcio desempenham efeito chave no miócito 

submetido à parada cardíaca por hiperpotassemia. Eles provocam 

edema celular, acidose, consumo de trifosfato de adenosina e desen-

cadeiam processo de morte celular programada. A parada cardíaca 

provocada por hipocalcemia mantém os níveis intracelulares de 

trifosfato de adenosina, melhora o rendimento diastólico e reduz o 

consumo de oxigênio, o que pode ser traduzido em melhor proteção 

do miócito às lesões provocadas pela parada cardíaca induzida.

Descritores: Parada Cardíaca Induzida. Isquemia Miocárdi-

ca. Hiperpotassemia. Hipocalcemia.

INTRODUÇÃO

As primeiras operações cardíacas eram realizadas com o co-
ração batendo, limitando-se a correção de enfermidades mais 
simples como sutura de ferimentos cardíacos, drenagem peri-
cárdica e fechamento de canal arterial. Nessa época, as compli-
cações eram relacionadas à depressão miocárdica[1,2]. Em 1953, 
John Gibbon realizou a primeira cirurgia cardíaca a céu aberto, 
tornando possível a abordagem de doenças intracardíacas[3] com 
a utilização de substâncias que produziam parada cardíaca con-
trolada, chamadas genericamente agentes cardioplégicos[4].

Diversos métodos de proteção miocárdica apresentam re-
sultados satisfatórios, mas, apesar disso, nenhum deles pode 
ser considerado ideal. O agente cardioplégico ideal necessita 
cumprir os seguintes requisitos[5]:

1. Parada cardíaca: indução rápida e eficaz da parada car-
díaca com o miocárdio relaxado e com o mínimo de consumo 
de ATP;

2. Proteção miocárdica: efeitos protetores para retardar 
a lesão celular irreversível causada pela isquemia global e 
limitar a extensão da lesão de reperfusão;

3. Reversibilidade: reversão imediata da parada cardíaca 
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que o cálcio adentre o citosol[13], fenômeno esse chamado de 
janela do cálcio[5]. A seguir, a bomba antiporte Na+/Ca2

+ é ati-
vada ao contrário, retirando sódio do intracelular e internali-
zando o íon cálcio. Íons H+ (decorrentes de isquemia) sairão 
da célula pela bomba antiporte Na+/H+, contribuindo para a 
entrada de ainda mais íons sódio (Figura 1)[5,10].

A bomba Na+/K+ será inibida pela concentração elevada 
do potássio extracelular, acidose e hipotermia, permitindo 
com que o nível de Na intracelular permaneça elevado, per-
petuando a ação da bomba antiporte Na+/Ca2

+ funcionando 
ao contrário. Esse panorama intracelular de cálcio elevado 
leva a contratura do miócito mesmo sem deflagrar potencial 
de ação, com gasto energético. O sódio elevado produz ede-
ma celular e citólise no momento da reperfusão[5]. Assim, a 
cardioplegia hipercalêmica não consegue inibir a entrada de 
cálcio na célula miocárdica e nem evitar seus efeitos negati-
vos (Figura 1)[12,13].

Abreviaturas, acrônimos & símbolos

ATP Trifosfato de adenosina 
CEC Circulação extracorpórea 
HTK Histidina-triptofano-cetoglutarato 
Em Potencial de repouso 
CPK Creatinofosfoquinase

com frequência cardíaca e força de contração, possibilitando 
“desmame” precoce da circulação extracorpórea (CEC);

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

5. Permitir boa visualização do campo operatório.
Diante desse contexto, o objetivo do presente trabalho 

é tecer algumas considerações bioquímicas e fisiológicas a 
respeito das modalidades de cardioplegia hipercalêmica e hi-
pocalcêmica.

Cardioplegia hipercalêmica

Em 1955, Melrose et al.[6] introduziram a perfusão mio-
cárdica com solução cardioplégica cristaloide hipotérmica 
com citrato de potássio a 2,5%, mas logo abandonaram essa 
técnica devido à necrose miocárdica e morte de diversos pa-
cientes. Gay & Ebert[7], reintroduzindo essa mesma técnica, 
porém com concentrações menores de potássio, consegui-
ram benefícios metabólicos e funcionais para o miocárdio, 
sem qualquer alteração estrutural aparente. A partir desses 
resultados, começou o uso generalizado da solução rica em 
potássio, cristaloide e hipotérmica para proteção miocárdica. 
Em 1975, a solução St. Thomas foi introduzida por Hearse et 
al.[8], usando cloreto de potássio com concentrações de 10-30 
mM. Essas soluções aboliram o problema do “stone heart” e 
soluções com potássio em concentração adequada para para-
da cardíaca foram consideradas o gold standard na proteção 
miocárdica[9,10].

Entretanto, posteriormente o seu uso foi correlacionado 
por Cohen et al.[11] com disfunção miocárdica pós-operatória 
devido à falha em proteger completamente o miocárdio da is-
quemia e lesão de reperfusão, levando diversos autores a pes-
quisar soluções alternativas mais seguras para os pacientes.

Vias metabólicas da cardioplegia hipercalêmica

O potássio extracelular elevado (10-40mM) altera o po-
tencial de repouso (Em) dos miócitos de -85mV para uma 
faixa entre -65mV e -40mV, inativando os canais rápidos de 
sódio. Esse novo “Em” bloqueia a condução do potencial de 
ação miocárdico, induzindo assim a parada cardíaca despo-
larizada. Entretanto, ela não inativa completamente os canais 
lentos de sódio (janela do sódio), aumentando sua concentra-
ção intracelular de maneira lenta (Figura 1)[5,10,12].

Associado a isso, o canal de cálcio tipo L (dihidropiridíni-
co), que é ativado com “Em” entre -20mV a -30mV, faz com 

Fig. 1 - Desenho esquemático das vias metabólicas da cardioplegia 
hipercalêmica lesiva ao miócito.

Fisiologia do cálcio na fibra cardíaca
O cálcio age como efetor na fibra cardíaca, conectando 

a fase de contração ventricular com a de excitação pelo po-
tencial de ação. Tal mecanismo é chamado de acoplamento 
excitação-contração[14]. A célula muscular estriada esqueléti-
ca também possui esse mecanismo, porém na fibra cardíaca 
há algumas diferenças que têm efeitos importantes sobre as 
características de sua contração[15].

Como no músculo esquelético, quando um potencial de 
ação passa sobre a membrana do miocárdio, também se es-
palha para o interior da fibra muscular cardíaca ao longo das 
membranas dos túbulos T. Os potenciais dos túbulos T, por 
sua vez, causam a liberação instantânea de íons cálcio das 
cisternas do retículo sarcoplasmático para o interior do sar-
coplasma muscular. Os íons cálcio então se difundem, em 
alguns milésimos de segundo, para as miofibrilas, onde ca-
talisam as reações químicas que promovem o deslizamento 
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dos filamentos de actina e miosina entre si; isso, por sua vez, 
produz a contração muscular. Até aqui, esse mecanismo de 
acoplamento excitação-contração é o mesmo que o do mús-
culo esquelético, mas nesse momento começa a surgir uma 
diferença fundamental. Além dos íons cálcio liberados no 
sarcoplasma a partir das cisternas do retículo sarcoplasmá-
tico, grandes quantidades de cálcio também se difundem du-
rante o potencial de ação dos túbulos T para o sarcoplasma[15].

De fato, sem esse cálcio extra dos túbulos T, é provável 
que a força de contração do músculo cardíaco fosse consi-
deravelmente reduzida, uma vez que as cisternas do mús-
culo cardíaco são menos desenvolvidas que as do músculo 
esquelético e não armazenam cálcio suficiente para produzir 
contração efetiva. Por outro lado, os túbulos T do múscu-
lo cardíaco têm diâmetro cinco vezes maior que os do es-
quelético; no interior do túbulo T há quantidade grande de 
mucopolissacarídeos carregados eletronegativamente e que 
fixam depósito abundante de íons cálcio, mantendo-o sempre 
disponível para difusão no interior da fibra muscular cardíaca 
quando ocorre potencial de ação no túbulo T. Esse suprimen-
to extra de cálcio a partir dos túbulos é pelo menos um dos 
fatores que prolongam o potencial de ação do músculo cardí-
aco e mantem sua contração durante 1/3 de segundo, em vez 
de 1/10 desse tempo, como ocorre no músculo esquelético[15].

No final do platô do potencial de ação, o suprimento de 
novos íons cálcio para o interior da fibra muscular é subi-
tamente interrompida e os íons no sarcoplasma são rapida-
mente bombeados de volta para o retículo sarcoplasmático e 
túbulos T, finalizando assim a contração até que ocorra novo 
potencial de ação[15].

É de especial interesse o fato de que a força de contração 
do músculo cardíaco dependa da concentração de íons cálcio 
nos líquidos extracelulares, o que normalmente não é o que 
ocorre com o músculo estriado. A provável razão disso é que 
a quantidade de íons cálcio nos túbulos T é diretamente pro-
porcional à sua concentração no líquido extracelular. Con-
sequentemente, a disponibilidade de íons cálcio para causar 
contração do músculo cardíaco depende diretamente da pre-
sença desses íons no líquido extracelular[15].

Cardioplegia hipocalcêmica

O meio extracelular sem cálcio impede a sua internalização 
tanto por via membrana celular como via retículo sarcoplasmá-
tico, evitando que haja contração dos miofilamentos. Mesmo 
havendo potencial de ação, não há contração do miocárdio[5].

Investigando o efeito da solução de cardioplegia hipocalcê-
mica em corações imaturos de ovelhas submetidos à isquemia 
e hipotermia, Aoki et al.[16] verificaram que com concentração 
fisiológica de cálcio houve piora da função ventricular esquer-
da e da função diastólica, aumento do consumo de oxigênio 
e da resistência vascular coronariana quando comparado com 
hipocalcemia, indicando que níveis baixos de cálcio protege-
ram o coração dos efeitos deletérios da hipotermia e isquemia.

Baker et al.[17], comparando efeitos de diversas concentra-
ções de cálcio na solução de St. Thomas em corações imatu-
ros de coelho, constataram que quanto menor a concentração 
de cálcio menor foi a concentração de creatinafosfoquinase 
(CPK), mas a recuperação do fluxo aórtico não teve a mesma 
distribuição. Seu comportamento foi parabólico com zênite 
em 0,3 mmol/L, quando o coração obteve seus maiores valo-
res de fluxo aórtico.

Na comparação entre soluções hipocalcêmica e normo-
calcêmica na cardioplegia sanguínea em corações imaturos 
isquêmicos ou não de porcos em CEC, Bolling et al.[18] ob-
servaram que o grupo sem isquemia foi beneficiado indepen-
dentemente do tipo de cardioplegia; no grupo isquêmico hou-
ve piora da função miocárdica, dos níveis de ATP e aumento 
da resistência vascular coronariana naqueles tratados com 
cardioplegia normocalcêmica, enquanto na hipocalcêmica 
foram obtidos os mesmos valores do grupo sem isquemia, in-
dicando que a hipocalcemia protegeu o coração da isquemia.

Avaliando o consumo de oxigênio em corações de ratos 
submetidos à cardioplegia hipocalcêmica ou hipercalêmica, 
Burkhoff et al.[19] averiguaram que o grupo hipocalcêmico 
apresentou consumo menor de oxigênio quando comparado 
ao que utilizou solução rica em potássio.

Kronon et al.[20] concluíram que solução cardioplégica 
com concentração fisiológica de cálcio é deletéria para cora-
ções imaturos de porcos, exceto quando magnésio foi incluí-
do na solução (10 mEq/L), sendo o miocárdio protegido dos 
efeitos deletérios do cálcio. Em outro trabalho, os mesmos 
autores verificaram que quando o magnésio (tanto 5-6 mE-
q/L quanto 10-12 mEq/L) foi adicionado à solução hipocal-
cêmica houve melhora significativa na contração miocárdica 
e redução da rigidez diastólica[21].

Mori et al.[22] relataram melhor recuperação da primeira 
derivada da pressão desenvolvida do ventrículo esquerdo 
(dP/dt), fluxo coronário, valores menores de CPK e menor 
edema celular em corações de coelho submetidos à cardio-
plegia com baixo teor de cálcio (0,5 mmol/L) quando com-
parado com solução sem cálcio.

Robinson et al.[23], utilizando concentração de cálcio da 
solução de St. Thomas (0,6 mmol/L), constataram melhora 
da recuperação do fluxo aórtico em 64%, CPK reduzida em 
84% e arritmias de reperfusão pós-isquêmica também redu-
zidas, com retorno ao ritmo sinusal mais rápido que no grupo 
com a solução habitual.

Em corações imaturos de coelhos com concentrações de 
cálcio entre 0,6 e 1,2 mmol/L submetidos a 1h de isquemia 
normotérmica, Zweng et al.[24] relataram melhor recuperação 
do fluxo aórtico, pressão desenvolvida e dP/dt.

Diversos autores apontam que a cardioplegia sem cálcio 
está associada à recuperação pior da função cardíaca[22,24-26] e 
dos fluxos coronário[22] e aórtico[24], ao aumento da creatino-
fosfoquinase[22,25] e edema celular[22]. Tais alterações ocorrem 
devido ao fenômeno denominado “paradoxo do cálcio”, o 
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que não ocorre quando adicionamos quantidade pequena de 
cálcio à solução[14,27].

Um exemplo de solução hipocalcêmica é a solução de 
Bretschneider. Além de adicionar traços de cálcio, também 
incorpora benefícios da histidina, triptofano, cetoglutarato e 
manitol.

A histidina (aminoácido) atua como sistema tampão na 
solução de modo dependente da temperatura. Quando colo-
cada à temperatura de 22oC, a histidina mantém o pH entre 
7,02-7,20, ao passo que quando a temperatura é de 4oC, o pH 
fica em torno de 7,40. Isso significa que a temperatura ideal 
da solução é de 4oC, pois mantém o pH em nível fisiológi-
co. Esse aminoácido também inibe as metaloproteinases de 
matriz, responsáveis pelo desenvolvimento da lesão tecidual 
durante a preservação a frio. Além disso, a histidina também 
age como impermeante de membrana celular, potencializan-
do o efeito osmótico do manitol[28].

O triptofano contribui para manutenção da integridade 
das membranas celulares[28]. Hachida et al.[29] relataram que a 
ausência do triptofano na solução provocou decréscimo sig-
nificativo na pressão máxima desenvolvida e do fluxo san-
guíneo coronariano.

Hachida et al.[29] também avaliaram a ausência do ceto-
glutarato na solução, o que resultou em decréscimo da pres-
são máxima desenvolvida e aumento da fração MB da creati-
nofosfoquinase, ambos de maneira significativa.

CONCLUSÃO

A cardioplegia hipocalcêmica é segura na proteção ao 
miócito tanto em corações imaturos como em mais velhos, 
pois evita depleção do ATP e acidose, e está associada a boa 
recuperação da função ventricular. Soluções cardioplégicas 
hipocalcêmicas como a histidina-triptofano-cetoglutarato 
têm sido utilizadas rotineiramente em cirurgias cardíacas ao 
redor do mundo, mas ainda não é a solução ideal. Novas pes-
quisas ainda são necessárias para obtermos uma cardioplegia 
que seja ao mesmo tempo de ação rápida, atóxica, de rápi-
da metabolização, que promova boa visualização do campo 
operatório e proteja adequadamente o miócito.
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2.2. O paradoxo do cálcio – O que temos a 

temer? 
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SPECIAL ARTICLE

Abstract
The calcium paradox was first mentioned in 1966 by 

Zimmerman et al. Thereafter gained great interest from the 
VFLHQWL¿F�FRPPXQLW\�GXH�WR�WKH�IDFW�RI�WKH�DEVHQFH�RI�FDOFLXP�
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.

Resumo
O paradoxo do cálcio foi pela primeira vez citado em 1966 por 

Zimmerman et al. A partir daí, ganhou grande interesse por parte 
GD�FRPXQLGDGH�FLHQWt¿FD�LQWHUQDFLRQDO�GHYLGR�DR�IDWR�GD�DXVrQFLD�
do íon cálcio produzir na célula muscular cardíaca dano semelhante 
à lesão de isquemia-reperfusão. Apesar de não serem conhecidos 
todos os mecanismos envolvidos no processo da lesão celular no 
paradoxo do cálcio, a conexão intercelular mantida somente pelo 
nexus parece ter papel chave na fragmentação celular. A adição 
de pequenas concentrações de cálcio, bloqueadores de canal de 
cálcio, hiponatremia ou hipotermia são importantes para evitar 
que haja lesão celular no momento da reperfusão com soluções com 
FRQFHQWUDomR�¿VLROyJLFD�GH�FiOFLR�

Descritores: Parada Cardíaca Induzida. Isquemia Miocárdica. 
Cálcio.

também alterou as membranas celulares dos miócitos cardía-
cos, culminando na fase de reperfusão com necrose dos mes-
mos, explicando o termo “paradoxo”[1].

Nos anos seguintes diversos pesquisadores estudaram 
SRVVtYHLV�PHFDQLVPRV�¿VLROyJLFRV�GR�SDUDGR[R��FXOPLQDQ-
do com expressiva quantidade de trabalhos sobre o assun-
to, sendo muitos apresentados em 1983, no IX Congresso 
Mundial da Sociedade de Pesquisa do Coração, realizado 
em Londres[3].

INTRODUÇÃO

Na década de 1960 Zimmerman et al.[1,2] descreveram lise 
maciça de cardiomiócitos após administração de cardioplegia 
com solução sem cálcio seguido por reperfusão com solução 
FRP�FRQFHQWUDomR�¿VLROyJLFD�GH�FiOFLR�HP�FRUDomR� LVRODGR�
de ratos. A esse evento foi chamado “paradoxo do cálcio”.

Diferentemente do que seria esperado, a ausência com-
pleta do cálcio não provocou somente a parada cardíaca, mas 
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Abreviaturas, acrônimos & símbolos

DNP Dinitrofenol
ADP Difosfato de adenosina 
ATP Trifosfato de adenosina
VE Ventrículo esquerdo

Nesse evento foi compilado muito do que se sabia na épo-
ca a respeito da ausência do cálcio na solução cardioplégica, 
da lesão miocárdica extensa a que essa solução provoca e 
formas alternativas para a elaboração de uma cardioplegia 
hipocalcêmica segura[4-6].

Após quase 50 anos da descoberta desse paradoxo, este 
trabalho objetiva discutir alguns efeitos lesivos do paradoxo 
do cálcio no coração, considerando-se sua importância, me-
canismos moleculares, alterações celulares ultraestruturais, 
ação lesiva aditiva ou protetora quando colocado em associa-
ção com outras soluções e algumas formas de evitá-lo.

Importância do paradoxo do cálcio
Na década de 1980, o metabolismo do cálcio no coração 

foi bastante estudado. Nessa época, havia consenso sobre as 
consequências da sucessão de um meio sem cálcio seguido 
por outro repleto dele para a célula muscular cardíaca, que 
internaliza rapidamente esse íon, levando a mesma à citólise 
H�R�FRUDomR�j�LQVX¿FLrQFLD�FDUGtDFD��(VVH�IHQ{PHQR�p�VHPH-
lhante à lesão de reperfusão[7].

Outro aspecto fundamental é o conhecimento sobre me-
canismos envolvidos, pois soluções cardioplégicas não de-
vem causar dano celular. Soluções cardioplégicas hipocalcê-
micas são efetivas para induzir parada cardíaca[8]. Entretanto, 
substâncias que interrompam ou amenizem efeitos colaterais 
indesejáveis devem estar presentes para evitar disfunção ven-
tricular após circulação extracorpórea[7].

Estudos sobre vias metabólicas que promovem ou inter-
rompem o seu processo[9,10], assim como suas relações com 
LQVX¿FLrQFLD�FDUGtDFD[11,12] têm sido publicados, aos quais dis-
correremos brevemente a seguir.

Mecanismo causal
Diversas hipóteses foram formuladas para explicar o pa-

radoxo do cálcio como aumento da permeabilidade do cálcio 
no sarcolema[13], no glicocálix[14] e separação dos discos inter-
calares[15,16], porém nenhuma ainda esclareceu todo o meca-
nismo do paradoxo do cálcio.

É possível também que a hipercalcemia intracelular não 
seja causa primária do paradoxo do cálcio. Seu aumento pode 
ocorrer como consequência de dano no sarcolema acompa-
nhado da entrada de quantidade moderada de cálcio para cé-
lulas estruturalmente alteradas[17].

A ausência isolada de cálcio pode provocar lesão celular, 
mas seu efeito deletério é potencializado em meios com anó-
xia, cafeína, 2,4-dinitrofenol (DNF), balão ventricular (dis-

tensão mecânica), etc. Todas essas condições causam lesões 
ao miocárdio mesmo na ausência de cálcio extracelular[18-22]. 
Outro mecanismo aceito é que o cálcio adentre a célula de 
maneira massiva, provocando lesão e morte celular[23].

Alterações celulares estruturais
A primeira descrição de mudanças estruturais no mióci-

to perfundido em meio livre de cálcio foi realizada por Muir 
et al.[16]�� TXH� YHUL¿FDUDP� DOWHUDo}HV� HP�GLVFRV� LQWHUFDODUHV� H�
glicocálix de miócitos em corações isolados de ratos. Discos 
intercalares são estruturas complexas divididas em várias regi-
ões, sendo a maior delas ocupada pela fascia adherens. Esses 
são os locais de maior tensão entre as células no momento da 
contração miocárdica. Junções desmossômicas, chamadas de 
macula adherens, estão presentes e servem para unir as células. 
Nexus ou gap junctions são pontos focais de contato celular 
íntimo, sendo locais de sinalização elétrica entre as células[24].

Muir et al.[16] notaram que miócitos cardíacos subme-
tidos à perfusão sem cálcio apresentaram a partir de 30 
minutos nítida separação nas regiões da fascia adherens 
e macula adherens, enquanto o nexus se mantinha intac-
to (Figura 1). Ashraf[13] e Yates & Dhalla[25] observaram 
mudanças similares em 10 a 15 minutos de exposição ao 
mesmo meio. Períodos mais curtos, como 3 a 5 minutos. 
geralmente não provocam separação física na ultraestrutu-
ra dos discos intercalares[23].

)LJ������(OHWURPLFURJUD¿D�GH�FRUDomR�GH�UDWR�DSyV����PLQXWRV�HP�
SHUIXVmR�VHP�FiOFLR�HP���o&��2V�GLVFRV�LQWHUFDODUHV�HVWmR�VHSDUDGRV�
QDV�UHJL}HV�GD�IDVFLD�DGKHUHQV��)$��PDV�DLQGD�HVWmR�LQWHUOLJDGDV�
SHODV� MXQo}HV�QH[XV��1���$� OkPLQD�H[WHUQD�GR�VDUFROHPD��2/��RX�
JOLFRFiOL[� HVWi� GHVWDFDGR�GD�PHPEUDQD�SODVPiWLFD�GRV�PLyFLWRV��
5HSURGX]LGR�GH�*DQRWH�	�1D\OHU������>��@

O meio sem cálcio aumenta a quantidade de sódio intra-
celular tanto em cultura de miócitos como no coração isola-
do. Passando para um meio rico em cálcio, esse íon adentra 
rapidamente as células via bomba antiporte Na+/Ca+2, fun-
cionando ao contrário. As semelhanças terminam aí, pois há 
contração do miócito em cultura, mas não citólise, enquanto 
que no coração isolado encontramos lise maciça das células. 
Esse fenômeno foi descrito como intolerância ao cálcio[26-28].
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A citólise no momento que o miócito entra em contato 
com solução de reperfusão rica em cálcio após sensibilização 
em meio sem esse íon ocorre porque essas células têm so-
mente discos intercalares conectando umas às outras, sendo 
que durante a contração há avulsão dos mesmos com expo-
sição do meio intracelular de cada uma delas, explicando a 
morte celular maciça das mesmas[16].

Outra mudança que ocorre durante a perfusão sem cálcio 
é o destacamento do glicocálix, que geralmente é uma mu-
dança focal que não é vista até 10 a 15 minutos após a infusão 
da solução sem cálcio. Frank et al.[29,30] mostraram que apesar 
da lâmina externa do glicocálix se destacar, há uma membra-
QD�PDLV�LQWHUQD�TXH�¿FD�DGHULGD�QD�PHPEUDQD�FHOXODU�

Ashaf et al.[13] e Frank et al.[29] observaram agregação e re-
arranjo anômalos das moléculas constituintes da membrana 
celular quando colocadas em meio sem cálcio, fazendo com 
que haja dano celular irreversível devido à permeabilidade 
alterada de membrana. Os mecanismos moleculares dessas 
alterações ainda não são conhecidos.

Fase de reentrada de cálcio na célula
Após 10-15 minutos em meio desprovido de cálcio, o mi-

ócito está sensibilizado, sendo estabelecida a separação dos 
discos intercalares entre as células[23]. Os sarcômeros de cada 
célula condensam em uma única banda de contração. As fas-
cia adherens permanecem conectadas aos sarcômeros, mas 
estão completamente separadas das membranas das células 
adjacentes. Regiões de discos intercalares, localizadas entre 
as zonas de fascia adherens se tornam fragmentadas, per-
mitem que mitocôndrias adentrem o espaço intercelular[31]. 
Ganote et al.[19] mencionam que a hipotermia evita a lise da 
fascia adherens e, por conseguinte, a citólise.

A contração do sarcômero e a necrose celular são idênti-
cas àquelas observadas em outros tipos de lesão como necro-
se por catecolamina e lesão isquemia/reperfusão. Entretanto, 
deve ser enfatizado que a ultraestrutura celular quando em 
meio sem cálcio difere de todas as anteriores pela separação 
dos discos intercalares e presença de uma única banda central 
de contração[23].

Traços de cálcio
Rebeyka et al.[32] constataram em modelo de circulação 

extracorpórea que corações de cães perfundidos com solução 
cardioplégica gelada sem cálcio apresentaram pior recupe-
ração da função ventricular e maior área de necrose do que 
aqueles em que a solução tinha apenas 70µmol/L de cálcio, 
mostrando que mesmo concentrações pequenas de cálcio são 
VX¿FLHQWHV�SDUD�SURWHJHU�R�FRUDomR�GR�SDUDGR[R�GR�FiOFLR�

Glicocálix
A separação da lâmina externa do glicocálix da mem-

brana celular do miócito ocorre após exposição da célula ao 
meio pobre em cálcio[23]. Frank et al.[14] cogitaram que essa 

separação seria responsável pelo aumento da permeabilidade 
do cálcio na membrana. Entretanto, Nayler et al.[17] utilizando 
2 mM de cálcio no lugar do magnésio no período privado 
de cálcio demonstrou que apesar de ainda haver destacamen-
to do glicocálix, não havia aumento da permeabilidade de 
membrana ao cálcio e Slade et al.[33] também já observaram 
que miócitos colocados em meio tampão sem cálcio também 
SHUGHP�R�JOLFRFiOL[��VHP��FRQWXGR��KDYHU�DOWHUDomR�GR�LQÀX-
xo do íon cálcio.

Com a utilização da neuramidase há separação completa 
do glicocálix dos miócitos com aumento da permeabilida-
de celular ao cálcio. Para explicar esse fenômeno, Ganote et 
al.[23] postulam que nesse caso as glicoproteínas de membra-
QD�WDPEpP�VHULDP�GDQL¿FDGDV��SHUGHQGR�R�FRQWUROH�GR�ÀX[R�
de cálcio.

ATP
Ruigrok et al.[34] demonstraram que a liberação maciça 

de enzimas que ocorre na fase de reperfusão com cálcio é 
dependente de energia. Essa conclusão é baseada em experi-
mentos que consumiam o ATP intracelular do miócito com 
perfusão anóxica ou na inclusão dessa célula em meio sem 
glicose. As células cardíacas não liberavam enzimas na fase 
de cálcio normal após 5 minutos de perfusão sem cálcio de-
vido à depleção do ATP[34].

Bloqueadores dos canais de cálcio
Baker & Hearse[35] observaram que o efeito dos bloquea-

dores dos canais de cálcio são melhor demonstrados quando 
há baixa concentração de cálcio no extracelular na reperfu-
são. Nessas condições, a entrada do cálcio acontece prefe-
rencialmente pelos canais lentos da membrana. A limitação 
dessa entrada permite a recuperação da lesão dos discos in-
WHUFDODUHV�H�GR�VDUFROHPD��(P�VROXo}HV�FRP�FRQFHQWUDomR�¿-
siológica de cálcio na solução de reperfusão, os bloqueadores 
dos canais de cálcio oferecem pouca proteção para o para-
doxo, sugerindo que mais de uma via seja importante para a 
entrada do cálcio na célula[36].

6yGLR
Dhalla et al.[37] mostraram que quando a concentração de 

sódio é reduzida para 35mM na fase sem cálcio, a magnitu-
de da injúria tecidual é reduzida na fase de reperfusão com 
cálcio. Isso ocorre devido à baixa concentração do sódio, que 
OHQWL¿FD�D�HQWUDGD�GR�FiOFLR�QD�PHPEUDQD�SHOD�ERPED�DQWL-
porte Na+/Ca+2, facilitando o reequilíbrio iônico intracelular e 
prevenindo a contratura que levaria à morte celular[37].

Durante o período sem cálcio, a baixa concentração de sódio 
UHGX]�R�JUDGLHQWH�WUDQVPHPEUDQD�H�UHWDUGD�R�HÀX[R�GH�FiOFLR�H�
R�LQÀX[R�GH�VyGLR��,VVR�UHWDUGDULD�WDQWR�D�UHWLUDGD�GR�FiOFLR�LQWUD-
celular quanto a lesão celular provocada pela falta desse íon. No 
SHUtRGR�FRP�FiOFLR�QRUPDO�R�VyGLR�EDL[R�WDPEpP�VHULD�EHQp¿-
FR��SRLV�UHGX]�R�LQÀX[R�GH�FiOFLR�YLD�ERPED�DQWLSRUWH�1D+/Ca+2, 



252
Rev Bras Cir Cardiovasc | Braz J Cardiovasc Surg

Rev Bras Cir Cardiovasc 2014;29(2):249-54Oliveira MAB, et al. - The calcium paradox - What should we have to fear?

funcionando ao contrário. A eliminação lenta de cálcio quando 
a célula está sem ele e a internalização mais lenta no período de 
reperfusão dá à célula condições de reestabelecer seu equilíbrio 
iônico antes de qualquer lesão estrutural[37].

Hipotermia
Hipotermia protege o miócito do paradoxo do cálcio[38,39]. 

Ela previne a separação do disco intercalar e o destacamento 
do glicocálix[40]. Além disso, reduz a troca Na+/Ca+2, podendo 
diminuir a perda do íon Ca+2 no momento da perfusão sem 
cálcio[41]. A temperatura ideal encontrada para proteção mio-
cárdica do paradoxo do cálcio foi 22oC[42-44].

Lesão mecânica
Ganote et al.[20]� D¿UPDP� TXH� TXDQGR� FRUDo}HV� LVRODGRV�

de ratos são colocados em anóxia em meio com concentra-
omR�¿VLROyJLFD�GH�FiOFLR�� D�GLVWHQVmR�GR�EDOmR�YROXPpWULFR�
em ventrículo esquerdo (VE) ocorre com pequeno aumento 
enzimático decorrente da lise celular, mas a distensão de VE 
é difícil. Quando o meio é livre de cálcio e normóxia, a dis-
tensão é fácil e também a liberação enzimática é pequena. 
Entretanto, quando temos anóxia e meio livre de cálcio, há 
liberação maciça de enzimas celulares.

Isso ocorre porque corações anóxicos conseguem supor-
tar a tensão de parede que o balão imprime devido aos dis-
cos intercalares estarem íntegros. A distensão da cavidade 
ocorre por meio de elongação dos sarcômeros, com lesão dos 
PHVPRV��(P�PHLR�OLYUH�GH�FiOFLR�H�QRUPy[LD��DV�¿EUDV�PXV-
culares já estão relaxadas e a tensão produzida pelo balão 
QmR� p� VX¿FLHQWH� SDUD� RFDVLRQDU� DYXOVmR� GH� GLVFR� LQWHUFDODU�
fragilizado. Mas, quando a anóxia e meio sem cálcio estão 
superpostos, a célula mantém a rigidez dos sarcômeros com 
a fragilidade dos discos intercalares. A pressão do balão insu-
ÀDGR�OHVD�GLUHWDPHQWH�HVVD�UHJLmR��DFDUUHWDQGR�OLEHUDomR�GH�
enzimas intracelulares[20].

Dinitrofenol
O dinitrofenol (DNP) é um ácido lipossolúvel fraco que 

age como protonóforo (translocador de prótons), entra na mi-
tocôndria com carga positiva e sai com carga negativa, crian-
do transporte de elétrons para fora da mitocôndria, evitando a 
conversão do ADP em ATP[45]. Também provoca contratura 
ventricular rápida tanto em corações submetidos a meio livre 
de cálcio como naqueles com concentração normal desse íon. 
No entanto, naqueles em meio sem cálcio provoca lise celu-
lar maciça[22](Figura 2).

Essa observação é consistente com a hipótese que con-
WUDWXUD� VHSDUD� ¿VLFDPHQWH� DV� FpOXODV�� FDXVDQGR� D� OLVH� FHOX-
lar naquelas em meio sem cálcio. O DNP por si só causa a 
contração das células, não sendo necessário adicionar cálcio 
ao meio. O cálcio intracelular presente nas mitocôndrias e 
VDUFROHPD�QmR�VHULDP�VX¿FLHQWHV�SDUD�JHUDU�DPELHQWH�TXH�VL-
mule meio com cálcio normal[22].

Cafeína
A cafeína provoca liberação do cálcio do sarcolema, mas 

não na mitocôndria[46]. Assim, o cálcio aumenta discretamen-
te no intracelular, porém, sem sobrecarga do mesmo[31]. A 
contração persistente produzida pela cafeína é dependente do 
cálcio, sendo que em sua ausência há sustentação por apenas 
20 a 30 segundos, seguida por relaxamento[18].

Corações perfundidos com solução com cafeína, mas 
sem cálcio a 22oC não manifestam aumento de enzimas, mas 
aqueles que são mantidos a 37oC apresentam lesão semelhan-
te a do paradoxo do cálcio[18].

Considerando que o aumento da concentração de cálcio 
no intracelular não é expressivo, porque não houve reperfu-
são com cálcio, é improvável que a lesão seja originária de 
intoxicação por cálcio, mas sim por ação direta da contração 
ventricular no sarcolema[18].

CONCLUSÃO

Devemos temer o fenômeno conhecido como “paradoxo 
do cálcio”, pois lesa irreversivelmente a membrana do mió-
cito, provocando extrusão do conteúdo celular. Entretanto, 
apesar de seus mecanismos biomoleculares ainda não se-
rem completamente conhecidos, medidas como hipotermia, 
hiponatremia e presença de traços de cálcio na solução de 
perfusão diminuem o risco dessa lesão, possibilitando a recu-
peração da função ventricular após parada cardíaca induzida.

)LJ���� - (OHWURPLFURJUD¿D�GH� FRUDomR�GH� UDWR�DSyV���PLQXWRV� HP�
SHUIXVmR�VHP�FiOFLR��VHJXLGR�GH����PLQXWRV�FRP�DGLomR�GH�'13�DR�
SULPHLUR�SHUIXVDWR��2V�VDUF{PHURV�DTXL�HVWmR�FRQWUDtGRV��WUDFLRQDQGR�
D�IDVFLD�DGKHUHQV��)$��H�SURYRFDQGR�OHVmR�QD�PHPEUDQD�FHOXODU�GR�
PLyFLWR�QD�UHJLmR�GR�QH[XV��2�FLWRVRO�HVWi�H[WHULRUL]DGR�QD�IRUPD�GH�
EOHEV��%��QD�UHJLmR�LQWHUFHOXODU��5HSURGX]LGR�GH�*DQRWH�	�1D\OHU��
����>��@
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SPECIAL ARTICLE

Abstract
Introduction: Cardiac arrest during heart surgery is a com-

mon procedure and allows the surgeon to perform surgical pro-
cedures in an environment free of blood and movement. Using 
a model of isolated rat heart, the authors compare a new car-
dioplegic solution containing histidine-tryptophan-glutamate 
(group 2) with the histidine-tryptophan-alphacetoglutarate 
(group 1) routinely used by some cardiac surgeons. 

Objective: To assess caspase, IL-8 and KI-67 in isolated rat 
hearts using immunohistochemistry. 

Methods: 20 Wistar male rats were anesthetized and 
heparinized. The chest was opened, cardioctomy was performed 
and 40 ml/kg of the appropriate cardioplegic solution was 
infused. The hearts were kept for 2 hours at 4°C in the same 
solution, and thereafter, placed in the Langendorff apparatus for 
30 minutes with Ringer-Locke solution. Immunohistochemistry 
analysis of caspase, IL-8, and KI-67 were performed. 

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. 

Conclusion: Histidine-tryptophan-glutamate solution was 
better than histidine-tryptophan-alphacetoglutarate solution 
because it reduced caspase (apoptosis), increased KI-67 (cell 
proliferation), and showed no difference in IL-8 levels compared 
to group 1. This suggests that the histidine-tryptophan-glutamate 
VROXWLRQ� ZDV� PRUH� HI¿FLHQW� WKDQ� WKH� KLVWLGLQH�WU\SWRSKDQ�
alphacetoglutarate for the preservation of hearts of rat 
cardiomyocytes.

Descriptors: Heart Arrest, Induced. Myocardial Ischemia. 
Heart.

Resumo
Introdução: A parada do coração durante a cirurgia 
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toglutarato pelo glutamato traria algumas vantagens para o 

miócito: a diminuição do lactato e a elevação do pH na ma-

triz mitocondrial, mesmo em isquemia, evitando a acidose 

intracelular e o edema, contribuindo para a manutenção do 

trifosfato de adenosina (ATP) intracelular, protegendo o mió-

cito da lesão de isquemia-reperfusão.

Por sua vez, a redução da lesão de reperfusão provocaria 

diminuição da caspase [10-12] e da IL-8, devido à redução da 

apoptose e da necrose celular, respectivamente [13,14]. En-

tretanto, a diminuição da lesão de reperfusão pode não estar 

atuando sozinha em benefício ao miócito. Proteínas prolife-

UDWLYDV��FRPR�R�.,�����SRGHULDP�YROWDU�D�VHUHP�FRGL¿FDGDV��
contribuindo para a redução da morte celular e mesmo for-

PDomR�GH�QRYDV�¿EUDV�PLRFiUGLFDV�>�����@�
Este trabalho objetiva avaliar solução de HTG como 

agente cardioplégico em coração isolado de ratos, conside-

UDQGR�DQiOLVH� LPXQR�KLVWRTXtPLFD�GRV�PDUFDGRUHV�FDVSDVH��
IL-8 e KI-67.

MÉTODOS

Após aprovação do Comitê de Ética em Experimentação 

Animal da Faculdade de Medicina de São José do Rio Pre-

to (autorização número 015/2012), foram utilizados 20 ratos 

INTRODUÇÃO

$� LQGXomR� GD� SDUDGD� WHPSRUiULD� GR� FRUDomR� GXUDQWH� D�
cirurgia cardíaca é um procedimento relativamente comum 

que permite ao cirurgião realizar procedimentos em ambiente 

isento de sangue e movimento [1-3]. Um dos agentes cardio-

plégicos utilizados é a solução histidina-triptofano-cetoglu-

tarato (HTK).

O HTK foi testado por Bretschneider et al. [4], na Alema-

nha, em 1975. Seu mecanismo de ação vem da ausência do 

FiOFLR��TXH�HYLWD�VHX�LQÀX[R�SDUD�R� LQWHULRU�GD�FpOXOD�SHORV�
FDQDLV� GH� FiOFLR� WLSR� ³/´� QD� IDVH� GH� SODW{� GR� SRWHQFLDO� GH�
DomR��LQLELQGR�D�OLEHUDomR�GH�PDLV�FiOFLR�GR�UHWtFXOR�VDUFR-

SODVPiWLFR�GR�PLyFLWR�� UHVXOWDQGR�QD� LQDWLYDomR�GRV�PLR¿-

lamentos [5,6].

Esse mecanismo é complementado pela proteção celular 

dada pelos constituintes dessa solução, cujas funções prin-

cipais incluem: 1- histidina: sistema tampão dependente de 

temperatura, inibidor de metaloproteinases de matriz e im-

permeante celular [7]; 2- triptofano: atua na manutenção 

da integridade da membrana celular [8] e, 3- cetoglutarato: 

PHOKRUD� SUHVVmR�Pi[LPD� GHVHQYROYLGD� H� HYLWD� DXPHQWR� GD�
fração MB da creatinofosfoquinase [8].

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

Abreviaturas, acrônimos & símbolos

ATP Trifosfato de adenosina 

BSA Soro fetal bovino

DOM Densidade óptica média 

HTG Histidina-triptofano-glutamato

HTK Histidina-triptofano-cetoglutarato

IL Interleucina

IP Intraperitoneal 

8$� 8QLGDGHV�DUELWUiULDV

cardíaca é procedimento comum e permite que o cirurgião 
realize os procedimentos cirúrgicos em ambiente isento de 
sangue e movimento. Os autores comparam, em modelo de 
coração isolado de rato, uma nova solução cardioplégica com 
histidina-triptofano-glutamato (grupo 2) com a histidina-
triptofano-alfacetoglutarato (grupo 1) já utilizada de rotina por 
alguns cirurgiões cardíacos. 

Objetivo: Avaliar por análise imuno-histoquímica a caspase, 
a IL-8 e KI-67 em corações isolados de ratos. 

Métodos: 20 ratos machos de raça Wistar foram anestesiados 

e heparinizados. O tórax foi aberto, realizado cardiectomia e 
infundido 40 ml/kg de solução cardioplégica apropriada. Os 
corações foram mantidos por 2 horas na mesma solução a 4oC 
e, após esse período, colocados em aparato de Langendorff por 
30 minutos com solução de Ringer Locke. Foram feitas análises 
imuno-histoquímicas para caspase, IL-8 e KI-67. 

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

Conclusão: A solução com histidina-triptofano-glutamato 
foi melhor que a com histidina-triptofano-cetoglutarato, pois 
reduziu a caspase (apoptose), aumentou o KI-67 (proliferação 
FHOXODU��H�QmR�DSUHVHQWRX�YDORUHV�GLIHUHQWHV�GH�,/����LQÀDPDomR�
e necrose) que no grupo 1. Isso sugere que a solução histidina-
WULSWRIDQR�JOXWDPDWR� IRL� PDLV� H¿FLHQWH� TXH� D� KLVWLGLQD�
triptofano-cetoglutarato na preservação dos cardiomiócitos dos 
corações de ratos.

Descritores: Parada Cardíaca Induzida. Isquemia Miocárdica. 
Coração.
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(10 para cada grupo), machos, raça Wistar, com peso médio 
de 280±29 gramas.

Todos os animais receberam cuidados conforme reco-
mendações 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 injeção de 65 mg/kg 

intraperitoneal de pentobarbital sódico e receberam hepari-
nização sistêmica IP (500 UI/kg). Após a abertura do tórax, 
foi realizada cardiectomia. Os corações receberam solução 
GH�5LQJHU�ODFWDWR�SDUD�³ODYDU´�D�iUYRUH�FRURQDULDQD�H��HP�VH-
guida, solução cardioplégica conforme seu grupo.

Os corações nessa fase do experimento foram divididos em 
2 grupos. No grupo 1, foi utilizada solução de HTK a 4oC e, 
no grupo 2, solução de histidina-triptofano-glutamato (HTG) a 
4oC. A Tabela 1 apresenta a composição de cada uma das solu-
ções. Em todos os casos, a infusão da cardioplegia foi feita em 
dose única de 40 ml/kg na raiz da aorta, seguida por imersão 
do órgão na mesma solução por 2 horas a 4oC.

Após esse tempo, os corações foram colocados em sis-
tema de Langendorff e perfundidos com solução tampão de 
Ringer Locke oxigenado, em normotermia e pressão cons-
tante de 100 cm H2O, por método gravitacional durante 30 
minutos. A drenagem do ventrículo direito foi realizada pela 
DEHUWXUD�GD�DUWpULD�SXOPRQDU��VHQGR�PDQWLGR�LQWDFWR�R�iWULR�
direito no intuito de preservar o nó sinusal [18].

)RUDP�LQVHULGRV�WUrV�¿RV�GH�PDUFD�SDVVR�HSLFiUGLFR�HP�
pontos equidistantes dos ventrículos para documentação ele-
WURFDUGLRJUi¿FD�GRV� HYHQWRV� FDUGtDFRV��)RL� DQRWDGR�R� WHP-
SR�GH�LQtFLR�GD�¿EULODomR�YHQWULFXODU�H�R�SULPHLUR�EDWLPHQWR�
cardíaco contado a partir do início da infusão da solução de 
Ringer Locke.

Após 30 minutos de infusão de Ringer Locke, o expe-
rimento foi descontinuado. Os corações foram retirados do 
VLVWHPD�GH�/DQJHQGRUII��VHQGR�FROHWDGRV�IUDJPHQWRV�GH�iSLFH�
cardíaco, que foram armazenados em tubos estéril tipo Fal-
con contendo formol 10%, para posterior preparação histólo-
gica e imuno-histoquímica.

Preparação histológica e técnica imuno-histoquímica
,QLFLDOPHQWH�� R� PDWHULDO� IRL� LQFOXtGR� HP� SDUD¿QD�� SUR-

cedimento que oferece resistência permitindo seu corte em 
espessura de 3 µm e colocados em lâminas silanizadas. A 
silanização das lâminas consistiu na preparação destas com 
XP�DGHVLYR�TXH�¿[D�R�IUDJPHQWR�jV�OkPLQDV��LPSHGLQGR�VHX�
descolamento durante o procedimento imuno-histoquímico. 
Para tanto, estas foram imersas em acetona PA (2 minutos), 
solução de silano 4% diluído com acetona (2 minutos) e no-
vamente em acetona PA (4 a 5 mergulhos). A secagem das 
lâminas foi realizada na estufa a 60ºC.

O bloco foi preso ao micrótomo, a espessura do corte foi 
regulada para 3 µm e os cortes colocados em lâmina silani-
]DGD�LGHQWL¿FDGD�H�GHL[DGRV�QD�HVWXID�D����&�SRU����KRUDV��
$V�OkPLQDV�SDVVDUDP�SHOR�SURFHVVR�GH�GHVSDUD¿QL]DomR�HP�
[LORO�� VHJXLGD�SRU�KLGUDWDomR�HP�iOFRRO�DEVROXWR� ,�� ,,� H� ,,,��
¿QDOL]DQGR�FRP�VHLV�PHUJXOKRV�HP�iJXD�FRUUHQWH��LQFXEDGRV�
com 3% de peróxido de hidrogênio por 30 minutos para o 
bloqueio da peroxidase endógena.

A recuperação antigênica foi realizada na panela a vapor 
FRP�WDPSmR�HVSHFt¿FR�SDUD�FDGD�DQWLFRUSR�SRU����PLQXWRV�
(Tabela 2). Em seguida, as lâminas foram encobertas com 
solução contendo soro fetal bovino (BSA) e incubadas com 
R�DQWLFRUSR�SULPiULR�

Após essa etapa, as lâminas foram lavadas em solução 
PBS por 15 minutos e incubadas com kit Starr Trek Uni-
versal HRP Detection (Biocare Medical®), que consistiu no 
DQWLFRUSR�VHFXQGiULR�ELRWLQLODGR�SRU���KRUD�H�QR�FRPSOH[R�
estreptavidina-peroxidase por 30 minutos, seguidas de la-
vagem com PBS por 15 minutos. A revelação foi feita com 
substrato cromógeno (Betazoidchromogen DAB) do kit Starr 
Trek Universal HRP Detection (Biocare Medical®) de 2 a 5 
minutos e a contracoloração com hematoxilina de Harrys por 
��� VHJXQGRV��2V� WHFLGRV� IRUDP�GHVLGUDWDGRV� HP� iOFRRO� HP�
grau crescente e banhados no xilol antes da montagem das 
lâminas em meio ERV-MOUNT (Erviegas®).

Os controles negativos das reações foram obtidos pela 
RPLVVmR�GR� DQWLFRUSR�SULPiULR��)RUDP�XWLOL]DGRV� WHFLGR�GH�

Tabela 1. Composição das soluções utilizadas.

Substância
Cloreto de sódio
&ORUHWR�GH�SRWiVVLR
Cloreto de magnésio
&ORUHWR�GH�FiOFLR
3RWiVVLR�KLGURJrQLR���FHWRJOXWDUDWR
Glutamato
Histidina
Cloreto de histidina, H2O
Triptofano
Manitol
Água para injeção

HTK (g/L)
0,8766
0,671
0,8132
0,0022
0,1842

---
27,9289
3,7733
0,4085
5,4651

a 1000 ml

HTG (g/L)
0,8766
0,671
0,8132
0,0022

---
0,1842
27,9289
3,7733
0,4085
5,4651

a 1000 ml

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

Tabela 2. Relação dos anticorpos utilizados.

Anticorpo
anti-KI-67
anti-Caspase 3
anti-IL-8

(VSHFL¿FLGDGH
Monoclonal
Policlonal

Monoclonal

Diluição
1:200
1:1000
1:50

Tampão
Citrato pH6
Citrato pH6
Citrato pH6

Laboratório
Biocare Medical

Abcam
Santa Cruz
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tonsila para reações de KI-67 e caspase 3 e como controle 
positivo tecido de mama para reação de IL-8.

4XDQWL¿FDomR�GD�PDUFDomR�LPXQR�KLVWRTXtPLFD
$V�OkPLQDV�IRUDP�IRWRJUDIDGDV�H�DV�HQ]LPDV�TXDQWL¿FD-

das pelo software AxioVision no aumento de 40X do micros-
cópio Axioskop 2 Zeiss. Para cada amostra, foram selecio-
nadas três regiões do tecido cardíaco e 20 pontos das células 
PLRFiUGLFDV�IRUDP�PDUFDGRV�HP�FDGD�UHJLmR��$VVLP��IRUDP�
analisados 60 pontos diferentes de cada amostra, obtendo a 
média da intensidade relativa de imunorreatividade. Os valo-
UHV�IRUDP�REWLGRV�HP�XQLGDGHV�DUELWUiULDV��8$���$�GHQVLGDGH�
óptica média (DOM) foi obtida com a ajuda da fórmula:

DOM = 255 – UA
Essa fórmula demonstrou a intensidade da imunocolora-

omR�HVSHFL¿FDPHQWH�QDV�iUHDV�LPXQRUUHDWLYDV�

Análise estatística
Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normali-

GDGH�GH�.ROPRJRURY�6PLUQRY�H��VXEVHTXHQWHPHQWH��D�DQi-
lise paramétrica pelo teste t de Student não pareado ou não 
paramétrica pelo teste de Mann-Whitney, quando adequado, 
e teste exato de Fisher para dados categóricos. Os resultados 
foram expressos somente em média ± desvio padrão devido 
DR�IDWR�GH�WRGDV�DV�YDULiYHLV�VH�FRPSRUWDUHP�FRPR�TXDQWLWD-
tivas contínuas com distribuição Gaussiana. Os valores de P 
foram apresentados, sendo que aqueles que foram menores 
TXH������IRUDP�FRQVLGHUDGRV�VLJQL¿FDQWHV��8WLOL]RX�VH�R�SUR-
JUDPD�GH�FiOFXORV�HVWDWtVWLFRV�*UDSK3DG�,QVWDW�H�3ULVP������
ambos para Windows®.

RESULTADOS

O peso médio dos animais foi 277,4±24,6 g (grupo 1) e 
288±34,5 g (grupo 2), respectivamente, não havendo dife-
UHQoD�VLJQL¿FDQWH�HQWUH�RV�JUXSRV��P=0,4396). Com relação 
DR�YROXPH�PpGLR�GH�5LQJHU�/RFNH�FROHWDGR�GH�VHLR�FRURQi-
ULR�DR�¿QDO�GH����PLQXWRV��������������PO�H������������PO��
UHVSHFWLYDPHQWH���QmR�KRXYH�GLIHUHQoD�VLJQL¿FDQWH�HQWUH�RV�
grupos (P=0,1923).

Achados durante perfusão com solução cardioplégica 
e Ringer Locke 

Todos os corações apresentaram perfusão adequada de 
cardioplegia e Ringer Locke, evidenciada pela coloração cla-
ra na parede ventricular. A frequência cardíaca média, após 
5 minutos de perfusão (233±36 e 188±53,4 batimentos por 
PLQXWR�� UHVSHFWLYDPHQWH��� DSUHVHQWRX� GLIHUHQoD� VLJQL¿FDQ-
te (P ���������2� WHPSR� GH� LQtFLR� GH� ¿EULODomR� YHQWULFXODU�
(49±28,2 e 45±17 segundos, respectivamente) e o tempo 
de primeiro batimento (153±78 e 117±96,8 segundos, res-
SHFWLYDPHQWH�� QmR� GHPRQVWUDUDP� GLIHUHQoD� VLJQL¿FDQWH�
(P=0,5869 e P=0,187, respectivamente).

Achados imuno-histoquímicos
Após 2 horas de isquemia e 30 minutos de reperfusão, 

D�DWLYLGDGH�GD�FDVSDVH�IRL�VLJQL¿FDWLYDPHQWH�PHQRU�QR�JUX-
po 2 (P<0,0001), a atividade de KI-67 foi maior no grupo 
2 (P<0,0001) e a da IL-8 não foi diferente entre os grupos 
(Figura 1).

Fig. 1 - Histogramas demonstrando densidades ópticas médias 
de: (A) caspase, (B) KI-67 e (C) IL-8. Grupo 1: solução com 
histidina-triptofano-acetoglutarato, Grupo 2: solução com histidina-
triptofano-glutamato

DISCUSSÃO

,VTXHPLD� PLRFiUGLFD� FDXVD� GLYHUVRV� HIHLWRV� FDUGtDFRV��
tais como: diminui força de contração; aumenta pressão dias-
WyOLFD�� LQGLFDQGR� FRQWUDWXUD� GDV� PLR¿EULODV� HP� FRQGLo}HV�
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 adição 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 função cardíaca na recuperação após isquemia. 
Nossos resultados demonstram comportamento semelhante 
QDV�GXDV�VROXo}HV�HVWXGDGDV�UHIHUHQWHV�DR�WHPSR�GH�¿EULODomR�
ventricular e tempo de primeiro batimento, entretanto foi me-
lhor para grupo 2 para frequência cardíaca, que se encontra-
va mais baixa, o que pode ser correlacionado provavelmente 
com menor acidose do miócito.

2XWUR� SURFHVVR� TXH� HVWi� LQWULQVHFDPHQWH� UHODFLRQDGR�
com lesão isquemia-reperfusão é a apoptose [10,11], carac-
terizada por alterações morfológicas, como condensação da 
FURPDWLQD�� IUDJPHQWDomR�GR�Q~FOHR� H� IRUPDomR�GH� ³FRUSRV�
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Papéis & responsabilidades dos autores

0$%2� 'HVHQKR�GR�HVWXGR��UHDOL]DomR�GRV�H[SHULPHQWRV��DQiOLVH�
dos resultados e redação do manuscrito

LCF Auxílio nas técnicas imuno-histoquímicas
DAPCZ Auxílio nas técnicas imuno-histoquímicas
$&%� 3DUWLFLSDomR�QD�HODERUDomR�GR�WH[WR�¿QDO
&$6� 3DUWLFLSDomR�QD�HODERUDomR�GR�WH[WR�¿QDO
3++%� 3DUWLFLSDomR�QD�HODERUDomR�WH[WR�¿QDO
23� 5HYLVmR�YHUVmR�¿QDO
'0%� 'HVHQKR�GR�HVWXGR��DQiOLVH�GRV�UHVXOWDGRV�H�UHGDomR�GR�

manuscrito
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DSRSWyWLFRV´��(VVDV�PXGDQoDV�VmR�IHLWDV�SRU�XPD�IDPtOLD�GH�
proteases denominadas caspases [12]. O grau de ativação das 
caspases é diretamente relacionado ao grau de apoptose, que 
desempenha fator crítico na recuperação da função cardía-
ca [13]. Nossos resultados demonstram atividade de caspase 
menor no grupo 2, sugerindo um potencial protetor para fun-
omR�PLRFiUGLFD�

Em contraste com a apoptose, a necrose é um processo 
irreversível de morte celular em consequência à quebra na 
KRPHRVWDVH� FHOXODU��+i� UXSWXUD� GD�PHPEUDQD� FHOXODU�� FRP�
extravasamento do citosol ao meio extracelular, marginação 
OHXFRFLWiULD�H�DWLYDomR�GD�FDVFDWD� LQÀDPDWyULD� >�����@��$Q-
selmi et al. [14] descreveram pico da IL-8 em 35 minutos de 
UHSHUIXVmR�H�GD�,/���HP����PLQXWRV��/HH�HW�DO��>��@�D¿UPD-
ram que a solução de HTK inibe aumento das interleucinas. 
$VVLP��FRPR�QHVWD�SHVTXLVD�QmR�KRXYH�GLIHUHQoD�VLJQL¿FD-
tiva da IL-8 entre os grupos 1 e 2, podemos inferir que a 
SURWHomR� DQWL�LQÀDPDWyULD� GDGD� SHOD� VROXomR� +7*� QmR� IRL�
diferente daquela dada pela solução HTK.

Corações de mamíferos apresentam pequena capacidade 
proliferativa após o nascimento. Um dos marcadores utili-
zados para avaliar proliferação celular é o KI-67 [15]. Com 
esse marcador, Walsh et al. [16] demonstraram que 12% a 
23% dos cardiomiócitos fetais de ratos apresentam atividade 
proliferativa, passando a 1% a 8% até o 7º dia e praticamen-
WH�LQGHWHFWiYHO�D�SDUWLU�GR���o dia. Em nosso estudo, houve 
DXPHQWR� VLJQL¿FDWLYR� GR�.,���� QR� JUXSR� ��� GHPRQVWUDQGR�
DWLYLGDGH�SUROLIHUDWLYD�SUHFRFH�GD�VROXomR�+7*�JDUDQWLGD�Mi�
com 2 horas de isquemia. Associado a isso, Walsh et al. [16] 
também chamam a atenção da atividade do KI-67 também 
ser inversamente proporcional à apoptose, o que também é 
FRQ¿UPDGR�HP�QRVVR�HVWXGR��QR�TXDO�D�FDVSDVH�p�PHQRU�QR�
grupo 2 que no 1. Entretanto, o aumento da atividade des-
VH�PDUFDGRU�p�SUHRFXSDQWH��SRLV�Mi�IRL�DVVRFLDGR�D�PL[RPDV�
[19,20] e sarcomas cardíacos [21].

Apesar dos resultados aqui obtidos serem concordantes 
FRP� RV� GD� OLWHUDWXUD�� DLQGD� QmR� VmR� GH¿QLWLYRV� HP� UHODomR�
j�VXEVWLWXLomR�GR�DOIDFHWRJOXWDUDWR�SHOR�JOXWDPDWR��$QiOLVHV�
quantitativas com ATP e outros marcadores nucleares para 
proliferação celular devem ser utilizados visando a uma con-
clusão mais abrangente e segura. Outro aspecto relevante é 
a concentração do glutamato. Teria o mesmo efeito protetor 
no coração se alterarmos sua concentração? Novos estudos 
DLQGD�VmR�QHFHVViULRV�SDUD�UHVSRQGHU�HVVDV�TXHVW}HV�

CONCLUSÃO

$�DQiOLVH�LPXQR�KLVWRTXtPLFD�GD�VXEVWLWXLomR�GR�DOIDFH-
toglutarato pelo glutamato na cardioplegia com histidina e 
triptofano demonstrou que as células musculares cardíacas 
não apresentaram maior ocorrência de necrose, visto pela 
mensuração da IL-8, apresentaram menor ocorrência de 
DSRSWRVH�� FRQ¿UPDGR� SHORV� YDORUHV�PDLV� EDL[RV� GD� FDVSD-

se no grupo 1 e melhor atividade proliferativa, com valores 
maiores da KI-67 em relação ao grupo 1. Isso sugere que a 
VROXomR�+7*�IRL�PDLV�H¿FLHQWH�TXH�D�+7.�QD�SUHVHUYDomR�
dos cardiomiócitos dos corações 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 

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.
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cálcio”, desestabilizando a membrana celular, o que culmina 
com necrose, marginação leucocitária e apoptose[10]��0RGL¿-
cações histológicas provocadas por soluções cardioplégicas 
poderiam gerar alteração na quantidade e distribuição de in-
formação contida na lâmina. Já é fato conhecido que altera-
o}HV�HVWUXWXUDLV�WHFLGXDLV�SRGHP�VHU�TXDQWL¿FDGDV�SRU�PHLR�
da dimensão fractal e entropia de Shannon[11,12].

A análise da dimensão fractal e entropia de Shannon fo-
ram recentemente usadas em várias áreas da medicina como 
cardiologia, neurologia, oftalmologia e radiologia[11,13], sen-
do úteis na caracterização de estruturas irregulares e com-
plexas[11,13,14]. Utilizando análise fractal, Arruda et al.[11] e 
Douglas et al.[12] correlacionaram grau de desdiferenciação e 
invasividade tumoral em câncer de próstata e grau de rejeição 
em tumores cardíacos, respectivamente.

O presente trabalho objetiva avaliar se a solução de es-
tudo histidina-triptofano-glutamato (HTG) é melhor que a 
HTK (solução padrão) por meio da dimensão fractal e entro-
pia de Shannon em miócitos de rato submetidos, consideran-
do-se os marcadores caspase, IL-8 e KI-67.

MÉTODOS

Após aprovação do Comitê de Ética em Experimentação 
Animal da Faculdade de Medicina de São José do Rio Pre-
to (autorização número 015/2012), foram utilizados 20 ratos 
(10 para cada grupo), machos, raça Wistar, com peso médio 
de 280±29 gramas.

Todos os animais receberam cuidados conforme reco-
mendações do Committee on Care and Use of Laboratory 
Animals - Institute of Laboratory Animal Resources (ILAR) 
- National Research Council, Estados Unidos[15].

INTRODUÇÃO

Durante a cirurgia cardíaca é usual a parada temporária 
do coração, permitindo ao cirurgião realizar a operação no 
interior das cavidades cardíacas em ambiente isento de san-
gue e movimento. Antes que houvesse qualquer solução que 
produzisse parada cardíaca segura, foi de Gibbon em 1953 
o mérito de utilizar uma técnica descrita por Senning em fe-
chamento de comunicação interatrial experimental em cães 
XWLOL]DQGR�¿EULODomR�YHQWULFXODU[1].

Em 1955, Melrose et al.[2] introduziram o conceito de pa-
rada química usando solução contendo 2,5% de citrato de po-
tássio, que despolariza a membrana celular e para a condução 
do potencial de ação. Entretanto, a concentração elevada de 
potássio causou necrose miocárdica focal e morte em muitos 
pacientes, resultando em abandono da cardioplegia hiperca-
lêmica como solução protetora por quase 20 anos. Em mea-
dos dos anos 70, cardioplegias alternativas contendo menos 
potássio que a de Melrose foram introduzidas com sucesso, 
como a solução de St. Thomas[3], cardioplegia sanguínea de 
baixo volume[4,5] e solução de histidina-triptofano-cetogluta-
rato (HTK)[6]. Apesar desses avanços, a solução de cardiople-
gia ideal ainda não foi desenvolvida[7,8].

A substituição do cetoglutarato por glutamato tem con-
sequências ainda incertas no comportamento do músculo 
PLRFiUGLFR��SRUpP�VHUi�XP�PHLR�H¿FD]�GH�DYDOLDU� LQGLUH-
tamente sua incorporação ao Ciclo de Krebs, retirando o 
piruvato da mitocôndria, evitando assim a acidose que é 
conhecidamente danoso tanto à célula quanto a seus meca-
nismos enzimáticos[9].

Soluções cardioplégicas com baixa concentração de cál-
cio como o HTK podem provocar o chamado “paradoxo do 

Abreviaturas, acrônimos & símbolos

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

       Resumo
Introdução: As soluções que provocam parada cardíaca ele-

tiva estão em constante evolução, porém, o composto ideal ainda 
não foi encontrado. Os autores comparam uma nova solução 
cardioplégica com histidina-triptofano-glutamato (Grupo 2) 
com histidina-triptofano-cetoglutarato (Grupo 1) em modelo de 
coração isolado de rato. 

Objetivo:�4XDQWL¿FDU�D�GLPHQVmR�IUDFWDO�H�HQWURSLD�GH�6KDQ-
non em miócitos de rato submetidos à cardioplegia utilizando 
solução histidina-triptofano com glutamato em modelo experi-
mental, considerando-se os marcadores caspase, IL-8 e Ki-67. 

Métodos: Vinte ratos machos de raça Wistar foram anestesia-
dos e heparinizados. O tórax foi aberto, realizado cardiectomia 

e infundido 40 ml/Kg de solução cardioplégica apropriada. Os 
corações foram mantidos por 2 horas na mesma solução a 4oC 
e, após esse período, colocados em aparato de Langendorff por 
30 minutos com solução de Ringer Locke. Foram feitas análises 
imunohistoquímicas para caspase, IL-8 e KI-67. 

Resultados: A dimensão fractal e a entropia de Shannon dos 
corações submetidos à parada cardíaca eletiva nos grupos 1 e 2 
não foram diferentes. 

Conclusão: A quantidade de informações avaliada pela 
entropia de Shannon e a distribuição das mesmas (dada pela 
dimensão fractal) nas lâminas de coração de rato submetidas 
à cardioplegia com solução histidina-triptofano-acetoglutarato 
ou histidina-triptofano-glutamato não foram diferentes, o que 
mostra que a solução de histidina-triptofano-glutamato é tão boa 
quanto a histidina-triptofano-cetoglutarato na preservação dos 
miócitos em modelo de coração isolado de rato.

Descritores: Parada Cardíaca Induzida. Apoptose. Isquemia 
Miocárdica.
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Protocolo Experimental
Os animais foram anestesiados com injeção de 65 mg/

Kg intraperitoneal (IP) de pentobarbital sódico e receberam 
heparinização sistêmica IP (500 UI/kg). Após a abertura do 
tórax, foi realizada cardiectomia. Os corações receberam so-
lução de Ringer lactato para “lavar” a árvore coronariana e, 
em seguida, solução cardioplégica conforme seu grupo.

Os corações nessa fase do experimento foram divididos 
em dois grupos. No Grupo 1 foi utilizada solução de HTK a 
4oC e, no Grupo 2, solução de histidina-triptofano-glutamato 
(HTG) a 4oC. A Tabela 1 mostra a composição de cada uma 
das soluções. Em todos os casos a infusão da cardioplegia foi 
feita em dose única de 40 ml/Kg na raiz da aorta, seguida por 
imersão do órgão na mesma solução por 2 horas a 4oC.

Após esse tempo, os corações foram colocados em sis-
tema de Langendorff e perfundidos com solução tampão de 
Ringer Locke oxigenado, em normotermia e pressão cons-
tante de 100 cm H2O, por método gravitacional durante 30 
minutos. A drenagem do ventrículo direito foi realizada pela 
abertura da artéria pulmonar, sendo mantido intacto o átrio 
direito no intuito de preservar o nó sinusal[16].

)RUDP�LQVHULGRV�WUrV�¿RV�GH�PDUFD�SDVVR�HSLFiUGLFR�HP�
pontos equidistantes dos ventrículos para documentação ele-
WURFDUGLRJUi¿FD�GRV� HYHQWRV� FDUGtDFRV��)RL� DQRWDGR�R� WHP-
SR�GH�LQtFLR�GD�¿EULODomR�YHQWULFXODU�H�R�SULPHLUR�EDWLPHQWR�
cardíaco contado a partir do início da infusão da solução de 
Ringer Locke.

Após 30 minutos de infusão de Ringer Locke, o expe-
rimento foi descontinuado. Os corações foram retirados do 
sistema de Langendorff, sendo coletados fragmentos de ápi-
ce cardíaco, que foram armazenados em tubos estéreis como 
Falcon contendo formol 10%, para posterior preparação his-
tólogica e imunohistoquímica.

Preparação histológica e técnica imunohistoquímica
,QLFLDOPHQWH�� R� PDWHULDO� IRL� LQFOXtGR� HP� SDUD¿QD�� SUR-

cedimento que oferece resistência permitindo seu corte em 
espessura de 3 µm e colocados em lâminas silanizadas. A 
silanização das lâminas consistiu na preparação destas com 
XP�DGHVLYR�TXH�¿[D�R�IUDJPHQWR�jV�OkPLQDV�LPSHGLQGR�VHX�
descolamento durante o procedimento imunohistoquímico. 
Para tanto, estas foram imersas em acetona PA (2 minutos), 
solução de silano 4% diluído com acetona (2 minutos) e no-
vamente em acetona PA (4 a 5 mergulhos). A secagem das 
lâminas foi realizada na estufa a 60ºC.

O bloco foi preso ao micrótomo, a espessura do corte foi 
regulada para 3 µm e os cortes colocados em lâmina silani-
]DGD�LGHQWL¿FDGD�H�GHL[DGRV�QD�HVWXID�D����&�SRU����KRUDV��
$V�OkPLQDV�SDVVDUDP�SHOR�SURFHVVR�GH�GHVSDUD¿QL]DomR�HP�
xilol, seguida por hidratação em álcool absoluto I, II e III, 
¿QDOL]DQGR�FRP�VHLV�PHUJXOKRV�HP�iJXD�FRUUHQWH��LQFXEDGRV�
com 3% de peróxido de hidrogênio por 30 minutos para o 
bloqueio da peroxidase endógena.

A recuperação antigênica foi realizada na panela a vapor 
FRP�WDPSmR�HVSHFt¿FR�SDUD�FDGD�DQWLFRUSR�SRU����PLQXWRV�
(Tabela 2). Em seguida, as lâminas foram encobertas com 
solução contendo soro fetal bovino (BSA) e incubadas com 
o anticorpo primário.

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

Tabela 1. Composição das soluções utilizadas.

Substância
Cloreto de sódio
Cloreto de potássio
Cloreto de magnésio
Cloreto de cálcio
Potássio-hidrogênio-2-cetoglutarato
Glutamato
Histidina
Cloreto de histidina, H2O
Triptofano
Manitol
Água para injeção

HTK (g/L)
0,8766
0,671
0,8132
0,0022
0,1842

---
27,9289
3,7733
0,4085
5,4651

a 1000 ml

HTG (g/L)
0,8766
0,671
0,8132
0,0022

---
0,1842
27,9289
3,7733
0,4085
5,4651

a 1000 ml

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

Tabela 2. Relação dos anticorpos utilizados.

Anticorpo
anti-KI-67
anti-Caspase 3
anti-IL-8

(VSHFL¿FLGDGH
Monoclonal
Policlonal

Monoclonal

Diluição
1:200
1:1000
1:50

Tampão
Citrato pH6
Citrato pH6
Citrato pH6

Laboratório
Biocare Medical

Abcam
Santa Cruz
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Os controles negativos das reações foram obtidos pela 
omissão do anticorpo primário. Foram utilizados tecido de 
tonsila para reações de KI-67 e caspase 3 e como controle 
positivo tecido de mama para reação de IL-8.

$V�OkPLQDV�IRUDP�IRWRJUDIDGDV�H�DV�HQ]LPDV�TXDQWL¿FDGDV�
pelo software AxioVision no aumento de 40X do microscó-
pio Axioskop 2 Zeiss. Para cada amostra, foram selecionadas 
três regiões do tecido cardíaco.

Dimensão fractal e entropia de Shannon
As lâminas fotografadas foram então binarizadas para lei-

tura da dimensão fractal e entropia de Shannon. Elas foram 
estimada pelo método Box-counting, com auxílio do progra-
ma computacional ImageJ do Instituto Nacional de Saúde 
dos Estados Unidos (NIH), amplamente utilizado na literatu-
ra e disponível gratuitamente na Internet (http://rsbweb.nih.
gov/ij/). 

Esse programa considera o Box-counting em duas dimen-
V}HV�� SHUPLWLQGR� D� TXDQWL¿FDomR� GD� GLVWULEXLomR� GH� SL[HOV�
nesse espaço, não considerando, portanto, a textura da ima-
JHP��$�LQÀXrQFLD�GLVVR�p�TXH�GXDV� LPDJHQV�FRP�D�PHVPD�
distribuição dos pixels, uma binarizada e outra em níveis de 
cinza, possuirão a mesma DF. Com isso, a DF calculada com 
R�,PDJH-�¿FDUi�VHPSUH�HQWUH���H����QmR�GLVWLQJXLQGR�WH[WXUDV�
diferentes.

Análise estatística
Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normali-

dade de Kolmogorov-Smirnov e, subsequentemente, a aná-
lises paramétrica pelo teste t de Student não pareado ou não 
paramétrica pelo teste de Mann-Whitney e exato de Fisher 
para dados categóricos. Os resultados foram expressos em 
média ± desvio padrão, ou mediana (percentil 25,75), quan-
do necessário. Valor de P������IRL�FRQVLGHUDGR�VLJQL¿FDQWH��
Utilizou-se o programa de cálculos estatísticos 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 g (Grupo 2), respectivamente, não havendo dife-
UHQoD�VLJQL¿FDQWH�HQWUH�RV�JUXSRV��P=0,4396). Com relação 
ao volume médio de Ringer Locke coletado de seio coroná-
ULR� DR� ¿QDO� GH� ���PLQXWRV� ������������� H� �����������PO��
UHVSHFWLYDPHQWH���QmR�KRXYH�GLIHUHQoD�VLJQL¿FDQWH�HQWUH�RV�
grupos (P=0,1923).

Achados durante perfusão com solução cardioplégica 
e Ringer Locke

Todos os corações apresentaram perfusão adequada de 
cardioplegia e Ringer Locke, demonstrada pela coloração 
clara na parede ventricular. A frequência cardíaca média após 
5 minutos de perfusão (233±36 e 188±53,4 batimentos por 

PLQXWR�� UHVSHFWLYDPHQWH�� DSUHVHQWRX� GLIHUHQoD� VLJQL¿FDQ-
te (P ���������2� WHPSR�GH� LQtFLR�GH�¿EULODomR�YHQWULFXODU��
(49±28,2 e 45±17 segundos, respectivamente) e o tempo de 
primeiro batimento (153±78 e 117±96,8 segundos, respecti-
YDPHQWH��QmR�PRVWUDUDP�GLIHUHQoD�VLJQL¿FDQWH��P=0,5869 e 
P=0,187, respectivamente).

Análise da dimensão fractal e entropia de Shannon
A dimensão fractal com a utilização 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 e 
1,54±0,18, respectivamente (P=0,9595) e da IL-8 de 1,52±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).

DISCUSSÃO

Apesar de ainda não ser conhecido o efeito da subs-
tituição do cetoglutarato por glutamato na solução com 
histidina e triptofano, o glutamato possui papel bem do-
cumentado quando colocado como constituinte de solução 
cardioplégica. A adição de glutamato no perfusato man-
tém o ATP intracelular e diminui tanto o lactato quanto 
o piruvato, que contribuiriam para acidose. O glutamato 
exógeno e seus produtos de transaminação restauram seus 
conteúdos normalmente diminuídos no miocárdio hipó-
xico, aumentam a concentração de succinato, que leva a 
também aumento da formação de ATP por via anaeróbica 
na mitocôndria, aumentando assim a resistência do mióci-
to à isquemia[9].

Outro processo que está intrinsecamente relacionado 
com lesão isquemia-reperfusão é a apoptose[17,18]. Essas 
mudanças são feitas por uma família de proteases denomi-
nadas caspases[19]. O grau de ativação das caspases é dire-
tamente relacionado ao grau de apoptose[20]. Em contraste 
com a apoptose, a necrose é um processo irreversível de 
morte celular em que há ruptura da membrana celular, com 
extravasamento do citosol ao meio extracelular, margina-
omR� OHXFRFLWiULD� H� DWLYDomR� GD� FDVFDWD� LQÀDPDWyULD[20,21]. 
Em contraste com a morte celular os corações de mamí-
feros apresentam pequena capacidade proliferativa após 
o nascimento. Um dos marcadores utilizados para avaliar 
proliferação celular é o KI-67[22]. Com esse marcador, 
Walsh et al.[23] mostram que 12-23% dos cardiomiócitos 
fetais de ratos apresentam atividade proliferativa, passan-
do a 1-8% até o 7º dia e praticamente indetectável a partir 
do 14o dia. Assim, selecionamos a análise da caspase, IL-8 
e KI-67 para avaliação da apoptose, necrose proliferação 
celular, respectivamente.
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Fig. 2 - Histogramas demonstrando distribuição da entropia em: 
(A) caspase, (B) IL-8 e (C) KI-67. Grupo 1: solução com histidina-
triptofano-cetoglutarato, Grupo 2: solução com histidina-triptofano-
glutamato

Fig. 1 - Histogramas demonstrando distribuição da dimensão 
fractal em: (A) caspase, (B) IL-8 e (C) KI-67. Grupo 1: solução com 
histidina-triptofano-cetoglutarato, Grupo 2: solução com histidina-
triptofano-glutamato
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Papéis & responsabilidades dos autores

MABO Autor principal
$&%� &RQIHFomR�GRV�JUi¿FRV
&$6� &RQIHFomR�GRV�JUi¿FRV
PHHB Manipulação dos animais
JLLC Manipulação dos animais
0)*� &RRULHQWDGRU�H�DMXGD�QD�UHGDomR�¿QDO
'0%� 2ULHQWDGRU�H�DMXGD�QD�UHGDomR�¿QDO

A dimensão fractal é um parâmetro útil para caracteri-
zação de estruturas complexas irregulares, mas que quando 
REVHUYDGDV� PDWHPDWLFDPHQWH�� VXD� DQiOLVH� GHQRWD� ¿JXUDV�
regulares com característica de autossimilaridade, ou seja, 
assemelham-se a elas mesmas quando observadas em dife-
rentes escalas de tamanho[24].

A dimensão fractal do objeto conta o número efetivo de 
graus de liberdade no sistema dinâmico e, portanto, quanti-
¿FD�D�VXD�FRPSOH[LGDGH��$VVLP��LQIHUH�VH�TXH�LPDJHQV�HYL-
denciando maior dimensão fractal sejam, consequentemente, 
mais complexas. Não se pode, porém, apenas pelo aspecto 
YLVXDO�� TXDQWL¿FDU� HVVD� FRPSOH[LGDGH�� $� GLPHQVmR� IUDFWDO�
YLULD�HQWmR�VDQDU�HVVD�GL¿FXOGDGH�DR�DGLFLRQDU�XP�YDORU�QX-
mérico[12].

O tamanho das caixas para cálculo da dimensão 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 resolução utilizado. Como comenta Tambasco et al.[24], o 
tamanho da caixa utilizado deve guardar uma certa relação 
com a estrutura estudada, pois pode ser tão pequeno que, na 
verdade, esteja avaliando subcomponentes da estrutura ou 
tão grande que, na verdade, estariam sendo incluídos na me-
dição componentes dos arredores da estrutura de interesse e 
não a estrutura em si. Esses valores, no entanto, são os valo-
res padrão utilizados na literatura e, portanto, provavelmente 
não causaram interferência nos resultados[12].

(P�QRVVR�HVWXGR��QmR�KRXYH�GLIHUHQoD�VLJQL¿FDWLYD�GD�GL-
mensão fractal entre os grupos. Dessa maneira, consideramos 
que a distribuição das informações contidas nas lâminas dos 
corações tratados com as soluções HTK ou HTG não foram 
diferentes.

Uma contribuição importante na Teoria da Informação 
introduzida por CE Shannon em 1948 foi o conceito de En-
tropia como sendo a quantidade de informação em um siste-
ma[25]. Vale ressaltar que não se deve confundir “entropia es-
tado” da Termodinâmica com “entropia conceito” da Teoria 
da Informação[26].

Segundo Shannon, se X é o conjunto de todas as men-
sagens de x, e p (x) é a probabilidade (variando de 0 a 1) de 
uma mensagem x, então a entropia de X será[26]:

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 construção de 
um histograma de frequências[26].

Entropia zero de uma imagem é 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 máxima entropia ocorreria quando a imagem contivesse a 
mesma quantidade de pixels para cada uma das intensidades 
presentes. Assim, demonstramos que a entropia não está rela-
cionada com a disposição espacial da informação. Duas ima-
gens podem possuir igual quantidade de pixels com a mesma 
intensidade e, portanto a entropia total seria a mesma, porém, 
distribuídos espacialmente de maneira diferente[26].

(P�QRVVR�HVWXGR��QmR�KRXYH�GLIHUHQoD�VLJQL¿FDWLYD�HQWUH�D�
entropia de Shannon entre os grupos. Dessa maneira, conside-
ramos que as informações contidas nas lâminas dos corações 
tratados com as soluções HTK ou HTG não foram diferentes.

A literatura mostra vários trabalhos em que há diferen-
ça estatística entre grupos avaliados com dimensão fractal 
ou entropia de Shannon, chamando a atenção do leitor do 
seu caráter imageológico discriminativo, mas não apresenta 
qualquer relato da relevância quando os resultados encontra-
GRV�QmR�DOFDQoDP�VLJQL¿FkQFLD�HVWDWtVWLFD��FRPR�R�TXH�RFRU-
reu em nosso trabalho. A interpretação dos resultados deste 
estudo é que o grupo HTG não alterou a quantidade ou a dis-
tribuição da informação imageológica dos corações de rato 
quando comparados aos tratados com HTK.

$�HQWURSLD�GH�6KDQQRQ�H�D�GLPHQVmR�IUDFWDO�TXDQWL¿FDP�
a distribuição e o grau de complexidade da imagem, res-
pectivamente. Assim, essa técnica não é comparável com o 
:HVWHUQ�%ORW�RX�3&5��Mi�TXH�HVVDV�TXDQWL¿FDP�R�YDORU�WRWDO�
das proteínas estudadas e não sua distribuição ou seu grau de 
complexidade no tecido.

CONCLUSÃO

A quantidade e distribuição das informações avaliadas 
pela entropia de Shannon e dimensão fractal nas lâminas 
de coração de rato submetidas à cardioplegia com soluções 
HTK ou HTG não foram diferentes, o que mostra que a so-
lução de HTG é tão boa quanto a HTK na preservação dos 
miócitos em modelo de coração isolado de rato.

$�HQWURSLD�GH�6KDQQRQ�TXDQWL¿FD�R�JUDX�GH�³LQFHUWH]D´�
ou grau de “complexidade” de uma informação. Por essa for-
PXODomR�¿FD�IiFLO�HQWHQGHU�TXH��VH�D�SUREDELOLGDGH�GH�RFRU-
rência de um determinado fato é de 100%, ou seja, se P=1 
(ausência de incerteza), então a entropia contida na mensa-
gem será zero (log 1 = zero)[26].

Considerando que uma imagem é o resultado de um pro-
cesso estocástico, no qual a probabilidade pi do cálculo da 
entropia de Shannon corresponderia à probabilidade de um 
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3. DISCUSSÃO 

 

3.1. Cardioplegia hipercalêmica versus hipocalcêmica 

 

Apesar da cardioplegia hipercalêmica bloquear a condução do potencial 

de ação miocárdico, ela não inativa completamente os canais lentos de sódio, 

fazendo com que sua concentração intracelular aumente, tornando o potencial 

transmembrana menos negativo.(1,10) Quando esse potencial chega de -20 a -

30mV, o cálcio entra na célula tanto pelos canais dihidropiridínicos(26) como 

pela bomba antiporte Na+/Ca++ ativada ao contrário.(1,10) 

A elevação do íon cálcio intracelular provoca contração do miócito, 

gerando gasto energético e consequente acidose intracelular.(1) Esse íon H+ 

sairá da célula em troca da entrada de um íon Na+. O sódio elevado produz 

edema celular e citólise no momento da reperfusão.(1) 

A cardioplegia hipocalcêmica evita que haja piora da função ventricular 

esquerda e melhora os níveis de ATP(27,28), melhora o relaxamento diastólico, 

reduz consumo de oxigênio(27,29) e a resistência coronariana quando 

comparado com concentrações fisiológicas de cálcio.(27) Baker et al. 

correlacionam a queda da concentração do cálcio com concomitante queda nos 

valores da creatinofosfoquinase (CPK) e melhora da recuperação do fluxo 

aórtico, com valor máximo quando a concentração de cálcio na cardioplegia 

atinge 0,3mmol/L.(30-32)   

Talvez a solução hipocalcêmica mais difundida atualmente seja a 

solução de HTK. Ela reduz a queda do ATP intracelular em um fator de 7-8 em 
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comparação com isquemia pura; leva a uma boa recuperação miocárdica com 

base nos critérios metabólico, morfológico e funcional depois do estresse 

isquêmico de 300 minutos a 23 ± 1oC, especialmente após adição de quinina; 

seu fator de proteção é reduzido quando adicionado 50 mmol/L de cálcio; 

causa paradoxo do cálcio quando infundido por 30 minutos a 35oC (isso não 

ocorre se infundido por 60 minutos a 25oC ou por 120 minutos a 15oC ou 

adicionando 50 mmol/L de cálcio à solução e injetando por 35 minutos a 35oC; 

melhora consideravelmente a contração miocárdica mesmo após cardioplegia 

intermitente se 50 mmol/L de cálcio é adicionado ou magnésio é reduzido de 9 

para 4 mmol/L.(33) 

Entretanto, o uso de soluções desprovidas de cálcio apresenta diversos 

problemas como diminuição do volume de ejeção do ventrículo esquerdo, 

aumento da CPK,(34) redução na recuperação do fluxo aórtico,(35) pior 

recuperação da função cardíaca(36) e desencadeamento da apoptose.  

Foi do estudo mais aprofundado sobre mecanismo da parada cardíaca 

sem cálcio o mérito para esclarecer o efeito inicial benéfico no uso de soluções 

com concentrações decrescentes de cálcio até um valor nadir, além do qual o 

comportamento da recuperação cardíaca assumia caminho paradoxal com 

piora do mesmo, sendo acompanhado por elevação do consumo de oxigênio, 

da CPK e apoptose. A esse efeito bimodal foi dado o nome de paradoxo do 

cálcio.(37) 

 

3.2. Paradoxo do cálcio 
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Na década de 1960 Zimmerman et al. descreveram artefato obtido após 

administração de solução sem cálcio em coração isolado de ratos.(38,39) Esse 

artefato foi relevante na compreensão do chamado paradoxo do cálcio. O 

experimento consistiu na substituição da solução de Krebs-Henseleit por 

solução sem cálcio para perfusão em coração isolado de ratos. Na reperfusão, 

utilizando solução com cálcio, houve lise maciça de miócitos, com perda de 

constituintes intracelulares.(38) 

Diversas hipóteses foram formuladas para explicar o paradoxo do cálcio 

como aumento da permeabilidade do cálcio no sarcolema,(40) no glicocálix(41) e 

separação dos discos intercalares,(42,43) porém nenhuma isoladamente 

esclareceu todo o mecanismo do paradoxo do cálcio. 

A partir de 10 minutos miócitos de ratos submetidos a um meio isento de 

cálcio apresentam separação intercelular entre as regiões de macula adherens 

e fascia adherens, sendo que o nexus ainda se mantém intacto.(40,43,44) Há 

também destacamento do glicocálix, sem contudo alterar a permeabilidade da 

membrana ao cálcio,(45) mas contribui para o aumento da concentração do íon 

sódio.(46-48) 

Os miócitos permanecem unidos somente na região do nexus.(40,43,44) No 

momento da reintrodução dessas células em meio com concentração 

fisiológica de cálcio, há entrada rápida desse íon via bomba antiporte 

Na+/Ca++ funcionando ao contrário.(46-48) Os sarcômeros de cada célula 

condensam em uma única banda de contração, os quais ficam conectados a 

fascia adherens.(49) 
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Então, no momento descrito acima, a membrana celular do miócito 

estará submetida a duas forças de sentidos opostos: uma por estar conectada 

às outras células adjacentes somente na região do nexus e outra pela 

contração dos sarcômeros, arrastando a fascia adherens para junto de si. A 

membrana celular se fragmenta por não suportar essas duas forças e provoca 

a lise celular.(49) 

A adição de pequenas concentrações de cálcio,(50) bloqueadores de 

canal de cálcio,(51) hiponatremia(52) ou hipotermia,(53-59) são importantes para 

evitar que haja lesão celular no momento da reperfusão com soluções com 

concentração fisiológica de cálcio. 

Tanto na solução de HTK quanto na solução HTG encontramos 

hipocalcemia, hiponatremia e a solução é infundida a 4oC, garantindo sua 

segurança para o músculo miocárdico. 

 

3.3. Comparação das soluções HTG e HTK 

 

Isquemia miocárdica causa diversos efeitos cardíacos tais como: diminui 

força de contração; aumenta pressão diastólica, indicando contratura das 

miofibrilas em condições isovolumétricas; provoca queda na fosfocreatina e 

ATP; diminui a contratura, glutamato e aspartato; aumenta lactato, piruvato, 

alanina e succinato.(18) Segundo Pisarenko et al., a adição 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 

função cardíaca na recuperação após isquemia.(18) Nossos resultados 
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demonstram comportamento semelhante nas duas soluções estudadas 

referente ao tempo de fibrilação ventricular e tempo de primeiro batimento, 

entretanto foi melhor para grupo 2 para frequência cardíaca, que encontrava-se 

mais baixa, o que pode ser correlacionado provavelmente com menor acidose 

do miócito (não dosado no presente estudo). 

Outro processo que está intrinsecamente relacionado com lesão 

isquemia-reperfusão é a apoptose,(60,61) caracterizada por alterações 

morfológicas como condensação da cromatina, fragmentação do núcleo e 

formação de “corpos apoptóticos”. Essas mudanças são feitas por uma família 

de proteases denominadas caspases.(62) O grau de ativação das caspases é 

diretamente relacionado ao grau de apoptose, que desempenha fator crítico na 

recuperação da função cardíaca.(63) Nossos resultados mostram atividade de 

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

miocárdica. 

Em contraste com a apoptose, a necrose é um processo irreversível de 

morte celular em consequência à quebra na homeostase celular. Há ruptura da 

membrana celular, com extravasamento do citosol ao meio extracelular, 

marginação leucocitária e ativação da cascata inflamatória.(63,64) Anselmi et al. 

descreveram pico da IL-8 em 35 minutos de reperfusão e da IL-6 em 75 

minutos.(64) Lee et al. afirmaram que a solução de HTK inibe aumento das 

interleucinas.(63) Assim, como nesta pesquisa não houve diferença significativa 

da IL-8 entre os grupos 1 e 2, podemos inferir que a proteção anti-inflamatória 

dada pela solução HTG não foi diferente daquela dada pela solução HTK.  
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Corações de mamíferos apresentam pequena capacidade proliferativa 

após o nascimento. Um dos marcadores utilizados para avaliar proliferação 

celular é o KI-67.(65) Com esse marcador, Walsh et al. mostraram que 12-23% 

dos cardiomiócitos fetais de ratos apresentam atividade proliferativa, passando 

a 1-8% até o 7º dia e praticamente indetectável a partir do 14o dia.(66) Em nosso 

estudo, houve aumento significativo do KI-67 no grupo 2, mostrando atividade 

proliferativa precoce da solução HTG garantida já com 2 horas de isquemia. 

Associado a isso, Walsh et al. também chamam a atenção da atividade do       

KI-67 também ser inversamente proporcional à apoptose,(66) o que também é 

confirmado nesta pesquisa, na qual a caspase é menor no grupo 2 que no 1. 

Entretanto, o aumento da atividade desse marcador é preocupante, pois já foi 

associado a mixomas(67,68) e sarcomas cardíacos.(69) 

Apesar dos resultados aqui obtidos serem concordantes com os da 

literatura, ainda não são definitivos em relação à substituição do 

alfacetoglutarato pelo glutamato. Análises quantitativas com ATP e outros 

marcadores nucleares para proliferação celular devem ser utilizados visando 

conclusão mais abrangente e segura. Outro aspecto relevante é a 

concentração do glutamato. Teria o mesmo efeito protetor no coração se 

alterarmos sua concentração? Novos estudos ainda são necessários para 

responder essas questões. 

 

3.4. Análise dos dados histológicos pela dimensão fractal e 

entropia de Shannon 
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A dimensão fractal é um parâmetro útil para caracterização de estruturas 

complexas irregulares, mas que quando observadas matematicamente, sua 

análise denota figuras regulares com característica de autossimilaridade, ou 

seja, assemelham-se a elas mesmas quando observadas em diferentes 

escalas de tamanho.(70) 

A dimensão fractal do objeto conta o número efetivo de graus de 

liberdade no sistema dinâmico e, portanto, quantifica a sua complexidade. 

Assim, infere-se que imagens evidenciando maior dimensão fractal sejam, 

consequentemente, mais complexas. Não se pode, porém, apenas pelo 

aspecto visual, quantificar essa complexidade. A dimensão fractal viria então 

sanar essa dificuldade ao adicionar um valor numérico.(71) 

O tamanho das caixas para cálculo da dimensão 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 resolução utilizado. Como comenta Tambasco et 

al.(70), o tamanho da caixa utilizado deve guardar uma certa relação com a 

estrutura estudada, pois pode ser tão pequeno que, na verdade, esteja 

avaliando subcomponentes da estrutura ou tão grande que, na verdade, 

estariam sendo incluídos na medição componentes dos arredores da estrutura 

de interesse e não a estrutura em si. Esses valores, no entanto, são os valores 

padrão utilizados na literatura e, portanto, provavelmente não causaram 

interferência nos resultados.(71) 

Em nosso estudo, não houve diferença significativa da dimensão fractal 



 
 

25 

entre os grupos. Dessa maneira, consideramos que a distribuição das 

informações contidas nas lâminas dos corações tratados com as soluções HTK 

ou HTG não foram diferentes. 

Uma contribuição importante na Teoria da Informação introduzida por 

CE Shannon em 1948 foi o conceito de Entropia como sendo a quantidade de 

informação em um sistema.(72) Vale ressaltar que não se deve confundir 

“entropia estado” da Termodinâmica com “entropia conceito” da Teoria da 

Informação.(73) 

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, então a entropia 

de X será:(73) 

 

A entropia de Shannon quantifica o grau de “incerteza” ou grau de 

“complexidade” de uma informação. Por essa formulação fica fácil entender 

que, se a probabilidade de ocorrência de um determinado fato é de 100%, ou 

seja, se p =1 (ausência de incerteza), então a entropia contida na mensagem 

será zero (log 1 = zero).(73) 

Observa-se, por exemplo, que entropia de 0,447 é menor que 0,477 e a 

interpretação é que este segundo conjunto tem maior complexidade que o 

primeiro. Um outro fato conhecido é que se dois sistemas tiverem, cada um 

deles, distribuições equitativas de probabilidades, o que tiver maior número de 

elementos terá também a maior entropia, ou seja, será mais complexo.(73) 
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Considerando que uma imagem é o resultado de um processo 

estocástico, no qual a probabilidade pi do cálculo da entropia de Shannon 

corresponderia à 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 construção de um 

histograma de frequências.(73) 

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 máxima entropia ocorreria quando 

a imagem contivesse a mesma quantidade de pixels para cada uma das 

intensidades presentes. Assim, demonstramos que a entropia não está 

relacionada com a disposição espacial da informação. Duas imagens podem 

possuir igual quantidade de pixels com a mesma intensidade e, portanto a 

entropia total seria a mesma, porém, distribuídos espacialmente de maneira 

diferente.(73) 

Em nosso estudo, não houve diferença significativa entre a entropia de 

Shannon entre os grupos. Dessa maneira, consideramos que as informações 

contidas nas lâminas dos corações tratados com as soluções HTK ou HTG não 

foram diferentes, lembrando que o método não se preocupa com a distribuição 

espacial das mesmas. 

A literatura mostra vários trabalhos em que há diferença estatística entre 

grupos avaliados com dimensão fractal ou entropia de Shannon, chamando a 

atenção do leitor do seu caráter imageológico discriminativo, mas não 
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apresenta qualquer relato da relevância quando os resultados encontrados não 

alcançam significância estatística, como o que ocorreu em nosso trabalho. A 

interpretação dos resultados deste estudo é que o grupo HTG não alterou a 

quantidade ou a distribuição da informação imageológica dos corações de rato 

quando comparados aos tratados com HTK. 
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4. CONCLUSÕES 

 

Nenhum trabalho científico responde somente as perguntas feitas no início 

do mesmo. Ele gera novas dúvidas, novos pensamentos, novas hipóteses, que 

serão investigadas em um novo ensaio. O presente trabalho não foi diferente. 

Ainda não sabemos se o KI-67 é protetor ou desencadeia neoplasia e o papel da 

concentração do glutamato na proteção miocárdica. Serão motivo de novos 

trabalhos na sequência. 

As análises imuno-histoquímicas da substituição do alfacetoglutarato pelo 

glutamato na cardioplegia com histidina e triptofano mostraram que as células 

musculares cardíacas não apresentaram maior ocorrência de necrose, visto pela 

mensuração da IL-8, apresentaram menor ocorrência de apoptose, visto pela 

caspase encontrar-se mais baixa que no grupo 1 e melhor atividade proliferativa, 

com valores maiores da KI-67 em relação ao grupo 1. 

No que concerne à avaliação pela entropia de Shannon, não houve 

diferença na quantidade de informação, tanto no grupo 1 quanto no 2. O mesmo 

ocorreu com a dimensão fractal, que demonstrou que a distribuição das 

informações nas lâminas de coração de rato submetidas a cardioplegia com HTK 

ou HTG não foram diferentes, o que mostra que a solução de HTG é melhor que a 

HTK na preservação dos miócitos em modelo de coração isolado de rato. 
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2.!Desenvolvimento!de!software!de!estilo!da!FAMERP!!
http://endnote.com/downloads/style/famerp5postgraduate5style5faculdade5de5
medicina5de5sao5jose5do5rio5preto5brazil!
!
3.!Desenvolvimento!de!software!de!estilo!da!Revista!Brasileira!de!Cirurgia!
Cardiovascular!!
http://endnote.com/downloads/style/rbccv5brazilian5journal5cardiovascular5
surgery5revista5brasileira5de5cirurgia!
!
4.!Foto!do!Sistema!de!Langendorf!utilizado!
!

!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
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!
!
!
5.!Coração!de!rato!com!artéria!aorta!ascendente!canulada!em!sistema!de!
Langendorf!

!
!
!
6.!A!Fórmula!de!Nernst!e!o!potencial!de!repouso!transmembrana:!
!

O potencial de repouso transmembrana da célula muscular cardíaca é 

determinado predominantemente pelas concentrações intra e extracelular do 

íon potássio. A correlação entre as concentrações obedece a equação de 

Nernst:(1,2) 
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, onde: 

Ek=Potencial de ação transmembrana; 

R = constante dos gases; 

T = temperatura absoluta; 

F = constante de Faraday; 

Ln = logaritmo neperiano; 

Ke+ = concentração extracelular de potássio; 

Ki+ = concentração intracelular de potássio 

 

Substituindo os valores na fórmula, temos: 
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