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Resumo

Fundamento: A doenca arterial coronariana é um distirbio complexo que causa morte em todo o mundo. Um dos genes
envolvidos no desenvolvimento dessa doenca pode ser o PTEN.

Objetivos: Nosso objetivo foi investigar a expressao génica e proteica do PTEN em amostras de tecido e sangue retiradas
de pacientes submetidos a cirurgia de revascularizagcao miocardica.

Métodos: Foram realizados estudos moleculares no Centro de estudos do genoma humano e células-tronco da
Universidade Erciyes (GENKOK). Amostras do apéndice atrial direito e de sangue foram coletadas da veia central de 22
pacientes submetidos a cirurgia de revascularizacao miocardica antes de iniciar e terminar a circulacao extracorpérea.
A expressao do PTEN foi determinada usando PCR quantitativo em tempo real e analise de Western Blot. O nivel de
significancia aceito foi de p<0,05.

Resultados: Nao houve diferenca significativa na expressao génica do PTEN em amostras de sangue coletadas antes e
depois da circulacao extracorpérea. Entretanto, foi observado um aumento substancial nos niveis de expressao génica e
proteica de P-PTEN e PTEN nas amostras de tecido. A expressao génica miocardica PTEN aumentou significativamente
ao final da circulacao extracorpérea. A expressao génica do PTEN no periodo pés-circulacdo extracorpérea aumentou
em comparacdo com o periodo pré-circulacao extracorpérea, mas nao foi um aumento significativo em comparacao
com sujeitos saudaveis do grupo de controle.

Conclusao: Este estudo revelou pela primeira vez o papel do gene PTEN analisando a expressao de mRNA e de proteina
em pacientes com revascularizacao miocardica, que se manifesta tanto em tecido miocardico quanto em amostras de
sangue. O aumento dos niveis de PTEN pode ser um marcador no tecido miocardico para pacientes com doenca arterial
coronariana.

Palavras-chave: Revascularizacao Miocardica; Miocardio; Expressao Génica; PTEN.

Abstract

Background: Coronary artery disease is a complex disorder that causes death worldwide. One of the genes involved in developing this disease
may be PTEN.

Objectives: This study aimed to investigate the PTEN gene and protein expression in tissue and blood samples taken from coronary bypass
surgery patients.

Methods: Molecular studies were performed at Erciyes University Genome and Stem Cell Center (GENKOK). Right atrial appendage and blood
samples were taken from the central vein of 22 coronary bypass surgery patients before starting and ending cardiopulmonary bypass. PTEN
expression was determined using quantitative real-time PCR and western blot analysis. The significance level was accepted as p<0.05.
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Results: There was no significant difference in the PTEN gene expression in blood samples taken before and after cardiopulmonary bypass.
However, a substantial increase in both protein and gene expression levels of P-PTEN and PTEN was observed in the tissue samples.
Myocardial expression of the PTEN gene was significantly increased at the end of the cardiopulmonary bypass. PTEN gene expression in the
post-cardiopulmonary bypass period was increased when compared to the pre-bypass period, but it was insignificant when compared to
healthy controls.

Conclusion: This study first revealed the role of the PTEN gene by analyzing both mRNA and protein expression in coronary bypass patients,
appearing in both myocardial tissue and blood samples. Increased levels of PTEN may be a marker in myocardial tissue for patients with coronary
artery disease.

Keywords: Coronary Bypass Surgery; Myocardium; Gene Expression; PTEN.
Full texts in English - https://abccardiol.org/en/

Figura Central: Superexpressao Génica PTEN em Tecidos Miocardicos de Pacientes de Cirurgia de
Revascularizagdo Miocardica
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Resultados de expressdo génica e Western Blot de pacientes com DAC. Imagens de membrana dos niveis de proteina PTEN e P-PTEN determinados por
anticorpos especificos em tecidos miocardicos de pacientes do sexo feminino/masculino (A). Achados de expressado proteica de PTEN e P-PTEN em tecido
miocardico retirado de pacientes antes e apos a cirurgia. A -actina foi usada como controle de carregamento (B). A expresséo génica do PTEN foi determinada
por PCR quantitativo em tempo real (qRT-PCR) em tecidos miocardicos retirados de pacientes em 2 momentos diferentes (C). A express&o génica do PTEN foi
determinada por PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR) em amostras de sangue colhidas de pacientes em 2 momentos diferentes e em amostras de sangue
de controle (D). Comparagdes: P-PTEN AC vs. P-PTEN DC, PTEN AC vs. PTEN DC, e PTEN-T1 vs. PTEN-T2 (em amostras de sangue e tecido separadamente)
via teste Wilcoxon Signed Rand; PTEN-T1 vs. Controle e PTEN-T2 vs. Controle via teste U de Mann-Whitney (*p<0,05, **p<0,001). (T1: antes da circulagéo
extracorporea, T2: depois da circulagdo extracorporea).

Introducao

Uma das causas mais comuns de morte em homens e
mulheres em todo o mundo sdo as doencas cardiovasculares,’
e uma das mais importantes é a doenca arterial coronariana
(DAC), que é afetada por muitos fatores.? Fatores genéticos,
bem como fatores ambientais, desempenham um papel
essencial nas DAC.> O mecanismo genético subjacente nao
é totalmente compreendido, mas estima-se que a heranga
possa ter uma efetividade de 40 a 60% na doenga arterial
coronariana. Estudos de associagdo gendmica ampla (GWAS)
revelaram que mais de 30 genes foram associados as DAC.**

A fosfatase homdloga a tensina (o PTEN) esta localizada
no cromossomo 10. Ele regula negativamente os niveis
intracelulares de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato nas células
e atua como um supressor tumoral ao regular negativamente
a via de sinalizagdo AKT/PKB.®” O PTEN participa da via de
progressao do ciclo celular, transducao de sinal, apoptose,
reparo do DNA, crescimento e metabolismo. Ele também
estd associado a aterosclerose.® O PTEN também pode
desempenhar um papel no desenvolvimento e formagao das
DAC. A via PI3K/Akt protege o miocardio em todas as espécies,
especialmente contra danos de isquemia-reperfusdo.’
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A inativagdo do PTEN ativa a via PI3K/Akt, diminui a drea de
infarto, inibe a apoptose e aumenta a sobrevida. Ela também
melhora o dano cardiaco pés-isquemia-reperfusao.' Além
disso, a inativacao do PTEN cardioespecifico protege contra a
fibrose miocdrdica e a insuficiéncia cardiaca em um modelo de
rato hipertenso." O PTEN é importante nas doencas cardiacas
isquémicas associadas a diabetes e obesidade.'? Portanto,
garantir a inativagdo do PTEN também pode levar ao aumento
da sobrevida miocardica ap6s um episédio isquémico."
A diminuicao do nivel de PTEN esta associada a hipertrofia e a
remodelacao do tecido cardiaco.™ Além disso, demonstrou-se
que o PTEN desempenha um papel na regulagao do tamanho
e da contragao dos cardiomidcitos.'* Ressalta-se que o PTEN
é extremamente importante na regulagao do equilibrio entre
a morte e a sobrevida dos cardiomidcitos.'® Entretanto, a
auséncia prolongada de PTEN do miocardio estd associada a
hipertrofia miocardica."

Portanto, este estudo enfocou as alteragoes na expressao de
PTEN em amostras do tecido miocardico e de sangue coletadas
de pacientes submetidos a cirurgia de revascularizacao
miocardica durante e apds a cirurgia. Para enfatizar a
importancia do gene PTEN no prognéstico das DAC,
utilizamos amostras de sangue e de miocdrdio em momentos
diferentes da cirurgia.

Métodos

Selecao de pacientes e de grupo de controle

O conselho institucional de ética humana da Universidade
Erciyes aprovou este estudo (2016/577; 08.11.2016). Foram
incluidos no estudo vinte e dois pacientes com DAC tratados
no Departamento de Cirurgia Cardiovascular da Universidade
de Erciyes entre 2016 e 2017 (Figura 1). O grupo de pacientes
era composto de 5 mulheres e 17 homens (faixas etdrias
de 39 a 81 anos). Apenas pacientes com angina estavel
foram incluidos no estudo. Também inscrevemos 22 sujeitos
saudaveis do grupo de controle para comparar os niveis
sanguineos da expressao génica do PTEN. O grupo de controle
foi formado por 5 mulheres e 17 homens saudaveis (faixas
etarias de 26 a 69 anos). Idade e sexo foram pareados com
o grupo de estudo. Os participantes deram consentimento
informado por escrito para este estudo.

Protocolo de anestesia

O mesmo protocolo de anestesia foi aplicado a todos os
pacientes. Os pacientes que foram levados para a sala de
cirurgia foram monitorados por ECG de 5 canais, oximetria
de pulso, pressao arterial ndo invasiva, oximetria cerebral
e entropia. Apés injecao de 1,5 mg de midazolam e 50
microgramas de fentanila, um cateter arterial invasivo foi
colocado na artéria radial e foi realizada uma medicao
invasiva da pressao arterial. Apés a pré-oxigenagao, foram
administrados 1 mg/kg de propofol, 10 microgramas/kg de
fentanila e 1T mg/kg de rocurénio na indugao. Em seguida,
pacientes com bons valores de entropia foram intubados.
Foi inserido um cateter venoso central guiado por ultrassom.
Foi realizada uma infusdo de acido tranexamico na dose de
15 mg/kgem 1 hora, e mantida a partir de 1,5 mg/kg/h durante
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todo o caso. Foram usadas 10 microgramas/kg/h de fentanil,
4 mg/kg/h de propofol e T mg/kg/h de rocurénio no controle
da anestesia. A profundidade da anestesia foi ajustada entre
45 e 60 entropias. Se necessdrio, o desflurano foi usado como
agente inalatério. As configuragdes do ventilador foram TV
6 ml/kg, frequéncia respiratéria, 12/min, PEEP de 5 cm/volume
de agua, com o modo de controle de volume aplicado. Caso
houvesse uma reducao da oximetria cerebral, as intervencoes
necessarias eram feitas.

Periodo da cirurgia e da circulacao extracorpérea

A mesma equipe de cirurgides realizou todas as cirurgias.
O procedimento cirtrgico incluiu esternotomia mediana e
circulagao extracorpérea (CEC) em todos os casos. CEC foi
estabelecida pela canulagio da aorta ascendente e uma tGnica
canula de dois estagios no atrio direito. A protecao miocardica
foi feita com hipotermia moderada (28-322C), resfriamento
tépico com solugao salina e doses intermitentes (a cada 20
min) de cardioplegia sanguinea hipotérmica anterdgrada.
A cardioplegia sanguinea a quente foi administrada
imediatamente antes da liberagdo do pingamento aértico.
Todas as anastomoses coronarias distais foram construidas
durante um dnico periodo de pincamento aértico, e as
anastomoses proximais foram construidas sobre uma pinca
de oclusao parcial durante o aquecimento. A substituigao
da valva adrtica foi realizada juntamente com a cirurgia de
revascularizacdo miocardica em um caso.

Amostragem de tecidos e de sangue

Foram obtidas amostras de sangue da veia central dos
pacientes em 2 momentos diferentes, antes e depois da
cirurgia. Dois tecidos miocérdicos foram retirados 2-3
milimetros do &trio direito de cada paciente antes do inicio
da CEC (T1) e ao final da CEC (T2). Foram obtidas amostras de
sangue total do atrio direito de cada paciente antes do inicio
da CEC (T1) e ao final da CEC (T2). O tecido ideal é o étrio
direito como possivel biomarcador no perfil protedmico do
miocardio em cirurgia de revascularizagdo miocardica, troca
de vélvula cardiaca e outros pacientes de cirurgia cardiaca.'”
Portanto, o atrio direito foi a preferéncia em nosso estudo.
Foram obtidas amostras de sangue dos sujeitos saudaveis
do grupo de controle para comparar a expressao génica do
PTEN em pacientes. Todas as amostras foram imediatamente
transferidas para o GENKOK para anélise posterior.

Andlise de PCR quantitativo e em tempo real do gene PTEN

Todos os estudos moleculares foram realizados no
Centro de estudos do genoma humano e células-tronco da
Universidade Erciyes (GENKOK). O RNA total foi isolado de
todas as amostras de sangue e tecidos do miocardio usando
PureZol (Bio-Rad, Hercules, CA). As concentragbes de RNA
foram medidas usando um espectrofotdbmetro NanoDrop
ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc., Rockland, DE, EUA).
Foram usados dois indicadores, A260/A280 e A260/A230.
A razao de absorbancia foi de A260/A280, e A260/A230 foi
um indicador de contaminagao de proteina, contaminagao de
sal caotrépico, polissacarideo e/ou fenol. A transcricao reversa
do RNA (1 ug) foi realizada usando o kit First Strand cDNA
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Figura 1 - Grupo de controle, critérios do paciente e desenho do estudo. CEC: circulagdo extracorpérea. RNA: dcido ribonucleico; PCR: Reagdo em Cadeia

da Polimerase

Synthesis (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha)
de acordo com as instrucoes do fabricante. A mistura de
reagao foi incubada a 65°C por 10 minutos, a 29°C por 10
minutos, a 48°C por 60 minutos, a 85°C por 5 minutos e
depois a 4°C por 5 minutos. Aproximadamente 5 ul de cada
cDNA foram usados para analise de PCR. As reagoes do
ensaio qPCR foram realizadas usando LightCycler 480 Probes
Master e Primer/Probes (Roche Diagnostics GmbH) em um
volume de reacao de 20 ul. As reacoes foram executadas
em duplicata e o qRT-PCR foi realizado com o instrumento
Light Cycler 480 Il (Roche, Alemanha). As condigdes do
ciclo foram as seguintes: desnaturagao inicial a 95°C por 10
minutos, seguida de 10 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C
e 60 segundos a 72°C, com as 3 etapas sendo de 45 ciclos. A
Gltima etapa ocorrerd em um ciclo a 40°C por 30 segundos
para concluir a reagdo. Beta-actina (ACTB) foi selecionado
como um gene de manutencgdo neste estudo. As mudangas
na expressao génica foram determinadas pelo método 244Ct
de quantificacao relativa.

Andlise Western Blot

As protefnas totais foram extraidas de dois tecidos do atrio
direito dissecados usando protocolos padréo.'® A concentragao
total de proteina de cada amostra foi determinada com um kit
de ensaio de proteina compativel com detergente (kit DC; Bio-
Rad, Hercules, CA). Cada amostra contendo 40 ug de proteina
total foi analisada por eletroforese em gel de gradiente de 4-20%
de dodecil sulfato de sédio (SDS)-poliacrilamida. A separagao
das proteinas foi realizada e transferida para membranas de
difluoreto de polivinilideno. As membranas foram tratadas

com 0,1 Triton X-100, solucdo salina tamponada com Tris
com Tween 20 (TBS-T) com 5% de leite em p6 por um tempo
especifico. Foram examinados anticorpos PTEN primarios e
p-PTEN da marca Cell Signaling Technology. Apds a lavagem
com TBS-T, as membranas foram incubadas com um dos
anticorpos secundarios anticoelho ou anticamundongo (Biorad)
apropriado para nosso estudo. B-actina e o/ Tubulina (primaria
e secunddria) foram usadas como controle de carregamento.
A detecgao de quimioluminescéncia de membrana foi entao
realizada usando Clarity Western ECL Substrate (Biorad). As
manchas foram visualizadas com um Chemidoc MP Imaging
System (Biorad). Usando o programa aplicativo, o gerador de
imagens foi medido com um densitdmetro (Alpha Innotech,
San Leandro, CA).

Analise estatistica

A analise dos dados foi realizada usando o GraphPad
Prism (versao 8.01). A normalidade dos dados numéricos foi
avaliada usando abordagens gréficas (grafico Q-Q, histograma,
etc.) e analiticas (teste de normalidade de Shapiro-Wilk).
Resumimos dados numéricos (continuos) (por exemplo, idade,
peso, altura, niveis de expressdao génica de PTEN, tempos
de pingamento e revascularizagdo, CK-MB e TnT) usando a
média e o desvio padrao em dados normalmente distribuidos
e mediana e interquartil em dados ndao normalmente
distribuidos. As variaveis categéricas (por exemplo, sexo,
tabagismo, hipertensdo e diabetes, e o tipo de cirurgia) foram
resumidas com frequéncias e porcentagens. Antes e depois
da cirurgia, os niveis de expressao génica medidos no tecido
e no sangue foram comparados usando o teste de Wilcoxon,
uma vez que esses valores nao tinham distribuicao normal. Da

Arq Bras Cardiol. 2023; 120(4):e20220169
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mesma forma, os niveis de expressao proteica antes e depois
das amostras de tecido foram comparados usando o teste
de Wilcoxon. Os niveis de expressao génica em relagao ao
grupo de controle foram comparados em amostras de sangue
usando o teste U de Mann-Whitney. Por Gltimo, calculamos
os coeficientes de correlacdo de Spearman para explorar
a relagdo entre os achados clinicos e laboratoriais do gene
PTEN e a relacao entre o tempo de pingamento e o tempo
total de revascularizagao. O nivel de significancia estatistica
foi definido como p<0,05 em todas as andlises.

Resultados

Diagnéstico e caracteristicas clinicas dos pacientes

Investigamos a expressao de mRNA e protefna do PTEN em
grupos de controle e 22 pessoas com diagndstico de DAC. A
organizagao do estudo é apresentada na Figura 1. No grupo
de estudo, havia 17 homens (77,2%) e 5 (22,8%) mulheres.
A faixa etéria do grupo de estudo foi de 39 a 81 anos. Todos
os achados clinicos e o tipo de cirurgia estao resumidos na
Tabela 1.

Achados laboratoriais gerais

Os niveis da troponina T (TnT) e da enzima CK-MB foram
medidos na amostra de sangue dos pacientes (Figuras 2A e
2B). Ambos os niveis de enzimas diferiram significativamente
antes e depois da operagdo (p<0,0001 e p=0,0002,
respectivamente).

Niveis de expressao de PTEN

Primeiro, comparamos amostras de sangue pré (T1) e
pos-operatérias (T2) da expressao génica do PTEN, mas esse
achado nao foi estatisticamente significativo (p=0,1607).
Em seguida, comparamos os valores pré-operatérios
das expressdes génicas do PTEN com sujeitos sauddveis
do grupo de controle, que também ndo foi significativo
(p=0,9846) (llustracao central). Por outro lado, a expressao
de PTEN em amostras de miocardio de pacientes aumentou
significativamente ap6s a CEC em comparagao com antes
da CEC (p=0,0417) (llustracao central). Os resultados de
nossos Western Blots mostraram que a expressao proteica de
PTEN no tecido aumentou drasticamente ap6s os dados de
expressao génica. A expressao proteica de p-PTEN também
foi significativamente aumentada em amostras de tecido
miocardico apés a CEC (llustragao central). A mediana, o
quartil e os valores de p nos dados de expressao génica do
PTEN em tecidos pré e pds-operatérios, sangue e amostras
de sangue de controle sdo mostrados na Tabela 4, e os valores
medianos, interquartis e de p nos dados de expressao proteica
sao mostrados na Tabela 5.

Analise de correlacao

De acordo com nossa andlise de correlagao, houve uma
correlagao moderada entre os valores pés-operatérios de CK-
MB e TnT (Tabela 2). As demais andlises de correlagao foram
insignificantes, como idade, TnT e CK-MB com a expressao
génica do PTEN (r=0,1304; dados nao apresentados).
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Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes

Caracteristicas clinicas
Idade (39-81)

Sexo

59,8+9,8

Masculino (n,%) 17 (77,2%)

Feminino (n,%) 5 (22,8%)
Diabetes (n) 6
Hipertensao, (n) 5)
Tabagismo, (n) 9
Altura (cm) 165,6+8,6
Peso (kg) 79,2+13,5
ASC (m?) 1,840,2
FE (%) 49,547,2
Pincamento (min) 59,8+14,3
Revascularizaggo total (min) 133+42,5
Cirurgia

CABGx1 (n) 1

CABGx2 (n) 2

CABGx3 (n) 10

CABGx4 (n) 6

CABGx5 (n) 2

SVA+CABG (n) 1

ASC: drea da superficie corporal; CK-MB: creatina Quinase banda
miocérdica; HDL: lipoproteina de alta densidade; LDL: lipoproteina de
baixa densidade; FE: fragdo de ejecdo; CABG: cirurgia de revascularizagdo
miocardica; SVA: substituicdo da vélvula acrtica.

Além disso, quando a andlise de correlagao foi feita entre
a expressao de PTEN e P-PTEN e pincamento e tempo total
de revascularizagdo, identificou-se que, embora haja uma
relagao estatisticamente insignificante negativa entre PTEN
e P-PTEN e pingamento, hd uma relacao estatisticamente
insignificante positiva entre PTEN e P-PTEN e o tempo total
de revascularizagao (dados ndo mostrados). Existe apenas
uma relagdo positiva entre PTEN e P-PTEN, e essa relagao é
estatisticamente significativa (r=0,90, p=0,02). (Tabela 3).

Discussao

Doencas cardiovasculares (DCV), como doenca arterial
coronariana (DAC), infarto do miocérdio (IM) e acidente
vascular cerebral, sdo causas significativas de mortalidade
e morbidade na populagdo em geral em todo o mundo.? A
DAC ¢é a causa mais comum de morte no mundo entre as
doencas cardiovasculares. O PTEN tem um papel critico na
hipertrofia e sobrevida dos cardiomiécitos. Portanto, neste
estudo, avaliamos a expressao génica e proteica do PTEN em
pacientes com DAC.

Mocanu et al. afirmaram que a via de sinalizagao PI3K/
AKT é vital na protegdo do miocardio contra lesdo de
isquemia-reperfusao.'® Eles enfatizaram que o principal fator
que leva a essa ativagao é o gene PTEN. Além disso, o PTEN
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Figura 2 - Achados bioquimicos dos pacientes. A) Niveis de CK-MB B) Niveis de troponina (Tnt). AC: antes da cirurgia, DC: depois da cirurgia. A andlise estatistica
foi realizada por meio do teste de Wilcoxon para comparar os niveis dos achados bioquimicos antes e depois da cirurgia.

pode ser essencial em condigoes patoldgicas associadas a
doengas cardiacas isquémicas, como diabetes e obesidade.
Portanto, a inativagao do PTEN pode desempenhar um papel
importante em condigdes patoldgicas associadas a doenga
cardiaca isquémica.'?

Li et al. investigaram a expressao de PTEN para explorar a
relevancia entre a expressdo de PTEN e o desenvolvimento
de DCC no tecido miocardico de 16 pacientes mortos por
imuno-histoquimica e qRT-PCR. A expressao proteica do PTEN
no miocardio foi significativamente menor em pacientes com
doenga cardiaca coronaria em comparagao com o grupo de
controle saudavel. Ao mesmo tempo, nao houve diferenga
estatistica na expressdo de PTEN mRNA entre o grupo
experimental e o de controle. Com esses resultados, eles
concluiram que o PTEN pode estar envolvido na ocorréncia
e no desenvolvimento de DCC." Nosso estudo também
mostrou que a expressao génica e proteica do PTEN no tecido
miocdrdico aumentou apds a revascularizagao. Pensamos que
os resultados diferiam porque amostras de tecido pds-morte
foram usadas no estudo mencionado acima.

As vias de sinalizagdo PTEN/PI3K desempenham um papel
crucial na patogénese da hipertrofia miocardica. Em um
estudo, descobriu-se que ela estava envolvida na remodelagao
miocdrdica em 39 pacientes com insuficiéncia cardiaca
congestiva (ICC). As expressoes proteica do PTEN nos grupos
com insuficiéncia cardiaca congestiva foram menores do que
no grupo de controle e foram negativamente correlacionadas
aos niveis de fungdo cardiaca. Assim, eles revelaram que
o PTEN pode desempenhar um papel regulador negativo
no processo de remodelagdo miocdrdica.?® A hipertrofia
cardiaca, uma resposta adaptativa geral do coragao, é um
processo complexo no qual muitos genes atuam de maneira
coordenada. Ela pode ser estimulada de vdrias maneiras,
incluindo a via IGF-1/PI3K/Akt. Na via de sinalizagao PI3K,
o PTEN pode ser um determinante critico do crescimento
de cardiomiécitos. Sob certas condicoes, pode causar
apoptose, prevenir a hipertrofia e bloquear a sinalizagao do
fator de crescimento." Em nosso estudo, a expressao génica
e proteica do PTEN em tecidos miocardicos pré-operatérios
aumentou significativamente apds a cirurgia. Esse resultado
nos mostra repetidamente que o PTEN desempenha um papel

Tabela 2 - Analise de correlagdo de Spearman dos achados
clinicos e laboratoriais do gene PTEN

CK-MBT1 1,000
CK-MBT2 0,411 1,000

TT T1 0395 0,125 1,000
TnT T2 0422 0,663 0,236 1,000

PTEN T1

TRNA 0,125 0328 0230 0250 1,000
PIENT2 0038 0110 -0023 0322 0,557 1,000
mRNA

*0<0,05

Tabela 3 - Correlagdo de Spearman para expressao proteica
com tempo de pingcamento e tempo total de revascularizagdo
(*r=0,90, p=0,02)

P-PTEN 1,000

PTEN 0,90* 1,000

Tempo de

pingamento -0,53 -0,31 1,000

(min)

Tempo total de

revascularizagdgo 0,17 0,28 0,21 1,000
(min)

importante na reparagao e aumento da sobrevivéncia celular,
contratilidade miocardica e viabilidade de cardiomidcitos
em danos teciduais. Considerando todos esses efeitos, o
PTEN sera um importante marcador de prognéstico em
pacientes com DAC. Um dos estudos recentes revelou que
o PTEN desempenha um papel na progressao do infarto do
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Tabela 4 - Demonstragado de valores medianos, interquartis e p
de variaveis continuas ndo normalmente distribuidas nos dados
de expressao génica em amostras de tecido e sangue pré e pos-
operatorio e amostras de sangue de controle

Pré0 0,89 0,83
P (0,47,3,49) (0,76, 1,50) 0
041,191 081 0742
Pss.0 0,80 1,55
P (0,20,2,13) (0,97, 2,23)
Sig. (p)t 0,072 0,053 NA.

* Resumido usando mediana (quartis). N.A.: Nao se aplica.  Comparagdes
pré-op versus pés-op pelo teste de Wilcoxon. * Versus comparagdes de
controle quanto a amostras de sangue via teste U de Mann-Whitney.

Tabela 5 - Demonstragao de valores medianos, interquartis e p
de variadveis continuas nao normalmente distribuidas nos dados
de expressao proteica em amostras de tecido e sangue pré e
pos-operatorio

n=8 P-PTEN PTEN

Pré-Op 0,66 (0,61, 1,14) 0,51 (0,47, 0,84)
Pés-Op 1,64 (1,23, 2,10) 1,67 (1,58, 2,28)
Sig. (p) 0,018 0,018

* Resumido usando mediana (quartis) e comparado pelo teste de
Wilcoxon.

miocardio. Observou-se que os niveis séricos de PTEN estao
aumentados em pacientes com infarto agudo do miocérdio,
sugerindo que o PTEN pode ser usado como marcador
preditivo de IM.?"22 Um dos estudos recentes é o de Feng
et al. Em 2020, eles descobriram que o BPV como um
inibidor de PTEN administrado aos camundongos melhorou
a funcao dos vasos cardiacos apds o infarto do miocardio
e consideraram que o inibidor de PTEN BPV poderia ser
uma droga terapéutica candidata.?

A atividade do PTEN pode ser reduzida de duas
maneiras: uma é conseguida pela inativagdo enzimdtica
por fosforilagdo ou oxidagao, e outra pela alteragdo do
equilibrio entre sintese e degradagao do PTEN. A mudanga
na atividade PTEN é importante para manter o equilibrio
em muitos tipos de células. Também desempenha um
papel vital na regulacao do equilibrio entre sobrevivéncia
e morte em cardiomid6citos.’ A funcao do PTEN é
regulada por diferentes modificagdes pds-traducionais,
como fosforilagao, acetilagao, ubiquitinacao e oxidagdo.
O PTEN participa da modulagao e estabilidade de suas
fungbes supressoras de tumor. Também possui seis sitios
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de fosforilagdo envolvidos na compartimentalizagao
subcelular.®?* A regiao C-terminal do PTEN é composta por
218 aminoécidos e desempenha um papel na regulagao da
estabilidade e meia-vida da molécula. Essa regiao é rica em
locais de fosforilagdo, e foi relatado que a fosforilagdo da
regido C-terminal do PTEN afeta a estabilidade e a fungao
da proteina PTEN. Notavelmente, os sitios de fosforilagao
da caseina quinase 2 (CK2) no PTEN sdo conservados em
espécies.?”” Nosso estudo também corrobora essa ideia.
Mostramos que o PTEN aumentou a fosforilagao a partir
do ponto $380 na cauda C. A fosforilagdo do residuo S380
inibe a atividade catalitica do PTEN e estabiliza a proteina
bloqueando a associagao produtiva do dominio catalitico
do PTEN com PI(3,4,5)P3 localizado na membrana.?

Demonstramos uma diferenca significativa na expressao
de PTEN dos tecidos miocardicos durante a cirurgia. Em
nosso estudo, a obtengao de amostras de sangue e tecidos
em varios momentos da cirurgia foi dificil, mas diferenciou
nosso trabalho dos demais. Sem o uso de pacientes
sauddveis no grupo de controle, primeiro comparamos as
amostras de tecido e sangue dentro do grupo, eliminando
as diferencas individuais e possibilitando mostrar diferencas
nos niveis de expressdo na mesma ocasiao. Em seguida,
incluimos o grupo de controle para comparar os niveis
de expressao de PTEN no sangue. A expressdao génica de
PTEN no sangue pode ser reduzida por epigenética e outros
mecanismos. Os efeitos da epigenética podem alterar
a atividade de PTEN. Alguns miRNAs podem se ligar ao
3’UTR do PTEN (como o miR-21), alterar a proliferacao
de células endoteliais vasculares via PI3K-Akt e afetar as
DAC.? Alguns estudos anteriores?” sugeriram que o PTEN
é regulado positivamente em células mononucleares do
sangue periférico de pacientes com DAC. Isso é consistente
com os achados do estudo de Zhang et al. sobre leucécitos
do sangue periférico,”® e esses resultados do estudo
corroboram nosso estudo. Nossos resultados diferiram dos
niveis sanguineos do estudo mencionado em comparagao
com os sujeitos sauddveis do grupo de controle. Os mesmos
niveis de PTEN no sangue foram detectados no grupo de
controle e nos pacientes.

O papel de Tnl e TnT como marcadores proteicos
de infarto do miocardio foi proposto pela primeira vez
hd mais de 20 anos. A medicdo imunoquimica das
concentragdes de Tnl ou TnT no sangue do paciente
afastou os métodos tradicionais de diagndstico de infarto
do miocérdio.?” Os niveis de troponina e CK-MB referem-
se a necrose e isquemia nos cardiomidcitos. A troponina
T cardioespecifica (cTnT) é elevada no sangue ap6s a injdria
cardfaca.** O aumento desses dados clinicos também
esta relacionado ao grau de isquemia. De acordo com a
literatura, nosso estudo constatou que tanto os niveis de CK-
MB quanto de troponina aumentaram significativamente
apods a cirurgia. Também determinamos uma correlagao
entre os niveis de CK-MB e TnT. Com base nesses achados,
seria Gtil determinar a causa da diferencga de troponina e
CK-MB planejando estudos mais extensos e diferentes para
identificar o dano estrutural no tecido miocardico. Além
das funcdes conhecidas da troponina, foi relatado que ela
desempenha um papel na proliferagao celular.*’ Como


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/troponin-t
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https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/heart-injury
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mencionado acima, os niveis elevados de biomarcadores
clinicos do miocardio, tanto a expressao génica quanto
a proteica do PTEN, foram maiores apds a cirurgia. Um
aumento do PTEN como supressor de tumor devido ao
aumento do nivel de TnT também pode ser responsavel
por suprimir a proliferagao de células danificadas.

Como em muitos sistemas, os miRNAs desempenham
um papel essencial no sistema cardiovascular. Além de
controlar as funcoes de células como cardiomidécitos, células
musculares lisas, fibroblastos e células endoteliais, eles
também sao cruciais na fisiopatologia de doengas como infarto
do miocérdio, hipertrofia, fibrose, insuficiéncia cardiaca,
arritmia, inflamacao e aterosclerose. Portanto, a investigagao
dos miRNAs associados ao PTEN também se beneficiard da
expansao de nosso estudo e da aquisicdo de novos dados.
Nesse sentido, nosso estudo é o primeiro na literatura.
Entretanto, ao considerar as incégnitas sobre a via do PTEN,
seria apropriado planejar novas investigagoes nessa drea.

O PTEN funciona como um regulador critico da
hipertrofia e sobrevivéncia dos cardiomiécitos. A partir
desse ponto de vista, investigamos a expressao génica
e proteica do PTEN em amostras de sangue e tecidos.
Estudos utilizando sangue e tecidos miocardicos sao
raros na literatura, e é um desafio realizd-los. Quando
comparamos a expressao génica do PTEN no sangue, nao
houve diferenca entre a expressao do PTEN antes e depois
da cirurgia. Também nao foi encontrada nenhuma diferenga
quando os pacientes foram comparados com os do grupo
de controle. Observamos aumento da expressao génica e
proteica no tecido apds a cirurgia em comparagao com
antes da cirurgia. O aumento da expressao de PTEN no
tecido miocardico apés a cirurgia em comparagao com
a amostra pré-operatéria mostra repetidamente que o
PTEN desempenha um papel vital na reparagao do dano
tecidual, na cicatrizagdo e no aumento da sobrevida
celular, da contratilidade miocardica e da viabilidade dos
cardiomiécitos. Considerando todos esses efeitos, o gene
PTEN nos permitird tomar uma medida prognéstica critica
na doenga arterial coronariana nos préximos anos. Estudos
moleculares nesta drea sdo escassos, e acreditamos que
nossas descobertas sobre o PTEN podem levar a estudos
futuros. A limitagao deste estudo é o ndmero pequeno
de pacientes. Além disso, nossos resultados podem ser
corroborados pela investigacao da relagao entre parametros
clinicos mais amplos e niveis de PTEN.

Referéncias

1. MitraAK, Jia G, Gangahar DM, Agrawal DK. Temporal PTEN inactivation
Causes Proliferation of Saphenous Vein Smooth Muscle Cells of
Human CABG Conduits. ] Cell Mol Med. 2009;13(1):177-87. doi:
10.1111/j.1582-4934.2008.00311.x.

2. Guo ZL, Xu JL, Lai RK, Wang SS. Vasectomy and Cardiovascular
Disease Risk: A Systematic Review and Meta-Analysis. Medicine.
2017;96(34):e7852. doi: 10.1097/MD.0000000000007852.

3. Wang Q. Molecular Genetics of Coronary Artery Disease.
Curr Opin Cardiol. 2005;20(3):182-8. doi: 10.1097/01.
hco.0000160373.77190.f1.

Conclusao

O PTEN funciona como um regulador critico da hipertrofia
e sobrevivéncia dos cardiomidcitos. De acordo com os
resultados obtidos neste estudo, pode-se sugerir que o
gene PTEN pode ser um marcador nesse grupo de doencas,
ampliando o nimero de pacientes para futuras investigagoes.
Entretanto, ao considerar as incognitas sobre a via do PTEN,
seria apropriado planejar novas investigagoes nessa area.
Estudos inovadores com amostras maiores podem ser
planejados para concluir o real efeito da atividade do PTEN
no miocardio e aceitd-lo como marcador de prognéstico.

Contribuicao dos autores

Concepgao e desenho da pesquisa e Revisdo critica do
manuscrito quanto ao contetdo intelectual importante:
Sener EF, Emirogullari ON; Obtencao de dados: Tahtasakal
R, Sener EF, Delibasi N, Hamurcu Z, Bayram KK, Emirogullari
ON; Analise e interpretagao dos dados: Tahtasakal R,
Mehmetbeyoglu E; Analise estatistica: Goksuluk D; Obtencao
de financiamento: Sener EF; Redagdo do manuscrito:
Tahtasakal R, Sener EF, Hamurcu Z, Gunes |, Emirogullari ON.

Potencial conflito de interesse

Nao ha conflito com o presente artigo

Fontes de financiamento

O presente estudo foi financiado pelo Fundo de Pesquisa
da Erciyes University (NGmero do Projeto: TYL-2017-7188)

Vinculagao académica

Este artigo é parte de dissertagdo de mestrado de Reyhan
Tahtasakal pela Erciyes University.

Aprovagao ética e consentimento informado

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Ftica da Erciyes
University sob o nimero de protocolo 216/577. Todos os
procedimentos envolvidos nesse estudo estdo de acordo com
a Declaracdo de Helsinki de 1975, atualizada em 2013. O
consentimento informado foi obtido de todos os participantes
incluidos no estudo.

4. Roberts R, Stewart AF, Wells GA, Williams KA, Kavaslar N, McPherson R.
Identifying Genes for Coronary Artery Disease: An idea whose Time has
Come. Can] Cardiol. 2007;23 Suppl A(Suppl A): 7A-15A. doi: 10.1016/50828-
282x(07)71000-0.

5. Khera AV, Emdin CA, Drake |, Natarajan P, Bick AG, Cook NR, et al. Genetic
Risk, Adherence to a Healthy Lifestyle, and Coronary Disease. N Engl | Med.
2016;375(24):2349-58. doi: 10.1056/NEJMoa1605086.

6. JiaG,MitraAK, Gangahar DM, Agrawal DK. Regulation of Cell Cycle Entry by PTEN
in Smooth Muscle Cell Proliferation of Human Coronary Artery Bypass Conduits.
J CellMol Med. 2009;13(3):547-54. doi: 10.1111/.1582-4934.2008.00384.x.

Arq Bras Cardiol. 2023; 120(4):e20220169



Tahtasakal et al.
PTEN na Cirurgia de Revascularizagao Miocardica

Artigo Original

12.

13.

16.

17.

18.

WangJ, Li L, Su Q, Zhou Y, Chen H, Ma G, et al. The involvement of
Phosphatase and Tensin Homolog Deleted on Chromosome Ten (PTEN)
in the Regulation of inflammation Following Coronary Microembolization.
Cell Physiol Biochem. 2014;33(6):1963-74. doi: 10.1159/000362973.

Worby CA, Dixon JE. PTEN. Annu Rev Biochem. 2014;83:641-69. doi:
10.1146/annurev-biochem-082411-113907.

Hausenloy DJ, Mocanu MM, Yellon DM. Is This Truly ischemic
Preconditioning? Circ Res. 2006;99(4):e11. doi: 10.1161/01.
RES.0000240435.97872.00.

. Keyes KT, XuJ, Long B, Zhang C, Hu Z, Ye Y. Pharmacological inhibition of

PTEN Limits Myocardial infarct Size and improves Left Ventricular Function
Postinfarction. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2010;298(4):H1198-208.
doi: 10.1152/ajpheart.00915.2009.

. Oudit GY, Kassiri Z, Zhou J, Liu QC, Liu PP, Backx PH, et al. Loss of PTEN

Attenuates the Development of Pathological Hypertrophy and Heart Failure
in Response to Biomechanical Stress. Cardiovasc Res. 2008;78(3):505-14.
doi: 10.1093/cvr/cvn041.

Sasaoka T, Wada T, Tsuneki H. Lipid Phosphatases as a Possible Therapeutic
Target in Cases of Type 2 Diabetes and Obesity. Pharmacol Ther.
2006;112(3):799-809. doi: 10.1016/j.pharmthera.2006.06.001.

Oudit GY, Sun H, Kerfant BG, Crackower MA, Penninger JM, Backx PH. The
Role of Phosphoinositide-3 Kinase and PTEN in Cardiovascular Physiology
and Disease. ] Mol Cell Cardiol. 2004;37(2):449-71. doi: 10.1016/j.
yjmcc.2004.05.015.

. Schwartzbauer G, Robbins ). The Tumor Suppressor Gene PTEN can Regulate

Cardiac Hypertrophy and Survival. J Biol Chem. 2001;276(38):35786-93.
doi: 10.1074/jbc.M102479200.

. Crackower MA, Oudit GY, Kozieradzki |, Sarao R, Sun H, Sasaki T, et al.

Regulation of Myocardial Contractility and Cell Size by Distinct PI3K-PTEN
Signaling Pathways. Cell. 2002;110(6):737-49. doi: 10.1016/50092-
8674(02)00969-8.

Mocanu MM, Yellon DM. PTEN, the Achilles’ Heel of Myocardial ischaemia/
Reperfusion injury? BrJ Pharmacol. 2007;150(7):833-8. doi: 10.1038/
5j.bjp.0707155.

Clements RT, Smejkal G, Sodha NR, Ivanov AR, Asara JM, Feng J, et al.
Pilot Proteomic Profile of Differentially Regulated Proteins in Right Atrial
Appendage Before and after Cardiac Surgery Using Cardioplegia and
Cardiopulmonary Bypass. Circulation. 2008;118(14 Suppl):524-31. doi:
10.1161/CIRCULATIONAHA.107.792747.

Hamurcu Z, Ashour A, Kahraman N, Ozpolat B. FOXM1 Regulates Expression
of Eukaryotic Elongation Factor 2 Kinase and Promotes Proliferation, invasion
and Tumorgenesis of Human Triple Negative Breast Cancer Cells. Oncotarget.
2016;7(13):16619-35. doi: 10.18632/oncotarget.7672.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Li XR, He Y, Lei YJ, Qin XH, Wei QT, Pan XM, et al. Expression of PTEN in
Myocardial Tissue in Coronary Heart Disease. Fa Yi Xue Za Zhi. 2016;32(2):94-
6,104.

YangY], Zhu WL, Zhang X, Zhou XW, Zhu ZM. PTEN/PI3K Pathways are involved
inthe Signal Transduction of Myocardial Remodelingin Patients with Congestive
Heart Failure. Zhonghua Yi Xue Za Zhi. 2005;85(17):1201-4.

Wu'Y, Qin YH, LiuY, Zhu L, Zhao XX, Liu YY, et al. Cardiac Troponin |
Autoantibody induces Myocardial Dysfunction by PTEN Signaling Activation.
EBioMedicine. 2019;47:329-40. doi: 10.1016/j.ebiom.2019.08.045.

Mahmoud AH, Taha NM, Zakhary M, Tadros MS. PTEN Gene & TNF-Alpha in
Acute Myocardial infarction. Int) Cardiol Heart Vasc. 2019;23:100366. doi:
10.1016/j.jcha.2019.100366.

Feng Q, Li X, Qin X, Yu C, Jin Y, Qian X. PTEN inhibitor improves Vascular
Remodeling and Cardiac Function after Myocardial infarction Through PI3k/
AKYVECF Signaling Pathway. Mol Med. 2020;26(1):111. doi: 10.1186/s10020-
020-00241-8.

Vazquez S, Aquilina JA, Jamie JF, Sheil MM, Truscott R). Novel Protein
Modification by Kynurenine in Human Lenses. ] Biol Chem. 2002;277(7):4867-
73.doi: 10.1074/jbc.M107529200.

Torres, Pulido R. The Tumor Suppressor PTEN is Phosphorylated by the Protein
Kinase CK2 at its C Terminus. Implications for PTEN Stability to Proteasome-
Mediated Degradation. J Biol Chem. 2001;276(2):993-8. doi: 10.1074/jbc.
M009134200.

Wang D, WangY,MaJ, Wang W, Sun B, Zheng T, etal. MicroRNA-20a Participates
in the Aerobic Exercise-Based Prevention of Coronary Artery Disease by
Targeting PTEN. Biomed Pharmacother. 2017;95:756-63. doi: 10.1016/j.
biopha.2017.08.086.

Nariman-Saleh-Fam Z, Vahed SZ, Aghaee-Bakhtiari SH, Daraei A, Saadatian
Z, Kafil HS, etal. Expression Pattern of miR-21, miR-25 and PTEN in Peripheral
Blood Mononuclear Cells of Patients with Significant or insignificant Coronary
Stenosis. Gene. 2019;698:170-8. doi: 10.1016/j.gene.2019.02.074.

Zhang X, Xiang Y, He D, Liang B, Wang C, Luo, et al. Identification of Potential
Biomarkers for CAD Using Integrated Expression and Methylation Data. Front
Genet. 2020;11:778. doi: 10.3389/fgene.2020.00778.

Katrukha IA. Human Cardiac Troponin Complex. Structure and Functions.
Biochemistry. 2013;78(13):1447-65. doi: 10.1134/50006297913130063.

Ognissanti D, Bjurman C, Holzmann MJ, Theodorsson E, Petzold M, Cvijovic M,
etal. Cardiac Troponin T Concentrations and Patient-Specific Risk of Myocardial
infarction Using the Novel PALfx Parameter. Clin Biochem. 2019;66:21-8. doi:
10.1016/j.clinbiochem.2019.02.003.

Casas-Tintd S, Maraver A, Serrano M, Ferris A. Troponin-I Enhances and is
Required for Oncogenic Overgrowth. Oncotarget. 2016;7(33):52631-42. doi:
10.18632/oncotarget.10616.

m' Este é um artigo de acesso aberto distribuido sob os termos da licenga de atribuicao pelo Creative Commons

Arq Bras Cardiol. 2023; 120(4):e20220169



