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Resumo
Fundamento: A doenca arterial coronariana (DAC) devido a isquemia miocardica causa perda permanente de tecido cardiaco.

Objetivos: Nosso objetivo foi demonstrar o possivel dano ao miocardio em nivel molecular através dos mecanismos de
autofagia e apoptose em pacientes submetidos a cirurgia de revascularizacao miocardica.

Métodos: Um grupo recebeu uma solucao de cardioplegia Custodiol e o outro grupo uma solucao de cardioplegia
sanguinea. Duas amostras miocardicas foram coletadas de cada paciente durante a operacao, imediatamente antes da
parada cardiaca e apés a liberagao do pincamento aértico. Foram avaliadas as expressoes de marcadores de autofagia
e apoptose. O nivel de significancia estatistica adotado foi de 5%.

Resultados: A expressao do gene BECLIN foi significativa nos tecidos miocéardicos do grupo CS (p=0,0078). Os niveis
de expressao dos genes CASPASE 3, 8 e 9 foram significativamente menores no grupo CC. Os niveis pds-operatorios de
TnT foram significativamente diferentes entre os grupos (p=0,0072). As expressoes dos genes CASPASE 8 e CASPASE 9
foram semelhantes antes e depois do pincamento aértico (p=0,8552, p=0,8891). No grupo CC, os niveis de expressao
génica de CASPASE 3, CASPASE 8 e CASPASE 9 nao foram significativamente diferentes em amostras de tecido coletadas
apos pincamento aértico (p=0,7354, p=0,0758, p=0,4128, respectivamente).

Conclusdes: Com nossos achados, acreditamos que as solugoes CC e CS nao apresentam diferenca significativa em
termos de protecao miocardica durante as operagoes de by-pass.

Palavras-chave: Doenca Arterial Coronariana; Revascularizacao Miocardica; Isquemia Miocardica; Solucoes
Cardioplégicas; Ponte de Artéria Coronaria; Autofagia; Apoptose.

Abstract
Background: Coronary artery disease (CAD) due to myocardial ischemia causes permanent loss of heart tissue.

Objectives: We aimed to demonstrate the possible damage to the myocardium at the molecular level through the mechanisms of autophagy
and apoptosis in coronary bypass surgery patients.

Methods: One group was administered a Custodiol cardioplegia solution, and the other group was administered a Blood cardioplegia solution.
Two myocardial samples were collected from each patient during the operation, just before cardiac arrest and after the aortic cross-clamp was
released. The expressions of autophagy and apoptosis markers were evaluated. The level of statistical significance adopted was 5%.
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Results: The expression of the BECLIN gene was significant in the myocardial tissues in the BC group (p=0.0078). CASPASE 3, 8, and 9 gene
expression levels were significantly lower in the CC group. Postoperative TnT levels were significantly different between the groups (p=0.0072).
CASPASE 8 and CASPASE 9 gene expressions were similar before and after aortic cross-clamping (p=0.8552, p=0.8891). In the CC group,
CASPASE 3, CASPASE 8, and CASPASE 9 gene expression levels were not found to be significantly different in tissue samples taken after aortic
cross-clamping (p=0.7354, p=0.0758, p=0.4128, respectively).

Conclusions: With our findings, we believe that CC and BC solutions do not have a significant difference in terms of myocardial protection

during bypass operations.

Keywords: Coronary Artery Disease; Myocardial Revascularization; Myocardial Ischemia; Cardioplegic Solutions; Autophagy; Apoptosis.
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sobre Mecanismos de Autofagia e Apoptose

Figura Central: Comparacao de Solugées Cardioplégicas em Cirurgia de Revascularizagdao Miocardica
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Introducao

As solugbes de cardioplegia sao usadas para parar o coragao
e reduzir o dano isquémico no miocdrdio quando o fluxo
sanguineo coronario é interrompido durante as operagbes
cardiacas."? Como o Custodiol e a cardioplegia sanguinea sao
solucoes altamente eficazes, elas tém sido usadas hd muito
tempo em cirurgias de coracao aberto. Durante a circulagao
extracorpérea (CEC), o coragao é parado e protegido com
solugdes de cardioplegia. Este periodo esta associado a
privacao de oxigénio; o coracao fica isquémico durante a CEC.
O coracao é reperfundido ao final da CEC e a agdo cardiaca
continua.’ No entanto, a CEC pode levar a danos adicionais
ao miocardio causados por reperfusao global e morte celular
por meio de indugdo de autofagia miocardica e apoptose.*

Acredita-se que a autofagia desempenhe um papel absoluto
no tecido cardfaco durante a isquemia/reperfusao. Enquanto a
inducao de autofagia em cardiomiécitos durante a isquemia
tem um efeito protetor, acredita-se que a autofagia induzida
durante a reperfusao leve a morte dos cardiomiécitos. Em
condicoes normais, o estresse metabdlico normalmente
estimula a apoptose. No entanto, em células onde o
mecanismo de apoptose é prejudicado, a célula continua a

viver em condigbes hipdxicas. A sobrevivéncia dessas células
se deve a autofagia, mas quando a apoptose e a autofagia sao
suprimidas, a viabilidade celular falha e morre.> A autofagia
ocorre em niveis basais, mas pode ser ainda mais induzida por
estresse, como hipoxia e deplegao de nutrientes.® A proteina
LC3B é um jogador importante no processo autofagico.
A ativacao da autofagia é refletida por aumentos na abundancia
de proteinas-chave dos genes relacionados a autofagia
(ATG5-12), cadeia leve 3 (LC3), Beclin-1 e p62.” As regides
miocdrdicas com atividade autofdgica aumentada exibem
menos células apoptéticas, sugerindo que a estimulagao da
autofagia pode prevenir a apoptose.®

2

A apoptose é necessaria durante o desenvolvimento
do coracdo e tem sido associada a muitas doencas
cardiovasculares.” A apoptose é mediada pela ativagao de
Caspases normalmente encontradas como zimogeénios inativos
na célula.’” As Caspases também podem desempenhar
funcoes na proliferacao celular, diferenciacao, controle
do ciclo celular e vias de sobrevivéncia. A via apoptética
extrinseca € iniciada pela ligacao de ligantes a receptores
de superficie celular que recrutam e ativam a Caspase 8,
que ativa a Caspase 3 executora chave. A Caspase 3, uma
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das Caspases executoras mais importantes na convergéncia
das vias apoptéticas intrinseca e extrinseca, é o principal
indicador de apoptose.” Como a Caspase iniciadora na via da
apoptose do receptor de morte (extrinseco), a Caspase-8 ativa
proteoliticamente Caspases a jusante e BID. A via intrinseca
é iniciada pela liberagdo do citocromo ¢ da mitocondria. A
Caspase 9, a Caspase iniciadora na via apoptética mitocondrial
(intrinseca), também participa da maioria dos processos
de diferenciagao nos quais a Caspase 3 foi implicada.'>"?
A sinalizagao apoptética nos cardiomiécitos de seres
humanos é desconhecida." A apoptose dos cardiomidcitos é
desencadeada por numerosos vias de sinalizagao e reguladas
por ligantes intrinsecos e extrinsecos multicomplexos.®'#'>

Este estudo visa explicar como os niveis das solugbes de
cardioplegia Custodiol (CC) e cardioplegia sanguinea (CS)
usadas para proteger o miocdrdio durante a cirurgia de
revascularizacdo do miocérdio ativam os mecanismos de
autofagia e apoptose ao nivel do mRNA e da proteina. Assim,
procuramos avaliar o dano miocardico intraoperatério e pés-
operatério imediato por autofagia e apoptose.'®

Material e métodos

Selecao do paciente

Um total de 30 pacientes com CEC foram incluidos no
estudo (Figura Central). Este estudo é caso-controle. Os
pacientes foram divididos em dois grupos de acordo com a
ordem de internagao. Os pacientes foram divididos em dois
grupos, atentando para o tipo de procedimento cirdrgico,

idade e sexo. Aplicamos CS a um grupo e CC ao outro grupo.

(Figura 1). Ambos os grupos consistiram em 15 pacientes.
Considerando nosso trabalho anterior, o tamanho da amostra
utilizado no estudo foi por conveniéncia.'” A cirurgia de
revascularizacao miocardica foi realizada com essas solugdes
cardioplégicas. Todos os pacientes estavam tomando aspirina.
Nove pacientes do grupo CS e 11 pacientes do grupo CC
faziam uso de B-bloqueador; 3 pacientes do grupo CS e 1
paciente do grupo CC faziam uso de bloqueadores de canais
de calcio; 4 pacientes do grupo CS e 2 pacientes do grupo
CC faziam uso de medicacdo diabética oral; 1 paciente do
grupo CS e 3 pacientes do grupo CC faziam uso de inibidor
da enzima conversora de angiotensina; 1 paciente do grupo
CC fazia uso de a e B blogqueadores. O grupo de controle
saudavel nao foi usado porque os pacientes foram comparados
dentro e entre os grupos. Todos os pacientes registrados pelo
Departamento de Cirurgia Cardiovascular da Universidade
Erciyes foram avaliados para este estudo. Pacientes com
sindrome coronariana aguda, cirurgia de revascularizagao do
miocdrdio (CRM) de emergéncia, insuficiéncia renal cronica,
histéria de cirurgia cardiaca prévia, endocardite infecciosa,
doencas vasculares periféricas e doenga inflamatéria cronica
foram excluidos do estudo. O comité de ética da Universidade
Erciyes aprovou este estudo. Formuldrios de consentimento
informado por escrito foram recebidos dos pacientes. Este
estudo respeitou as declaragoes éticas da Declaragao de
Helsinki.

Manejo da anestesia

O mesmo protocolo de anestesia foi aplicado a todos os
pacientes. Foram realizados ECG de cinco canais, oximetria
de pulso, pressdo arterial ndo invasiva, oximetria cerebral
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Figura 1 - Diagrama de fluxo da selegdo do paciente no estudo. PCR: reagdo em cadeia da polimerase; RNA: 4cido ribonucléico.
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e monitoramento de entropia nos pacientes levados para
a sala de cirurgia. Ap6s injegao de 1,5 mg de dormicum
e 50 microgramas de fentanil, um cateter arterial invasivo
foi colocado na artéria radial e uma medicao invasiva da
pressao arterial foi realizada. Apds pré-oxigenacao, 1 mg/
kg de propofol, 10 microgramas/kg de fentanil e T mg/kg de
rocurdnio foram usados na indugao. Os pacientes com valores
de entropia adequados foram intubados. O cateter venoso
central guiado por ultrassom foi inserido. A infusao de acido
tranexamico na dose de 15 mg/kg em 1 hora foi seguida
de infusao de manutengdo na dose de 1,5 mg/kg/h durante
todo o caso. Dez microgramas/kg/h de fentanil, 4 mg/kg/h de
propofol, e 1 mg/kg/h de rocurénio foram usados no manejo
da anestesia. A profundidade da anestesia foi ajustada entre
45 e 60 de entropia; se necessario, desflurano foi usado como
agente inalatério. As configuragoes do ventilador foram TV 6
ml/kg, frequéncia respiratéria 12/min, PEEP de 5 cm/volume
de 4gua, com modo de controle de volume. Caso houvesse
diminuicao da oximetria cerebral, as intervencdes necessarias
eram realizadas.

Abordagem cirlrgica

Em todos os casos, o procedimento operatério incluiu
esternotomia mediana e circulagdo extracorpérea com
oxigenador de membrana. A protegao miocardica consistiu
em hipotermia moderada (30-32°C), resfriamento tdpico
com solugao salina fria e sangue frio ou cardioplegia
Custodiol (4-10°C) administrado de forma anterégrada. A
cardioplegia Custodiol [1000 cc, contendo histidina 180
(mmol/L), triptofano (2 mmol/L), manitol (30 mmol/L), KCI (9
mmol/L), NaCl (15 mMol/L)] foi administrada em uma UGnica
dose. As doses de cardioplegia sanguinea [contendo 700 cc
de sangue, 2 ampolas de HCO3 (840 mg), 1 ampola de Mg
(1500 mg), 2 ampolas de KCI (750 mg)] foram repetidas a
cada 20 minutos. A tGltima dose foi administrada morna (37°C)
imediatamente antes da liberagao do pingamento aértico.
Todas as anastomoses distais foram realizadas primeiro,
apos pincamento cruzado da aorta e infusdo da solugao
cardioplégica. As anastomoses proximais foram feitas ap6s a
liberagdo do pingamento.

Preparacao de amostras de tecido

Duas amostras de tecido miocardico do mesmo local
no apéndice atrial direito foram retiradas de cada paciente
imediatamente antes do pingamento adrtico e apés a liberagao
da pinga (final da circulagdo extracorpérea). As amostras
de tecido foram entdo congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -80°C.

Isolamento de RNA e estudos de expressao génica

Duas amostras de tecido miocardico (pré e pds-
condicionamento) foram coletadas de cada paciente e o RNA
total foi isolado com o reagente TRIZOL (Roche, Alemanha). A
quantidade e a qualidade das amostras de RNA foram medidas
com um Espectrofotdmetro BioSpec-Nano. Os RNAs foram
armazenados a -80°C até o uso. Os niveis de expressao de
mRNA dos genes Beta-actina (ACTB), Beclin, LC3, Caspase
3, Caspase 8 e Caspase 9 foram determinados usando PCR

em tempo real LightCycler 480 Il (Roche, Alemanha). Cada
amostra foi processada em duplicata. Os niveis de expressao
dos genes foram calculados usando o método 2 -4,

Isolamento de proteinas e Western Blot

O isolamento de proteinas foi realizado a partir de amostras
de tecido miocardico.’® A concentragao total de proteinas para
cada amostra foi determinada com um kit de ensaio de proteina
compativel com detergente (kit DC; Bio-Rad, Hercules,
CA). Aliquotas contendo 40 ug de proteina total de cada
amostra foram analisadas por eletroforese em gel de dodecil
sulfato de sédio (SDS)-poliacrilamida com um gradiente de
4-20% para separagao de proteinas e eletrotransferidas para
membranas de difluoreto de polivinilideno. As membranas
foram bloqueadas com um tampao de bloqueio (0,1 Triton
X-100 com 5% de leite em p6 em solugao salina tamponada
com Tris-Tween 20) [TBS-T] por 60 min. Depois de lavadas
com TBS-T, as membranas foram sondadas com os seguintes
anticorpos primarios: LC3, Beclin-1, Caspase 3, Caspase 8 e
Caspase 9 (Cell Signaling Technology). As demais etapas do
western blot foram realizadas conforme indicado no estudo
de Hamurcu et al.’ Os blots foram entéo visualizados com
um Chemidoc MP Imaging System (Biorad) e quantificadas
com um densitdmetro usando o programa de aplicagao de
imagens (Bio-Rad Image Lab 5).

Analise estatistica

As variaveis categéricas foram apresentadas como ntimeros
e porcentagens, e as comparacgoes de grupo foram feitas
usando os testes qui-quadrado, correcao de Yates e Fisher.
A conformidade dos dados com a distribuicao normal foi
avaliada com histograma, g-q plots e teste de Shapiro-Wilk.
As comparagoes intergrupos de varidveis numéricas foram
realizadas com os testes t de Student nao pareados ou testes U
de Mann-Whitney. A homogeneidade da variancia foi avaliada
com o teste de Levene. Duas amostras dependentes e o teste
de Wilcoxon foram aplicados para comparar as diferencas
entre os resultados de expressao génica de mRNA e os niveis
de expressao de proteina em amostras de tecido coletadas
no pré e pés-operatério. Duas amostras independentes e o
teste U de Mann-Whitney foram aplicados para comparar
os dados do grupo cardioplegia sanguinea e cardioplegia
Custodiol. Os dados foram obtidos usando GraphPad Prism
8.0. (versao 8.0.1, San Diego, CA, EUA). Valores de p <5%
foram considerados estatisticamente significativos.

Resultados

Caracteristicas do paciente e achados laboratoriais

Quinze pacientes foram incluidos nos grupos cardioplegia
sanguinea (CS) e cardioplegia Custodiol (CC). Homens (9,
60%) e mulheres (6, 40%) foram iguais em ambos os grupos.
A média de idade do grupo CS foi 59,9 = 9,8 anos, e o
grupo CC foi de 52,7 = 19,5 anos; essa diferenga nao foi
significativa (p=0,2135). As caracteristicas clinicas e cirtrgicas
dos pacientes sdo apresentadas na Tabela 1 e os achados
laboratoriais na Figura 2 (A, B).

Arq Bras Cardiol. 2023; 120(7):e20220479
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Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e demograficas do grupo de

estudo

Os niveis de CK-MB e TnT foram medidos nas amostras
de sangue pré e pés-operatérias do paciente para parametros
bioquimicos e comparados nos grupos CC e CS (Figura 2A,

Achados clinicos c:;:'g"lrl,:*g;a c%:’s'::t:?g'a Valor-p 2B). Os niveis pré-operatérios de CK-MB e TnT nao foram
(n=15, médiatDP) (n=15, médiaDP) significativamente diferentes. Nossos dados mostraram que
\dade os niveis pés-operatérios de TnT diferiram significativamente
(ano médio + SEM) 59,998 52,7+19,5 p=0,5 entre os grupos (p=0,0072).
Sexo 9 (60% 9 (60% =0,645 50 géni <o St
(masculino n, %) (60%) (60%) p=u, Resultados de expressao génica autofagica e apoptotica
. . em tecido miocardico
Dlat:etes Mellitus 4 (27%) 2 (13%) p=0,075 ) o )
(n, %) A expressao génica de BECLIN em amostras de tecido
i 5 miocardico foi significativa e diminuiu apds pingamento
H|p‘09rtensao 4 @27%) 2 (13%) p=0,075 - 8 - " pos ping N
(n, %) aortico no grupo CS (Figura 2D) (p=0,0078). A expressao
do gene LC3 diminuiu ap6s o pincamento adrtico, mas nao
Fumante 5 (33%) 7 (47%) 0=0,224 > gene LLs dim p P n )
(n, %) foi significativa (Figura 2D). A expressao do gene BECLIN em
Altura amostras de tecido miocardico coletadas apés o pincamento
(cm) 164£9,5 167,5¢10,1 p=07 aortico ndo foi diferenciada das amostras de tecido miocérdico
Peso coletadas antes do pingamento aértico no grupo CC. A
(k) 76,5£12,4 76,215 p>0,9999 expressio do gene LC3 na amostra de tecido miocardico
ASC coletada antes do pingamento aértico mostrou-se diminuida
(m?) 1,8£0,2 1,8£2 p>0,9999 quando comparada a amostra de tecido miocardico coletada
. L apds pingamento adrtico, mas essa diminuigao nao foi
O DB EREL TS estatisticamente significativa (p=0,7263, Figura 2E).
Pressdo arterial 1,154 165 1238+19,1  p=0,664 Aexpressdo de CASPASE 3 no grupo CS foi significativamente
sistolica menor na amostra de tecido coletada apds pincamento aértico
Pressao (p=0,0188, Figura 3B). As expressoes dos genes CASPASE 8 e
Z?ans%gllirlza (e 7131 el CASPASE 9 foram semelhantes antes e depois do pincamento
adrtico (p=0,8552, p=0,8891). No grupo CC, os niveis de
Ecocardiografia expressao génica de CASPASE 3, CASPASE 8 e CASPASE 9 nao
Frago de foram significativamente diferentes em amostras de tecido
g 54,7 £ 5,4 55,7 £ 6,3 p=0,647 o - _ -
ejecdo coletadas ap6s pingamento aédrtico (p=0,7354, p=0,0758,
is p=0,4128, respectivamente).
Diametros 3,49+ 0,56 332403 p=0,310 Y o i
sistolicos Quando os niveis de expressaio de mRNA de amostras
Didmetros de tecido miocardico foram comparados antes e depois do
e 518+0,72 4,99 + 0,44 p=0,379 . o o - A
diastélicos pincamento adrtico, os niveis de expressao génica de BECLIN
Duragéo do e LC3 nao foram diferentes no grupo CS em comparagao ao
Pingamento grupo CC (Tabela 2).
cruzado 58,48,6 63,7+36,4 p=0,9931
(média .
min+SEM) Resultados do estudo de Western Blot em tecido
Duragdo total miocardico
do bypass 119428 134.5453.9 0=09423 O nivel de expressao da proteina Beclin em amostras
(média T ' de tecido miocardico coletadas apds pingamento aértico
T . o g
min+SEM) mostrou-se aumentado, e esse valor foi estatisticamente
TnT 0,8 0,2 0=0,0072 significativo em comparagao com amostras de tecido
(ng/mL) (0.5-1,6) (0,16-1,8) coletadas antes do pingamento aértico no grupo CS (p<0,05)
CK-MB 60,3 41 0=0,0731 (Figura 2C, E). Os niveis de expressao da proteina LC3-I
(ut) (39,5-145) (28-50) ’ diminufram apés o pingamento aértico, mas a diferenca nao
Cirurgia foi significativa. Nao houve diferenga nos niveis de expressao
da proteina Beclin na amostra de tecido miocardico coletada
HIRS) (@) < e antes do pingamento aértico de pacientes com CC (p>0,05),
CRMX2 (n) 2 1 mas a expressdo da proteina LC3-II foi estatisticamente
significativa e diminuiu aps o pingamento aértico (p< 0,05)
CRMX3 (n) 6 6 (Figura 2C, 2E). Em ambos os grupos, os niveis de proteinas
CRMX4 (n) 5 6 das Caspases 3, 8 e 9 clivadas diminuiram em amostras de

CRMXxN: numero de by-pass; ASC: drea de superficie corporal; DP: desvio
padrédo; SEM: erro padrdo da média.
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tecido coletadas ap6s pincamento aértico. Os niveis de
proteina total de Caspase 3, 8 e 9 ndo foram alterados entre
os grupos (Figura 3A, 3B).
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Figura 2 - A, B) Comparagdo dos achados laboratoriais pos-operatérios dos pacientes dos grupos Cardioplegia Custodiol e Cardioplegia Sanguinea.
A) Os niveis de TnT foram significativamente diferenciados entre os grupos (p=0,0072). B) Os niveis de CK-MB nado foram diferentes entre os grupos
(p=0,0731). Figuras 2C-E) Gréficos de expressdo. C) Imagens de Western Blot de membrana de marcadores de autofagia no grupo Cardioplegia Sanguinea
e Cardioplegia Custodiol. D) Gréficos dos niveis de expressdo dos genes Beclin e LC3 nas amostras de tecido miocardico dos grupos (n=15, BO: Antes do
pingamento adrtico, AO: apds a liberagdo do pingamento adrtico). (*p<0,05). E) Expressdes proteicas de Beclin e LC3 em ambos 0s grupos.

Tabela 2 - Comparacao dos niveis de expressao génica entre amostras de tecido miocardico de pacientes com Cardioplegia Sanguinea
e Cardioplegia Custodiol

BECLIN 0,8(0,3-1,6) 0,6(0,5-1,4) 0,6(0,3-0,9) 0,5(0,3-1) 0,8943/ 0,8123

Lc3 1(0,6-1,3) 0,6(0,4-1,1) 0,5(0,4-0,7) 0,6(0,3-1,4) 0,3821/ 0,6934

Os valores pré-operatérios (BO) dos grupos CS e CC foram comparados com o teste de Mann-Whitney. Os valores pés-operatérios (AO) dos grupos CS e
CC foram comparados com o teste de Mann-Whitney. Os dados sdo expressos em mediana (1° e 3° trimestre). CS: cardioplegia sanguinea; CC: cardioplegia
custodiol; BO: antes do pingamento acdrtico; AO: apos liberar o pingamento adrtico.
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Figura 3 - Resultados de Western Blot. A. Imagens de Western Blot de membrana de marcadores apoptéticos no grupo Cardioplegia Sanguinea e Cardioplegia
Custodiol. B. Gréficos do nivel de expressédo dos genes das Caspases 3, 8 e 9 nas amostras de tecido miocérdico dos grupos (n=15, BO: Antes do pingcamento

acrtico, AO: apos liberagdo do pingamento adrtico). (*p<0,05).

Discussao

Este estudo investigou os efeitos dos principais marcadores
de autofagia e apoptose-Caspases, LC3 e Beclin, no miocardio.
Além disso, foi discutida neste estudo a questdo da extensao
da protegao oferecida por duas solugdes cardioplégicas
diferentes usadas para protecao miocardica durante a
cirurgia. Detectamos diferengas na abundancia de proteinas-
chave da autofagia no miocardio atrial direito de pacientes
submetidos a cirurgia de revascularizagao do miocérdio. Ao
nosso conhecimento, este é o primeiro estudo deste tipo na
literatura. Numerosos estudos estao sendo conduzidos para
a manutencao da homeostase durante a cirurgia cardiaca.
Os estudos mais notaveis neste campo estao relacionados a
marcadores inflamatérios e vias génicas além dos mecanismos
de morte celular, como autofagia e apoptose.®

Os niveis de troponina e CK-MB indicam necrose e
isquemia nos tecidos. A elevacao desses dados clinicos
também é proporcional ao grau de isquemia. Apenas uma
diferenca no nivel de troponina foi encontrada entre os
grupos a partir da comparagao dos dados bioquimicos
no soro (p=0,0072). Tanto a TnT quanto a CK-MB sao os
marcadores mais importantes de dano miocardico. Este estudo
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investigou os niveis de protecao cardiaca de duas solugoes
de cardioplegia para determinar o dano miocardico no pés-
operatério imediato com esses marcadores. A diferenga na
troponina pode surgir em um pequeno néimero de pacientes;
considera-se que o efeito exato pode ser obtido com um
néimero maior de pacientes. Além disso, pode ser til planejar
estudos maiores para determinar a causa da diferenciagdo para
revelar dano estrutural no miocérdio no nivel de troponina.

Prathanee et al.,"® conduziram um estudo retrospectivo
de caso-controle em pacientes com CRM. Os pacientes
foram divididos em dois grupos, aplicando CS frio e solugao
de cardioplegia Custodiol-HTK. Houve significativamente
mais fibrilacao ventricular espontdnea apés a liberagao do
clampeamento cruzado no grupo Custodiol. O desfecho
clinico de doses tnicas de solugdo de CC anterégrada em
cirurgia de revascularizagao miocardica protegeu igualmente o
CS anterdgrado frio repetitivo.'® No total, foram identificados
1.900 procedimentos cirtrgicos cardiacos, dos quais 126 (7%)
utilizaram o Custodiol e 1.774 (93%) utilizaram a CS como
principal agente cardioplégico no estudo de Viana et al. Os
resultados mostraram que Custodiol pode ser conveniente e
pelo menos tao seguro quanto a CS para protecao miocardica
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em cirurgia cardiaca complexa.' Elcik et al.,'” mostraram
que os resultados do mRNA sanguineo deram melhores
resultados na cardioplegia sanguinea. Nesse estudo, ao
contrario do nosso estudo, o fato de os tempos de pingamento
serem diferentes e mais longos também podem motivar a
comparagao dos dados no sangue. Isso pode ser devido aos
curtos tempos de clampeamento e a falta de isquemia clara
completa no tecido miocardico."”

A apoptose pode ser responsavel por uma quantidade
significativa de morte de cardiomidcitos, contribuindo para
o desenvolvimento e progressao da insuficiéncia cardiaca. Os
dados disponiveis mostram que a apoptose dos cardiomiécitos
é controversa.'>'? Em cirurgia cardiaca congénita, Busro et
al. usaram um grupo controle composto por 55 pacientes
com apenas histidina-triptofano-cetoglutarato e um grupo
de tratamento de 54 pacientes com histidina-triptofano-
cetoglutarato e cardioplegia terminal de sangue quente.
Uma técnica de imuno-histoquimica foi usada para examinar
Caspase 3 em amostras do atrio direito. Os resultados de
troponina | e Caspase-3 nao diferiram significativamente
entre os grupos.?’ Dois tecidos do éatrio direito foram
obtidos de 24 pacientes submetidos a revascularizagao
do miocardio no inicio da enxertia e 10 minutos apés a
liberacao da pinca adrtica. Caspase 9 e Caspase 8 ativas
foram detectadas por imunocoloragdo para identificar as
vias de indugao da apoptose. Os investigadores concluiram
que a parada cardioplégica com sangue quente induz
apoptose de cardiomiécitos mediada por mitocondrias.’
Em nosso grupo CS, a expressao da Caspase 3 diminuiu no
tecido removido apds pingcamento aértico, e esse dado foi
estatisticamente significativo. No grupo CC, as expressoes
de Caspase 8 e Caspase 9 diminuiram apés o pingamento
adrtico, mas isso foi insignificante. Isso indica que o CC
suprime a morte celular apoptética e acredita-se que proteja
contra a morte celular apoptética. Além disso, pensamos
que a via intrinseca pode ser desencadeada no grupo CS, e
ambas as vias intrinseca e extrinseca sao desencadeadas no
grupo CC. Conforme resumido acima, ndo ha estudos na
literatura comparando as solugbes cardioplégicas utilizadas
para protegao miocardica em nivel molecular. Este é o
primeiro estudo a investigar o mecanismo da apoptose no
tecido miocardico, tanto no nivel do transcriptoma quanto
no nivel da proteina.

Garcia et al. estudaram se a autofagia atrial é ativada
em pacientes que desenvolvem fibrilagao atrial (FAPO)
pos-operatéria. LC3B foi acentuadamente reduzido em
pacientes com FAPO. A autofagia cardiaca prejudicada estd
presente em pacientes que desenvolvem FAPO ap6s cirurgia
de revascularizagao do miocardio.?' Foi demonstrado que
LC3 e BECLIN nao foram diferenciados no tecido miocérdico
ventricular esquerdo de pacientes submetidos a cirurgia
de circulagdo extracorpérea. Quando o mecanismo de
autofagia estd avangado, as proteinas autofagicas também
sdo degradadas, explicando potencialmente a deplecao de
proteinas autofagicas durante CEC mais longa.” Apoiando
essa informagao, os niveis de proteina e transcricao de
proteinas autofagicas (Beclin-1 e LC3-Il) também diminuiram
na falha miocardio do ventriculo esquerdo (VE) de pacientes
com cardiomiopatia dilatada idiopética apés explantacao

de um dispositivo de assisténcia do VE.?? Foi relatado na
literatura que o mecanismo de autofagia desempenha
um papel significativo na protecdo do miocdrdio. Este
estudo examinou os MRNAs e a expressao de proteinas de
Caspases, LC3 e Beclin no tecido do miocardio durante a
cirurgia de revascularizacdo do miocardio para determinar
quaisquer diferengas entre as duas solugbes cardioprotetoras
(Cardioplegia sanguinea versus cardioplegia Custodiol). Nos
grupos submetidos a cardioplegia sanguinea e a cardioplegia
Custodiol, foi feita uma comparagdo na protegao do
miocardio via mecanismo de autofagia. As expressdes dos
genes LC3 e Beclin ndo foram estatisticamente significativas
em ambos os grupos neste estudo. Além disso, de acordo
com o resultado do Western Blot, a expressao da proteina
Beclin foi maior nos grupos de CS e CC. Além disso, Beclin
tem um papel anti-autofdgico na interacao com BCL-2;
portanto, pode nem sempre atuar com LC3. Afirma-se
também que Beclin tem um papel protetor contra doencas
cardiacas em outros mecanismos dentro da célula (supressao
tumoral, desenvolvimento, imunidade), além de seu papel
na autofagia.?*** Além disso, descobriu-se que Beclin é
armazenado em diferentes areas dentro do celular.?? Assim,
podemos considerar que o aumento da expressdo da
proteina é um indicador de que a Beclin esta armazenada
na célula, embora a expressaio do mRNA da Beclin tenha
diminuido no pés-operatério. Nao houve diferenga quanto a
protecao miocardica na comparagao entre as duas solugoes
cardioplégicas. Nem os grupos de cardioplegia de sangue
nem de Custodiol mostraram qualquer diferenga na protecao
miocardica em relacao aos marcadores autofagicos.

A busca na literatura indicou que o niimero de estudos
sobre amostras de miocdrdio colhidas durante a cirurgia é
escasso. O nimero de estudos realizados com transcriptoma
e Western Blot é muito pequeno. Além disso, ndao hd
nenhum estudo sobre o uso e comparagao de duas solugdes
cardioplégicas diferentes semelhante a este estudo. Portanto,
este estudo se diferencia de outros devido a esses aspectos.
Nossos achados foram relacionados a protegao miocardica no
pos-operatério imediato. Seria conveniente planejar novos
estudos que suportassem os resultados de nosso estudo com
um ndimero maior de pacientes nos grupos. A maior limitagao
deste estudo é o pequeno nlmero de pacientes. Os resultados
podem ser diferentes com um estudo multicéntrico. A segunda
grande limitagao sao os curtos tempos de pingamento cruzado.
Longos tempos de pingamento exigirao cardioplegia adicional,
e esses resultados podem variar.

Conclusao

Este estudo pode iluminar estudos futuros sobre o
tratamento cirdrgico das cardiopatias e contribuir para o
desenvolvimento cientifico no tratamento dessas doencas.
A autofagia tem efeitos bidirecionais como mecanismo de
morte celular. Nao encontramos nenhuma diferenga entre
as solugoes CS e CC usadas neste estudo ao examinar a
morte ou sobrevivéncia celular. Por isso, acreditamos que
ambas as solugdes cardioprotetoras podem ser utilizadas
durante as operagdes, e os resultados do nosso estudo
podem fazer a diferenca em futuras cirurgias cardiacas
com esse método.
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