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Abstract

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

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

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 The chest was opened, the heart was withdrawn and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

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

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

Descriptors: Heart Arrest, induced. Apoptosis. Myocardial
Ischemia.
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Abreviaturas, acronimos & simbolos

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

Resumo

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

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

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

INTRODUCAO

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

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

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

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

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

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

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

Descritores: Parada Cardiaca Induzida. Apoptose. Isquemia
Miocardica.

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

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

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

METODOS

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

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

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

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

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

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

Tabela 1. Composi¢do das solugdes utilizadas.

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

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

Tabela 2. Relag@o dos anticorpos utilizados.

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

Preparacio histolégica e técnica imunohistoquimica

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

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

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

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

Anticorpo Especificidade Diluigéo Tampéo Laboratorio
anti-KI1-67 Monoclonal 1:200 Citrato pH6 Biocare Medical
anti-Caspase 3 Policlonal 1:1000 Citrato pH6 Abcam
anti-1L-8 Monoclonal 1:50 Citrato pH6 Santa Cruz
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Os controles negativos das reagdes foram obtidos pela
omissdo do anticorpo primdrio. Foram utilizados tecido de
tonsila para reagdes de KI-67 e caspase 3 e como controle
positivo tecido de mama para reacao de IL-8.

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

Dimensao fractal e entropia de Shannon

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

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

Analise estatistica

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

RESULTADOS

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

Achados durante perfusio com solu¢do cardioplégica
e Ringer Locke

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

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

Analise da dimensao fractal e entropia de Shannon

A dimensao fractal com a utilizagdo do marcador caspase
foi 1,59+0,09 (sem unidade) para o grupo 1 e 1,55+0,13 para
o grupo 2, respectivamente (P=0,4400), do KI-67 1,53+0,13 ¢
1,54+0,18, respectivamente (P=0,9595) e daIL-8 de 1,52+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).

DISCUSSAO

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

Outro processo que esta intrinsecamente relacionado
com lesdo isquemia-reperfusdo é a apoptose!'”!®l. Essas
mudangcas sao feitas por uma familia de proteases denomi-
nadas caspases!'?l. O grau de ativacéo das caspases ¢é dire-
tamente relacionado ao grau de apoptose?”. Em contraste
com a apoptose, a necrose ¢ um processo irreversivel de
morte celular em que hé ruptura da membrana celular, com
extravasamento do citosol ao meio extracelular, margina-
¢do leucocitaria e ativagdo da cascata inflamatoria?°2!l,
Em contraste com a morte celular os coracdes de mami-
feros apresentam pequena capacidade proliferativa apods
o nascimento. Um dos marcadores utilizados para avaliar
proliferacdo celular é o KI-6722. Com esse marcador,
Walsh et al.[?] mostram que 12-23% dos cardiomidcitos
fetais de ratos apresentam atividade proliferativa, passan-
do a 1-8% até o 7° dia e praticamente indetectavel a partir
do 14° dia. Assim, selecionamos a analise da caspase, IL-8
e KI-67 para avaliacdo da apoptose, necrose proliferacao
celular, respectivamente.
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Fig. 1 - Histogramas demonstrando distribui¢do da dimensdo Fig. 2 - Histogramas demonstrando distribui¢do da entropia em:
fractal em: (A) caspase, (B) IL-8 e (C) KI-67. Grupo 1: solu¢do com (A) caspase, (B) IL-8 e (C) KI-67. Grupo 1: solu¢do com histidina-
histidina-triptofano-cetoglutarato, Grupo 2. solu¢do com histidina- triptofano-cetoglutarato, Grupo 2: solu¢do com histidina-triptofano-
triptofano-glutamato glutamato
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A dimensao fractal é um parametro util para caracteri-
zacdo de estruturas complexas irregulares, mas que quando
observadas matematicamente, sua andlise denota figuras
regulares com caracteristica de autossimilaridade, ou seja,
assemelham-se a elas mesmas quando observadas em dife-
rentes escalas de tamanho!?*,

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

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

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

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

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

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

x€X

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

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

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

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

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

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

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

CONCLUSAO

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