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Abstract Results: The concentration of caspase was lower in group 2 and
Introduction: Cardiac arrest during heart surgery is a com- Ki-67 was higher in group 2, both P<0.05. There was no statistical

mon procedure and allows the surgeon to perform surgical pro- difference between the values of IL-8 between the groups.

cedures in an environment free of blood and movement. Using Conclusion: Histidine-tryptophan-glutamate solution was

a model of isolated rat heart, the authors compare a new car- better than histidine-tryptophan-alphacetoglutarate solution

dioplegic solution containing histidine-tryptophan-glutamate because it reduced caspase (apoptosis), increased KI-67 (cell

(group 2) with the histidine-tryptophan-alphacetoglutarate proliferation), and showed no difference in IL-8 levels compared

(group 1) routinely used by some cardiac surgeons. to group 1. This suggests that the histidine-tryptophan-glutamate
Objective: To assess caspase, IL-8 and KI-67 in isolated rat solution was more efficient than the histidine-tryptophan-

hearts using immunohistochemistry. alphacetoglutarate for the preservation of hearts of rat
Methods: 20 Wistar male rats were anesthetized and cardiomyocytes.

heparinized. The chest was opened, cardioctomy was performed

and 40 ml/kg of the appropriate cardioplegic solution was Descriptors: Heart Arrest, Induced. Myocardial Ischemia.

infused. The hearts were kept for 2 hours at 4°C in the same Heart.

solution, and thereafter, placed in the Langendorff apparatus for

30 minutes with Ringer-Locke solution. Immunohistochemistry Resumo

analysis of caspase, IL-8, and KI-67 were performed. Introducdo: A parada do coracdo durante a cirurgia
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Abreviaturas, acronimos & simbolos

ATP Trifosfato de adenosina

BSA Soro fetal bovino

DOM Densidade 6ptica média

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

iy Intraperitoneal

UA Unidades arbitrarias

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

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

Meétodos: 20 ratos machos de raca Wistar foram anestesiados

INTRODUCAO

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

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

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

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

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

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

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

Descritores: Parada Cardiaca Induzida. Isquemia Miocardica.
Coracio.

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

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

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

METODOS
Apbs aprovagdo do Comité de Etica em Experimentagdo

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

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

Protocolo Experimental

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

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

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

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

Tabela 1. Composi¢édo das solugdes utilizadas.

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

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

Tabela 2. Relag@o dos anticorpos utilizados.

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

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

Preparacio histolégica e técnica imuno-histoquimica

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

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

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

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

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

Quantificacdo da marcaciao imuno-histoquimica

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

DOM =255 -UA

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

Analise estatistica

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

RESULTADOS

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

Achados durante perfusio com solu¢do cardioplégica
e Ringer Locke

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

Achados imuno-histoquimicos

Apds 2 horas de isquemia e 30 minutos de reperfusdo,
a atividade da caspase foi significativamente menor no gru-
po 2 (P<0,0001), a atividade de KI-67 foi maior no grupo
2 (P<0,0001) e a da IL-8 nao foi diferente entre os grupos
(Figura 1).

Caspase

KI-67

P <0,0001 P <0,0001

Densidade 6ptica média (d.o.m.)
Densidade 6ptica média (d.o.m.)

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

DISCUSSAO

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

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

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

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

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

CONCLUSAO

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

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